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Etude de la composition des
triglycerides plasmatiques par
chromatographie en phase
supercritique (SFC)
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Abstract. The triglycerides were extracted from the human plasma and the composition was
determined using SFC method.
No noticeable difference was observed in the repartition among normal and high triglyce-
rides levels subjects. There is no evident correlation between the triglycerides composition
and a particular pathology.

1. Introduction

Jusqu'a aujourd'hui, les informations
concernant la composition des triglycerides
sanguins faisaient completement defaut. La
methode que nous nous proposons d 'utiliser
permettra d'elucider partiellement Ie me-
lange de triglycerides, de foumir un apen;;u
de la repartition de ces demiers et even-
tuetlement de tirer des conclusions se rap-
portant a la pathologie associee.

D'un point de vue c1inique, I'interet se
porte premierement sur la connaissance de
la repartition des triglycerides et non sur leur
quantification, des tests enzymatiques as-
surant tres bien cette tache.

ments aminopropyles, conditionne en colonne dc 500
mg etl OOmg produit par Analytichem International Inc.
Ca.

2.3. Specimen
Les serums utilises durant celie etude ont ete four-

nis par Ie laboralOire de chimie c1inique de 1'h6pital de
Fribourg CH (Dr. F. Perriard), leur collecte s'est ef-
fectuee selon les nonnes standards en application. lis
proviennent de patients anonymes en traitement it I'h6-
pital sus-mentionne. Les patients presentaient des cas
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2. Materiels

2.l. Produits
Les triglycerides utilises pour I'elaboration des

soln. standards ont ete obtenus aupres de la societe
Sigma Chemical Co .• St-Louis. Les solvants utilises
sonttous de type HPLC, ils ont ete commandes aupres
de Riedel De-Haen AG. lis ont ctc conserves sur taInis
moleculaire 4 A.

1) hexane
condo colonne

2)Echantillon
3) hexane
4) 2:1 CHCI3"

isopropanol

Lipides neutres
dans hexane

2
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2) hexane
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2
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dans Hexane
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2.2. Appareillages
La scparation des triglycerides par SFC a cte reali-

see a I'aide du systeme Carlo-Erha SFC3000 avec in-
jecteur manuel, la colonne chromatographique est de
type capillaire (50 /.UTI/0.2/.UTI)d'une longueur de 10 m
comportant une phase stationnaire DB-5 (phenyle/
methyle) Durahound chimiquement liee foumie par
J& W Scientific Ca.

L'acquisition etle traitement des donnees ont ctc
effectuees sur IBM PC-XT 286 a I'aide des logiciels
Maxima 3.3 et LOIus 1-2-3 2.0.

L 'extraction des triglycerides du serum a ete ren-
due possible par I'utilisation d'un appareil Vac-Elut et
de colonnes d'extraction solide-liquide Bond-Elut uti-
lisant un adsorbantde silice greffee portant des groupe-
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Fig. I. Procede d' extraction des triglycerides a partir d' l/n serum Ill/main par I' utilisation de colonnes greffees
amino-propyles
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Fig. 2. Programme de temperature, pression, densite utilise pour la separation chromatographique. Le parametre
est calcule ii partir des variables choisies temperature, dens/te

4. Resultats

4.2. Serum
Une distribution moyenne des triglyceri-

des aeteetablie a I'aide d'un pool de serums
issus de personnes normales (figs. 4 et 5).

4.1. Chromatographie
Comme on peut Ie constater ci-dessous

(jig. 3) la separation d'un melange syntheti-
que de triglycerides provenant de standards
purs contenant les composes comportant
trois esters satures identiques dela tricaproine
(C6 pM 386.53) a la tristearine (C18 pM
891.51) ainsi que les composes comportant
un melange d'esters, de masse molaire in-
termediaire, soient: Ie 1,2-dilauroyl-3-my-
ristoyl-rac-'glycerol (C12:0, CI2:0, CI4:0)
pM 667.1,_le 1,2-dimyristoyl-3-1-auroyl-
rae-glycerol (CI2:0, CI4:0, CI4:0) pM
695.1, Ie 1,2-dimyristoyl-3-palmitoyl-rac-
glycerol (C14:0, CI4:0, C16:0) pM 751.2, Ie
I ,2-dilauroy 1-3-myristoyl-rac-glycerol
(CI6:0, C16:0, C14:0) pM 779.3, Ie 1,2-
distearoyl-3-myristoyl-rac-glycerol (C 18:0,
C18:0, C14:0) pM 835.4, Ie 1,2-distearoyl-
3-palmitoyl-rac-glycerol (CI8:0, C 18:0,
C 16:0) pM 863.4, a ete realisee avec, pour
chaque pic, une resolution superieure a I. On
notera que \'ordre d'elution des divers pro-
duits correspond it I'ordre ascendant des
masses molaires des differents triglycerides.

g/lmin compris entre 250 gil et 600 gil debutant 5 min
apres Ie debut du cycle d'analyse auqucl nous avons
surimpose un gradient lineaire de temp. de pente 0.2°/
min debutant 40 min apres Ie debut de I'analyse et
faisant passerla temp. de IOOa 110°. Cesconditions ont
ete determinees empiriquement en utilisant les produits
standards. Le gradient de temp. a etc rendu necessaire
pour I' obtention d 'une bonne resolution (>1) des trigly-
cerides de poids moleculaire important (>600).
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mum de CHC13 (200 Ill) afin de proc6der a I'injection
de I'echantillon (jig. I).

Chaque etape de I'extraction peut etre contr61ee
par TLC. Solvant: AcOH/EtoO/hexane (I :30:701'/1'/1')
revelateur: spray 3.5% acide phosphomolybdique; pla-
ques: 10/10 em silica gel G W 254.

3.2. Chromatographie
Nous avons utilise lescondilions d'analyse sui van-

tes (jig. 2), un gradient de densile linea ire de pente 0.004
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3. Methodes

d'hypertriglyceridemies plus ou moins prononcees (de
5 a 70 mM/I), d'hypercholesterolemie (de 3.3 a 7.8mM/
l),d'hyperglycemie (de 10.5 a 20.6 mM/I) et quelques
cas de dysfonctionnement du foie presentant un tau x
eleve de gamma-GT (de 325 a 1709 U.l.). Les doses de
serums destines a I'analyse ont ete stockees dans des
tubes en verre de IS ml centrifugeables et hermetique-
ment clos, puis congeles jusqu'a leur utilisation.

Fig. 3. Melange de triglycerides purs de C6 ii CI8
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3.1. Extraction
Pour un volume de serum con tenant environ I mg

de lriglycerides lolaux (TG), determine par test enzy-
matique, nous ajoutons 1.5 fois ce volume de CHC 13et
de MeOH, puis 0.1 ml d'une soln. I g/l de nonano'ine
(C9) dans CHCI3 utilise comme standard interne et des-
tine a evaluer Ie rendement de I'extraction. Apres IS
min de centrifugation, la phase inferieure est recuperee
et pas see sur la premiere colonne d 'extraction (500 mg)
prealablement conditionnee par 4 ml de hexane. Nous
procedons au lavage de la colonne par 2 ml de hexane
puis ill'elution de I'echantillon par 4 ml d'un melange
2:1 (1'/1') de CHCI3 et de i-PrOH. La presence d'eau
dans la phase org. peut entralner la non retention des
lipides neutres. En general, une partie de ces lipides
(esters de cholesteryle et triglycerides) est eluee durant
Ie lavage, Ie reste (cholesterol, mono-, di-, triglyceride)
esl enlralne par Ie solvanl d'elulion. Apres evaporation
sous N2 et a temp. amb., I 'echanlillon esl reconstitue
dans un volume minimum de hexane. II est ensuite
passe sur la seconde colonne (L 00 mg) preconditionnee
par I ml de hexane, celle-ci est ensuite lavee par I ml de
hexane. Nous fixons sous cette seconde colonne, une
troisieme preconditionnee par I ml de hexane, et pro-
cedons ill' elution des TG par 2 pu is 6 ml d' une soln. 1%
(1'/1') E120, 10% (1'/1') CH2CI2 dans I'hexane. Cette
elution fractionnee permel I'elimination dans la pre-
miere fraction des esters de cholesteryles residuels. On
notera, cependant, la coelution d 'une tres faible parI des
TG. La seconde fraction est evaporee a sec sous No et a
basse temp., puis reconstituee dans un volume riiini-
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5.1. Extraction
CeUe methode tres delicate a mettre en

reuvre est fiable du point de vue de la com-
position des triglycerides. C'est a dire que
les quantites relatives des produits sont con-
servees au cours du procede d' extraction.
On n' observe aucune extraction selective de
I'un ou I'autre des triglycerides soit dans les
echantillons de serum soit dans les melanges
synthetiques realises a l'aide des standards
purs.

Cependant, d'un point de vue quantita-
tif, la recuperation des produits extraits reste
peu reproductible, l'exe~ution de I'extrac-
tion necessitant un materiel bien adapte,
ainsi qu'un savoir-faire tres important. Cette
methode d'extraction necessite une tres
grande precision dans Ie dosage des melan-
ges de solvants destines aux differentes etapes
d'extraction. Une faible variation de la pola-
rite du milieu entralne certainement I' echec
de I' operation. De meme, si les evaporations
n'ont pas ete realisees completement, en
particulier, s'il reste des traces d'eau lors du
pretraitement de I'echantillon, on peut etre
assure que la retention des lipides n' aura pas
lieu.

Le temps necessaire a I'accomplissement
de I'extraction depend directement de
I'equipement utilise pour I'evaporation des
solvants. Laduree de I'extraction peut varier
de une a trois h jusqu'a I'obtention de
I'echantillon final injectable

5. Commentaires

Comme on Ie constate ci-dessous, cette dis-
tribution moyenne se rapproche fortement
des differents cas observes.

L'examen des chromatogrammes obte-
nus a partir de cas d 'hypertriglyceridemies a
montre la similitude de la composition et de
la repartition relative des differents triglyce-
rides presents dans Ie serum pour tous les cas
analyses (figs. 6 et 7). On notera la prepon-
derance des composes (CI8:0, C18:0,
C16:0), 45 a 55% du total, (CI8:0, CI8:0,
C 14:0) 20 a 27%, et de la tristearine de 12 a
18% du melange. On voit que ces trois
produits forment a eux seuls de 78 a prati-
quement 100% de la quantite de triglyceri-
des presents dans Ie serum. II faut, de plus,
remarquer qu' ifexiste une correlation direc-
te entre Ie pourcentage total de ces trois
composes principaux et Ie taux de I'hypertri-
glyceridemie et/ou cholesterolemie.

Quelques cas de dysfonction du foie (figs.
8 et 9) ont montres Ie meme type de profil
triglyceridemique alors que les patients en
question ne presentaientpasd'hyperlipemie
mais un taux de gamma-GT superieur a la
norme.

Les cas d'hyperglicemieexamines n'ont
pas permis de tirer une conclusion claire, vu
Ie petit nombre de serums particuliers analy-
ses. On observe cependant une composition
similaire du melange de triglycerides, bien
que les rapports des differents produits pre-
sentent une distribution qui n'est pas fixe.
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Fig. 6. Repartition des differents triglycerides dans des serums hyperlipemiques

Fig. 5. Chromatogramme du pool de reJi'rence

Fig. 4. Pool de serums issus de patients ne presentant pas d' hyperlipbnie, composition moyenne
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REPARTION RELATIVE DES TRIGLYCERIDES
DISFONCTION DU FOIE

Fig. 7. Chromatogramme d'ull.l'erum de patielltfortemellt hyperlipemique, plus de 50 mM/I
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La methode de base a ete developpee a
partir de melanges de standards purs. Puis sa
compatibilite avec des echantil10ns de tissus
de mammiferes a ete testee sur de l'adipose
bovine riche en triglycerides.

On peut supposer que la repartition des
classes de lipides presents dans I' echantillon,
en particulier la quantite de cholesterol, peut
jouer un role non negligeable quant a la
retention des tryglicerides, surtout si I' on est
proche de la limite de charge des colonnes
d'extraction.

Si la separation des differents triglyceri-
des peut etre consideree comme bonne, en
revanche aucune information nous permet-
tant de distinguer si I'exces de triglycerides
est dOa une source endogene ou exogene n' a
pu etre mis en evidence. lin' est pas non plus
possible a la vue des resultats de relier la
composition des triglycerides a une patho-
logie particuliere.

6. Conclusion

Fig. 8. Repartition des triglycerides dans des serums comportants un raux de gamma-GT superieur ella nOJ'/1wle
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Fig. 9. Chromatogramme d'!//1 patient avec untaux de gamma-GT anormal


