FRACTIONNEMENT DES LIPIDES DU SERUM SANGUIN
PAR LES SOLVANTS ORGANIQUES.
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L'extraction des lipides totaux du sérum sanguin peut étre
faite par du nombreux solvants organiques, mais le mélange méthylal:
méthanol (4/1), a froid, a un pouvoir extractif beaucoup plus grand;
il permet une délipidation totale soit d’'un sérum liquide [3, b, 6], soit
d’un sérum lyophilisé [1, 2].

11 peut étre intéressant, dans certains cas, a partir de cet
exlrait lipidique total, d’obtenir diverses fractions lipidiques. Les gly~
cérides, stérides et phosphoaminolipides sont les plus importanis, La
méthode que nous décrivons permet la séparation en deux groupes :
glyvcérides et stérides d'une part; phosphoaminolipides d’autre part,
sans avoir recours a la chromatographie sur colonne [5, 7, 8, 11] ou
sur papier [4]. Cette méthode est basée sur la différence de solubilité
de ces fractions dans le mélange de solvants: méthylal, méthanol,
éther de pétrole, eau. Les substances minérales et organiques non-li-
pidiques, extraites par le méthylal-méthanol et sclubles dans I'eau,
reslenl dans la phase aqueuse: on obtient donc ainsi des fractions
lipidiques purifiées.

Les expériences suivantes indiquent comment nous avons
procédé pour déterminer le pourcentage de méthanol, dans le mélange
de solvanls, qui permel d’oblenir les glycérides et stérides dans une
fraction I avec seulement des traces de phosphoaminolipides et les
phosphoaminolipides dans une fraction il.
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Proportion de méthylal-méthanol-éther de pétrole permeliant

de séparer les glycérides et stérides des phosphoaminolipides.

A) Sans addition d’eau.

10 ml de sérum de cheval sont précipités par 30 m! du mé-
lange méthylal-méthanol. Les protéines sont lavées d'abord avec le
méthylal-méthanol, puis avec du méthanol. Tous ces extraits sont
versés dans une ampoule & décanter. On ajoule ensuile de I'éther de
pétrole (35-60°) et dans certains cas de I'eau pour obtenir deux phases.
Les glycérides et stérides passent dans la phase mélhylal élher de
pétrole (fraction I) tandis que les phosphoaminolipides restent dans
la phase méthanol-eau (fraclion II). En faisant varier le pourcentage
de méthanol dans le mélange on obtienl une bonne séparation. La
solution lipidique, aprés ’exiraction des glycérides et des stérides par
I’éther de pétrole, est concentrée sous vide, jusqu'a départ presque
complet du méthanol. Si on extrait, de nouveau, cette solution aqueuse
(1 volume), aprés addition de 1/2 volume d’éthanol a 95°, par 1 vo-
lume d’éther de pétrole on isole le reste des lipides contenant les
phosphoaminolipides. On a donc bien séparé les lipides totaux en
deux fractions: la premiére contenant les glycérides et 100 p. 100 des
stérides et la deuxiéme contenant au moins 95 p. 100 des phospho-
aminolipides.

Expérience 1. — Pour 10 m! de sérum on a employé 50 ml
du mélange méthylal-méthanol pour la précipitation et les lavages
soit: 40 ml de méthylal et 10 ml de mélhanol. Les lavages avec le
méthanol ont été faits avec 10 ml du solvant. La solution lipidique
contient donc : l'eau provenant des 10 ml de sérum, 40 ml de mé-
thylal et 20 ml de méthanol. Si on néglige I’eau apportée par le sé-
rum (qui est constante dans toutes ces expériences) et si l'on ne lient
pas compte de I'éther de pélrole ajouté (qui est extirait par la suite)
ce mélange de solvants contient 33 p. 100 de méthanol. Cetlte nota-
tion est évidemment arbitraire, muis elle permet de fixer les idées.
Les lipides sont extraits par 40 ml d'élther de pétrole et la phase
méthanol-eau restante est lavée deux fois avec 20 ml d’élher de pét-
role. Les lipides contenus dans I'éther de pélrole constituent la frac-
tion 1. La solution méthanol eau est évaporée sous vide et extraite,
comme il a déja été indiqué précédemment, avec de I'éther de pélrole.
Les lipides de cette deuxiéme extraction constituent la fraction II. Les
fractions I et II sont analysées au point de vue cholestérol [9] et
phosphore lipidique [10]. Les résultats sont exprimés en gramme par
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litre pour le cholestérol et en milligrammes par litre pour le phos-
phore lipidique.

Expérience 1I. — Méthylal : 40 ml; méthano! : 40 ml (50 p. 100
méthanol).

Expérience Il — Méthylal : 40 ml; méthanol : 80 ml (66 p. 100
méthanol).

Expérience IV, — Méthylal : 40 ml; méthanol : 120 ml (75 p. 100
méthanol).

TABLEAU 1.

Méthanol
p. 100 33 50 66 75
Fractions | I 11 I 1 I I I 11
Cholestérol. | 0,80 — 0,90 — 1,02 —_ 0,83 —
P lipidique. | 39,3 24 110,1 36 4 42,5 2,7 | 38,4

Le tableau I des résultats obtenus permet de se rendre compte
gu'en augmentant la proportion de méthanol dans le mélange il est
possible de séparer les stérides des phosphoaminolipides. Cependant
la fraction 1 contient encore trop de phosphore lipidique.

Cette premiére série d’expériences a été faite avec seulement
I'eau correspondant aux 10 ml de sérum. La série suivante d’expé-
riences, avec addition d’eau, montre que l'on obtienl une bien meil-
leure séparation des lipides.

A) Avec addition d’eau.

Les expériences précédentes ont été recommencées en ajou-
tant, aprés I'éther de pétrole, 40 ml d’eau distillée. 11 est nécessaire
d’ajouter I'eau aprés I’éther de pétrole pour obtenir une mecilleure sé-
paration des stérides et des phosphoaminolipides. Dans ces condi-
tions les résultats du tableau Il montrent clairement I'amélioration
oblenue.
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TABLEAU 1I.

Méthanol .
60 63
p- 100 33 50
Fractions I 11 I II I I1 I 11
Cholestérol 0,95 —_ 1,11 — -1,08 — 1,12 —
P lipidique. | 41,8 44 | 35 13,2 3,8 | 46,2 2,5 } 45,8
Mélhanol
7 75
p. 100 66 0
Fractions I 11 I 11 I 11
Cholestérol. | 1,11 — 0,97 | 0,015 1,03 0,025
P lipidique. | 1,8 | 50 1,7 150 0,8 51

Le cholestérol se retrouve quantitativement dans la [raction
I pour des proportions de méthanol comprises entre 50 et 66 p. 100;
le phosphore lipidique diminuant progressivement lorsque la concen-
tration en méthanol augmente. Pour 66 p. 100 de méthanol le choles-
térol est quantitativement retrouvé dans la fraction I avec seulement
environ 3,5 p. 100 de phosphore lipidique. La fraction Il ne contient
pas de cholestérol, mais 46,5 p. 100 des phosphoaminolipides. Avec 70
p. 100 et 75 p. 100 de méthanol le” cholestérol de la fraction 1 contient
un peu moins de phosphore lipidique, mais la fraction II contient un
peu de cholestérol. Nous pouvons donc conclure qu'en effectuant une
séparation avec 66 p. 100 de méthanol dans le mélange, les résultats
obtenus sont satisfaisants.

Voici donc la technique que nous proposons pour la séparation
des lipides du sérum en deux groupes : stérides + glycérides et phos-
phoaminolipides.

Technique de séparation des glycérides et stérides
des phosphoaminolipides.

10 ml de sérum sont précipités, dans un tube 4 centrifuger
conique de 50 ml, par 30 ml du mélange méthylal-méthanol (4/1). Le
méthylal-méthanol est versé goutte a goutte dans le sérum en agilant
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énergiquement au moyen d'un petit agitateur effilé. Aprés une centri-
fugalion de quelques minutes, a la vitesse maximum permise pour
les tubes A centrifuger, ceux-ci étant capsulés avec une feuille d’alu-
minium pour diminuer I'évaporalion au cours de la centrifugation, le
solvant est versé dans une ampoule a décanter de 500 ml, Les pro-
téines sont lavées deux fois avec 10 inl du mélange méthylal-métha-
nol. Le solvant est versé chaque fois dans I’ampoule a décanter. On
effeclue deux autres lavages des protéines avec chaque fois 40 ml de
méthanol et verse celuni-ci dans I'ampoule a décanter. On ajoute dans
I'ampoule a décunter 65 ml de méthanol pour obtenir le pourcentage
‘optimum de 66 p. 100 de méthanol, permeltant la meilleure séparation
des lipides. Aprés agitation on ajoute 40 ml d’éther de pétrole (35-60°).
Aprés plusieurs relournements de 'ampoule 4 décanter pour avoir
un mélange homogéne, on ajoute 4 ml d'eau distillée. Aprés une
nouvelle agilation, et repos de quelques minutes, on obtient deux
phases @ la phase éther de pétrole supéricure, avec un peu de mé-
thylal, contenant les glycérides et les stérides et la phase mélhylal-
méthanol-eau inférieure contenant les phosphoaminolipides. On dé-
cante l'élher de pélrole dans un ballon I et lave la phase méthylal-
méthanol-eau deux fois avec 20 ml d’éther de pétrole que l'on verse
dans le ballon I. Aprés distillation de I'éther de pélrole, & basse tem-
pérature, on a la fraction I contenant les glycérides et les stérides.

Le mélange méthylal-méthanol-ean est versé quantitalivement
dans un ballon et les solvants sont distiillés a la plus basse tempé-
rature possible, de préférence sous vide, en [aisanl attention aux pro-
jections et au moussage. 1 resle finalement dans le ballon l'eau avec
seulement des traces de méthanol .qui ne génent pas. On transvase
quantitativement dans une ampoule a décanter le 100-150 m! et rince
le ballon avec 1/2 volume d’éthanol a 95°. On extrait le mélange
éthanol-eau par | volume d’éther de pélrole et on effectue deux la-
vages de la phase éthanol-cau avec 1/2 volume d'éther de pétrole.
Celui-ci est versé dans un ballon II et il est distillé a basse lempéra-
ture. La fraction II ainsi obtenue contient les phosphoaminolipides.

La fraclion I (glycérides el stérides) et la f(raction Il (phos-
phoaminolipides) sont dissoules dans le chloroforme. Ils peuvent
étre pesés; le dosage du choleslérol et du phosphore lipidigue sonl
effeclués sur des parties aliquotes (le cholestérol sur les lipides de
0,5 ml pour le sérum de cheval ou 0,1-0,2 ml pour le sérum humain;
le phosphore lipidique sur 1 ml de sérum de cheval ou humain).

Remarques :

a) Le liquide restant, aprés la séparation dec la fraction Il a
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été évaporé a sec, sous vide, et repris par le chloroforme. Il ne con-
tient ptus de lipides. Nous avons donc dans les (raclions I et II la to-
talité des lipides du sérum.

b) Nous avons essayé de remplacer le mélhanol par I'élhanol.
Pour précipiler les protéines du sérum nous avons cmployé un mé-
lange de méthylal-éthanol (1/1) el éthanol a remplacé le méthanol
dans les opéralions ultéricures. Avec 66 p. 100 d'¢thanol la fraction I
contient 1,08 g de cholestérol par lilre de sérom et 1,2 mg de phos-
phore lipidique; la fraction I 46 mg de phosphore lipidique par litre.
En comparant ces résullals aves ccux oblenus avec (6 p. 100 de mé-
thanol, nous pouvons conclure que lon peut remplacer le méthanol
par 'éthanol avec cependant une moins honne récupération des phos-
phoaminolipides dans la fraclion Il. Le méthanol, de point d’é¢bulli-
tion plus faible, nous semble donc préférable.

¢) En respectant les proporlions des solvanls celle méthode
peut élre appliquée aussi bien sur | ml que sur 100 ml de sérum.

Proportion de solvants a employer pour 1 ml de sérum :

Exlraclion des lipides aveec 5 ml de méthylal-mélhanol (4 ml
méthylal, 1 ml méthanol); méthanol: 15 ml; éther de pétrole: 10 ml;
eau: 4 ml. Nous avons vérifi¢ que la [raction I conlient bien tout le
cholestérol, par conlre la fraction Il ne contenait que 90 p. 100 du
phosphore lipidique.

Proportion de solvanls a employer pour 100 ml de sérum :

Dans quatre tubes a centrifuger coniques de 50 ml on verse
25 ml de sérum dans chaque tube. On précipite les protéines par 20 ml
du mélange méthylal-méthanol. Les protéines de chaque tube sont
lavées deux fois avee 20 ml du mélange et trois fois avec 25 ml de
méthanol. Dans 'ampoule a décanter de 1,5-2 litres on ajoule 400 ml de
méthanol, 200 ml d’éther de pélrole et 200 ml d’eau. Comme dans les
calcuis précédents on ne tient pas compte de l'eau apportée par le
sérum, ni du volume de I'éther de pétrole. On a ainsi réalisé une concen-
tration cn méthanol de G6 p. 100.

L’expérience faite sur le méme sérum de cheval nous a donné ;
172,8 mg pour la (raction I et 151,1 mg pour la fraclion II.

Une chromatographie de la [raclion I sur alumine aclivée selon
la méthode de Trappe [10] permet de récupérer les eslers de cholesté-
ryle, élués par le tétrachlorure de carbone et le cholestérol libre -+
glycérides élués par le chloroforme. L'élution par I'éthanol a4 8° ne donne
que des traces de phosphoaminolipides La somme des fractions éluées

|
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constitue 95 p. 100 des lipides de la [raction I. La saponification des
esters de cholestéryle par I'éthylate de sodium, a [roid, une nuit,
permet de séparer l'insaponifiable tolal et les acides gras. La somme
de ces deux fractions constitue bien le poids des esters de cholestéryle.
Si l'on précipite le cholestérol libre de la fraction éluée par le chlo-
roforme, par le digitonoside, le reste des lipides est constitué par les
glycérides.

La séparalion des lipides sur 100 ml de sérum nous a permis
de montrer que la fraction I contient non seulement les stérides mais
les glycérides du sérum.

d) Cette méthode d’extraction et de séparation des lipides uti-
lise seulement un volume restreint de solvants par rapport aux autres
méthodes utilisées et de plus ces solvants sont facilement récupérés.
De plus les sels minéraux et organiques non-lipidiques solubles dans
I'eau restenl, a la fin de la séparalion, dans la phase aqueuse. Les
lipides obtenus dans les fractions I et II sont ainsi purifiés.

CONCLUSION

Les lipides du sérum ont été séparés en deux groupes: sté-
rides -+ glycérides d'une part, phosphoaminolipides d’aulre part, en
utilisant la différence de solubililé de ces fractions dans un mélange
convenable : méthylal-méthanol-éther de pétrole-eau.
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