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De nombreux systémes de solvants ont &té propoesés ponr réaliser la dromatograplie:
des mono-acétates des stéroides présentant an moins 3 osygenes et des diacétates
des stéroides ayant :au moins 4 oxygénes®—4.

En revanche, les monoacétates des stéroides dioxygénés et les dnmmttmltm de
stéroides trioxygénés me jpeuvent étre séparés dams les systémes i lemts que:
méthylcyclohexane/propanediol, ligroine/méthancl-eam, lhmjpmnn@//ﬁmqpmmdlinﬂ, i~
méthyl-2,2,4 pentane/méthanocl-eaun; car I'expérience prouve qu’ills migrent avec le
front du solvant ou :au voisinage de celui-di, c'est ainsi (ue Mons N"AVONS PAS FEQSS 4
séparer les acétates desisoméresdela 3£,21-diol dihwdroxy 55 pregname zo-one dans ces
systémes.

Il en est de méme pour les acétates des stércides dioxygémés em C,y; toutefois,,
NEHER ET WETTSTEIN? et SAVARD® en utilisant comme phase stationmaire ke phémyl-
cellosolve ont réussi a séparer les acétates d’androstérone et d'épiandrostérome avec
des Rp voisins: 0.34 et 0.29 respectivement.

La difficulté de la séparation des:acétates des isomeéres pen polaires, mons 2 amMenEs
4 les déposer sur du papier Whatman No. T mon imprégné par une phase statiommnaine
et a4 tenter leur séparation en faisant passer les solvants suivants: Egroime, heptane,
triméthyl-2,2,4 pentane, méthylcyclohexane et décaline. Cela mevemait, em fait, &
utiliser le papier comme un adsorbant et & réaliser une wéritable dhromatographie
d’adsorption sur papier avec des solvants pen polaires.

Les acétates des stéroides utilisés dans ce travail somt:

4 diacétates de stéroides trioxygénés™: 3 monoacétaies de stéroides dioxygénds:
(x) 38 pregnane 3z,21-diol, 20-one (3) 3= andrestame Jz-ol, T7-one
(2) 5 pregnane 38,21-diol, 20-one (6) 38 androstane 3z-ol, I7-cme
(3) 58 pregnane 38,21-diol, 20-one (7) 3= androstame 3B-cl, T7-one
(4) pregna 5-éne 38,21-diol, 20-one (8) 5B androstame 3B-ol, r7-one

(9) androsta 3-éme 3B-ol, r7-ome

* Le stéroide 58 ‘Pregnane 3z,21-diol, 20-ane a été envoyé par le IDr. W, Tasmor, ke stidmoide s
pregnane 38,21-diol, zo0-one par le Dr. A. ZaFFaroxt, le stérdide ;,g?mme;gnmne FBz2u-dioll, 2o-ome:
par le Dr. S. K. FIGDOR et le pregna 5-éne 38,21-dicl, zo-ene par le Dr. W.. Kryxe; mows hes

remercions tous vivement.
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‘MODE OPERATOIRE
Alcetylatzon ‘

200 ug de chaque stéroide ont &té acétylés en présence de 0.20 ml de pyndme et
.20 ml d'anhydride acétique pendant 18 h 4 température ambiante. La solution est

Lvaporee d secet les traces des réactifs éliminés par addition et evaporatlon de benzéne
]pms de métha.nol -

JD’ezﬁat? des: acetates: de. stéroides

Dans nos premiéres expériences, nous avons dissous les acétates dans I’éthanol et
mous avons: constaté qu'une grande partie demeurait sur la ligne de départ; cet in-
comvénient était en grande partie supprimé en utilisant 1é mélange acétone-acétate
d'éthyle r:I v/v; dans nos essais plus récents, nous avons réussi 2 chromatographier
Ia totalité du dépbt en procédant dela fagon suivante: au niveau de la ligne de départ,
le papier est imbibé avec un mélange de méthanol-propanediol 2:1 v/v sur une
hauteur de 2 cm et "acétate est déposé dans cette région, de sorte qu'on a au démarrage
ume: chmmatographle de partage éL laquelle succéde une chromatographle d’adsorption
sur le: papier..

Om dépose de 3 & 8 ug de chaque acétate dans 4-10 ,u,l Les cuves sont eqm-
librées avec les différents solvants pendant 24 h a 24° 4 1°. '

La chromatographm descendante se ‘poursuit selon le cas penda.nt 3 a 4 h pour
les quatre premiers solvants et pendant 8 h pour la décaline. _

Les réactions suivantes sont utilisées pour la détection des taches:

réaction au bleu de tétrazolium pour les stéroides a-cétoliques;

réaction de Zimmermann pour les 17-cétostéroides.

'RE SULTATS

Nous n'avons pas constaté de trainées pour les dlfferents acétates lorsque les quantités
chromatographiées sont de 3 a8 ug; la tache est c1rcula.1re ayant un dlamétre de
.5 3 3 cm. . . . ‘ . .
Le Tableau I donne les resultats de la chromatographle pour cing solvants
utilisés avec trois: isomeres de diacétates de tétrahydro-désoxycorticostérone: 58

TABLEAU I
Ry 58,3x TH-DOC-diacltate
Diacdtate Struct ‘ ‘ v :
waecate ructire Ligroine o Heptane e yl‘:g"‘gf;"é ngﬁ?&" N Déealine

58,3 TH-DOC. _ 3258 1(8cm/h) .1(9cm/h) 1(7.5cm/h) 1(4cm/h) = 1(3.5 cm/h)
50,38 TH-DOC. 38,5 0.56 . 0.55 0.85 . . 042 - 0.77
5,34,3@’12?]1-].1)00 3856  o.54 ©.59 - 0.8z 0.40 - 0.75
Pregna 5-éne: ' o ‘ : T ' R '

. 3f@2r-diol, 20-one’ 38,4% - 0.58 7 0.55 077 ’ 0.41 - 0.69°
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B pregnane 31,21-(1101 20-one (58,3x TH—DOC) 5 pregnane 3,8 2I-d101 zo-one (5«,3
“TH-DOC), 58 pregnane 3B,21-diol, zo-one (58,38 TH-DOC), et le pregna. 5-éne 3/9 z:.‘_%
diol, zo-one. =

- On constate que les deux steroxdes isomeéres ayant un hydroxyle equatonal sont’
nettement séparés dans ces sy:temes le stéroide de structure 3«,5& est moins polalre
que I'isomére 38,5a. e

v Les vitesses de migration des stéroides de structure 33,5,8 (a.xxa.le), 3,8,50: (équa.-

toriale) et du stéroide non saturé sont trés voisines. S

Le Tablean II indique les résultats obtenus dans les d1ﬁ'erents solvants avec les-‘,_’
monoacétates. des I7-cétostéroides suivants: androstérone (S« androstané 3ol
I7-0one); eplandrosterone (5z androstane 38-o0l, 17-one) ; étiocholanolone (5,8 androstane;{
3a-ol 17-0one); et dehydroeplandrosterone (androsta s-éne 33-01 :|:7-one) ST

TABLEAU I -

Rr étiockolanolone-monoacdtate

Memoacdase SN Ligroine Makyi- Heptane Dé'calmc | '_'Tm’?’f L
Androstérone ‘3x.5x 0.97 ' 1.03 098 . o097 - ogr ‘
Etiocholanolone 32,58 1(8cmfh)  x(9cm/h)  1(6cm/h) . 1(3cm/h)  -1(5cm/h)
Epiandrostérone 3p.5x 0.72 . 0.85 0.73 “e.79 . ol 51 o
3p Etlocholanolone 3ﬁ,5ﬁ 0.73 ' o8 = o08s " o080.: 1 0.59"
Déhydroépi- - - o : : o o oo RS ‘

androstérone 3ﬁ,45 ©0.69 ‘ ©0.79 - 0.84 o080 - . . —_— o

v On constate le méme phenomene que precedemment a savoxr que les deux
_ isomeéres. ayant un hydroxyle équatorial sont bien séparés I'un de l’autre. Le stéro1dev":
" de structure 3ﬁ,;,z est.plus polaire que son isomére 3a:,5ﬁ Les deux lsoméres a.xxaux;f,
‘sont egalement blen séparés 'un de l’autre. SOt
: ‘La mlgra,tlon du stéroide de structure 38,5x est voisine de celle de son- 1sornére
- 38,58 et de celle de 1a déhydroépiandrostérone (38,4%). L st
1a mlgratlon du stéroide de strnctnre 3x,52 est vmsme de celle de son 1somére

. 3“)33 -

DISCUSSIO\

‘L&s resultats precedents indiquent qu’ll est possible de réahser sur nne feuxlle de
' papier \Vhatman une chromatographxe d’adsorptlon qui . est assez lente pour separer
-des: substanc&s aussi peu polaires que" “les: monoacetat% des steroxdes dxoxygén

‘vet 1& d:acetats d&s steroxd&s tnoxygenes pour lesquelles lss systémes habituels'ne
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cas des acétates de T1-0x0-étiocholanolone (3«,58) et de 11-oxo0-androstérone (3«;50c)
ou encore dans des diacétates: de -tetrahydrocortisol (3a,58) et :allo-tetrahydrocortisol
(3a;5a) et de diacétate .de tetrahydrocortisone (3a,58) et allo-tetrahydrocortisone
(3a.5e)°. | .

Il est intéressant de comparer 1’ordre de migration des acétates des isoméres
de laTH-DOC dans notre méthode (Tableau I):avec1’ordre de migration desmémes sté-
roides libres dans les différents systémes de chromatographle de partage (Tableau nIII)

Nous pouvons faire les remarques suivantes:

() La migration de l’'isomére 38,58 par rapport a celle de 1’'isomére 3,58 est ‘in-
versée danslesdeux systémes. En chromatographie de partage, I’'isomére 3,58 est plus
polaire que 'isomére 38,58 a I'état libre, alors que dans les systémes d’adsorption pour
les acétates, c’est le stéroide de structure 38,58 qui est plus polaire que son isomeére 30:;58.

- (2) En chromatographie de partage des stéroides libres, il est difficile, voire im-
possible, de séparer les deux isoméres axiaux et les deux isomeéres .équatoriaux 1'un
de I'autre. Dans la méthode proposée, on obtient une bonne séparation -des :acétates
correspondant aux deux isoméres axiaux et.aux deux isoméres équatoriaux.

(3) En revanche, dans la méthode décrite, 1'isomére 38,58 :et l'isomére 38;5a @&
I’état d’acétates ont une migration trés voisine, de méme les isomeéres 3&,5x:et 3e;58;
c’est le contraire dans le cas de la chromatographie de partage des -stéroides libres.

Le schéma suivant montre la différence de polarité des stéroides axiaux et.équa-
toriaux a I’état libre et acetyle o e o

: Polarité croissante —>

3,50 = 3ﬁsﬁ< 3a,58. = .3f.5«

(systémes de chromato-

lere
Stéroide - axiaux equatonaux ~ graphie de'partage)
\Acétylé 3x,5¢ = 3,508 << 38, 55 = 35 50 ~ (systémes.de chromato-
axial équatonal axial équatorial graphie décrits)
"TABLEAU III
R 58,3 TH-DOC ;
Stérovde Ligroine/ " Heptane| Téraline] Décaline] ‘Décaline/
propanediol Sformamide © propanediol propanediol méthanol-cau
58,3 TH-DOC 1.00 1.00 v 1.00 1.00 1.00
5,38 TH-DOC 0.92 0.85 . 0.94 .0.87 I1.17
58.38 TH-DOC 1.66 1.83 1.17 1:91 .2.00
Pregna 5-éne
3f,21-diol, 20-one 0.68 0.65 0.84 0.62 0.93
CONCLUSION

En utilisant une méthode de chromatographie d’adsorption sur feuille .de papier
pour monoacétates et diacétates de stéroides peu polaires, on obtient des Rr qui sont
plus faibles que ceux des systémes de chromatographie de partage les plus lents. En
outre, les vitesses de migrations relatives des diacétates de différents steroides sont trés
différentes de celles que I’'on trouve dauns les systémes de chromatographie de partage.
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Fm assodmnt I civomatographie de: partage: de: stéroides. libres- 4 la chromato-
grapikiie & adsomptiom sur papicr de: Jeurs: acétates;, on: diSposed'un: moyen. qui permet
die sippmrer et par suite: df identtiffer des: stéroides: isoméres: ayant un: hydroxyle amal
@ &qurationiell.

Dhns wne premitre dtape: o sépare: par ciromatographie' de- partage: dans des
systtnmmes appropriis ks isoméres: assiauss (35« et 38;58) des: isoméres équatoriaux
(325 518 ett 3B 5m)).. IDvvss unee deursiémee: ttape: cessstéroidesssont acétylés et leurs acétates
somit & mowvemn ciromatiographits dans: les; systémess dladsorption: sur pap1er ce qui
pammet la sépanatiom des deurs isoménes: de: chaque: catégorie:.

ILes amtenns difcmivent wne méthode de chiromatographie: d’adsorption sur papier
avec des sollvantts pen polhites; pemmetitiantt Ia séparation: des: mono- et diacétates 'de

stt@neiifies dhi- omn thosyrdmis B
Ce pronddl® pemmett die snpamexr Iks: deuss isoméres: ayant en: C;. un: hydroxyle axial

aimsl que s dsnrs isorminess agantt um Biydroxyle: équatoriall en: Cj..

STUMMARY

A\ metiiod] fiorr it sepanation off meno~andl diacetates:ofi di- anditrioxygenated steroids
its dlesarithad]. This precedime inwallves chroematograplhic adsorption on paper with less
Pollar sollwentts.

Qf tihe stteneiidls et havwe a C;, hixdroxyll group it- was: possible to separate the
thwio fisomerss witth am asitell comfiguratiom as: welll as: the: two  isomers- with an equatorial
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