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Ce travail prkliminaire a Bte fait en now inspirant des techniques de separation des 
acides biliaires par chromatographie de partage de BERGSTR~I, ,ET SJ~~VALL~+ et 

NORMAN~. La separation des acides biliaires se fait sur colonne de kieselguhr silicone 
en phase inversee, selon la m6thode d&rite par HOWARD 

phase mobile consiste phase fixe. 
Plus phase mobile est riche plus apparaissent 

dans le liquide d’elution. 
L’ordre avec des substituants osygenes en 

position 

Acide acide cholique, 
Acide 3a,7cc-dihydrosy-Iz-cetocholanique, 

Acide 3cz,Izc+dihydrosy 

Acide 3,7,Iz-triceto z-&to = 3cc-hydrosy-7-ctitocholanique, 
Acide 3a-hydroxycholanique acide lithocholique, 
Acide 3,x2-diceto 
Acide 3-cetocholanique. 

plus interessants sont 

ment l’acide lithocholique (Mono-OH). 
Nous avons pens6 qu’il serait interessant seule operation 

chromatographique les acides 
sous for-me de trois pits pour, permettre 

soit rapidement 12lut5. . 
est possible phase mobile. 

de’la phase 
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SoLvlmts 

On a utilik les trois systkmes de solvants suivant : 

PIrnsc nroOilc (nd) PLnsdfi.rc (Ud) 

Syst&mc JO y0 mbthanol-cau (150 : 150) Chloroforme-octanol sec. (rg : 15) 

Systfkne ~5 y0 mdthanol-eau (1Gg : 135) Chloroforme-octanol sec. (30 :30) 

Syst&me 60 y0 mdthanol-eau (160 : 120) Chloroforme-o&an01 sec. (40 :40) 

L’alcool octylique secondaire peut Gtre remplacd par de l’alcool isooctylique secon- 
daire, les klutions Btant alors ret ardees. 

support 

Le .kieselguhr a Btt5 prepark de la faGon suivante. 
Le kieselguhr commercial (Touzart et Matignon, France) est mis en suspension 

clans un. large exc&s d’acide chlorhydrique 2 N durant 24 h. Ensuite il est abondam- 
ment law5 & l’eau distill&e jusqu’zi neutralit&, puis s&h6 24 h & 1’Gtuve a 120'. Ensuite 
il est mis en suspension 24 h clans de l’heptane dans lequel on ajoute approximative- 
ment 5 & IO O/~ de dimkthyl-dichlorosilane. AprPs le kieselguhr est law5 abondamment 
B l’alcool Bthylique & gS” jusqu’k ce que l’alcool coule absolument limpide. Puis 
apr&s 24 h h 1’6tuve & 120’ le lcieselguhr est p&t & l’usage. Chaque lot de kieselguhr 
ainsi p&par& a &tk contr618 par chromatographie de produits purs afin de v6rifier 
l’absence de rdtention, rktention qtii en cas de prkparation defectueuse se manifeste 
surtout pour le premier produit klut?. 

Acide cholique et acide d&osycholique, Hoffmann-La Roche (France). Acide litho- 
cholique, ELI3 (France). 

A fi$areilZage 

Le gradient de polaritk de la phase mobile s’obtient par le systeme de deux rkservoirs es- 
plicit6 par la Fig. I (voir aussi r&f.!). Dans le rdservoir infkieur se place un volume 
dgterminh V de la phase mobile de plus forte polarit (concentration C, en mkthanol) et 
dans le rc%ervoir sup@rieur tin volume variable de la phase mobile de polaritd plus faible 
(concentration C, en m&hanol) qui incluit le gradient de polar&. Ce .syst&me place 
sur la colonne fonctionne Q double niveau constant, un dans la colonne, l’autre dans 
le r&servoir inf&rietii-. Une baisse de niveau dans la colomle determine l’koulement 
cl’un certain volume de liquide du Gservoir infkrieur k la colonne, ceci provoquant 
l’&oulement d’un m6me \rolume de liquide du rkervoir supkieur au ‘r&ervoir inf& 
rieur. La concentration en mCthano1 de l’koulement du rkservoir infdrieur est don& 
en foriction du volume v &could par la formule: 

71 
-- 

c = C, - (C, - C,)e 1’ 
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Fig. I. Au milieu, lcs divers Ql6mcnts de la ‘colonne g chromatographie. A = Cylindre &eux 
QchancrB a une base, se plaqant dans la nacelle perforce N. Cette nacelle contenant la couche 
filtrante est placee dans le manchon M qui s’adapte a la colonne a jaquette C destinee B recevoir le 
support impregnd de phase fixe. A gauche, aspect presente~avant la mise en place de la nacelle N 
contenant la couche filtrante et le cylinclre A. A droite ensemble en ccurs de marche. Le bet du 
reservoir inferieur du systemc a gradient S plonge dans le cylindre A. Le liquide qui s’ecoule du 
reservoir inferieur traverse obligatoircmcnt la couche filtrante F avant de paivenir dans le man- 

chon M par les orifices situ& B mi-hauteur de la nacelle N. 

Le passage de l’air de la colonne au reservoir superieur cre6 un r&$rne turbulent 
suffisant pour assurer un brassage efficace dans le reservoir inferieur qui joue le role 
de chambre de melange. @and le volume. Bcoule du systeme est @gal au volume de 
phase place clans le reservoir sup&ieur, on obtient un pallier de concentration. 
L’allure du gradient est d&ermine par Tr, C,, C, et par le volume place dans le reservoir 
superieur. 

Dans les resultats present&, 

CI = .phase mobile du systeme 50 %, 
_ G = phase mobile du systeme 55 y0 ou 60 %, 

V = 75n-4 
et volume de phase dans le reservoir superieur = 210 ml. 

On a utilise le type special de colonne explicit& par la Fig. I. En effet, il se produit 
lors du contact des phases mobiles de polarite differente dans le reservoir inferieur une 
sursaturation en phase fixe et une emulsion plus lourde que la phase mobile appara4t. 
On se debarasse de cette 6mulsion en faisant passer la phase mobile au travers d’une 
couche filtrante. Dans le fond de la nacelle N (Fig. I). on place 0;250 g de kieselguhr 
silicone non impregne de phase fixe. Ce kieselguhr est mis en suspension’ dans de la 
phase mobile du systemc 50 %. (Pour d’autres systemes de solvants, il est .parfois 
necessaire d’impregner partiellement la couche filtrante dephase fixe afin qu’elle se 
melange correctement a la phase mobile.) En tours de chromatographie;,la ‘phase 
trouble qui’ s’6coule du reservoir inferieur traverse obligatoirement. la couche fil- 
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trante et ensuite on constate qu’elle est limpide & la sortie de la nacelle. Ce montage 
particulier est necessaire, car si la douche filtrante est placee au sommet de la colonne, 
il se produit souvent apres un certain volume ecoule une couche de phase fise qui 
coiffant le sommet de la colonne gene le deroulement normal de la chromatographie. 

A 4.5 g de lcieselguhr silicone on. melange intimement 4 ml de la phase fixe du sys- 
t&me 50 Oh. Le kieselguhr ainsi impregne de phase fixe est mis en suspension dans un 
petit volume de phase mobile du systeme 50 % puis est place dans la colonne. Apres 
homogeneisation et tassement par ecoulement de la phase mobile, la substance k 
analyser est deposee; quand elle a p&&x-&e dans la colonne, on ajoute une couche de 
sable lavd puis de la phase mobile du systeme 50 %. On place la nacelle contenant la 
couche filtrante avec le cylindre de,verre interieur et ensuite le systeme h gradient; 

Les quantites d’acides biliaires purs util.is& pour une color-me de 4.5 g de kiesel- 
guhr ont 6th de l’ordre de 5 8. IO mg pour-l’acide cholique et les acides dihydrosy- 
cholaniques et de 1.5 h 4 mg pour l’acide lithocholique. 

La temperature 6tait de 22.5’. 
Lc volume des fractions collect&es etait de 4 ml. 

‘. 
L’ecoulement Btait ‘rdgle & ralson d’une goutte”toute les 4 sec. 

Dosage des fractiorzs 

11 a et& fait par titrimetrie avec une solution methylique de NaOH N/IOO avec comme 
indicateur une solution a 0.05 o/o de bleu de bromothymol clans de l’alcool mkthylique. 

La recuperaiion des produits purs se situe invariablement au alentour de 97 y. 
(97% rt 2). 

. La caracterisation des pits e1ues.a 6te faite par chromatographie sur papier entre 
plaque@, avec les systemes de solvants decrit par SJ~VALL'. 

DISCUSSION DES RtiSULTATS OBTENUS 

La Fig. 2 schematise les resultats de chromatographic d’un melange d’acides cholique 
(Tri-OH), desosycholique (Di-OH) et lithocholique (Mono-OH) avec et sans gradient 
de polarit&. 

Sans gradient de polaritd,. avec la phase mobile du systeme 50 %, l’acide cholique 
s’elue sous forme d’un pit etroit avec un masimum vers 70 ml d’eluat. L’etablisse- 
ment d’un gradient de polarit entre la phase mobile du systeme 50 o/0 et la phase 
mobile du systeme 55 oh ou Go o/o (gradient 50-55 o/o ou gradient 50-60 Oyo) ne modifie 
pas de facon appreciable l’elution de l’acide choliquc. 11 existe un temps de latence 
avant que ne se manifeste l’effet acceltk-ateur du gradient, dQ en particulier au volume 
mart de la colonne du point de vue effet du gradient (volume de phase mobile du 
systeme 50 % compris entre la nacelle et le sommet de la colonne de support). 

L’acide desoxycholique avec la phase mobile du systeme 50 % sort en trafnant de 
r80 & ‘300 ml d’eluat et ne peut &tre do& valablement. Par contre sous l’effet d’un 
gradient de polarite, son dlution acceleree se ,fait sous forme d’un pit correct, dosable. 
Le maximum du pit se trouve & 
gradient 50-60 %. 

L’acide lithocholique sans 

190 ml pour un gradient 50-55 O/O et & 160 ml pour un 

gradient et avec un gradient 50-55 y. reste dans la 
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phase fixe. Par contre avec un gradient 50-60 o/O, il s’f%_x entre 240 et 180 ml et peut 
Btre l’obj et d’un dosage titrimhtrique. 

Cette m&hode avec un gradient de polaritk dit “satuk” (les deux phases mobiles 
utilisdes &tan-t: saturkes en phase fixe) est plus satisfaisantc que la mhthode avec 
gradient de polarit dit “non saturb” oh la phase de plus faible polarit& qui induit le 

Fig. 2’. En pointill les courbes th8oriques donnant la concentration en m&hanol de l’koulement 
du syst&me & gradient en fonction du volume d’blution. Tri-01-I = acide cholique; Di-01-I = acide 
dbosycholiquc; Mono-OH = acide lithocholiquc, En haut, phase mobile du systbme 50 Oh. 

Au milieu, gradient ~0-55 O/., . En bas, gradient 50-60 o/o+ (Pour explication, voir texte) . 

gradient n’est pas saturke en phase fise. (Dans ce cas une couche filtrante est inutile.) 
Nous avdns essay6 des gradients 50-60 %, 50-55 yO et 50-52.5 yO en plagant dans le 
rkkervoir superieur de la phase mobile du syst&me 50 o/o auquelle on ajoutait une 
quantitk determinke d’alcool m&thylique de faqon g obtenir une concentration de 
60 o/o, 55 o/o ou 52.5 o/o en mkthanol. Avec un gradient non saturk 50-60 %, l’acide 
lithocholique s’&_.~e en m+-ne temps que l’acide dksosycholique sous forme d’un pit 
aigu presque symetrique. Avec un gradient’ non satuS. 50-55 %, ces deux acides 
sortent ensembles mais sous forme d’un pit asymktrique. Par contre avec un gradient 
non saturk 50-52.5 O/” ces deus acides sortent &par&, mais il y a &largissement des 
pits cl’klution avec interpenktration de la base des pits. Avec un gradient non saturd, 
la colonne de phase iise se d&place par rapport au support par d&saturation progressive 
de la colonne de haut en bas au profit de la phase mobile. L’emploi de la m&thode de 
gradient “saturk” est prkfkable parce que & priori le support ne se d&ature pas en 
phase fise, la phase mobile restant saturke quoique sa polarit& varie. 
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RtiSUMti 

Description d’une mkthode de chromatographie de partage en phase inversee avec 
utilisation d’un gradient de polarit’& de la phase mobile. 

Esemple de shparation des acides mono-, di- et tri-hydrosycholaniques en une 
seule chromatographie dans des conditions permettant un dosage titrimktrique 
valable. 

SUMMARY 

A method of reversed phase partition chromatography is described, in which a gra- 
dient in the polarity of the mobile phase is utilized, 

An example is given of the separation of mono-, di- and trihydrosycholanic 
acids in a single chropatographic operation under such conditions that a satisfactory 
titrimetric estimation is possible. 
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