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Dans ce travail nous presentons une adaptation a la chromatographie en couche 
mince de deux procedes de detection des sulfates et des glucosiduronates de steroi’des 
utilises en chromatographie sur papier1-2. 

Nous decrivons deux exemples de leur application a l’etude des steroldes con- 
jug&s: le premier concerne la separation des glucosiduronates de #-pregnane 3a-yl 
20~01 et de +pregnane 3~yl zo-one et de leurs isomeres en ICY; le second se rapporte 
a l’identification des sulfates de steroi’des en C,,. 

DtiTECTION DES GLUCOSIDURONATES 

Cette technique est basee sur la combinaison des glucosiduronates avec le 1(2 pyridyl- 
azo)z-naphtol et la formation avec le cobalt d’un &elate color&. 

Rkactifs actilk% 

(CC) Solution de I(a-pyridyl-azo)z-naphtol ou P.A.N. a 0,4 g O/o dans l’ethanol. Ce 
reactif est dilue extemporanement par 4 volumes de dichlorom&hane. 

(2) Solution de nitrate de cobalt a 0.8 % dans l’eau bidistillee. 
(3) Solution tampon d’acetate de Na/acide acetique 2 M, de pH 4.6, prgparee 

avec de l’eau bidistillee et de l’acide acetique exempt de traces de fer. 
(4) A 8 ml de la solution (2) on ajoute 4 ml de la solution (3) et on compl&te a 

IOO ml avec de l’eau bidistillee. 

Mode o@ratoire 

La solution (I) (P.A.N.) est pulverisee sur la plaque jusqu’a ce que toute celle-ci soit 
d’un jaune uniforme. Quand la plaque est s&he, la solution (4) est pulverisee a son 
tour. Les taches de glucosiduronatcs apparaissent en violet sur fond jaune. Ces 
taches changent d’aspect rapidement. &pendant quand la plaque est seche elles 
r&apparaissent plus faiblement en verdatre sur fond vert plus clair. 11 est possible 
avec ce procede, de deceler I a 2 pg de glucosiduronates. 

En chromatographie sur papier, il est indispensable d’enlever l’esces de P.A.N. 
en traitant le chromatogramme par le chlorhydrate de phenylhydrazinel. 11 n’est pas 
nkessaire de le faire avec la chromatographie sur plaques. 

Par contre, toute trace de metaux susceptibles de former des chelates avec le 
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P.A.N. doit etre prohibee. C’est pourquoi il faut utiliser de l’eau bidistillee pour la 
preparation des plaques. 11 faut Bgalement que les solvants soient tres purs et que 
l’acide acetique soit exempt de fer. (Nous utilisons B cet usage l’acide acetique glacial 
pour analyses Merck.) 

DtiTECTION DES SULFATES DE STEROYDES 

Cette reaction est basee sur la formation d’un complexe colore, entre le bleu de n-6 
thylene et les estersulfates. 

Mode op&atoire 

25 mg de bleu de methylene sont ecrases dans un mortier, en ajoutant a plusieurs 
reprises de l’acide sulfurique N/20 et en decantant la solution dans une fiole de roe ml 
jusqu’a ce que tout le bleu de m&hyl&ne soit dissous. La fiole est completee au trait 
de jauge avec la solution d’acide sulfurique et gardee a l’abri de la lumiere. Au 
moment de l’emploi, on dilue le reactif avec volume egal d’acetone pure. Le reactif 
est pulverise sur la plaque jusqu’a ce que celle-ci soit uniformement bleue. Les taches 
apparaissent rapidement avec des couleurs variants suivant les estersulfates. Ces 
couleurs sont stables pendant plusieurs heures, elles s’attenuent ensuite. 

11 arrive exceptionnellement que certains sulfates comme le sulfate de $cresol 
se r&&lent difficilement. On peut cependant les mettre en Evidence en placant la 
plaque dans une cuve contenant du chloroforme. Si on laisse celui-ci monter par 
capillarite, il entra^me avec lui le complexe estersulfates/bleu de methylene et laisse 
a sa place une tache blanche. 

L’addition d’acetone au reactif limite la diffusion des taches et acceke son 
evaporation. Elle permet d’obtenir une pulverisation plus homogene, les gouttelettes 
&ant beaucoup plus fines, en raison de la diminution de la tension superficielle du 
liquide. Le fond bleu ciel est plus uni et les taches sont plus nettes. Le sulfate de Na 
present dans le reactif de Vlitos habitue1 a et6 supprime car ce se1 est precipite par 
l’acetone. 

Par ce pro&de, il est possible de deceler I h 2 pg d’estersulfate. 

P9wnier even@ Ze 
APPLICATION 

Separation des glucosiduronates de gp-pregnane 3a-yl zoa-ol, 5/3-pregnane 3cc-yl2o-one, 
5a-pregnane 3&yl 2oa-01 et 5a-pregnane 3,8-yl 2o-one, par chromatographie de 
partage en deux dimensions. 

Sz@#orE zltilise’. Melange q/r de Kieselguhr G/I<ieselgel G. La poudre delayee 
dans deux fois son poids d’eau bidistillee est etalee sur la lame de verre selon la 
methode classique de STAHL; epaisseur : 0.25 mm. 

Les plaques sont chauffees B 105~ pendant 30 min et gardees dans un exsiccateur. 
SystBmedesolvalztszctilis%. Toluene-butanoltert.-acideacetique-eau (82 : 18 : 30: 70). 
Comme il s’agit d’une chromatographie de partage il est necessaire que la plaque 

soit en Bquilibre avec les deux phases du melange. Pour cette raison, le papier What- 
man qui borde les parois de la petite cuve rectangulaire est impregn6 de la phase 
aqueuse et plusieurs b&hers contenant l’une et l’autre des phases sont places au fond 
de la cuve. 

._, 
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Apres avoir depose en I tache de 3 mm de diametre l’estrait contenant les 
4 glucosiduronates, a 1.5 cm du bord gauche et au bas de la plaque, celle-ci est placee 
dans la cuve. On laisse l’equilibre s’etablir pendant II/~ h, puis on introduit la phase 
organique du solvant. Lorsque celui-ci a atteint environ 15 cm la plaque est secliee a 
l’air et replacee dans la cuve en la faisant tourner de 45”. On attend de nouveau 
II/~ h avant de verser la phase mobile qui monte,de nouveau jusqu’a environ 15 cm. 
Apres sechage de la plaque, celle-ci est revelee par le reactif au P.A.N. 

La Fig. I illustre les rksultats obtenus. On voit que par cette technique les 
4 glucosiduronates sont bien separes, 

t 
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Fig. I. Sdparation par chromatographie en deus dimensions des 4 @ucosiduronatcs suivnnts. 

Glztcosirluro~rd~ dc 
Rli. 

(I! (4) 

Sa-prGgnane ga-yl 20-one o-47 0.47 
g@-pr6gnane 3ce-yl o,o-one 0.35 0.38 

(C) See-pr6gnane gee-yl ao-01 0.32 0.31 
P) @-pr&nane 3a-yl 20-01 0.24 0.Z; I 

Dezwidme exenz$ Ze 

Chromatographie de partage et detection par le reactif au bleu de m&hyl&ne, du 
sulfate de +cresol et de 5 estersulfates de steroldes en CID. 

Snfifiort z&is& Melange de Kieselguhr G/Kieselgel G prepare comme dans le 
cas precedent. Les proportions sont: (I) rg/r et (2) g/r. 

SystBme de solvants. MBlange de acetate de butyle-toluene-NH,OH 4IV-methanol 
dans les proportions (I) 85 : 35: 50: 70 et (2) 1x0: go: 120: 160. 

Les plaques sont mises en equilibre avec les dew phases du solvant comme dans 
le cas precedent ou selon la variante suivante : deux cuves sont preparees; dans la 
premiere, la phase aqueuse se trouve dans le fond de la cuve et impregne aussi le 
papier Whatman adhkant aux parois. Une serie de petits b&hers sont remplis de 
phase organique. Apres depot des extraits sur la plaque celle-ci est placee dans la cuve, 
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sur des petits rouleaux de verre qui la maintiennent au-dessus de la surface du liquide. 
Dans la deuxi&me cuve, la phase organique se trouve au fond et impr&gne aussi le 
papier entourant les parois, la phase aqueuse est contenue dans une s6rie de petits 
b&hers. 

Aprk 2 h de skjour dans la premi&re cuve, la plaque est retirhe et @on&e imm& 
diatement dans la deusikme cuve. Le solvant organique monte par capillaritd jusqu’i 
15 cm. La plajue est alors s6ch6e & l’air et r&&Ee par le reactif au bleu de m&hyl&ne. 
Les rksultats sont indiquds dans le Tableau I. 

1’ABLEAU I 

CHROMATOGRAPHIE DES DIFl&l<ENTS SULFATES DE STERO~DEXi EN c,, 

Sulfate cle +x&o1 5.1 .2 3 & blcu 
Sulfate cl’anclrosta-g-we 3p-yl I 7-one (d8hyclrocpiandrostbronc) S.5 5.0 rose vif 
Sulfate de 5cc-androstanc gee-yl i c/-one (androstkone) S.Z 5.1 bleu outre-mer 
Sulfate clc 5wandrostanc 3@-yl I 7-one (+iandrost&one) s.7 5.5 rose orang6 
Sulfate clc androst-g-ane 3p-yl zap-01 (androstenecliol) 6.x 3.s rose vif 
Sulfate dc 5wanclrostanc 3cc-yl zoj?-diol (androstanediol) 7.6 4.0 violet 

* Sotva:nfs: Systemc I : Acetate dc butyle-tolubne-NH,OH 4 .V-mdthanol (85 : 35 : 50: 70). 
Syst&mc 2 : k&ate de butyle-tolu&ne-NI-I,OI-1 4 N-m&hanol (1: I o : go : I 20 : 160). 

Les migrations des sulfates d’androstkone, de d6hydro6piandrost6rone et 
d’6piandrostkrone sont tr&s voisines mais les couleurs obtenues avec ces stkroldes 
sont diff&entes. Les 3 st&oi’des posskdant un hydrosyle en 3/3 donnent des couleurs 
rose vif ou orangd, les 3x-hydrosystkoldes donncnt une coloration bleue ou violette. 

Description de deus proc&d& de rkw&lation des stko’ides conjugu&s adapt& $L la 
chromatographie en couche mince, le premier utilisant le r6actif au pyridyl-azo- 
naphtol pour la r&&lation des glucosiduronates, le deusi&me, le r6actif au bleu de 
m&thyl&ne pour celle des estersulfates. 

Leur application & la sdparation chromatographique des glucosiduronates de 
~a- et s/3-prdgnane 3a-yl zoa-01 et de 5cx et s/3-pregnane 3~yl zo-one et F% celle de 
cinq estersulfates en C,, est discutde. 

SUMMARY 

Two procedures for the detection of conjugated steroids on thin-layer chromatograms 
are described. In the first, pyridyl-azo-naphthol is used to reveal glucosiduronates, 
and in the second methylene blue reagent for sulphates. The application of these 
reagents to the chromatographic separation of the glucosiduronates of SC(- and 5/3- 
pregnan-3a-yl-zocc-ols and 5a- and +pregnan-3a-yl-zo-ones, as well as to that of 
five C,, sulphates, is discussed. 
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