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596 NOTES 

SBparation du cholestkol, du desmostbol et du 5-dihydrocholest&ol par 
chromatographie en couche mince apr&s propionylation i 

La separation par chromatographk en couche mince de certains stdrols comme 
le cholesterol, le desmosterol (z4-deshydrocholestdrol) et le 5-dihydrocholestdrol 
s’avere assez difficile. 

Actuellement, la mkthode la plus valable est celle qui a et& proposee par AVIGAN 
et al.1 et qui consiste, apres acetylation prealable du melange de sterols selon la tech- 
nique de JOHNSTON et aL.2 A realiser une migration sur plaque de 40 x 20 cm impregnee 
d’acide silicique, sous l’action d’un solvant hesane-benzene (5 : I, v/v). 

Ce procede malgre son bon pouvoir de resolution presente au moins deus in- 
convenients : 

(I) 11 s’avere particulierement long h mettre en oeuvre. 
(2) 11 necessite un material special (plaques de 40 x 20 cm) car dans les con- 

ditions classiques (plaques 20 x 20 cm) la separation est mediocre du fait des faibles 
differences de RF. 

Dans le present travail, une methode de separation efficace et rapide, sur 
plaques de 20 x 20 cm est d&rite, faisant appel a une propionylation prealable des 
sterols et a une migration sur couche de silicagel impregnd de nitrate d’argent. 

MtWzode e+&GnentaZe 
(I) Prk$aration de L’ester $9~o$Goni~zce. Le sizer01 ou l’estractum renfermant les 

sterols est directement mis en contact avec 0.5 ml de chlorure de propionyle*. On 
facilite la dissolution par leger chauffage h la flamme d’un bet bunsen et laisse ensuite 
refroidir 10 min. On ajoute alors 5 ml d’hexane, agite, et 3 lavages successifs de la phase 
organique sont alors pratiques h l’aide d’eau distillde, de carbonate acide de potassium 
en solution aqueuse a IO o/o et finalement d’eau distill&e. La couche organique est 
alors decant&z en tube h essai jauge a 5 ml, complktee h cc volume par de l’hesane. 
Le dosage des sterols peut &re r&a&e sur une partie aliquote de cette solution. Le 
volume residue1 est evapore sous vide. 

(2) Pre’pamtiort des fdaqz~es. 8 g de nitrate d’argent sont dissous estemporane- 
ment dans 60 ml d’eau distill&e. La mise en suspension dans ce volume de 30 g de 
silicagel* * est effectuee t&s rapidement et le melange est &ale* * * sur 3 plaques de 20 x 
20 cm en’ reglant l’epaisseur de la couche h 450-500 ,u. Elles sont mises a s&her alors 
30 min k l’obscurite sous hotte ventilee, puis 2-3 h en Btuve & 50”. Les plaques peuvent 
&tre conservees 3-4 jours i l’obscurite. 

La viscosite de la suspension de silicagel dans une solution de nitrate d’argent 
est superieure a celle d’une suspension dans l’eau distill&e. De plus, des couches de 
350-400 p s’av&rent plus homogenes apres dessication. Ce sont les raisons qui obligent 
a utiliser une plus grande @paisseur d’ktalement qu’il n’est habituel, tous les dtaleurs 
commerciaus dtant etalonnes en fonction de la viscosite du Kieselgel. 

(3) D~velo~~enzeut cFYronzatl7,o??a~hilIzLe. 100-200 ,ug de sterols propionyles sont 
appliques en solution chloroformique sur une plaque imp&g&e de nitrate d’argent. 
Cette plaque est mise a migrer h l’obscurite dans un solvant hesane-benzene (5 : I, v/v) 

- * Produits RP, Prolabo, Paris. 
* * Kieselgel G., Merclc, Darmstadt . 

* * * Etaleur automatiquc Stratomat, Chemctron, Milan. 
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jusqu’h ce que celui-ci ait parcouru toute la plaque. La cuve A chromatographie est 
alors ouverte de 15 mm et on abandonne ainsi 45 min h 20’. L’evaporation de la 
partie supdrieure permet l’ascension continue du solvant et l’entralnement des corps 
en tours de migration. I- 

(4) S&hage et rt!v&ticut. On &he 30 min a 50” puis quelques heures a la tempe- 
rature ordinaire h l’obscurite. La revelation est faite a l’acide sulfurique a 50 O/“, 
suivi d’un chauffage de 30 min B I IO O. On observe des spots color& en brun fence. 

Rtksultats 
En utilisant ces conditions operatoires on &pare de facon t&s satisfaisante 

cholesterol, desmosterol, 7-desl~yclrocl~olest~rol, g-c~il~ydrocl~olest6rol comme le 
montre la Fig. I. De plus, la resolution est superieure h celle obtenue avec les derives 
acetyles des memes st&-ols comme on peut l’observer sur la Fig. 2. 

Fig. I. S;bparation ‘des &Brols propioiiyl& sur plaque silicagel-nitrate d’arge 
benzbne (5 : I) ; r8v4lateur: H,SO, B 50 Oh. De gauche A, droite: cholestkol 
stbrol; lanost8rol; 7-deshydrocholest&ol ; 5-dihyclrocholest~rol; mdlange 7- 
desmosttkol-cholestckol-5-dihydrocholestckol. 

nt. Solvant : hexane- 
; desmostkol : latho- 
deshydrocholestckol- 

Discussion 
f. Le remplacement 

JOHNSTON eE at.“, par une 
mains dew avantages. 

de l’acktylation en milieu pyridine comme l’ont propose 
propionylation par le chlorure de propionyle presente au 
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(a) Elk cst immediate, h l’inverse de l’acetylation pyridinee qui ndcessite 12 h 
environ de contact. 

(b) L’esterification par un acide h 3 atomes de carbone permet une migration 
,plus rapide et une mcilleure separation clans le systeme solvant hesane-benzene 
(5 : I), que l’esterification par l’acide acetique. 

2. Les plaques contenant du nitrate d’argent sont preparees, non plus par 
pulverisation d’une solution alcoolique de nitrate d’argent commc le preconisent 
AVIGAN EC al., mais par incorporation directe du se1 d’argent dans la suspension 
destinee a &re &al&?, comme l’ont montre BARRETT eE nk3, HAANTI ET NIICKARI~, 
MORRIS~, CLAUDE ET BE.~u~~IONT~. Le pouvoir separateur de la couche est ainsi bien 
superieur. La proportion de nitrate d’argent incorporee n’est pas absolument 
critique, mais la quantitd indiquee ici paraft optimale. 

Fig. 2. Compsraison des valcurs rkiproques de l’acbtylation et de la propionylation pour la 
separation du cholesterol, du desmostkol et du 5-dihydrocholestk-ol sur plaque silicagel-nitrate 
d’argent. Solvant : hexane-benzene (5 : I) ; revelsteur : 
sterol acktyl6 ; cholesterol propionyle ; 

H.$iO,~ Q 50 Oh. De gauche Q droite: chole- 
_+dihydrocholestCrol acdtyle ; 5-clihydrocholest8rol pro- 

pionyle ; clesmost6rol acetyle ; clesmost6rol propionyle. 

3.. L’ouverture de la cuve h chromatdgraphie dans des conditions bien deter- 
minces a la fin de la migration realise un developpement continu qui am&Gore grande- 
ment la migration globale des substances separees. 

Cette technique rapide a permis en particulier de mettre en evidence de petites 
quantites de desmosterol dans le &rum humain normal. 

J. Cltromatog., I 7 (1965) 5g6-5gg 
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RF values of some estrogens and 3/3-hydroxy-d5-steroids 
matography without binder 

in thin-layer chro- 

Recently, much attention has been paid to the biological significance of 3p- 
hydroxy-d5-steroids as the precursors of estrogen formation in the ovary and 
placenta. Many attempts have been made to separate estrogens, LiJ5-androstene and 
ds-pregnene derivatives. The use of thin-layer chromatography on silica gel was 
systematically studied for this purpose and excellent results were obtainedrta. In 
the present communication the chromatographic technique for the separation of 
the most important naturally occurring estrogens and 3@-hydrosy-dh-steroids on a 
thin layer of alumina without binder3 is described. 

Alumina without binder (activity III for 3@-hydrosy-AS-steroids and activity 
IV for estrogens, 200-250 mesh) was freely spread on a glass plate (12 x 22 cm) and 
a layer IO cm wide and 0.6-0.S mm thick was smoothed by means of a glass rod 
with polythene tubing sleeves as described previously*. Steroid samples in chloroform 
were spotted on the start-line and the chromatogram was developed by the ascending 
technique at a slope of IS" in a chromatographic tank completely saturated with the 
mobile phase poured into the bottom. The solvent front reached the upper end of the 
glass plate within 25-30 min. 

3@-I-Iydrosy-dc-steroids were detected by spraying the plate after clrying 
with ALLEN’s reagent6 (So ml cont. sulphuric acid and 20 ml go 0/O ethanol) ; the 
purple spots appeared without heating. 7-Hydrosy-D-steroids and Lg5g7-dienes gave 
an azure-blue coloration. The sensitivity 
were detected by spraying the surface 
ferricyanide-ferric chloride reagente. 

of the reaction was I,-2 pg per spot. Estrogens 
of the chromatogram while still moist with 
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