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StiPARATION ET IDENTIFICATION DE STFROLS SWBSTITUl% SUR LES 
CYCLES A ET I3 PAR CNROMATOGRAPHIE EN COUCHES MINCES ET 
CEIROMATOGRAPIIIE EN PHASE GAZEWSE 

J. R. CLAUDEUs** 

Groupe de Rscherches SW I’AthEvosclOvose de Z’lnstitut National de Ea Sant& et de la Rechevche MOdicate, 
HJGpitaE Boucicaut, Pavis (Evanco) 

(Rqu li: 8 novombre 1965) 

La molecule de cholesterol est capable de donner naissance & des compos&, 
conservant la configuration g&n&ale de la molecule initiale, mais qui en different par 
certaines modifications (adjonction de fonctions alcooliques ou c&oniques, apparition 
ou d&placement de doubles liaisons), atteignant les cycles A et I3. On les considere 
le plus souvent comme des produits d’oxydation d’origine biologique’-6 dont le r61e 
est encore obscur3 7 ; mais certains peuvent aussi se former spontanf5ment in zdtro 
sous l’inff uence d’agents physicochimiques 6~8-10. C’est le cas du 7-hydroxycholesterol 
qui pourrait jouer cependant un role mdtabolique importantI”. Ce travail decrit les 
pro&d&s qui, B l’aide de la chromatographie en couche mince (CCM) et de la chroma- 
tographie en phase gazeuse (CPG), permettent de &parer ces principaux sterols dont 
la structure est souvent tr&s voisine. 

MItTRODE D%TUDE DES ST$ROLS SUBSTLTUfk SUR LES CYCLES A ET I3 

Les Tableaux I et II groupent les don&es relatives $ l’isolement et a la caracte- 
risation de divers stkols modifi& sur les cycles A et 33. 

Cltvomato~ra$&ie en couches minces 
Realisees sur Kieselgel* * * en utilisant les solvants benzene-acetate d’ethyle 

g : I, 2 : I et I : 2 v/v selon des protocoles antrkieurement decritslo pour Qviter les divers 
risques d’art&facts. 

La mise en Evidence des spots est obtenue par observation’directe en lumiere 
ultra violette, ce qui permet de deceler deja quelques corps tel le 439 Qholestadiene, 
et par pulwkisation des reactifs suivants. 

(a) Acids $kos$homolybdiqzcs d IO % dam t?‘t?thanol, colorant en bleu intense 
les sterols porteurs de groupements hydroxyles. Des stkols possedant des fonctions 
cetoniques peuvent $tre egalement rev&s, mais avec moins d’intensite. Pour ces 
derniers, la coloration obtenue n’est pas toujburs stable et 6volue apres conservation 
des plaques 24 h & l’obscurite, & l’inverse de la coloration des sterols hydroxyl&, qui 
demeure inchangee. Le d 4*%holestadiene-s-one et le &cholest&ne-3,6-dione en 

* Charge de Recherches $ I’INSERM. 
** Avec la collaboration technique de Mlle. M. ANTONUCCI et M.me N. LEMORT. 

* * * Merck, DirmsLadt;. 

J. Chvornatog., 23 (1966) 267-273 



1’ 

_ ,.’ 

:, :’ .:,.’ ‘, ., 

; ;- ,‘,. : 
,. 

.: ‘. 
.“‘,.,!y 

:,j_ .:’ ,. I 2. ; 

3 
.; I. ,. : 

:.g 

J Chvomtdog., ,23’ (xg6G) ‘267-273 



S$PARATION ET IDENTIFLCATION DE ST&ROLS SUBSTITUIh 269 

-I- -l- -I- 
+ -I- -l- 

0 

u 

2 
d 

-ITI 

0 0 0 

\o 
N i? ;?; 
c; c; d 

\o w 
* ‘? F7 
hi Y d 

B 
0 

. 

J. Clcromalo&., 23 (1966) 267-273 
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TABLEAU’11 
Sh’ARATSON PAR CHROMATOGRAPNIE EN PNASE GAZEUSE 

ColGnne do XE 60 B 3 yO et SE 52 fi IO y. .' Lcs temps de r&.ontion sent calcul8s par rappqrt au 
cholost&ol. ‘. 

.; . . 

DOnominalion y+Go 3%’ SE-52 IO yy 

H-CholestBne-3/3,4p-diol I.87 I.43 
d~-CholestLsne-3~,7ac-diol~ : o 3& 
dWholest&ne-3&7,%diol: I ’ 

, 0.58 
“1.36 

‘. 
‘dWholest&ne-3-one : ; .x,73 ; 
dWholest&ne-3/3-ol-7-one I .28 ,, ,,I -37 ‘. 

(7-C&ocholestBrol) ‘.I 
d~~WXolestadi&ne-7-one . 1.28 
A~-Cholest&ne-3,6-dione ..f.Z 2*?7 
dfl4-Cholestadi&ne-3-one 2.37 x.58 ‘.. 
d41e-Choleseadiene-3-ono ,, ,I*50 ‘, “, 
5a-Cholestane-3 B_ol 

‘2.06 ‘,, 
‘I ‘( ,,, ‘,’ I ‘. 

(B_Cholestanol) : 

5a-Cholestanc-3c+ol “0,gq 1 “’ 
(Epicholesdanol) 

gS_Cholesdane-3B_ol 0.84 0.89 
(Coprostanol) 

5a-Cholestane-3&ol-6-one 4.38 1.86 
(6-C&o-cholestanol) d&but de 

dtkomposition 
5a-Cholest~ne-3/I,5oc,6/3-triol - 2.91 
5~~~~~~s~ane-3B’JOc.diol - 2.66 

I 
431 VZholestadi&ne : 0.40 ’ o.q2 
&l7-Cholestadi&ne-3@-ol ,x.15 dkompos6 

(7-D&hydrocholesl&ol) 
N-Cholest8ne-3@ol 1.15 1.14 

(LaLhostBrol) 

particulier virent du bleu gris piile au brun, et le A 19 4-cholestadi&ne-s-one au violet 
rouge dans ces conditions. 

En outre, la coloration gris bleu initiale est susceptible de r6apparaPtre par 
exposition & la lumi&re ultra violette, ce qui constitue une t&s bonne contre-@preuve. 

(b) TriclzZqvzc~s d’antimoh en solution satur6e dans le chloroforme. 
(c) R&a&if de LIEBERMANN-BURCHAR~D, prepare selon le pro&de dkrit par 

ABELL et al.12 
(d) R&a&f au jWchlo~ure de fey : 
- S,olution de perchlorure de fer anhydre a IO yO dans l’acide acetique cristal- 

lisable: 0.2 ml. 
- Acide ac&ique cristallisable: 30 ml. 
- Acide sulfurique cbncentre: 20 ml. 
Les colorations: obtenues a l’aide de ces trois derniers riiactifs::‘sont souvent 

voisines ou identi@ies (cholesterol ., par exemple) . Leur ‘utilisation conjugu6e est 
cependant, indisperigable pour differencier certains sterols de’ Rp voisin qui fournissent 
des colorations diff+rentes (voir Tableau I):. 1’ ,’ 

Ces coloratiotis peuvent apparagtre s@ontan&nent a froid (7-hyd&xycholestkrol) , 
mais n&zessitent le plus souvent un chauffagej dont l’inten,sitS et la durde ont“une 
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influence capitale sur l’apparition et la nature de la couleur observhe. Nous avons 
finalement retenu un chauffage uniforme B IIOO pour tous les r&actifs, seul variant le 
temps d’exposition. 

Ces temps sont les suivants : rciactif a : 16 min; r6actif b : 8 min ; reactif c : 3 min 
et 8 min ; reactif d : 10 min. 

De tous ces agents, le plus sensible est & coup stir le r6actif au perchlorure de 
fer, mais celui qui fournit les colorations les plus stables est le trichlorure d’anti- 
moine. 

La quantite minimale de substance pour laquelle la coloration est encore percue 
varie non seulement en fonction du reactif, rnais aussi selon les stdrols : elle est de 
l’ordre du microgramme pour les plus sensibles (cholesterol ; A39 b-cl~olestadi8ne ; 

439 Qholestadi&ne-6-one ; cholestane-3/? jga,6@-triol, par exemple) , et de quelques 
microgrammes .(5 & 10) pour les moins sensibles (d%holestene-3-one, &%holesta- 
di&ne-T-one ; d 4,0-cholest~diene-3-one.;~~~-cholestZ,6-dione; par exemple). 

En operant avec les precautions indiquees ant6rieurement’a et en rhalisant 
particulier les migrations & l’obscurit6, nous n’avons jamais observe d’altbration 
tours de l’analyse par CCM, 

Chro9na~og~afd& en j!dmss gamzcse 
L’appareil utilise est du type Aerograph ,600 C a detecteur & ionisation 

en, 
au 

de 
flamme, muni d’un double four permettant l’analyse successive rapide sur deux types 
de colonne des 6chantillons. On a retenu : 

(a) Une colonne de 10 pieds x 2 mm en verre, de silicone XE 60 (“nitrile gum”) 
5 3 o/o sur Gas Chrom 2 (law5 aux acides et d&active au dim&thy1 chlorosilane) 80-100 
mesh. TempQrature de colonne 220~’ tempbrature de l’injecteur 260~. 

(b) Une colonne de 5 pieds x 2 mm en inox de ph6nyl methyl silicone (SE 52) ih 

10 o/o sur chromosorb W 80 Q zoo mesh lave aux acides. Temp&ature de la colonne: 
260~’ tempkature de l’injecteur: 280”. 

Les debits d’azote employ& sont ,de l’ordre de 35 c?. 50 ml/min, les stkols sont 
inject& en solution dans le sulfure de carbone ou le dioxanne. 

Les temps de r&ention indiqubs au Tableau II sont calcules par rapport au 
cholestkol et non au Sa-cholestane comme il est habitue1 de le faire pour deux 
raisons: 

(I) Le cholesterol est toujours present dans les echantillons d’origine biologique 
que nous soumettons B l’analyse et constitue ainsi en quelque sorte un auto &talon 
interne. 

(2) Les temps de r&ention de certains stdrols sont trop Blew% pour Btre Bvaluks 
par rapport au Sa-cholestane. 

Dans un but de simplicite et de rapidit d’execution, ainsi clue pour kiter 
l’addition d’une manipulation suppldmentaire qui ne serait pas .forc&ment inactive 
sur ces molkules particulikement peu stables, nous n’avons pas cherche B ameliorer 
nos s6parations par l’utilisation de d&iv& (esters trifluorac&iques, trimethyl- 
silyques, etc.). 

De plus, l’utilisation szcccessive de la CCM preparative, comme il a 6t8 dkrit 
dans un travail antQrieuriO, et de la CPG permet d’achever une separation qui peut 
&re imparfaite par un seul de ces proc6dQs. L’6lution de la zone oti se trouvent deux 
spots de ;RF voisins, suivie de l’injection en CPG est en effet sowtint fructueude. 
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REMhRQUES: , I.: ,:,.._I!: :,;ii:..;. ;:; ,;i; :;:,;;,~.:., ,j ;,, : i,:::". :;,;': .,,' ;j.:., 'I ', ,;:;;:' .' 
..: ,,., ,:p: ,:I 'i, , .,I , i ! "., ,, ! i; :'.I $.,...;_:': ,';“ ,,>:.,:,,: '_;,:: '.) "?:,: I, ,; _'f,'~,,‘;_', i.>., ?:: ;'.,y,:',: : .;.' /:'! : ": :.,, .,!,. I.;: 

Cornme. le ,montre l’examen d&s Tableaux I ‘et II; cdrtains st6rols~sont .trbsbien 
s&&+s~par CCM comme tpar ..CPG; :.mais: dans un certain nombre de cas, cleur ; utilisa- 
tion esti complementaire. On peut alors distinguer,3. possibilites :,. . ’ ‘: : : :‘: ; ,I’ ’ .: 

i,> ,,‘,,‘;::.:,i:, ,:;, : 

‘, ; : ; : : ,. / : 
.,!‘. 

.., I,,. -,,.:,.. (a) .. .5&c:hole t: s ane-3,9,g&6@-trjol; :et ++chole’stane-$3&a-diol-6-one : ,qui sent 
uniquement; di&tifigables sur, SE152 ~9~o~,~~: ,,.I’..:. ..;;’ ;‘, .: g :I:,,‘~ ,, - .;‘(:.I, ,’ I I. ,,..’ I, I, -. 

“.,:‘:: ,i (b) a~~Cholestene-3B,4B~diol et:+cholestane-3Pol-6;one; : ‘, j 

.,:::, 1,~;_‘(c)~d,~!4-~hplestadiene~3~one efcoprostanoLLz ;,. I.I : : ,:. ‘::’ ,:“,L ‘1’: .;. ‘. : 1 

-J-,.,x... ,::fil) i:;ilc~~.holes~~ne_3-onc;, .epicholestan& ,,:d”-cholestene-3,6-dione,,et, 44*s-cho- 
lestadi&ne+one; Pour ces deux.$erniers st$rols. en .particulier, la trQs bonne separation 
par ..CPG,.. cbntraste “avec, leur grande analogie, de: comportement ens WM.:, ; ! 1, 

),._, ,,1,1:1 : :..Ilfaut squligner %galement.que le,caractere ‘difffcirentiel des reactifs de r&elation 
propo&s pernjet souvent d’aider au ddpistage. de deux de ,ces sttkols .voisins (ds- 
chdlest8~e-SP,4P-diol et ga-cholestan_e-+ol-6-one). ., 

., ,; .'_. ,,, ,, ,'. 

(.2)~i&_&i&i ~~GO~~~8lG~aY~.~~~;.GO~~lkt~pUY. CCM. '...j' " I': " g " ., . 
.% +.,; !:Enfrent’gans~cettelca~egorie,~r,autf-es.groupes:,. .;“. : ‘: :‘.. : :. .: . : 

(a) db-Cl~olese3ne-3B,7a-diol,’ d~-ckoleStene-3$,7P~diol, et;&, %cholestadiane. I 

-1 : ;,: I ; (~b))Coprqstanol; epichdlestanol; et bloccholesterol-cholestanoli .: : 

;.: c : . . ,: (q) :,d.G-~~oles~~ne-3~,~~~~iol ‘etklb-cholestene-s-one. ‘. , : c 3 ! , 

(cl) ga-Cholestane-#to&&one et.&ch,olestene-3,6-dione. ; ; :’ , ‘. b, ‘,, 
,:: .,. ,, ; : ‘. I ,, :. ,s.:;. I, ‘G,.,;.‘: ! _, ,’ . . .: ‘, : ., 

(,,.RbbLtio?z’ilrGollcpldls,olrccM:’g,c~c, ,, ; I, ‘<,‘I, _, ; ” “;’ :I : ,;, ., , 
(.““, 

Certains stdrols port& aux Tableaux I .‘et..:II sont .mal s&par&, par, les deux 
pro&d& 11 s’agit~duicholestanol,i du. 7-dBhydrocholestBro1, et ,du lathost&ol.- 11s ont 
&S indiquk, e,n fait ici ‘pour :m&n’oire afin. de, ne pas&gliger-: la. possibilit& de leur 
interference,; mais :leur: separation. a: bt.15 d&rite: en:;ddtail .dans des :travaux ante- 
rieur&VG,~ sowent’ h.l’aide:de .plaques’:impr@gn6es de .nitrate, dlargent. :, ,,,‘1 . . 

On, peut neanmoins faire ‘remarquer: clue la CPG sur les types de colonne :pr& 
co&s,& :permet,:au imoins,pour le 7-‘dehydrocholestbrol et le lathostdrol; de rpresumer 
de leur .pr&,ence.j ! .,,, I, , I, .: , ‘, ,. ,: ; ; : . :., ’ : ‘, .: : 

CONC&USION.' :.: 5. :. ',, ; .' 'I .:; '., .,, ;. ".'., 
,. ,' ,' ,. 

Lktilisation - p&allele ou successive de, la .CCM ,ou ‘de la C& ‘&& c& sines 
,'! ,', 

; ', : .I 5,; 
conditions tpermet > la: separation .et, 1% caracterisation de. divers : sterols substitubs. ou 
modif&ssur’.les~cycles~A et.B:par rapport :au cholesterol: “, ci, ..> . . . . . ‘. .: : ; 

:..Y i I ‘Ceci doit permettre: leur recherche ;pr&zise dans ,les. milieux, biologiques apr,&s 
avoir realis& leur isolement dans des conditions rigoureusede. ,,,I ~ 
.,,; .( ’ : .:;<.;. _, ,f, ; ‘.< ~ : i’; I :, ,* ; 8, !‘!., :’ :. ,‘I i ,, ” :..: ‘I : ,,;, ..I,,‘: ; I, .I,.: .‘.., : : ‘,‘. ,; :, : ‘, .;. ” ,~ ‘,‘j.: , .,. ,: ‘,,, :,,. ! ‘_,Z, ,, :‘, ,, ;,I ‘, 

.J&+J~&.,j,, I(: .:: :~i,:~,:;,,.,...:;,r~!, ,,I. ,:, _i; iy’.y,::.; ;; I,::;.a,_ ; :::)‘:; ,: : I,! : ,, ” ‘;v : : .: : : :’ I . -; ,.’ . :, .’ :a. 
‘. ,:’ : :.:. 1 .J ,‘,I 1. ,‘.>. I .i/ ;,: ,:;‘:.;. 1_1/ i,,.: q.;“: ;: ,:,?.i ..,.,, : ; ,,,~ , ,I. ‘1 ; ’ / , : . : ‘; : ;., ; \/.‘,a’,.. ,. I.. ;‘?:.:I .‘:..>, L/‘.,‘.,..: ;.,. ‘,._,. ,‘. ._,I, ,,; ,; ‘!: ,,I:’ 

., ” ., .~..L’utilisation :dei :la: chromatographie.: ,,en yr &v&e:. &r&;.&.w: &k&e. ,$ica&., & 

,‘, : .,,,,y., i,’ ,,,.‘f, :.,, ‘1.. “, ,’ 

. ‘. 

9;: C&qmal(og.; ,.2.3.,(x,966) .826yL273. 



Slh’ARATION ET IDENTIFICATL’ON DE STltROLS SUBSTITUtiS 273 

l’aide de 3 solvants difft-kents, suivie de la r6v6lation par ‘divers rbactifs, li6e B celle 
de la chromatographie en phase gazeuse sur deux types de colonnes, permet la 
s6paration et l’identifitqation de divers st,Crols substilu6s ou modifi6s sur les cycles A 
et J3 par raphort ati cholestBro1. Ce,tte m&hode doit permettre l’t5tudk de ces stQrbls 
clans divers milieux biologiquks 02t la r&alit6 de, leur kxistence pr6se&k un grand 
int&& m&abolique. 

SUMMARY 

The use of thin layer chromatography on silica gel plates with three different 
solvents, followed by visualization by means of various reagents, together with gas 
chromatography on two types of columns, permits the separation and identification of 
various sterols in which rings A and B are substituted or modified as compared with 
cholestkrol, This method permits the study of these sterols in many different biological 
media where their presence is of great metabolic interest. 
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