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La molécule de cholestérol est capable de donner naissance & des composés,
conservant la configuration générale de la molécule initiale, mais qui en différent par
certaines modifications (adjonction de fonctions alcooliques ou cétoniques, apparition
ou déplacement de doubles liaisons), atteignant les cycles A et B. On les considére
le plus souvent comme des produits d’oxydation d’origine biologiquel—? dont le réle
est encore obscur®?; mais certains peuvent aussi se former spontanément in vitro
sous l'influence d’agents physicochimiques® 8-10, C’est le cas du #-hydroxycholestérol
qui pourrait jouer cependant un réle métabolique important!l, Ce travail décrit les
procédés qui, a l'aide de la chromatographie en couche mince (CCM) et de la chroma-
tographie en phase gazeuse (CPG), permettent de séparer ces principaux stérols dont
la structure est souvent trés voisine.

METHODE D'ETUDE DES STEROLS SUBSTITUES SUR LES CYCLES A ET B

Les Tableaux I et II groupent les données relatives 4 1’isolement et & la caracté-
risation de divers stérols modifiés sur les cycles A et B.

Chromalographie en couches minces

Réalisées sur Kieselgel*** en utilisant les solvants benzéne-acétate d’éthyle
9:1I,2:1et I:2 v/vselon des protocoles antérieurement décritst® pour éviter les divers
risques d’artéfacts. ‘

La mise en évidence des spots est obtenue par observation directe en lumiére
ultra violette, ce qui permet de déceler déja quelques corps tel le 43 5-cholestadiéne,
et par pulvérisation des réactifs suivants.

(a) Acide phosphomolybdique & 10 % dans I'éthanol, colorant en bleu intense
les stérols porteurs de groupements hydroxyles. Des stérols possédant des fonctions
cétoniques peuvent étre également révélés, mais avec moins d’intensité. Pour ces
derniers, la coloration obtenue n'est pas toujours stable et évolue aprés conservation
des plaques 24 h 4 l'obscurité, 4 V'inverse de la coloration des stérols hydroxylés, qui
demeure inchangée. Le A%8-cholestadiéne-3-one et le A4¢-cholesténe-3,6-dione en
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250 . o J. R. CLAUDE

TABLEAU ‘11

SﬁPARA.TION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

Colonne de XE 60 & 3% et SE 52 3 Io% Les temps de rétention sont calculés par rapport au
cholestérol P

| Dénomination 'XE-CFO 3_%" ‘ SE-32.10 %.

Ab- Cholesténe -36,48-diol . 1.87 ‘ 1.43
- 45-Cholesténe-3p, 7o¢-dxol U enae o 0.58
A5-Cholesténe-38,78- d101 o390 95
'A8-Cholesténe-3-one’ = 7 1.3 o . .. "1.36
_ A8-Cholesténe-38-0l-7-one -~ 1.28 . . 1.37
(7-Cétocholestérol) o T -
A438-Cholestadiéne-7-one . .1.45 1.28
- 44-Cholesténe-3,6-dione '4.18 _ 2.07
At4-Cholestadiéne-3-one: 237 . . 1.58 o
A48.Cholestadiéne-3-one: 206 . . 1.50 . ‘.
5x-Cholestane-3 -0l S SO S
(B-Cholestanol) S B R
5¢-Cholestane-3¢-~-0l 0.94 SO
(Epicholestanol) oo . Cn
- §B8-Cholestane-34-ol .. 0.84 0.89
(Coprostanol) v
5a-Cholestane-3ﬂ-ol-6-one 4.38 1.86
. (6-Céto-cholestanol) début de
décomposition
5o¢-Cholestane-3ﬂ 50¢,6B-triol —_ 2.01
5o¢-Cholestane-3ﬁ 5oz-dlol —_ 2.66
-6-one '
A%:5.Cholestadiéne : 0.40 o. 62
A5 "-Cholestadténe-sﬁ-ol 1.15 décomposé
" (7-Déhydrocholestérol)
A%-Cholesténe-38-0l 1.15 1.14
(Lathostérol)

particulier virent du bleu gris pale au brun, et le A%:%-cholestadié¢ne-3-one au violet
rouge dans ces conditions.

En outre, la coloration gris bleu initiale est susceptlble de réapparamtre par
exposition & la lumiére ultra violette, ce qui constitue une trés bonne contre-épreuve.

(b) Trichlorure d'antimoine en solution saturée dans le chloroforme.

(c) Réactif de LIEBERMANN-BURCHARD, préparé selon le procédé décrit par
ABELL ¢t al.l2

(d) Réactif an ;bercklomre de fer:

— Solution de perchlorure de fer anhydre 4 10 % dans l'acide acétique cristal-
lisable: 0.2 ml. :

— Acide acétique cristallisable: 30 ml,

— Acide sulfurique concentre 20 ml,

Les colorations’ obtenues a l'aide de ces trois derniérs réactifs 'sont souvent
voisines ou identiques (cholestérol par exemple). Leur utilisation con]uguée est
cependant indispensable pour-différencier certains stérols de Rp voisin qu1 fourmssent
des colorations différentes (voxr Tableau I). K

 Ces colorations peuvent apparaitre spontanément a frmd (7-hydroxycholestérol) )
mais nécessﬂ:ent le plus souvent un chauffage, dont l’mtens:té et la durée ont une
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SEPARATION ET IDENTIFICATION DE STEROLS SUBSTITUES 271

influence capitale sur l'apparition et la nature de la couleur observée. Nous avons
finalement retenu un chauffage unlforme a4 110° pour tous les reactlfs seul variant le
temps d’exposition.

Ces temps sont les suivants: réactlf a: 10 min; réactif b: 8 min; reactlf c: 3 min
et 8 min; réactif d: 10 min. :

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

La quantité minimale de substance pour laquelle la coloration est encore pergue
varie non seulement en fonction du réactif, mais aussi selon les stérols: elle est de
l'ordre du microgramme pour les plus sensibles (cholestérol; 43:5-cholestadiéne;
A3:5-cholestadiéne-6-one; cholestane-3f,5x,68-triol, par exemple), et de quelques
microgrammes (5 & 10) pour les moins sensibles (45-cholesténe-3-one, A43:5-cholesta-
diéne-7-one; 4% %cholestadiéne-3-one; A%cholesténe-3,6-dione; par exemple).

En opérant avec les précautions indiquées antérieurementi® et en réalisant en
particulier les migrations & 1’obscurité, nous n’avons ]amals observé. d’altératlon au
cours de l’analyse par CCM. :

Chromatographie en phase gazeuse

L'appareil utilisé est du type Aérograph 600 C & détecteur a ionisation de
flamme, muni d’un double four permettant l'analyse successwe rapide sur deux types
de colonne des échantillons, On a retenu:

(a) Une colonne de 10 pieds X 2 mm en verre, de sﬂmone XE 60 ( mtrlle gum’’)
A 3 % sur Gas Chrom Z (lavé aux acides et désactivé au diméthyl chlorosilane) 8o-100
mesh. Température de colonne 220°, température de l’'injecteur 260°.

(b) Une colonne de 5 pieds X 2 mm en inox de phényl méthyl silicone (SE 52) &
10 % sur chromosorb W 80 4 100 mesh lavé aux ac1des Température de la colonne:
260°, température de l'injecteur: 280°.

Les débits d’azote employés sont :de 1'ordre de 335 2 50 ml/rnm les stérols sont
injectés en solution dans le sulfure de carbone ou le dioxanne. -

Les temps de rétention indiqués au Tableau II sont calculés par rapport au
cholestérol et non au soc-cholestane commie il est habituel de le faire pour deux
raisons:

(x) Le cholesterol est toujours présent dans les échantillons d’origine biologique
que nous soumettons & 'analyse et constitue ainsi en quelque sorte un auto étalon
interne.

(2) Les temps de rétention de certains stérols sont trop élevés pour étre évalués
par rapport au sa-cholestane.

Dans un but de simplicité et de rapidité d’exécution, ainsi que pour éviter
I’addition d’une manipulation supplémentaire qui ne serait pas forcément inactive
sur ces molécules particuliérement peu stables, nous n’avons pas cherché & améliorer
nos séparations par l’utlllsa.tlon de dérivés (esters trlﬂuoracéthues, triméthyl-
silyques, etc.).

De plus, 'utilisation successive de la CCM preparatlve, comme il a été décrit
dans un travail antérieur??, et de la CPG permet d’achever une séparation qui peut
étre imparfaite par un seul de ces procédés. L’élution de la zone ol se trouvent deux
spots de Ry voisins, suivie de I’'injection en CPG est en effet souvent fructueuse.

J. Chyomatog., 23 (1066) 267—273
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REMARQUES R LS RPN RIS TP ST SRR L PN BT SR R T INTRNIE PR

Comme le montre l'examen des Tablea.ux I et II certams stérols sont trés blen
séparés par CCM comme ipar CPG; mais: dans .un certain nombre de cas, 1eur utlhsa-
tlon est complémentalre On peut alors dlstmguer 3 p0551b111tés R R TS A TR
(1) Resolutwn moom;bléte gbar CCM com;bléte ;bar CPG O L P L.

Quatre groupes de stérols entrent dans cette categorle

(@) oc-Cholestane-sﬁ 5a,68-trioll et. 5ac-cholestane-3ﬁ 5oc-dlol-6-one qul sont
umquement distingables sur SE:52 &:10 %:: - : S

.11 (b): A8-Cholesténe-35,4 - -diol et; 5oc-cholesta.ne-3ﬁ-ol- -one.

++(c):A*+3-Cholestadiéne-3-one et coprostanol... : L : L
i () A“—Cholesténe-g,-one, .epicholestanol,. A4-cholesténe-3 6 dlone et A" "-cho-
‘lestadléne-s-one Pour ces deux derniers stérols en particulier, la trés bonne séparatlon
par CPG contraste ‘avec leur grande analogie de.comportement:.en. CCM." :

I faut souligner également que le caractére différentiel des réactifs de révélation
proposés permet souvent d’aider au dépistage de deux de.ces stérols. . voisins - (45-
cholesténe-gﬂ 4f5- d101 et 5u-cholestane-3f-ol-6-one).

(2) Resolutzon mcom]ﬁléta jmr CPG complete ﬁar CCM ny
- :Entrent dans:cette: catégone 4 autres groupes:. .. ‘ ‘ ’
: (a) A“-Cholesténe-gﬂ 7a-diol, 5-cholesténe-38, 7ﬂ-dlol et A3 5-cholestad1éne
- i1; (b) Coprostanol, epicholestanol: et bloc: cholestérol—cholestanol '

.. (c) 4%-Cholesténe-3p,45:diol et: A”-cholesténe-s-one S T VT LI
(d) 5oz-Cholestane-g,B-ol-6-one et A‘-cholesténe-3 6 dlone PR

(3) Resolutwn zraomybleta jJar CCM et CPG o v ST
- Certains stérols portés aux Tmbleaux I et II sont ma.l separes pa.r les deux
procédés: Il s’agit:duicholestanol;:du. 7-déhydrocholestérol, et du-lathostérol. Ils ont
été .indiqués_en fait ici - pour mémomre afin’ de ne pas-inégliger-la. possibilité.de leur
interférence,: mais leur: séparation. a: été décrite: en-détail . dans des travaux anté-
rieursl?-15, souvent: & l'aide de plaques imprégnées de nitrate d’argent. . -
- On: peut néanmoins faire remarquer. que la CPG sur les types de colonne pre-
: comses permet,:au ‘moins pour le 7-dehydrocholesterol et le lathosterol de presumer
deleurprésence : oo e ST ! = = »

CONCLUSION
, s L'utilisation  paralléle ou successive de la.CCM ou:de la.CPG dans certaines
condltlons ipermet:la .séparation et la caractérisation de. dlvers stérols substxtués ou
modlﬁes surles cycles A et B:par.rapport:au cholestérol.- L

-.Ceci doit- permettre: leur recherche:précise dans les mlheux blologlques aprés
avon' réahse leur: 1solement da.ns des condltlons rxgourev.lses10 . _

"" T e

RESUME

4 "4‘(.

L’utlllsatlon de la.vchromatographle }en : chJche mmce sur plaque sﬂlcagel é.
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I’'aide de 3 solvants différents, suivie de la révélation par divers réactifs, liée a celle
de la chromatographie en phase gazeuse sur deux types de colonnes, permet la
séparation et l'identification de divers stérols substitués ou modifiés sur les cycles A
et B par rapport au cholestérol. Cette méthode doit permettre I’étude de ces stérols

dans divers milieux biologiques ot la réalité de leur existence présente un grand
intérét métabolique.

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
cholesterol. 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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