
2s2 NOTES 

Contribution & I’&ude, am Dumibre ultra-violette, de la chromatographie 
en couche mince des st6roIs . 

Nombre de composes biologiques ne sont d&e&c% que par leur fluorescence en 
lumi&re ultra-violette1-4. La difficult6 consiste a enregistrer les taches observees 
pour en conserver un document fiddle et pratique & manipuler. 

L’6tude systematique des sterols srkiques par chromatographie sur couche 
mince”, nous a conduit a adopter deux techniques simples, permettant d’objectiver 
les rdsultats de nos investigations clans ce domaine par l’utilisation de diagrammes 
et de la photographie en couleur. 

Teck;z$aces 

I. Ddagranznzes 
La plaque de verre portant le chromatogramme brut ou prealablement rev&5 

par pulvkisation d’un reactif approprid aux sterols (trichlorure d’antimoine ; acide 
phosphomolybdique . . .) est retournee et posee sur le plan supdrieur d’un support. 
Celui-ci peut &re constitue par un panier Porte-plaques, dent l’anse est supprim&. 
On applique alors une feuille de papier transparent sur la surface de la plaque de 
verre; un contact parfait peut etre asssure par des pinces 8. dessin. Puis, contraire- 
ment aux methodes habituelles on excite le chromatogramme a l’aide d’une source 
U.V., placee en dessous de la plaque. 

On utilise comme sources d’U.V. : 

(a) Pow Zes cozcrtes Zovtgzcezcrs d’omks. Une lampe Mineralight moclele UVS-II 
constituee d’un seul tube de 4 W a ondes courtes, haute transmission et d’un filtre a 
ondes courtes cobalt aliment6 en IIS V, 50 cycles alternatifs. Intensite de 80 pW/cms 
& 45 cm et a une longueur d’onde de 2537 A. 

(b) Pow Zes gram-h hzgzmcrs d’wdes. Une lampe Mineralight modele UVL-21 
constituee d’un seul tube de 4 W produisant une intensite de 87 pW/cm2 a 45 cm et 

Fig. I. R&vdlation dc st&rols par SbCl, (cn lumi&re visible), & droite et diagrammc obtenuc S 
partir de ce mdme chromatogramme, $ gauche : (- - -) en lumi&re visible ; (. . .) S 253 7 A ; 
P 3660 A. 

(--- ) 
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2~ unc longueur d’onde de 3360 pi. (Mineralight Ultra-Violet Products, Inc., San 
Gabriel, Californie). 

L’ensemble ainsi realisc5 comporte clans l’ordre et de bas en haut : la source, la 
surface de l’aclsorbant avec l’echantillon a analyser et la plaque de verre. L’obser- 
vateur examine le chromatogramme et deplace la lampe le plus pres possible du 
chromatogramme, en prenant soin de ne pas deteriorer la surface par un contact 
accidentcl. Dans ces conditions on peut calquer le clzromatogramme (Fig. I) et au 
besoin y inscrire des renseignements completant l’observation. 

11 est evident qu’un tel procede qui expose de facon prolong&e l’observateur 
aux emissions ultra-violettcs rend indispensable une protection oculaire efficace. 
Ceci nous a conduit. A. mettre au point cles verres de composition bien d&ink. La 
mat&e premiere de ces verres est de 1’Orma 1000, polyester organique de synthese 
constituant un rciseau tridimensionnel qui lui confere des proprietes remarquables 
quant a la rigiclite et la durete. L’absorption dans l’ultra-violet est realisee par in- 
corporation (Fig. z) de 0.1 o/o d’Uvinul4go qui est un melange de benzophenones t&ra- 
substituees et de z,z’-dihydroxy-4,4’-clim8thoxybenzoph&rone. 

z,z’-Dihyclroxy-4,4’-clim&hoxybcnzoph6none, 

PQQ SiJO 400 np Longueur d’ondes en rnp 

Fig. 2. Courbc clc transmission dc I’Orma I000 cn fonction de son pourcentagc cn Uvinul 490, 
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Cette adjonction nous 8 paru apres essais donner une protection totale au 
dessous de 3850 A, sans pour autant modifier la transparence des verres (Fig. 2). 

(a) En lw~zi&e visible. Realis6e en couleur clle ne pose pas de probleme parti- 
culier. Elle demande un materiel de prise de vue tres simple, compose essentiellemen 1: : 

d’un appareil photographique reflexe mono-objectif de format 24 x 36 mm, 
d’un statif h colonne sur lequel l’appareil coulisse par l’intermediaire d’un 

support en dquerre. 
d’un dispositif d’dclairage a 2 rdflecteurs (de 25oW chacun) se fixant egalement 

sur la colonne du statif et reglable en hauteur comme en eloignement lateral. 
L’appareil photographique est muni d’une bonnette additionnelle de + I 

dioptrie permcttant de faire une mise au point & une distance de 45 cm, le sujet 
occupant alors tout le format de la surface sensible. Celle-ci est constituee par un 
film Kodachrome II type lumiere artificielle, de sensihilite voisine de 40 A.S.A. 

Le plan horizontal du support des lampes flood est fixC h 35 cm au-dessus du 
plan du sujet. Latdralement chacune des lampes est eloignde de 20 cm de l’axe op- 
tique et inclinee vers le bas de telle maniere qu’aucun rayon lumineux ne vienne 
frapper le rebord de l’objectif. 

La plaque de Silicagel qui mesure 20 cm x 20 cm est placde sur la table, entre 
les pieds du statif. 

Ces conditions &ant rbunies, on procede A, la prise de vue de chacune des plaques 
revelees, en utilisant le diaphragme 8 pour une vitesse de I/GO" de seconde. 

(b) En Zzcnzidre z&a-viohtte. Le mSme materiel est utilise pour la photographic 
de ces plaques A la lumiere ultra-violette, avant leur rev6lation. On se contente de 
remplacer les lampes flood par des tubes a lumiere U.V. (Fig. 3) fixes sur les supports 

Fig. 3. Dispositif pour la photographic en lumihe ultra-violcttc. 
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horizontaux par des attaches spckialemcnt adapt&s 5, la formc des tubes. On rap- 
proche ceux-ci A. une quinzaine de centimetres du centre de la plaque de Silicagel, en 
les orientant de telle mani&re que le faisceau couvre uniform&ment toute la surface. 
On utilise les lampes prdcddemment d&rites pour les diagrammes: l’une rimettant & 
3660 A, l’autre & 2537 ii. 

Notre but consistant & photographier les produits de d&gradation des st&ols 
(Fig. 4), dent les composants, migrant sur le silicagel, forment des taches qui sont 
rendues Auorescentes par la lumifk-e U.V. La localisation, la forme, la couleur, les 
dimensions de ces taches, enregistrBes sur des films en couleur permettent d’effectuer 
d’int&essantes comparaisons. D’une part, on peut aboutir B l’identification de cer- 
tains produits de degradation, d’autre part ces taches peuvent differencier certains 
groupes d’individus sur le plan clinique ou biologique. 

Fig. q., Ddgraclntion clu 7-cldsl~~clroci~ol~stBrol (7 ID) & 2537 A (a) et ;I. 3000 K (b). 

Le probleme consiste h enregistrer sur la pellicule photographiqe les taches 
fluorescentes & l’exclusion de toute radiation parasite. 

Dans un premier temps, nous avions remarqud que le filtre Wratten 85 du 
commerce am8liorait la qualit& de la prise de vue sans pourtant donner des rksultats 
satisfaisants. C’est k partir de cette constatation que nous avons eu l’idde d’utiliser 
la gamme des Altres Kodak, Notre choix s’est fix8 sur le filtre jaune 2 A qui absorbe 
l’knergie radiante au-dessous de 4050 A. Ce filtre, placB en avant de la bonnette ad- 
ditionnelle permet d’ciliminer les radiations ultra-violettes en ne laissant passer vers 
la surface sensible que les longueurs d’ondes du spectre visible. Apr&s avoir essay& 
diff&entes surfaces sensibles, notamment le Kodachrome IT, nous avons d&id6 
d’utiliser le f&z Ektachrome de haute rapiditd, type lumi&re du jour. Le temps de 
pose optimum nous a paru Gtre de l’ordre de 30 B 45 secondes pour une ouverture 
de diaphragme de 4. 
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Lorsque l’on veut s’attacher a respecter plus particuli&rement les nuances de 
couleurs, car le plus souvent la dimension et la localisation de la tache importent 
avant tout, on a inter&t & adjoin&-e au filtre z A, zcgs fiZtre coq!wzsatezw de couZeztr de 
densi.te 0.05 Magenta ou Vert adapt6 aux corrections clue l’on cherche a obtenir. 
Dans ce cas il est necessaire d’ouvrir le diaphragme d’environ i/z a I division. 

11 est bien evident clue la prise de vue doit toujours se faire en. chambre noire, 
a la seule lueur de la source de lumiere ultra-violette; toute lumirke parasite, meme 
faible, affecterait en effet gravement la qualite de la photographie. 

Les conclusions que nous pouvons tirer de l’utilisation de ces deux pro&d& 
sont essentiellement d’ordre pratique : 

I. La superposition des diagrammes donne la possibilite de faire des compa- 
raisons systematiques clans les domaines clinique et biologique. L’intensite fluorescente 
des taches, augment& notablement par la position inhabituelle de la source, donne 
une resolution accrue des sterols prdsents B l’etat de traces (lanosterol, 7-deshydro- 
cholesterol, desmost&-ol . . .). 

z. La photographie en couleur permet d’enregistrer definitivement les docu- 
ments les plus caracteristiques. On Qlimine ainsi les risques d’alteration ou meme de 
disparition des taches, accident qui se produit frequemment avec les chromato- 
grammes plastifies. 

3. Nous proposons enfin un moyen efficace de protection oculaire, au dessous 
de 3550 A. 
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