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Co9dusion 
Cholesteryl esters were separated into five well defined fractions by TLC. Their 

fatty acid composition was quantitatively determined by GLC. It was found that 
each fraction obtained only one major fatty acid, 16:0, 18: I, 18:2, 20:4 and 20: 5, 
respectively, which means that the separation was only dependent on the degree’of 
unsaturation of the fatty acids. 
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DBlipidation totale des extraits plasmatiques contenant les 17 cktostboi’des 
(d6hydro6piabd,rdst4rone, androst&&e, Btiocholknolone)* 

., 

Pour evaluer les 17 c&tosterofdes plasmatiques, il est indispensable de les 
s&parer des lipides que contiennent les extraits totaux. Cette delipidation doit.retirer 
des. quantitk importantes de cholesterol libre et esterif%, :triglyc&rides, acides gras, 
phospholipides’ et, Bventuellement, diglyctiides et monoglycerides. Pour la rdaliser 
de’ nombreuses methodes ‘ont 8te preconisees, qui ont toutes des ,inconvenients : la 
partition entre solvants (p. ex.; methanol/eau 70 : 3oYhexane I : I) est fastidieuse et 
laisse tin. residu lipidique non negligeable i--O ; la -precipitation ,& basse temperature 
( --rg’ “) idurant une quinzaine d’heures dans’ des melanges complexes a base de metha- 
nol-eau 50 : IO’,, 7.0 : 30 8, 80 : 20~ ne debarrasse qu’incompletement les 17. cetosteroldes 
des lipides les accompagnant ; le recours’a. une purification sur colonne de florisillo-12, 
d~aluminel3+6, de silicageP~l7 ou d’Amberlitels ne r&out pas davantage le problQme 
et introduit, en plus, ,des pits artefacts clans la chromatographie gazeuseulterieurela; 
le passage ” de l’extrait plasrnatique sur deux colonnes successives chargdes d’un 

‘. 
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support different (Sephadex G 25 et acide silicique) n’aboutit pas davantage au de@ 
de purete souhaitable du mat&k1 a chromatographierl0. 

ANGELICO et c01l.z~ ont preconise recemment une separation des lipides tissu- 
laires et des steroi’des’ par chromatographie en couche mince. Leur mode operatoire 
comporte .toutefois deux n-figrations successives : dans la premike, les steroi’des 
restent sur la ligne de depart avec les phospholipides et, dans la seconde, pratiqu@e 
.aprQs 6lution du premier chromatogramme, les 17 cetosteroides se &parent des 
phospholipides. 

Dans le present travail, nous avons etudie les conditions qui permettent de 
&parer en un set+ temps, par chromatographie en couche mince, les 17 c&ost&oldes 
plasmatiques (d6hydroepiandrosterone (DHEA), androsterone, Btiocholanolone) de 
tous les constituants lipidiques apres les operations d’hydrolyse classiques. 

Appareil automatique d’etalement des couches minces Chemetron. 
Plaques en verre de 20 x 20 cm. 
Silica Gel H Merck pour chromatographie en couche mince. 
Hexane, Merck. 
&her hthylique Merck. 
Acide phosphomolybdique Merck. 
Methanol Merck. 
Seringue Hamilton de 50 ~1. 
Generateur d’air, r&g16 h -J= 300 ml/min. 
Cuve en verre de 21 x 21 x 12 cm pour contenir les chromatogrammes. 
&tuve a 110~. 

Pr&aration cZes&agz~es. Les plaques sont degraissees soigneusement au methanol 
ou au melange methanol-ether 6thylique 80 : 2021, puis sechees. 

On ajoute au Silica Gel H .une. quantite du melange methanol-eau I,: I telle que 
IOO g de Silica Gel H soit impr&ne. de 250 ml du mel,ange. Les plaques dent l’epaisseur 
est de 0.7 mm sont laissees a l’air 20 min puis activees durant I h a ITOO. 

On depose l’extrait h delipider a I cm .du bord de la plaque et a une distance 
de 4 cm de ce premier, depot, on dispose 20 ,ug de dkhydroepiandrosterone et d’etio- 
cholanolone. L’extrait a delipider est solubilise dans 5o’a IOO ,~l de CHCl,-methanol 
g : I ,et l’etalon, dark 20 ,ul du .&me m+ange. 

Les conditions idkales pour ‘d&poser les produits Q chromatographier nous 
paraissent $re les suivantes : la plaque est deposee sur une surface ti&de et 8. mesure 
que l’on depose les gouttes de solvant, on favorise son evaporation par un leger 
courant d’air, amen& par une pipette Pasteur doublement effilee, reliee a un generateur 
d’air cu. d’azote. ‘, 

.’ Chromatogra$hie. Dans le fond : de la cuve h cliromatographie, on dispose la 
phase mobile> suivante : ether-hexane-acide acetique 70 : 30 : I, en quantite telle que 
la surface du liquide, recouvre de ‘I a 2 mm le silicagel,de la plaque,. ce qui correspond 
a un. volume de -& r30 ml de solvant. pour une. cuve dont les, dimensions sont donnees 
plus haut. La migration est~compl&te en 35:40, min. Le $?p de la DHEA et de l’,andros- 
t&one ‘es$ de 0.33 et ceiui ‘de l’&tiocholanolbne est de 0.22. 
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: R&%tion des kta2ons. Apr&s sechage de cinq minutes sous la hotte, on vaporise 
sur la partie de la plaque contenant les &talons une solution d’acide phosphomolybdi- 
que a IO y0 dans le mkthanol. On peut aussi ,vaporiser la solution recemment preco- 
nisee par TREIHER et ~011.21 et comportant un melange de m-dinitrobenzene et de 
bleu de tetrazolium en milieu KOH aqueux. La sensibilite de cette methode est 
suphrieure a celle de.l’acide phosphomolybdique (0.5 ,~g/ cm2) mais les reactifs doivcnt. 
Btre fra?chernent pr6par%s. ,’ , .’ ,, :,;; ,..‘.( 

La partie du chromatogramme contenant les extraits plasmatiques est protegee 
par une plaque de verre. : 

&z&out. La zone correspondant aux etalons est grattee par une lame de rasoir 
et la surface de verre ainsi mise h nu est rincee au moyen de petites parcelles depapier 
filtre imbibe d’khanol, de faqon a recuperer les st&oTdes qui restent accroches au 
verre. La .ppudre ,de silicagel et les morceaux. de papier Altre sont mis ,dans 5 ml 
d’ethanol ou d’acetate d’&hyle durant IO min et centrifuges. On rep&e l’extraction 
h trois reprises. Le rksidu d’evaporation ne contient plus aucune trace de lipides. 

Pre’sence &a&facts & la cltrornatogra~hiegazeuse. Si le Silica Gel H utilise contient 
des inipuretes qui, aa traduisent par des- pits parasites, en chromatographie gazeuse, 

4) 
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on pourra s’en debarrasser par un lavage prealable, selon la mdthode de MEYER ET 
WHITELY, ou selon celle de REDGWELL IIT BIELESKI”~. 

R&cltats 
,Les rksultats sont reproduits sur la Fig. I. On y distingue les esters du cho- 

lesterol (RP I), les triglycerides (R&v 0.72), les acides gras libres, (RP 0.66)) le cholesterol 
libre (RF 0.60), la dehydroepiandrosterone, m&lke a l’androsterone et a la .44-andros- 
tenedione (22~ 0.36), l’etiocholanolone (Rp 0.30), la II-c&o&iocholanolone (RF 0.10) 
et les phospholipides (RF 0). 

Les RF des lipides et ceux des 17 c&osteroIdes sont assez differents pour que 
l’elution de ceux-ci soit faite avec une grande securite. 

Un tel chromatogramme accepte le depot, sur une longucur de 15 cm, d’un 
extrait plasmatique total qui peut contenir les lipides de plus de 20 ml de plasma. 
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