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SUMMARY 

Cltromatogmaj!dzic stzcciy of cholcstevyI esters 

Thin-layer chromatography allows 

and mdh_vI esters in nucleated erythocytes 

the separation of four main fractions of 
cholesterol esters and also fatty acid methyl esters from nucleated chick erythrocytes. 

The fatty acid composition is studied by gas chromatography. Among the 
cholesterol ester fractions, one contains 88 per IOO saturated fatty acids (mainly 
palmitic acid and stearic acid) and unsaturated fatty acids are preponderant: 75 per 
100 in the three others. 

The natural fatty acid methyl esters are mainly palmitate. 

INTRODUCTION 

Les esters de cholcst&-ol du serum des mammiferes ont Btd particulierement 
etudies. Separes par chromatographie sur colonnel, chromatograpliie sur papier ou 
sur couches mincesa- impregnees ou non de nitrate d’argent, leur etude a montre 
qu’il existe plusieurs fractions diffdrencides par le degri! d’insaturation de leurs acides 
gras. 

Les hdmaties des mammiferes sont quasiment depourvues de s&ides, par contre 
les globules rouges d’oiseaux en renferment une plus grande quantit@. 

Dans le present travail, nous nous proposons de &parer les s&ides d’hematies 
nucleees de poulet par divers systemes de chromatographie en couche mince mono- 
ou bidimensionnelle. Leur composition en acides gras, etudiee par chromatographie en 
phase gazeuse, est comparee 5 celle des .&rides plasmatiques. 

TECHNIQUES 

Pr++amtion dcs Ithntias ct extraction &s Iifiidcs 
Le sang est recueilli sur des animaux ages de trois h quatre mois’ par ponction 

~__ -- 
* IAS prdlhcmcnts ant btd cffcctuds sur clcs poulcts clc x-xc White Leghorn h I’lholc 

VBtdrimrirc dc To~~lo~~sc, Scrvicc clc Pntlmlo~ic clcs volnillcs (Prof. J. ‘I’ounNu*r) par Mntlarnc 
P. hlowrmun qtrc nous rcmcrcions vivcmcnt. 
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a la veine alaire sur une solution de citrate de sodium k 4 pour IOO a 2500 tours/min., 
le plasma est separt? et apres centrifugation les globules rouges lavds a trois reprises 
au serum physiologique. 

La couche leucocyto-plaquettaire est soigneusement aspirde a chaque lavage, 
les globules rouges sont prdleves au fond du tube de centrifugation. 

Le plasma, les hematies h8molyses par un volume d’eau distillee, ou les noyaus 
isolW”, sont addition&s de onze volumes d’alcool isopropylique, agites pendant 
une heure, puis de sept volumes de chloroforme et agites a nouveau une heure, selon 
ROSE ET OKLANDER~~. 

Les solvants sont evapores a set sous vide a 37”, l’extrait lipidique est repris 
par du chloroforme, filtre et conservd a -20~. 

Cltromatogma$hz’e SW colonne 
Un extrait chloroformique contenant de IOO h 150 mg de lipides totaux de 

plasma, d’h&naties ou de noyaux, est chromatographie sur une colonne d’acide 
silicique et d’hyflosupercel (20 g et IO g). Les St&rides et autres lipides non phosphor& 
sont eluds par 500 ml de chloroforme. 

Chromatogra;fihie en coacclze mince 
Elles sont effectuees sur des plaques 20 x 20 cm de Silica Gel F,,, Merck (dpais- 

seur: 250 p) dans plusieurs systemes de solvants preconises par NIEMINEN~~: 
(I) n-hexane-benzene (5 : 95)) sur 8 cm, puis apres sechage de la plaque : ut-hexane 

sur I0 cm, 
(II) t&trachlo,rure de carbone sur 9 cm. 
De plus, deus sortes de chromatographies ont etd realisees: l’une, monodimen- 

sionnelle utilisant le systeme I, puis apres sechage de la plaque le tdtrachlorure de 
carbone sur 16 cm;‘l’autre, bidimensionnelle utilisant le systtime I dans la premiere 
dimension, le systeme II dans la seconde. 

Les lipides sont revel& par pulverisation soit d’une solution d’acide phospho- 
molybdique a 2 g pour IOO dans l’&hanol, soit du reactif de LIEBERMANN suivies d’un 
chauffage quelques minutes a rro”. 

En vue de l’analyse de leurs acides gras, les s&ides sont revel& sur plaque par 
pulverisation d’une solution Bthanolique h 0.2 pour xoo de z,7-dichlorofluoresceine, 
examines en lumiere ultraviolette a 254 nm et dlues du silica gel par un melange de 
chloroforme et d’ether a parties &gales. 

Hydrolyse et chrovnatogra$hie cn phase gazcuse 
Les sterides sont saponifies par la potasse mdthanolique N h reflux au bain- 

marie bouillant; les acides gras sont extraits par l’&ther de petrole et, apres puri- 
fication, methylds par le diazomethane dans l’ether ou par le m@thylate de sodium 
0.1 N dans le methanol 2 h a IOOO (bibl. 6), 

Les esters methyliques d’acides gras sont chromatographies en phase gazeuse 
dans l’hexane dans un appareil Aerograph, Modele 204 B sur colonne de diethylene- 
glycol-succinate a 185” sous un debit d’azote de 40 ml/min. 

Leurs concentrations molaires, esprimees en pourcentages, sont calculdes apres 
planimetrie. 
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R$SULTATS 

La chromatographie en couche mince dans le thtrachlorure de carbone (Fig. I) 
dcs lipids de globules rouges de poulet et de leurs noyaux, $1~5~ par le chloroforme sur 
colonne d’acide silicique, rhhle l’existence de quatre groupes principaux d’esters du 
cholest&ol, accompagnds d’autres fractions en plus faible quantitk L’ensemble de 
ces taches est color6 en violet par le rbactif de LIEBERMAN. Des lipides plasmatiques on 
isole cinq fractions principales et des fractions mineures. 

En r&nlisant une premihe clwomatographie clans le syst&me I sur 8 cm puis une 

Fig. I. Chrornato~raphic en couchc mince de Silica Ckl I?,,,, Mcrc :lc (z~o/A) clcs stbrirlcs cl’h6niatics 
clc poulct (I) ct dc noynux globulaircs clc poulct (11) clans Ic t&xchlorurc clc carbonc (trois 
passa~cs succcssifs sue g cm). RrSvBlation : solution dthanolicluc cl .‘acidc pl~osl~liomolybcliqnc. 
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Fig. 2. Chroniato~rnphic en couchc tnincc clc Silica Gel F,,,, dcs glycBriclcs, stbridcs ct acitlcs gras 
lilxcs clc noyaus tl’hdmatics clc poulct, I’rcniicr solvant : 11-licsanc-bctizbnc (5 :g5) sur 8 cm, puis 
w-hcxrrne sur 10 cm. lkuxibmc solvnnt: tdtraclilorurc CIC cnrbonc sur rG cm. R~vblution : solution 
dth:moliquc d’aciclc phosphomolybdiquc. Cl< = cholcstbrol cst&ifiG, 11: = esters mc’:thpliqucs, 
‘I’<; = tt’i~lyc&itlcs, CL = cholcst~rol librc, AtiL = ilCitll3 grns librcs. 
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Fig. 3. Chromatographic en couche mince bidimensionnclle sur Silica Gel I?,,, Merck dcs glycerides, 
.&&ides et acides gras libres de noyaux cl’hematies de poulet. Premiere dimension: n-hexane- 
benzene (5 :g5) sur 8 cm, Dcuxiemc dimension: tetrachlorure de carbone sur g cm, Revelation : 
acide phosphomolybdique B 2 o/o clans l’bthanol I, 2, 3, 4 = stbrides, 5 = esters methyliqucs 
d’acides gras, 6 = triglycerides, 7 = cholesterol libre et acidcs gras libres. 

TABLEAU I 

COMPOSITION EN ACIDES GRAS (IllOkS ~,Ollr 100) DES QUATRE GROUPHS DE 

NOYAUX DE GLOBULES ROUGES DE POULET 

STfiRIDILS ISOLItS DES 

- 
CE, CB, CB, CL;,‘ 

14:o 
15:o 
16:o 
16:1 
16:~ I 
1s:o 
18:1 
18:2 
18:3 
20:o 
20:3 
20:4 
22:s 

et 22:6 

8 

527.0 
2 
0 

18 

7 
2.0 

0 

3 
0 

0 

I 

I 

0 

12.5 

14 
4 
6.5 

46 
8 
0 

5 
I 
2 

0 

1.5 
0 

16 
2.5 
3.5) 
9 

12.1 

9 
0 

0 

4 
15 

27 

__-- 

Satwds 88 25 25 26.5 
- . . . . _____^.__. 

Insatw& 12 75 75 73.5 
. -- __-._ _-- ____-..------.-_ 
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TABLEAU II 

COMPOSITION EN ACIDES .GRhS (molts pour 100) DES DIVERS GROUPES DE STltRIDES PLASMATIQUES 

DE POULET 
-..~-.~~~~~~~~~._~~~_.~_~~~~~~.~_~~.~~_ 

CEI CEZ CB:, CB, Cl?, 

14 :o 
1G:o 

1G:1 

18:o 

1s:r 

IS :2 

1S:3 
20:o 

20:3 
20:4 

22 :5 

22:G 

5 
71 

I 

IY 

I 

0 

0 

4 
0 

0 

0 

0 

0 

s 
3 
0 

G 

52 

I 

0 

0 
0 i 
0 

0 

0 

0 
2 

: 

2 

I 

0 

4 
‘5 
0 

0 > 

0 

G 
I 

0 

4 

4 
I 

E 

12 

66 

SatctvSs 9s II 8 s G 

JnsatzcrSs 2 59 92 92 94 
-.-----__ -.... -._--.-- ___.. .___.. -.... - _._._..._. ..-._-. ._-- _... - ._.. -_-__-----_ 

deuxieme avec le t@trachlorure de carbone sur 16 cm, on &pare (Fig. 2) les diverses 
fractions de l’extrait chloroformique: acides gras libres (AGL), cholest&ol libre (CL), 
triglycerides (TG) des esters d’acides gras (E) et quatre fractions de &&ides (CE). 

Ces deux m&mes systemes appliques en chromatographie bidimensionnelle 
(Fig. 3) rdalisent une meilleure separation des diverses fractions et en particulier des 
s&ides. 

Les quatre s&ides des noyaux de globules rouges: CE1,2,3,4 isolds apres chro- 
matographie en couche mince ont dte saponifies et leurs acides gras analyses en phase 
gazeuse. La composition en acides gras des quatre fractions (Tableau I) se r@v&le assez 
cliff&ente: la premiere (CE,) tres riche en acides satures contient surtout des acides 
palmitique et stearique (75 pour IOO), les trois autres cornportent en majorite des 
acides insaturds (75 pour IOO) avec pour CE, surtout de l’acide oldique (46 pour IOO), 

COMl’OSITION EN r\CIDIES GRAS (moles pour 100) 11)ES ESTERS MlhWYLIQUIES DI%S GLOBULES ROUGISS 

DE POULE’I’ 
-- ___._ ~__..___.._____._.____.__.__ _,__ _ ________ 

11 cidcs pow rocl Acides pocrr 100 
-- - .._.. _. . _ ._ ___._ 

14:o G rG:r G 

1G:0 ‘1’2 18:r IO 

18:o 16 Is:2 6 

20:o 2 20:T 3 
24 :cJ 4 20:4 I 

22 :5l 
22:Gj 4 

SatrivCs 

,/. Clrror~tatog,, 53 (1970) 217-224 



222 G. SOULA, C. SOUILLARD, Y. MAURY, L. DOUSTE-RLAZY ’ 

Fig. 4. Chromatogrsphic sur couchc mince de Silica Gel G Mcrclc clcs stdriclcs plasmatiqucs dc 
poulct. Solvant : t&rachlorurc cle carbonc sur g cm (trois migrations). Rdvblation : pulvbisation 
clu rdactif clc LIEBERMANN suivic de clinuffagc 5 nlin A I 10~. 

librc, glyc&itlcs et aciclcs gr,zs librcs. 
I, 2, 3, 4, 5 = stdriclcs, G = cholcst&ol 

hi0 

. , 
3000 

, 
aa00 4coo 1000 h-4 

Pig. 5. Spcctrc infra-rouge dcs esters cl’nciiti~ gras isolds clc IlO\‘ilUX clc globulcs’rougcs clc poulct. 
Lc spectrc a btb cffcctud cntrc clc3ux lanics de chlorurc clc sodium cli~is un apparcil Pcrkin-Elmer 
ivloclL\lc 2x cntrc 4000 ct 600 cm-*. 
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pour CE, surtout des acides oldiclue et linoldique (64 pour x00) et pour CE, une forte 
proportion d’acides gas insaturbs en C,, et C,,. 

La composition en acides gras des cinq fractions de &h-ides plasmatiques (Fig. 4 
et Tableau II) montre une plus nette predominance de l’un d’entre eus: palmitate 
(71 pour IOO) dans la premiere, olbate (76 pour IOO) dans la seconde, linoldate (Sz pour 
IOO) dans la troisibne, la plus nbondante et aracllidonate (75 pour IOO) clans la 
quatrihme. 

Le Tableau III rapporte les proportions cl’acidcs prdsents clans la taclle E, dent 
l’analyse spectrographique infra-rouge (Fig. 5) montre des bandes d’alxorption 
caract&istiques des groupements ester (1720 cm-l) et carboxym~thyl@ (triplet de 
bandes situ6 entre 1170 et 1260 cm-l). Ces esters qui contiennent 70”/~ d’acides saturhs, 
oh prddomine le palmitnte (Tableau III), peuvcnt done he identifibs A des esters 
m~thyliques, 

La chromatographie en coucl~c mince mono ou bidimensionnelle des stdrides 
d’hhaties de poulet, de leurs noyaux 0u du plasma clans divers systhes de solvants 
nous a permis de &parer plusieurs groupes d’esters de clrolestdrol; les plus imyortsnts 
cl’entre eus ont dtc? GtudiCs en cln-omatograpllie en phase gazeuse. 

Ces rhsultats sont B rapprocher du fractionnement des esters de cholestdrol 
plasniatique rdalisd par PAscAuD1e4 sur colonne et sur couclle mince d’acide silicique 
imprdgnd dc nitrate d’argent. Quatre groupes sont ainsi signal&s clans le plasma de 
rat, mais leur composition en acides gras cliffhe des proportions observbes dans les 
hdmaties nucl&es. En particulier, les stdrides d’ll&nnties renferment plus d’ncicles 
gras saturds clue ceux du plasma. 

Par ailleurs, nos rkultats se rapprochent de ceus de ALLING L$ d.” pour l’analyse 
cles stdrides plasmatiques l~umains, rnais la composition en acicles gras des stdrides 
de noyaux globulaires diffhe asscz ncttement de celle-ci ninsi clue les proportions 
relatives des diverses fractions. 

On remarquera que plusicurs acicles gras diffhents se retrouvent dans une rnhc 
fraction, ceci doit Btre attribu8 A l’impr6cision clcs mdthodes de sdparntion par chro- 
mntographie en couclie mince. 

Les esters m&tllyliques pr&ents dans les llhaties nucld6es sent comparal~les 
aux con~p~sds signal& clans les estraits lipidiclues de tissus animausloJ‘~ c)u vdgdtausl”. 
Une btucle de NIISMINEN l2 ddmontre leur prbxnce dans le nombreus tissus cllez 
l’liornme : cerveau, poumon, rate, coeur, intestin, foie et I~I~IIcor~A & tzky3 attirent 
l’attention sur leur abondance clans le pan&as. 

Pour certains, il s’agirnit seulement cl’artdfacts fimni!s soit clans lc tissu A lmrtir 
du ni6tlianol like, la rhaction pouvant 2tre catnlysdc par les l)icarbon~Ltesl”ll?, soit 
au tours de l’estraction par des solvnnts alcooliclues et lxnclnnt la concentr~~tion dc 
ces es traits18. 

II est probable clue la concentration dcs estraits r‘l. tenipi!rnturc trap i!lcv~e 
favorise leur formation en provocluant une alcoolyse dcs triglychrides. 

D’autres auteurs au contrairc, suggbrent qu’en dellors d’une petite cluantitd 
cl’artdfacts, ces esters d’acicles gras reprdsentcnt aussi dnns les tissus cles cwnpos~s 
biologiques naturels dent il reste A prdciser le xndcanismc de l~iosyntll~se. 
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FISCHER et aZ.lD demontrent leur existence naturelle dans le foie & c&d de me- 

thanollibre,tandis clue ASELROD ET DALY~~ signalentla presence d'un enzymehypo- 

physaire hydrolysant la S-adenosylmethionine. 

CONCLUSIONS 

La chromatographie en coucbe mince permet de distinguer quatre fractions 

principales de sterides et des esters methyliques dans les noyaux d'bematies nucleees 

de poulet. 

Leur composition en acides gras est etudiee par chromatographie en phase 

gazeuse quirevele dans les St&ides, une fraction contenant 8Spour ~ood'acides gras 

satures (essentiellement acide palmitique et acide stearique) et trois autres fractions 

renfermant chacune 75 pour IOO d'acides grasinsatures. 
Lesestersm~thyliquesnaturelssontparticuli~rementricl~esen acide palmitique. 
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