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CHROM. 5298 

SBparakion des stdroi’des et des colorants marqueurs sur r&ine Qchangeuse 
d’ions 

Pendant la mise au point d’une methode de dosage simultan& de plusieurs 
stero’ides plasmatiques par double dilution isotopique, nous avons rencontrh une 
difficult& particuliere. La chromatographie sur papier des extraits plasmatiques con- 
tenant 6galement les st&oIdes marqueurs- W constitue une &ape necessaire, prealable 
a la reaction d’ac&ylation par l’anhydride ac&ique-3H. La quantite de stko’ide est 
trop faible pour la detection visuelle ou le scanning de radioactivite (35 - 10-3 ,ug et 
4 - 10-3 ,uCi) . Nous avons done utilise les colorants marqueurs preconises par NEHER et 

al.1. Les colorants sont d8pos&, cornme les steroi’des, sur toute la largeur du chromato- 
gramme: la migration presente parfois une certaine distortion; la zone color&e permet 
done non seulement de localiser le st&oPde correspondant, mais Bgalement de prdciser 
la forme de la surface B &uer. 

Toutefois, dans plusieurs cas, le steroi’de est 81u& avec une fraction importante du 
colorant. Ce dernier &ant en general acetylable, il est indispensable de 1’Gliminer. 
Plusieurs essais de chromatographie sur couche mince, sur diffkents supports et dans 
divers systemes de solvants, n’ont pas donne de resultats satisfaisants (a l’exception 
de laseparation Rhodamine-Testosttrone). Finalement, nous avons mis au point une 
courte chromatographie sur une micro-colonne de &sine Dowex 50 X2 en solution 
Bthanolique ce qui nous a permis d’obtenir la retention compl&te des colorants avec 
une excellente r&up&-ation des steroi’des. 

Partie exjGrimentale 

Tous les solvants utilises sont des reactifs pour analyse, redistill&. Le papier est 
le Schleicher Sr Schtill No. 2o43a, 8 x 50 cm. Le papier est d’abord la& au m&hanol. 
et s&h8 a l’air. Comme phase stationnaire, nous utilisons le propyl&ne glycol a 50 o/o 
dans l’acetone, comme phase mobile, toluene-cyclohexane (4: 9)“. La quantite de 
chaque colorant est de IO-zo pg. Apres la chromatographie, le ,papier est seche plu- 
sieurs heures, a la temperature ambiante, ensuite I h clans l’etuve a 60” afin d’&liminer 
les dernieres traces de la phase stationnaire. 

Les zones localisees sont Cluees a l’&lianol absolu (2 X 2 ml); le solvant est 
ensuite &vapor6 sous azote. Le rksidu set est repris dans 0.1 ml d’6thanol et transfkre 
sur une micro-colonne de 5 x 30 mm chargee de Dowex 50 X2. L’elution du stero’ide 
se fait avec 2 x 2 ml d’ethanol absolu. La resine est p&par&e avant l’emploi par 
traitement avec NaOH I 37, puis avec le HCl 3 N, ensuite par lavage a l’eau et Q 
l’&hano13. Elle est conservee dans ce dernier solvant. 

La chromatographie sur couche mince du melange Rhodamine-Testosterone est 
faite sur des plaques MN-Kieselgel S-HR, lavees au prealable au m8tbanol et activhes 
I h a 1x0~. Le solvant utilise est chloroforme-acetone (S : 2)4. 

RBsuZtats et discussion 
Les colorants utilistis sont rapport& dans le Tableau I. Le Tableau II indique 

les sttko’ides et leurs Xl,-, relatifs au colorant correspondant. La Figure I illustre les 
positions de ces substances sur le chromatogramme developpe pendant 24 h B 22O. Fi- 
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TARLEAU I 

NOMS BT POI<MULES DES COLORANTS 
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Noms Formules 

0 
(C2 H& 1s N N ~CaHdn 

COOH 

+-Amino-x- 
nGthyla,mino a Ni4 

. 
anthraqulnonc (I+ I& 

Q0 
0 NH2 ___________-_____~~_~~~~~~~~~~~~~~~ -_______-____- 

+Anlinoazobenzol ON= -NH2 

_____.____________ _-______------ _---_-----___-- 

‘i 
0 NH 

Sudan BlCLl 

m 

O “;” 
E’t 

.-__-___-________ s_____ _____________-__________ 

Oil Red (Suclnn III) DN= N-N= N OH 33 

Stkvofde COdC 

Xcstosterolle T 

DBhydroisoanclrostdrone DIA 
Prcgdnolonc 13 
Anclrost&neclione A 
Progestdrone I? 

l?d~oclaniine I.21 

1’11 2.01 

~-Amixioazobcnzol o*gs 
Suclitn l31eu 0.78 
Oil Reel o*g7& 

a La progcstdronc cst rdcupdrdc apr6s 24 11 clans unc cuvctte. 
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nalement, dans le Tableau III se trouvent rkunies les don&es de r&up&ration des 
stkoi’des aprhs 1’6lution du papier et apr&s le passage par la colonne de rhine. Ces 
chiffres ont 8t6 obtenus par le comptage de l‘JC ou 3H en scintillation liquide. I?tant 
don& clue ces r&cup&rations sont presque quantitatives et clue 1’8luat est exempt de 
colorants, cette m&hode est applicable aus stkoldes neutres. 

TABLEAU III 

R$CUPdRATION EN o/o 

St&o i’de 

T 102.5 -a 

DIA 75.62 96.63 
Pr 64.95 98.17 
A 81 ss.92 
I? 102.1' 91.34 

a Chrornatographic sur couchc mince et 11011 sur colonne. 

Coloranls 
Rhodamine 

61 

p- Aminoazobanzol 

Sudan Bleu 

Oil Red 

Fig. I. Position clcs stdro?clcs ct cles colorants sur lc cl~romatogmm~~~c. 
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