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SuMhllARY 

Hrgh-pressure iiqzzid chronzatograplzy of free and conjugated I7-ketosteroih 

High-pressure liquid chromatography (HPLC) should be used more frequently 
in biomedical research because heavy molecules can be analysed at ambient temper- 
ature without derivatisation to volatile compounds. In this paper the separation of 
four free E7-ketosteroids, their ester sulfates and glucuronides by reversed-phase 
HPLC on a Micropak CH column is described. In order to improve the separation 
several parameters have been studied. Retention data allow comparison of the hy- 
drophilic behaviour of free and conjugated steroids. 

INTRODUCTION 

L’analyse des sterozdes a des fins m&&ales ou scientsques est realis& princi- 
palement par chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les stCroJdes, extraits des 
liquides biologiques, sent soumis & une hydrolyse n&cessaire pour obtenir le stdroide 
libre B partir de sa for-me conjuguee. Jls sont souvent silyles et analyses 2 temp&ature 
CIev6e (200-250”). Les travaux les plus complexes sont r6aJisb sur coionnes capil- 
laires et en couplant l’appareil de CPG 5 un spectrographe de masse1-5. 

Depuis peu, certains steroides hormonaux ont CtC analyses par chromatogra- 
phie liquide haute pression (CLHP)6-xo. Cette kdmique pa-met d’kviter les opk-alions 
chimiques de silylation et d’Ctudier les composes, en particulier les st&aZdes conjugues, 
tels qu’ils se trouvent dans les liquides biologiquesll*Xz. 

Nous Ctudions dans le present travail la separation par chromatographie de 
partage avec phases in-Jet&es de quatre st&oides libres et de leurs formes conjuguees, 
sulfates et ghrcuronides : androst&one (A), epiandrosterone (EA), ttiocholanolone 
Q, d&hydroepiandrost&one (DHEA) (Fig. 1). Nous examinerons faction des dif- 
ferents parametres sur la tiparation en vue de l’amtliorer. 
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Fig. 1. Reprkentation des diffkentes molkcuIes Ctudiks. 1 = Androstirone (A) ou 3a-hydroxy 
Sa-androstane 17-one; 2 = Cpiandrostkrone (EA) ou 3&hydroxy Sa-androstane Ill-one; 3 = &io- 
cholanolone Q ou 3a-hyd-oxy S+mdrostane 17-one; 4 = d&ydr&piandrost&one (DHEA) ou 
3,!Lhydroxy androst&e-S 1%one; 5 = s&-ate de sodium de I’amirost&one (As): reprksente les dif- 
fkents sulfates de stiroides &udi&; 6 = glucuronide de l’androst6rone sous forme acide et non de 
se1 de sodium (.4G): reprksente les diffkents glucuronides &udi&. 

PAR-TIE ExPmIMENTALE 

L’appareil utilisi, r6aalid au laboratoire, est sclGmatid (Fig. 2). L’6luant eau- 
m&hanol est dCgaz& par Cbullition. La pompe Orlita DMP 1515, protCg& par un 
filtre Nupro, assure la circulation du Iiquide sous des pressions allant de quelques 
bars 5 100 bars environ. Les pukations cr56e.s par cette pompe Q membrane sont ren- 
dues nbgligeables par I’amortisseur de HalBsz. 

Fig. 2. Schbma de I’appareil CLHP_ 1 = R&crvoir de sobant; 2 = Ntres; 3 = pompe; 4 = arnor- 
tissellr de pulsations Hakkz; 5 = injecteur; 6 = wlome thermostat&; 7 = d&cteur r&actom&- 
trique; 8 = *&in them3astatique; 9 = enregkkeur. 



Les solutions m&hanoIiques de st&oZdes (1 g/I) sont introduites par injection 
de-Z-5 ,ul B hick de seringues Hamiiton HP 305, ?I05 N ou SGE 10 B LRD-3. Les 
essais r&h&s avec cette derniere se sont r&&s peu satisfaisants. L’injecteur (Fig. 3) 
reali& au laboratolre reprend un systeme connu utihsant deux septa maintenus par 
des disques d’acier. Nous ajoutons un guide pour le corps de la seringue; ceci permet 
d’injeeter toujours dans le mt?me trou ce qui facilite le travail de ia seringue et augmente 
la duke de vie du septum=. 

Fig. 3. Injectem. 1 = Guide du corps 
dissues dkcier; 4 = wlome. 

de seringue; 2 = guide de l’aiguille; 3 = septa s&m&s 

Le guide permet avec UII seul septum de faire deux & trois fois plus d’injections 
qu’avec un injecteur sans guidage sous une pression pouvant aher jusqu’g 100 bars. 
Au de% de 100 bars il faut mettre deux septa. 

La phase stationnaire de la colonne (longueur 25 cm, diamttre extkieur 
33/s mm) est une chaine alkyle en C,, greffee SW des grains de silice de 10 pm (Micropak 
CH; Varian). 

Les produits Clues sont detect& par Ie refractombtre differentiel Varian. La 
colorme et le detecteur sont maintenus B temperature con&ante. Cette precaution est 
importante pour obtenir la stabihte de la ligne de base. L’enregistrement est fait avec 
un appareif Hitachi utibse sur la sensibilite 1 mV. 

L&au et le mCtha.nol sont puri@s par distillation. 
Les produits itudies ont Cti fournis par Sigma: les qua& s&&ides iibres (A, 

E, EA et DHEA), les esters sulfates de sodium correspondants (AS, ES, EAS, DHEAS) 
(5 dans Fig. I), Ies glucuronides de I’androstkone (AG), de I’CtiochoIanolone (EG) 
et de la DHEA (DHEAG) sous forme acide (6, Fig. I). 

Les Tabkaux I et II donnent en fonction de la nature de Y&rant les volumes 
de rkention &duits Y;, de chaque stCroLde Jibre et conjugue pris s@r~ment & 25”. 
Les valeurs sont c&u&s B partir de la distance de sortie de I’eau non retenue sur la 
phase stationnaire. 
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TABLEAU I 

VOLUm DE &TENTION F&DUITS V’s DES ST&XOmJZS LIBRES A 25’= EN FONCTION 

DE LA NATURE -9 L’ELUANT EAU-PhTHANOL 

E&Y (%I &f vktd) 

En nmse En voiunze+ DREA EA E A 

20.14 16.6 14.25 0.38 0.44 0.46 0.51 
27.45 23.0 14.8 0.68 0.81 0.85 0.96 
36.21 31.0 15.4 1.24 I.54 1.63 1.85 
45.98 40.2 16.2 3.00 3.82 4.30 ZOO 
49.43 43.6 16.4 3.87 4.98 6.05 7.03 
50.60 44.8 16.5 3.96 5.08 6.08 7.06 
55.77 49.8 16.95 i0.9 15.6 19.6 23.2 

* Avant Ie m&nge qui entralne me tiuction de volume. 

TABLEAU II 

v0Lum.s DE RETENTION REDUITS v’, DES STGROEES C~NJUGUGS A 250 EN 
FONCXION DE LA NATURE DE L’GLUANT EAU-MJ?I’I-iANOL 

-- 
EaxJ (%i &i v;, Cd) 

-.- 
En -se En volume’ DHEAS EAS ES AS DHEAG EC AG 

_.. 
70.0 64.8 18.1 2.04 2.84 3.49 4.20 - - - 

75.0 70.3 18.6 2.72. 3.70 4.24 4.92 1.80 4.08 A88 
80.0 75.9 19.0 3.66 4.40 4.92 5.75 2.16 5.36 6.30 

l Avant le m&mge qui entrafne une rkiuction de volume. 

OPTiMISATION DE LA S&ARATION 

Le pouvoir de resolution R de la colonne pour deux composes en quantites sen- 
siblement Cgales s’exprime en fonction du nombre de plateaux N, du facteur de s& 
lectivite a et du facteur de capacite k’ par la relation classique: 

~+L. a-1 . lFk 
a 

N et k’ sont relatifs au deuxieme compost. Si Ton est en presence de plusieurs 
isomeres dont la retention est du mtme ordre de grandeur, ce sent tes valeurs opti- 
males de N et k’ du premier et du demier pit qui encadreront celles de l’ensemble. 

Recherchons quelies sent les valeurs de IV, a et k' qui entrainent un pouvoir 
de resolution au mains &al a I’unitd 

hzfluence du facteur de capmitt! k’ 
Pour qu’on puisse au moins envisager i’itude dun probleme de Gparation il 

faut que les distances de r&e&on des pits ne soient ni trop petites ni trop graddes. 
Cela se traduit par des valeurs du facteur k' = V',/V,* que lion considere habituelle- 
ment devoir Ctre comprises entre I et lo_ Nous avons cherche quelks sont les compo- 
sitions-de Wuant eau-methanol satisfaisant a cette condition. Le Tableau EII montre 

* V, = volume mort de la colorme. 
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TABLEAUIn - 

FACTEUR DE CAPACI-6 k’ DE LA DEHYDRO~PIANDROSTi%RONE E-F DE L’AXDRO- 
ST6RONE EN FONCiTON DE LA NATURE DE L%LUANT EAU-hf&XI5ANOL 

Eim en inasse (%) kbaEI kpA 

20.14 0.5 0.7 
27.45 0.9 1.3 

36.21 2.0 2.5 
459s 3.6 5.9 
49.43 5.3 9.8 
50.60 5.7 10.4 

-.a 

55.77 14.5 30.9 

que k’ croit rapidement avec Ie taux d’eau dans ie melange car k’ est lie au coefficient 
de partage Kqui est lui-mCme fonction exponentielle de ce taux comme nous le rap- 
pelons ci-aprk 

On voit qu’il faut &miner Ies &rants A 20.14 % et & 27.45 % d’eau car les Cchan- 
ges entre phases sont trops courts et 1’Cluant a 55.77% d’eau qui provoque une trop 
forte r&ention. 

Influence iiu facfeuf de sdecfivifk a 

La separation exige a > 1 ce qui correspond a des coefficients de partage dif- 
ferents puisque cc = KC/K,. Le seui parametre est ici encore la composition de I’Cluant. 

Le coefficient de partage Ki d’un solute i entre deux phases Iiquides station- 
naire S et mobile 84 non miscibles est !iC a la “poIarite” ou “parametre de solubilite 
6 de Hiidebrand” de chacun de ces trois elements respectivement &, 8, et 6,, par la 
relation suivante”: 

In ICI = & K& - &Y - (6, - &)21 

oh vi est le volume molaire du solute i. Nous etudions les systemes isocratiques eau- 
methanol done 6, est seul variable: 

InK, = &(SM2 - 2&s, + 28,6, - S,2) 

Le volume de retention riduit est lie au coefficient de distribution Ki par la 
relation fondamentale: Y’, = KF V, (V, = volume de phase stationnaire) et s’expri- 
mera en regime isocratique comme une fonction exponentielle de la “polarit de 
Y&rant b, 

V,, = V, exp - & (d&f2 - 26,&f + 26,6, - S,‘) 

La polarid de I’eluant & est calcuk a partir de celles du methanol (S = 12.9) 
et de I’eau (S = 21) selon la Ioi k&ire des m&ngeP: 

6 
M 

= (21 - 12.9) x + 12 g 
100 

x &ant le pourcentage en volume de l’eau qui va constituer Le melange_ 



Fig. 4. Volume de r&ntion riduit V;, en forxction de Ia polar%5 de Muant 6,. A = DHEA, q = 
EA,V=E, O=A,A=DHEAS, a=EAS, V=ES,e=AS, X=DHEAG, +=EG, 
O=AG. 

Le facteur -de sCIectivitC a, dorm6 au Tableau Iv pour chaque couple de com- 
posCs voisins, montre que l’i&Juence de 8, est diffkente selon les stdroides libres et 
les stkoides conjuguts (Fig. 5)_ En effet l’augmentation de 6, provoque une amdlio- 
ration 4e la Gparation des stiroiides libres et I’on choisira un m8ange d’environ s0.x 
en masse d&u_ 

Par con&e si i’oti veut obtenir c+ > 1.2 pour I& conjug&& ii fau! tivailler 
avec up &ant B 70 % d’eau en masse. En effet P 60 % fes sohAs sortent dans fa tra@e 
du solvant &zc un facteur de capacit6 infkieur 5 I, &OF q@ 70 % ce fi+.eur de Capa- 
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FAtXEU% DE S&ECFn’r@ CQ,, DE DEUX COMWS&-CONSI%XTIFS EN FONCITON 
DE L4 l!OL&~ & DE LA PHASE MOBILE 

f=D&A;2+A;3=E;4=A;5=DHEAS;6=EAS;7=ES;8=AS;9=DHEAG; 
1O=lZG;ll=AG. 

16.2 L27 
16.4 1.29 
16.5 1.28 
16-95 1.43 
f&l 
18.6 
19.0 

1.04 1.11 
1.04 1.13 
1.06 1.13 
1.13 1.16 
1.21 1.16 
1.20- 1.16 
126 l.IS 

1.39 1.23 1.20 
1.36 1.14 1.16 2.26 1.20 
1.20 1.12 1.17 2.48 1.17 

t % 

Fig. 5. Variation de CT~J de cleux stkoides cons&u tifs en fonaion de ia polar% de I’iluant. Notation 
vok Tableau IV. + = a LZ; A = +.a; e = e.+; x = 05.6; q = ctas.7; 0 = a-,.*; 0 = %,a,; A = 
=&i,11. 

citi est compris dans les Jimites raisonnables de 2-5 et de plus le facteur de sClectivit& 
a: est d’ewiron 1.2. Un taux plus kIev6 d’eau diminue 0: et augmente la viscositi de 
!‘8Iuant. El est cukieux de noter que te giucurouide de DH?SA a un comportement dif- 

-f&rent des deux Butres compost% qui !e suivent et I’augmentation de 8, amt%ore sa 
&gx~.+jon par rapport B ces deux composk. 
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Selon les grandeurs reIatives des volumes molaires rl et FJ, la variation ex- 
ppnentielle de a,, peut @tre diffkente: 

Pour un Cluant de polarite don&e S,, la separation de deux composQ de struc- 
tures proches et de polarite semblable (S, = 8,) est rEgie par leur difference de volume 
molaire selon une loi simple (A = facteur constant) 

due a 
De mCme si leurs volumes molaires sont voisins (V, w V,), la separation est 
leur difference de polarite (B = facteur constant): 

Infrunce de l’eficacite! 
Le pouvoir de resolution R dune colonne donned pour deux prod&s depend 

egalement de l’aptitude qu’a cette colonne 5 dilivrer des pits fins. 
L’Ctude des paragraphes pr&&dents montre que des taux d’eau de r’ordre de 

50% et 70% sont respectivement nkcessaires pour s&parer les sttroides libres et les 
stkoides conjuguds entre eux. 

. La relation exprimant la resolution en fonction du nombre de plateaux ef- 
fectifs N,,, est de la sClectivitk a 

R = ~N,u _ a - 1 
4 a 

permet de concaitre l’efficacite N cff suffisante pour avoir R = 1 et a = 1.2. Dans Ie 
cas prkent il faut au moins 576 plateaux soit 2300 plateaux au m&e_ Cette efficacite 
kcessaire nest pas considerable car la valeur choisie pour a csst grande15. Mais on 
remarque d’apr&s le Tableau V que l’efficacite N&relative B la DHEA ne d&passe 
guere 2500 plateaux au m&e, cette valeur &ant sensiblement la mEme pour Ies autres 
steroides libres. C’est pourquoi pour avoir les meilleurs conditions de separation en 
un temps mininmm, on doit travailler a un debit d’environ 0.40 ml/min pour une effi- 
cacite suffisante. 

TA3LEAU v 
NOMBRE DE PLATEAUX EFFECl-IFS PAR M&TRE DE COLONNE MICRQPAK CH RE- 
LATIFS ii LA DHEA EN FONCITON DE LA COMPOSITION DE L’ELUIii EAW-h&- 
THAXOL ET DU DJ%IT ai 25” 

Eou m masse (“/o) D&it (m&r&z) N&m (rel. ri Ia DKEAJ 

49.43 0.33 2700 
0.49 l&IO 

SO.60 0.49 1680 
-- 
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Fig. 6. Chromatogrammes des quarre stCroTdes Iibres & 25” (a) et B 45” cb). Colonne, Mieropak CH 
(25 cm x 3’1, mm). &ant, eau-&than01 (50.6% eau en masse). Debit, 0.49 ml/min B 25” et 
0.55 s~~I/min & 45”. Volume inject&, 4~~1. I = DHEA, 2 = IX, 3 = E, 4 = A. 

Les chromatogrammes de la Fig. 6a reprdsentent la s+;ation optimale des 
st&oIdes libres. 

La s5paration des sulfates et des glucuronides entre eux est e&c&e avec un 
6luant B 70-80% d’eau (Figs. 7a et 7~). Signalons que pour un tel &ant de viscositi 
elev&z pour la colonne Micropak, il faut op&-er 2 des pressions de 150 bars pour de 
faibles debits. 

TABLEAU VI 

VARZA~ON AVEC LA TEMP~ATCJRE DES GRANDEURS DE &TENTION DES ST& 
ROmES LIBRES 

Temphzture (“C) Compost? Polmire’ de I’Phcont 

25 

45 

16.5 I695 

VR aDHEA.l vk ~DliEA.1 

DHEA 3.96 L 10.9 1 
EA 5.08 1.28 15.6 1.43 
: 6.08 7.06 1.54 1.78 23.2 19.6 213 1.80 

DHEA 258 1 6.12 1 
EA 328 1.27 ss2 1.39 
E 3.92 I.51 11.40 1.86 
A 4-48 I.73 13.68 723 
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Fig. 7. Chromatogrammes des stiroides conjugub esters sulfates (a) et (b), et glucuronides (c). 
Colonne, hficropak CH (25 cm x 33]8 mm). haut, eau-m&auol (a et b 80% d’eau; c 70% d’eau). 
Debit, a 0.20 ml/&n; b et c 0.30 ml/m& VoIume injecti, a et b, 4,ul; c, 1~1. Tempkatuxe, a et c, 
25”; b, 45’. Pits, a et b: 1 = DHEAS, 2 = EAS, 3 = ES, 4 = AS, c: 1 = DHEAG, 2 = EG, 
3=AG. 

Infrunce de la temp&zture 
. Ses eEets sont diff&ents et plus complexes que ceux observks en CPG. En 

CPG, le r6le de ia tension de vapeur des sofut& fait que t&s souvent l’augmentation 
de la tempkature provoque un abaissement de la r&solution et conduit B un temps de 
rCtention plus court. En CLEW, la tempkature a une influence B la fois sur Ia viscositc5 
du fluide mais aussi sur la dissolution dans la phase mobile et dans la phase station- 
naire7V16. Nous avons r&lid la siparation des quatre stiroides libres et des quatre 
esters sulfates Q 45”. 

Le volume chass6 de la pompe B chaque pulsation est consen& Comme la 
viscosit6 de I’tIuant est plus faible 8 45” qu’& 25”, ce volume constant va se tipartir 
de fawn plus importante dans la colonne et moindre dans l’amotisseur Hal&z si 
I’on conserve la pression d’azote con&ante. Ceci explique que Paugmentation de tem- 
pkature provcque dans notre syst&me une vitesse ou un dkbit de Eluant supkieur 
en sortie de colonne, tous les au&es r&lag~~ &rant znaintenus identiques. 
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Le Tableau VI exprime la variation du volume de r&ention de chaque steroide 
iibre avec la tempkature. Lorsque la temperature augmente on constate que r/IR 
diminue ainsi que Ie coefficient de partage lie par la relation: 

oh V, est le volume constant de phase stationnaire. 
Par contre la retention relative B la DHEA ne change gutre. La tempkature a 

done pour effet de diminuer pour chaque compose la dissolution dans la phase sta- 
tionnaire par rapport a celle dans la phase mobile. Mais cet effet &ant sensiblement 
identique pour tous les composes on observe une aussi bonne separation en un temps 
plus court (Figs. 6b et 7b), car l’efficacite relative B !a DHEA est t&s peu abaissee 
(NerJm (253 = 1680, N&m (45”) = 1252). 

COMPARAISON DU CARAC&RE HYDROPHILE-LIPOPHILE DES StiROmES LIB= 
ET CONXJGU6S 

Le graphique de la Fig. 4 i!lustrant les Tableaux I et Ii conduit aux remarques 
suivantes : s 

k coefficient de partage des steroides conjugues est inferieur 8 celui des ste- 
roides libres puisque leur volume de rktention rCduit est infkrieur. En corkquence les 
conjugaisons sulfate et glucuronide confkent 5 la molkule de stkro7de une moins 
grande solubilite dans la phase stationnaire. Les steroides conjugub sont plus hy- 
drophiles. 

L’augmentation du taux d’eau dans la phase mobile eau-methanol accentue 
la dissolution des conjugues dans la phase stationnaire. Le methanol se presente done 
comme un bon solvant de ces mol&xles. 

Lorsque l’&luant est t&s riche en eau on constate que la nature du stiroide et 
de la conjugaison dorment des resultats di%rents. Aussi le glucuronide de DHEA est 
plus hydrophile que l’ester-sulfate correspondant. C’est I’inverse, mais avec moins de 
dit&ence pour l’etiocholanolone et l’androsterone. 

En g&kai l’ordre croissant du car-act&e lipophile (& augmentant) est le mCme 
pour les steroides libres que pour les conjugues DHEA, Cpiandrosterone, Ctiocho- 
lanolone et androst&one. 

CONCLUSIONS 

La chromatographie liquide-Iiquide en phases inversks a pet-m% de separer 
des steroides isomkes sans transformations chimiques. La separation de chaque 
sirie de composes conjuguds ou libres a Cte effect&e s6pariment. Pour s&parer tous les 
composes ensemble il faut d’abord considerer que les sulfates sent des sels de sodium 
et les glucuronides sont sous forme acide organique. Or dans le corps humain, les 
composCs sent des sels de sodium et il a Cte prouvt que le sel de sodium du glucuronide 
est plus soluble dans le butanol que i’acide librel’, ce qui laisse & p-enser que le se1 de 

sodium du glucuronide serait plus soluble en milieu hydroalcoolique que le glucuro- 
hide. Pour les sels de sodium on await une courbe VIR = f (&J sit&e en dessous 
de celle des acides. Un gradient d’Clution serait sans doute possible avec des cahxk 
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comme cew de Snyder relatifs A l’adsorption” mais nous n’avons pu l’essayer ir causk 
de l’amortisseur Hal&z et du dkcteur r%ractomCtrique. Notons qu’en syst&e & 
phases inverskes ie gradient d%lution va souvent du m&large m$hanol-eau (12.9 < 
E, -K 21) B mithanol pw (& = 12.9) c’est B dire en baissant la "pol2riW de TCluant. 

La chromatographie liquide haute pression (CLHP) merite sans doute d%tre 
plus utilis& qu’elle ne l’est dans le domaine medical parce que I’on peut analyser ti 
temp&ature ambiante des moICcules Iourdes sans Ies transformer par reactions chi- 
miques en compos6 volatils. Ce travail expose la s&paration de quatre 17-&ostCroides 
iibres et des esters sulfates et glucuronides correspondants par CLHP par Ia technique 
du partage avec des phases inverskes sur une colonne Micropak CH. TLes diErents 
paramgtres sent CtudiCs pour amtIiorer la siparation. Les don&es de Mention per- 
mettent de comparer le caractke hydrophile des srkoides libres et conjug&. 
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