
CONTRIBUTION A LA BIOCHIMIE DES LIPIDES DE SQUALES 

I. . FRACTION INSAPONIFIABLE DE L'HUILE DE FOIE� 
D'EUGALEUS GALEUS L.� 

par Jean-Marie GASTAUD 

Depuis longtemps les huiles de poissons font l'objet de nombreuses recherches parmi lesquelles 
les résultats analytiques tiennent une place importante. La complexité de leur composition s'est révé
lée au cours des années grâce au perfectionnement des méthodes d'analyse. On s'était contenté au 
début de déterminer certaines caractéristiques chimiques et physiques, puis on identifia des pro-vita
mines, des vitamines, certains hydrocarbures tel que le sq ualène, etc. Les techniques physico-chimi
ques actuelles apportent de nouvelles possibilités dans l'étude des lipides et de J'insaponifiable qui, 
tout en étant la plus petite fraction des corps gras n'en présente pas moins une composition hété
rogène. Plusieurs substances ont été isolées de cette fraction. en particulier des stérols dont certains 
sont doués d'activités biologiques intéressantes. 

BERGMANN et coll., en 1934, commencent une étude systématique des stérols chez les Invertébrés 
marins. En collaboration avec Low (1947) ils précisent la configuration optique du groupement mé
thyle au niveau du C 24 de la chaîne latérale. 

FANTL (1942), étudiant cette fraction extraite de Mollusques australiens, remarque la présence 
de provitamine D. En 1948, VAN DER VLlT caractérise, dans J'insaponifiable, des tissus de Mytilus 
edlllis cie l'ergostéroL du 7-déhydrocholestérol et une provitamine 0 3 . Chez les Gastéropodes (Nassa 
obsoleta) KIND, SLATER et VINCI identifient le cholestérol. IDLER et FAGERLUND (1960) démontrent 
chez les Mollusques également la présence de stérols ayant des structures chimiques différentes sui
vant les espèces. RAOUL et LE BOULCH, en 1963, préparent la « cétone 250 » à partir de la vita
mine 0 des foies de thon blanc ou de thon rouge de Norvège. 

Ce caractère hétérogène de la fraction stérol se rencontre aussi dans les lipides totaux du sérum 
humain (CRASTES DE PAULET, 1961). 

Dans la série des carbures, HELLER et coll. (1957) dosèrent le squalène des huiles de foies chez 
plusieurs espèces de Squalidés. 

La fraction stéroïde de J'insaponifiable est également importante à étudier. Au cours des années 
précédentes furent identifiés et dosés, dans le sang d'animaux marins, plusieurs groupes d'hormones. 
CHIEFFI et Lupo (1961-1963) signalent la présence de 17-cétostéroïdes, de progestérone et d'œstro
gènes dans les gonades de Scylliorhinus caniculus, Conger conger et Torpedo marmorata. Dans un 
travail précéden t (1963), nous avons caractérisé dans le tissu musculaire de Scylliorhinus caniculus 
(L.) des substances dont la structure chimique avait une étroite analogie avec les stéroïdes des 
Mammifères. 

A la suite de ces premiers résultats, il nous a paru intéressant d'étudier J'insaponifiable d'huile 
de foie d'un autre squale: Ellgalells galeus L. 

Matériel et techniques. 

Le matériel fut récolté pendant une campagne de chalutage du navire océanographique « Tha
lassa » de l'Institut scientifique et technique des Pêches maritimes dans le secteur du golfe de Gas
cogne, au mois d'octobre 1963. 

Après détermination des sexes et des stades de développement des gonades, les foies sont pré
levés. vidés de leur sang, séchés sur papier filtre, mis dans des sacs en nylon. Placés une nuit à 
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- 40", ils sont gardés ensuite à-25° pendant le reste de la campagne et transportés au labora
toire en caisson isotherme, 

Cette méthode de conservation par le froid parait préférable à l' alcool 70o~80° qui peut, éventuel
lement, détruire ou dénaturer les substances que l'on désire isoler. 

Les tissus sont broyés dans un mixer préalablement refroidi. La bouillie obtenue est extraite 
à froid par: 

l'éthanol absolu, Prolabo (24 h), 
le mélange acétone R.P.-éthanol absolu (aa 48 h), 
]' éther éthylique pur pour analyse {72 h). 
La poudre sèche ainsi obtenue est introduite dans un appareil de Soxhlet et épuisée à chaud 

pendant trois jours par le mélange chloroforme~éther de pétrole (1 : 3 v Iv). 
Les différents liquides d'extraction réunis sont distillés sous vide à basse température dans un 

évaporateur rotatif. Les phospholipides et les substances non lipidiques de l'extrait total sont éliminées 
en traitant celui-ci à 0° pendant une nuit par un mélange d'acétone et d'éthanol absolu. Après fil
tration, la solution est évaporée sous vide. Le résidu repris par le benzène anhydre, l'eau est entraî
née par distillation de l'azéotrope. 

On obtient, ainsi, une huile jaune orangé, dont le rendement est compris entre 40 et 43 p.lOO, 
par rapport au tissu frais. 

Caractérisation et dosage des stérols libres à partir de l'huile. 

A l'aide d'une balance de précision (Mettler type B 6) on pèse au mg près un poids de lipides 
que l'on dissout dans quelques ml d'acétone-éthanol. On ajoute 5 ml de digitonine à Ip.IOO dans 
l'alcool à 80°. Le tube plaCé quelques minutes au bain-marie à 500 est laissé au repos une nuit à 
la température du laboratoire. Le précipité est lavé une fois par le mélange éther-acétone, puis plu
sieurs feis par l'éther éthylique, enfin séché sous vide jusqu'à poids constant. 

Poids du complexe 30,85 mg 
Teneur théorique en stérols (prise d'essai) .. 7,6815 mg 

Le diÇlitonide dissous dans l'acide acétique pur, on effectue sur cette solution le dosage des 
({ Fast et Slow acting stérols» par la réaction de Libermann (modification de Schoenheimer et Sper
ry). Après addition du réactif (mélange d'anhydride acétique (Merck) et d'acide sulfurique 19/1 
v: v) on détermine, à l'aide d'un spectrophotomètre en cuve de l cm, les densités optiques de l'essai 
et des solutions étalons à la longueur d'onde spécifique de 620 m!-t en utilisant le mélange réactif 
pour régler le galvanomètre à ] 00 p.] 00 de transmission. 

On établit, préalablement, la droite d'étalonnage des densités optiques des témoins en fonction 
de leur concen tration [Do = f (!-tg) J. Sur cette droite, on recherche la teneur en stérols de l'essai. 
Tous les dosages ont été faits en double exemplaire, 

La vitesse d'apparition de la couleur verte qui se développe au cours de la réaction de Libermann 
permet, d'après MOORE et BAuMANN (1952), de distinguer les ({ fast» et ({ slow acting stérols ». 
Très rapide chez les premiers, dont les doubles liaisons sont en /', 7 ou /',G,7 elle est nettement plus 
lente à l'égard des seconds possédant des doubles liaisons en position /',~. 

« Fast acting stérols ». 

A une partie aliquote de la solution acétique du complexe, on ajoute 2.5 ml de réactif. On pré
pare en même temps une gamme étalon de 7-déhydrocholestérol (N.B. CO) en solution dans l'acide 
acétique qui sera traitée de façon identique. La lecture est faite après séjour d'une minute trente 
secondes au thermostat à 25 0 + 0.5°C (fig. ]). 

Teneur en ({ fast acting stérols» de la prise d'essai: 80 ~lg. 

« Slow acting stérols ». 

Le mode opératoire est identique au précédent, toutefois la lecture des densités optiques des 
témoins (solution acétique de cholestérol pur cristallisé Industrie biologique française) et de l'essai 
est effectué après 35 minutes au bain-marie à 25° (fig, 2), 

Teneur en ({ slow acting stérols» de la prise d'essai: 162 !-tg. 
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Saponification et extraction de l'insaponifiable. 

L'huile est saponifiée à douce ébullition sous reAux par une solution de potasse à 20 p.100 
dans le méthanol à 70 p.IOO en présence de p~dioxane anhydre (Eastmann Kodak Co), à ]'abri de 
l'air et de la lumière vive. L'extraction par l'éther éthylique est faite avant et après libération des 
acides gras. Les phases éthérées réunies sont lavées par une solution de carbonate de soude, puis à 
l'eau distillée jusqu'à neutralité. Les eaux de lavage sont extraites trois fois par l'éther qui est réuni 
aux phases précédentes. 

Les solvants sont séchés sur sikkon, filtrés et évaporés sous vide, à une température < à 50°C.� 

On obtient un résidu jaune, légèrement verdâtre, solide, à la température ambiante.� 

Le pourcentage en insaponifiable est compris entre 4,05 et 4,15 p.IOO.� 

Anfin de préciser la composition de l'insaponifiable, nous avons d'abord séparé celui-ci en frac~
 

tions cétonique et non cétonique, par formation d'hydrazones, à l'aide du chlorure de triméthyl~ 

acéthydrazide ammonium. 
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FIG. 1. - Droite d'étalonnage, « Pa;t acting stérols ». FIG. 2. - Droite d'étalonnage, « Slow 
Lecture à 620 mu., TO 25°C. En abcisse : concentrations acting stérols ». Lecture il 620 m,U" En 
des témoins: tria'ngle (7-déhydrocholestérol) cercle. essai. abcisse concentrationo des témoins 
--- densités optiques aprés 1 mn 30 s, - -- - après triangle (cholestérol); cercle essai. 
35 mn. --- densités optiques après J mn 

30 s; - - - après 35 mn. 

Séparation par le réactif T de Girard. 

Le résidu repris par 10 ml de méthanol à 99°5 (Prolabo), on ajoute 10 p.100 de réactif. L'hy
drolyse est poursuivie pendant trois heures à la température du laboratoire en milieu acétique, 

Le mélange est amené, ensuite, à pH 6,3 par titrage au pHmètre. Cette solution est extraite 
par l'éther éthylique pur. Les phases éthérées réunies sont lavées à l'eau distillée jusqu'à neutralité, 
séchées, distillées sous vide à basse température. On obtient un résidu solide de couleur jaune 
foncé (fraction non cétonique). 

La phase aqueuse. amenée à une normalité de 0.5 N par l'acide chlorhydrique pur, est laissée 
une heure au repos à la température ambiante. Les hydrazones régénérés sont extraits par l'éther 
éthylique pur. La phase éthérée est lavée par l'eau distillée jusqu'à neutralité et évaporée comme pré
cédemment. Cette fraction cétonique dissoute dans 30 ml d'éther éthylique est transvasée quantitati
vement dans une ampoule à décantation. Les phénolstéroïdes sont extraits par 3 X 15 ml de soude 
aq ueuse. 
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La phase éthérée lavée jusqu'à neutralité, séchée et évaporée sous vide donne un résidu jaune 
clair, légèrement verdâtre, solide à la température ambiante. 

La solution sodique amenée à pH 8,5 est extraite par l'éther éthylique, La fraction éthérée 
lavée à l'eau distillée, séchée et évaporée laisse un résidu blanchâtre, formé de cristaux amorphes, 

Le tableau 1 indique les pourcentages de chacune des fractions. C'est sur celles-ci que seront 
conduits tous les dosages. 

Poul'centage Pourcentage 
Fractions par rapport par rapport 

à l'insaponinable aux tissus frais 

Stérolique ............. 33 0.567� 
Cétonique .............. 3':1,8 0.62':1� 
Phénoliquc .............. ':1,2 0.05':15� 

TABLEAU J. 

Suivant leur utilisation, nous avons procédé à une purification préalable des solvants et des 
réactifs. Leur pureté a été vérifiée par les méthodes classiques. Les spectres ultra-violets et les dosages 
colorimétriques ont été effectués à l'aide d'un spectrophotomètre Unicam S.P. 500. 

La précision de certaines méthodes a été évaluée par le calcul des paramètres suivants 
LXi _ G 

moyenne arithmétique: X = , écart~type : G = vv, écart moyen: Gm =---.: 
n 'lin 

e 

Ft détermination de la moyenne de confiance: X -+- Gmt 

erreur relative sur le dosage : 100 (Jmt/X. 

OC-:::::? o 
Fraction non précipitable par le réactif T. 

o 

Quelques fAml sont, préalablement, chromatographiés sur 
couche mince de Kiesegel G (Merck), d'après les indications de 
CARGILL (1962), avec un mélange benzène-acétate d'éthyle (2 : 
1 vIv) comme phase mobile. Parallèlement. on chromatographie 
sur la même plaque quelques ~tml de solution étalon de 7-déhy
drocholestérol, de cholestanol (dihydrocholestérol) (Nutritional 
Biochemical Co) et de cholestérol. 

Les chromatoÇjfammes sont révélés à froid ou après 15 mi
nutes de chauffage par une soultion saturée de trichlorure d'anti
moine dans Je chloroforme. 

Nous avons constaté que cette fraction était constituée 
FIG. 3. - Chromatographie de par par une forte proportion de cholestérol, une faible quantité de 

tage sur Kieselgel G; fraction non 7-déhydrocholestérol (identifié de Rf avec les témoins) et d'une 
précipitable par le réactif T de substance non colorable, mais présentant une très forte fluores
Girard. 1 : cholestérol: 2 : 7-déhy

cence jaune (Rf = 0,21). L'aspect du chromatogramme estdrocholestérol ; 3 : cholestanol ; e :� 
essai; Ft : front. celui représenté par la figure 3.� 

Etude du spectre U.v. 

La comparaison des spectres d'absorption du 7-déhydrocholestérol et de l'essai en solution dans 
l'éthanol absolu, montre pour celui-ci un premier maximum à À max. : 230 mf.l, un second à À max. : 
271.5 mf.l, enfin un troisième à À max. : 281 mf.l (fig. 4). Ces deux derniers correspondant au maxi. 
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mum de la solution étalon. Le coefficient d'absorption spécifique de l'essai est de : E Il ro = 5,40. 
cm 

La réaction de Libermann développe, immédiatement. une coloration vert émeraude virant en
suite au brun. 

En solution dans le chloroforme, l'essai donne 
une réaction de type Carr et Price, après addition 
de quelques ml de trichlorure d'antimoine en solu
tion chloroformique. On observe l'apparition ins
tantanée d'une coloration rouge violacée qui passe 

0.4� au vert clair, après cinq minutes, Dans les mêmes 
conditions, le 7-déhydrocholestérol développe une 
coloration rose saumon stable dans le temps; le 
cholestérol, par contre, ne donne aucune coloration. 

La réaction de Lifschutz en milieu acétique 
0.3� développe une teinte rouge violacée qui passe au 
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FIG. 4. - Spectre d'absorption [J. V. de la� FIG. 5. - Réaction de Lifschütz; 
fraction non précipitable par le réactif T� spectre d·absorption. 
de Girard. Essai (---) ; 7-déhvdrocholes
térol (- - -). 

jaune verdâtre, après qudques minutes. Cette coloration est différente de celle obtenue avec un 
échantillon de 7a-hydroxycholestérol. Le spectre d'absorption de l'essai présente un maximum à 
650 mf.L (fig. 5). 

Précipitation par la digitonine. 

Le rési·du précédent dissout dans 10 ml de mélange acétone-éthanol (1 2 v Iv) est additionné 
de 7 ml de digitonine. La précipitation est effectuée comme précédemment. 

Poids du complexe: 66 mg, 
Teneur théorique en stérols : 16,038 mg calculé en cholestérol pur. 
En premier lieu, nous avons étudié la cinétique de la réaction de Libermann, dans le but de 

vérifier la présence de stérols possédant des doubles liaisons en position ~5 ou N.7. On trace, simul
tanément, les courbes des densités optiques de l'essai et des témoins en solution dans l'acide acétique, 
en effectuant des mesures toutes les trente secondes, à la longueur d'onde de 620 mf.L. 
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Sur la figure 6, on remarque, pour l'essai, un premier maximum, après 1 mn 30 s, un minimum 
à 2 mn 30 s, puis une augmentation rapide de l'absorption due au cholestérol. 

Dosages. 
0.3� Le digitonide est dissous dans l'acide acétique 

pur. La réaction de Libermann est effectuée dans 
les mêmes conditions que précédemment. 

« Fast acting stérols » 
Etalon : 7-déhydrocholestérol. 
Précision de la méthode : G = 0,00146; 

0.2� Gm = 0.000462. limites des valeurs moyennes 
- 0,498 et + 0,4998. 

Erreur relative: -+- 0,22 p.100 
Teneur en fast acting stérols 32 [.tg. 

« Slow acting stérols » 
Etalon : cholestérol. 

0.1� Précision de la méthode: <J = 0,00187 ;� 
<Jill = 0.0006, limites des valeurs moyennes� 

- 0,495 et + 0,504.� 
Erreur relative; ± 0,27 p.IOO.� 
Teneur en slow acting stérols: 162 f.lg.� 

Fraction non précipitable par la digitonine. 

Elle se présente sous forme d"un résidu hui
<1 5 leux jaune ambré clair, dont les réactions de Liber

mann, Carr et Priee. et Lifschutz, sont négatives. 
FIG. 6. - Cinétique de la réaction de Libermann. 

Le squalène a été dosé sur une partie aliquotecarré : cholestérol; triangle : 7-déhydrocholestérol ;� 
cercle : essai. par la réaction de Libermann, selon WHEATLEY.� 

Cette méthode est basée sur la formation d'une coloration jaune verdâtre qui se développe à 38". 
après 120 minutes. La lecture de la densité optique est effectuée à la longueur d'onde de 400 m[1 
en CUVe de 1 cm. On établit la droite d'étalonnage à l'aide d'une solution de squalène pur. 

Teneur en squalène : 780 f.lÇJ. 

Fraction cétonique précipitable par le réactif T de Girard. 

Une partie aliquote, reprise par quelques ml de chloroforme pur, est chromatographiée en cou
che mince de Kieselgel G (Merck) d'après STAHL. Le chromatogramme, développé dans le système 
benzène-méthanol 5 p.IOO (en ml), les spots sont révélés par pulvérisation d' une solution éthaloni
que d'acide sulfuriq ue. 

Après chauffage, on remarque 
un spot rouge vif (Rf = 0,30) identique à celui� d'une solution de 0 HIA, 
un spot rouge violacé (Rf = 0.45). 

Nous avons, ensuite, établi la courbe d'absorption U.V. de cette fraction en solution dans l'étha
nol absolu entre 220 mf.l et 310 mf.l (fig. 7). On observe les accidents ci-après: 

A max. 234 m~l (E II c~ 11,6) A max. 270 m~l (E Il c~ 9,3) 

). min. 265 m!t (E / c~ 8,9) ), min. 272 m[.t (E / c~ = 9,1) 

enfin À max. 280 m[1 (E l ~ 9,6) 
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Essais colorimétriques en solution. 

Ils ont été réalisés par application des méthodes habituelles de dosage des stéroïdes hormonaux. 

1° Réaction de Zimmermann. technique de Wilson, fonction cétonique en 17 (maximum à 
520 m~l), Les spectres d'absorption des chromog ènes sont identiques pour l'essai et la solution 
étalon de trans-déhydroandrostérone (fig. 8). 
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FIG. 7. Spectre U. V. de la fraction cetonique FIG. 8. .- Courbe d'absorption des chromogènes 
(solvant éthanol absolu). Zimmermann positifs. Témoin : trans-déhydro

androstérone (- - -) ; essai (---). 

2° Réaction de Libermann, technique de Schoenheimer et Sperry: nature stérolique et groupe
ment ~5-3 OH. Développe, après chauffage, une coloration jaune différente de la coloration obtenue 
avec une solution de cholestérol. 

3° Réaction de Gornall et Mac Donald, après 90 minutes de chauffage à 59° ± 0.5 0 C : ~4 

- 3 cétones + 20,21 Œ-cétols ou a-glycols. Le spectre colorimétrique de l'essai montre un maximum 
à 475 m~l identique à celui de la solution étalon d'acétate de cortisone (fig. 9). 

4° Réaction à r acide phosphomolybdo-tungs tique de Folin (Biolyon) technique de Heard et 
Sobel : groupement a-cétol + a-6 insaturé 3 C = O. Maximums d'absorption pour l'essai et la solu
tion étalon de désoxycorticostérone à le max. 725 m~l. 

5° Réaction au bleu de tétrazolium, méthode de Kingsley et Getchell : pouvoir réducteur du 
groupement 20,21-a cétolique donne une coloration rouge violacé dont l'absorption maximum est à 
le max. 525 mil pour la solution étalon (acétate de cortisone) et l'essai (fig. 10). 

La comparaison des spectres d'absorption de cette fraction et des solutions étalon présente 
une identité remarquable. Nous avons alors essayé de préciser la structure de certains constituants 
de cette fraction en pratiquant une précipitation par la digitoninc, ce qui permet de définir deux 
classes: 3-[)OH stéroïdes et 3-aOH stéroïdes. 

Teneur théorique en 3-~ stéroïdes: 15,147 mg. Poids de la fraction non précipitable : 77,60 mg. 
Le précipité est décomposé par la pyridine anhydre à 60°. Les stéroïdes sont extraits par l'éther 

diéthylique suivant la méthode classique. Poids des stéroïdes récupérés: 16,55 mg. 

2 
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Ces deux fractions sont d'abord analysées par chromatographie comparative sur couche mince. 
suivant la méthode décrite précédemment. Les chromatogrammes ont été révélés par l' acide sulfu~ 
rique dans l'alcool absolu. Après chauffage à 70°, l'aspect du chromatogramme est celui représenté 
sur la figure 11. 

A la suite de ces résultats. chaque fraction a été chromatographiée séparément en faisant 
migrer. simultanément. des solutions témoins. 
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FIG. 9 et 10. - Spectres d'absorption, à gauche des chromogènes développès par la réaction de Camail 
et Mac Donald; à droite des grollpements réducteurs, blell de tétrazolitlm. Tèmoln acètate de 
cortisone (- -- -) ; essai (--). 

Fraction précipitable. 

Deux spots: 
le premier coloré en rouge violacé avec fluorescence jaune orangé (Rf = 0.65) identique à la 

déhydro-androstérone ; 
le second jaune clair (Rf = 0.95) comparable à l'échantillon de cholestanone pur que nous 

avons préparé au laboratoire à partir du dihydrocholestérol suivant les indications de BRUCE. 

L'examen en lumière de Wood révèle, en outre. trois spots présentant une forte fluorescence 
bleu lavande. dont les Rf sont. respectivement : 0.45. 0.50. 0.55. 

Fraction non précipitable. 

Chromatographiées dans les mêmes conditions que précédemment, on remarque cinq taches 
un spot gris (Rf = 0.21) à fluorescence jaune vif. 
un spot marron sale (Rf = 0,55) à fluorescence jaune orangé. 
un spot rouge violacé (Rf = 0.69) à fluorescence bleu clair identique à celui de la désoxycorti~ 

costérone, 
un spot rose vif (Rf = 0.90). 
enfin. un spot à fluorescence jaune clair au front du solvant. 

Dosages colorimétriques. Réaction de Zimmermann. 

Effectuée à 0°, on mesure l'absorption après 15 minutes et après 3 heures. à 440 ml!. 520 m~l 
et 600 ml!. ce qui permet de différencier les «fast acting cétostéroïdes » des « slow acting cétosté
roïdes ». 
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Le tracé des spectres, en fonction du temps (fig, 12), montre des différences très importantes 
entre les deux fractions. Les résultats sont rassemblés dans le tableau 2. 
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FIG. 11. - Chromatographie comparative FIG. 12. - Spectre d'absorption des chromo
sur Kiselgcl G des fractions cétoni génes Zimmermann positifs en fonction du 
ques. aprés précipitation par la digi temps (réaction à 0°). Trait : après 15 min; 
tonine. A fraction B, B : fraction o.. tireté après 3 h; A : fraction o.; B : 

fraction [:1. 

TEMPS 15 mn à 0° 3 h à 0° 
--
Longueur d'onde (en m",) 440 520 600 440 520 600 

---
Etalon 25~~g ........ 0.02 0.055 0.ü25 0.08 0.150 0.080 

» 50 1'-9 ....... . 0.05 0.120 0.05 0.140 0.310 0.160 
» 100 ",g ....... . 0.095 0.240 0.100 0.280 0.620 0.320 

--

Fraction non précipitable 
par la digitonine 776 l'-g 0,190 0.320 0.145 0.250 0.360 0.170 

-----

Fraction précipitable pal' 
la digitonine 827 ~tg .. 0.03 0.055 0.025 0.04 0.06 0.ü25 

T.~I:lL. 2. - Réaction de Zimmermann. Densités optiques en fonction du temps des solutions étalon 
(trans déhydro-androstérone) et des fractions 0.- et l3-cétoniques. 

Si on admet que la réaction au m-dinitro-benzène révèle l'ensemble des substances possédant 
un groupe cétone en 17, ]' examen du tableau précéden t tend à démontrer que le taux de ces subs
tances est nettement plus élevé dans la fraction a. 

Teneur en 17 CS (calculé en trans-déhydroandrostérone). 
Précision de la méthode: (j = 0.00216 ; !Jm 0.00068. limites des valeurs moyennes: - 0.4995 

et + 0.5016. Erreur relative: ± 0.308 p.100. 
15 ! fraction a : 133 ~l fraction a 58 !! 

mn 1 fraction ~: 25 ~ 3 h 
fraction ~ 10 !! 
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Réaction à la dinitro-2,4-phénylhydrazine; technique de Gornall et Mac Donald. Etalon acé
tate de cortisone. 

Deux modalités (tab!. 3) 
à 20° pendant 5 minutes : 6,4_3 cetone; 
il 59° pendant 90 minutes : 6,4_3 cétone + 20,21 a-cétols ou a-glycols. 

Précision de la méthode évaluée après chauffage à 59° pendant 90 minutes: (J = 0,00152; 
Gm 0,00065; limites des valeurs moyennes: 0,748 et + 0,752. Erreur relative + 0,19 p.100. 

5 mn 200� fraction a 65 ~l 90 mn 590 ~ fraction a 62,S fA 
fraction 13 22 fA , fraction ~ : 17, 1 ~l 

5 mn à 20° 90 mn à 59" 
TEMPS dO� d" 

Etalon 25 !tg ....... 0.145 0.240� 
» 50 !tg . . . . . . . . 0.290 0.480 
» 100 !tg ........ 0.580 0.720 (75 I,g)� 

Fraction non précipitable 
par la digitonine 388 ~g 0.380 0.300 

-
Fraction précipitable par 

la digitonine 827 l'g .. 0.130 0.165 

TABL. 3. - Réaction de Camail et Mac Donald,� 
densités optiques en fonction du temps et de la température.� 

(entre parenthèses : poids prises d'essai)� 

Réaction de� Heard et Sobel. Etalon : désoxycorticostérone. 

Après chauffage au bain-marie, cette méthode développe une coloration bleue dont l'absorption 
est mesurée à la longueur d'onde spécifique de 725 mfA. 

La teneur en substances réductrices pour chaque fraction se répartit ainsi : 
fraction non précipitable : 31,9 [-Ig, fraction précipitable: 9,44 fAg. 

Réaction au bleu de tétrazolium. Etalon : acétate de cortisone. Après 15 minutes à la tempéra
ture du laboratoire, les densités optiques sont mesurées à la longueur d'onde de 525 mf-l. 

La concentration pour chacune des fractions est de : fraction a : 56,0 !Ag. fraction 13 : 6,25 ~lg. 

A la suite de ces différents résultats, nous avons réalisé sur la fraction non précipitable par 
la digitonine une série d'opérations en vue de mieux définir celle-ci. En effet, si le groupe précipi
table par la digitonine peut être aisément défini, il n'en est pas de même du groupe non précipitable 
qui, dans un extrait aussi complexe que celui étudié ici, peut comprendre de nombreuses autres 
substances. 

a) Chromatographie séparatiue sur colonne d'alumine (Merck). L'élution est effectuée par pas
sage des solvants ci-dessous: 

benzène-éther de pétrole . 
benzène-éther de pétrole . 
benzène-éther de pétrole . 
benzène pur 
éther-benzène. . . . . . . . . . . . . . . . .. 
éther-benzène 

1/2 
1/1 
2/1 

1/15 
1/10 

éther-benzène 
éther-benzène 
éther-benzène 
éther-benzène 
éther-benzène 
éther-benzène 

. 

. 

. 

. 

. 

. 

1/5 
1/2 
1/1 
2/1 
3/1 
5/1 

Chaque fraction évaporée à sec sous azote, on arrive à expliciter trois pics (fig. 13). 
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Un repérage des différentes fractions éluées est effectué ensuite par chromatographie en 
couche mince de Kieselgel G, avec, comme phase mobile, un mélange benzène-méthanol 5 p.100. 
Après révélation par S04H2 dans J'éthanol, on observe (fig. 14) les spots suivants: 

rng 

3 0 

10 12 

Ft 

2 0 

1 0 

L ---.J 

3 4 9 N° 

FIG. 13. - Diagramme de fractionnement sur colonne FIG. 14. - Chromatographie sur K ieselgel G des éluats de 
d'alumine de la fraction a. En abcisses numéros la fraction a. 2 - 4 - 5. etc. numéros des fractions. 
des fractions; en ordonnées: poids en mg. 

fraction 2 un spot à fluorescence jaune paille (Rf = 0,95)� 
4 un spot bleu clair (Rf = 0,85)� 
5 un spot à Auorescence bleu lavande (Rf = 0,69\� 

un spot bleu foncé à Auorescence jaune orangé (Rf = 0,78)� 
un spot rouge brique (Rf = 0,97)� 

6 un spot violet pâle à fluorescence rouge (Rf = 0,89)� 
7 un spot bleu foncé à Auorescence rouge (Rf = 0,78)� 

un spot à fluorescence bleu clair (Rf = 0,88)� 
8 un spot rouge brique (Rf = 0,77)� 

un spot rouge violacé à fluorescence jaune orangé (Rf = 0,87)� 
9 un spot rouge vif à fluorescence jaune bleuté (Rf = 0,72)� 

un spot violet clair (Rf = 0,87)� 
un spot gris bleu (Rf = 0.89)� 

10 un spot à fluorescence rouge (Rf = 0,70)� 
12 un spot jaune foncé (Rf = 0,92)� 

Sur chaque éluat chromatographique, nous avons pratiqué la réaction de Zimmermann, suivant 
les modalités techniques décrites précédemment. Les résultats sont indiqués dans le tableau 4. 

A titre de contrôle. nous avons réalisé sur chacune des fractions positives à l'égard de la réac
tion ci-dessus une chromatographie de partage sur Kieselgel G en traitant, simultanément, quelques 
~lml de solution étalon de stéroïdes. On a pu remarquer, ainsi, que les fractions 5 et 7 développent un 
spot de Rf identique à celui de la désoxycorticostérone et les fractions lO-ll. une tache dont le Rf 
correspond à celui de la cortisone. 

b) Séparation sous forme de dinitro-phénylhydrazone. L'extrait sec de la fraction cétonique 
non précipitable par la digitonine est dissous dans 0.7 ml d'éthanol absolu et additionné de 0.5 ml 
de réactif D N P H (125 mg de dinitro-2,4-phénylhydrazine sont dissous dans 15 ml EtOH absolu 
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et 0.4 ml d'acide chlorhydrique pur). Le tube bouché à l'émeri est maintenu pendant une nuit à la 
température du laboratoire. On ajoute 0.5 ml de réactif de Bénédict (pour analyse quantitative des 
sucres) et 0.5 ml d'eau distillée. 

Temps 15 mn à O· 3 h à O· 
------ ._-

Longueur 440 mft 520 mft 600 mft 440 mil 520 m~L 600 mftd'ondes 
-

Etalon 
50 ftg 0.055 0.130 0.ü45 0.115 0.310 0.150 

100 ftg 0.085 0.260 0.100 0.250 0.620 0.305 

Numéros des 
fractions 

1 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0.ü25 0.0'10 0.ü30 
3 0 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 0.ü30 0 
5 0 0 0 0.030 0.050 0.025 
6 0 0.015 0 0.055 0.ü70 0.ü30 
7 0.005 0.020 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0.0\5 0 
9 0 0 0 0.020 0.ü30 0 

10 0 0.007 0 0 0.ü25 0.ü20 
11 0 0 0 0 0 0 
12 0 0 0 0 0.005 0! 

TABL. 4. - Densités optiques des chromogènes Zimmermann positifs après fraction
nement par chromatographie sur colonne. Etalon : trflns-dehydro-androstérone 
(Roussel) . 

Le mélange est chauffé 10 minutes au bain-marie à 95° C. Après refroidissement, la solution est 
extraite par 10 ml de chloroforme. La couche chloroformique décantée est lavée avec quelques ml 
d'eau distillée; les solutions de lavage sont réextraites par le chloroforme et ajoutées à la première 
fraction organique. Après séchage sur sulfate de soude anhydre, le chloroforme est évaporé sous 
vide, puis le résidu dissous dans 2 ml de benzène anhydre. 

Numéros des fractions Àm~L (max.) 

1 o 
2 365 (0.820) 
3 368 (0.640) 
4 367 (0.865) - 375 (0.840) 
5 368 (0.725) - 390 (0.610) 
6 373 (0.250) 
7 371 (0.1 \5) - 381 (0.105) 

TABLEAU 5. (Entre parenthèses : densités optiques). 

La chromatographie a été réalisée sur 7 grammes d'alumine introduite dans une colonne de 
21 X 13 mm, avec les systèmes de solvants suivants: 

1) benzène pur 5) benzène~chloroforme (1 : 1) 
2) benzène-chloroforme (95 : 5) 6) chloroforme pur 
3) benzène-chloroforme (90 : 10) 7) chloroforme-méthanol (90: 10) 
4) benzène-chloroforme (SO : 20) 

La vitesse moyenne d'écoulement était de 20 sec. ml. On recueille, ainsi, 45 fractions de 10 ml. 
La figure 15 représen~e le fractionnement de cet extrait, qui permet, ainsi, d'expliciter dix pics. Un 
anneau marron brunâtre reste au sommet de la colonne et ne peut être élué par aucun solvant apo·
laire. 
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Les résidus sont dissous dans le chloroforme. puis on trace la courbe d'absorption de chacune 
des fractions (tableau 5). pour établir leur maximum et le comparer à celui des dinitrophénylhydra
zones de substances pures. 
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FIG. 15. Fractionnement Sl/r colonne d'alumine des D N P H. 
En abcisses : numéros des fractions; en ordonnées : poids en mg. 

Phénolstéroïcles. 

Nous avons d'abord tracé le spectre colorimétrique entre 450 et 510 m~l à raide du réactif au 
gaïacol-sulfonate de potassium en milieu sulfurique. 

On remarque trois maximums : ), max : 490 mfl À. max : 510 mfl À. max : 485 IDfl. 
Le dosage a été effectué par cette même technique: teneur en phénolstéroïdes : 35 !--tg. 

Discussion. 

L'application des techniques analytiques actuelles nous a permis de preciser la composition bio
chimique de l'insaponifiable de l'huile extraite des foies d'Eugaleus galeus mâle (L.). Les essais de 
stockage à basses températures se sont avérés intéressants, Ils permettent une bonne conservation des 
substances biologiques que l'on désire identifier par la suite, 

L'ex traction à froid donne des rendements convenables et la délipidation est presque totale. 
Les dernières traces lipidiques étant, finalement, extraites par la méthode classique au Kumagawa. 
Toutefois, cette méthode nécessite des quantités relativement importantes de tissus généralement de 
l'ordre de 500 grammes au minimum. L'huile est récupérée par distillation des solvants et l'eau entraî
née par distillation de l'azéotrope. Les substances non lipidiques sont éliminées de façon satisfai
sante par le mélange acétone-alcool après une nuit à 0°. 

Les réactions colorimétriques utilisées pour la détermination des stéroïdes nous permettent d'af
firmer la présence de groupements caractéristiques identiques aux étalons. Ainsi, ces résultats sont 
une orientation qui demande, par la suite, des analyses plus poussées et sur lesquelles nous revien
drons ultérieurement. 
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Le pourcentage en stérols libres précipitables par la digitonine, c'est~à-dire possédant un 
hydroxyle en position ~ au niveau du carbone 3 est compris entre 3,007 et 3,01 p.lOO, parmi lesquels 
la teneur en « fast acting stérols» est de 0,27 p.lOO (calculé en 7-déhydrocholestérol) et de 1.19 
p.lOO en « slow acting stérols» (calculé en cholestérol), 

La teneur en insaponifiable varie entre 4,05 et 4,10 p.lOO. Son spectre U.V. en solution dans 
l'éthanol absolu après séparation des substances carbonylées montre un maximum à À max. 230 m!J
caractéristique des diènes, dont un des cycles est ouvert. De même deux maximums à À max. 272m !J
et À max, 280 mf-t supposent l'existence de diènes ayant des doubles liaisons conjuguées. 

Le traitement de cette fraction par une solu tion alcoolique de digitonine permet de préciser la 
structure de certains constituants de ]' insaponifiable. 

Le pourcentage de chacune des deux classes est : 

fraction précipitable (3 ~~OH) 52,3 (a), fraction non précipitable (3 a-OH) 47,7. 

Dans la fraction précipitable, la teneur en « fast acting stérols» est de 4,12 p. 100 (calculé en 
7-déhydrocholestéroI) et de 7,80 à 7,85 p.lOO en « slow acting stérols » (calculé en cholestérol) 
par rapport à l'insaponifiable. 

La phase non précipitable renferme, principalement, des hydrocarbures dont le taux varie entre 
29,6 et 30,2 p.lOO (calculé en squalène). 

En solution dans l'éthanol absolu, le spectre U.V. des hydrazones cétoniques montre trois 
accidents. Un premier maximum à À max. 234,5 illf-t, qui laisse envisager la présence possible de dié
none, dont les doubles liaisons seraient en position ~1,4 un second maximum à ), max. 270 m~l, pro
bablement dû à la présence d'une seule double liaison dans les cycles A ou B, enfin un troisième maxi
mum à À max. 280 mf-t, correspondant à l'absorption spécifique de la cholestanone, c'est-à-dire à une 
substance saturée dont la fonction cétone est fixée sur le carbone trois. 

La séparation des cétostéroïdes par la digitonine nous permet de mieux définir cette classe. Le 
pourcentage de ceux-ci se répartit ainsi : 

3 ~ stéroïdes 1,95, 3 a stéroïdes 23,9, par rapport à l'insaponifiable. 

Cette répartition par la digitonine mérite quelques remarques. En effet, si les stéroïdes non 
saturés possédant un hydroxyle libre en 3 orienté comme celui du cholestérol fournissent des digito
nides, VELLUZ, PETIT et PESEZ (1946) ont montré que la présence d'un carbonyle en 3 à la place 
de l'hydroxyle, disposé sur une structure stéroïde saturée en 4-5 et dont les cycles A et B sont 
unis en position « trans » peuvent former des digitonides, tel est le cas de la cholestanone. Par contre, 
les céto-stéroïdes carbonylés en 3 mais possédant une double liaison 4~5 ne fournissent plus de digi~ 
tonidescomme, par exemple, la cholesténone. Après régénération des céto-stéroïdes précipitables par 
la digitonine, nous avons effectué la réaction de Zimmermann sur les fractions a et Il Les pourcen
tages en « fast » et « slow acting stéroids » dosés par cette réaction se répartissent ainsi : 

« fast acting céto-stéroïdes », « slow acting céto-stéroïdes », 
fraction précipitable par la digitonine : 1,25 fraction précipitable par la digitonine :0,494 
fraction non précipitable : 6,9 fraction non précipitable : 3,21 

pourcentages calculés en ~3~androstène-3 ~ol-17 one par rapport à l'insaponifiable. 

De la confrontation de ces deux résultats, nous pouvons conclure, d'une part, que le taux des 
céto-stéroides est nettement plus élevé dans la fraction Cl et d'autre part, que, parmi ceux-ci la teneur 
en « fast acting céto-stéroïds » est supérieure à celle des « slow acting stéroïds ». 

La réaction de Gornall et Mac Donald montre également un taux plus élevé de dérivés céto
niques dans la fraction a que dans la fraction ~. Les pourcentages respectifs, en fonction des temps 
de réaction, sont: 

5 minutes à 25° 90 minutes à 59° 
fraction 13 : ....••.•.......... 1,04 fraction ~: . . . .. 0,93 
fraction a : 6,98 fraction CI.: •...•...••••. 6,72 

pourcentages déterminés en acétate de cortisone par rapport à l'insaponifiable. 

Le taux de corticoïdes porteurs d'une chaîne r~ductrice a-cétolique est plus élevé dans la frac~ 
tian Il (2,96 p. 100). Par contre, dans la fraction précipitabJe. il atteint seulement 0,39 p. 100. 
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La chromatographie sur alumine de la fraction non précipitable par la digitonine permet de 
constater, d'une part que la fraction 7 renferme uniquement des « fast acting stéroïds », et d'autre 
part que les fractions 6 et 10 sont constituées par un mélange de « fast» et « slow acting stéroïds », 
ces derniers étant également, les seuls constituants des autres fractions. 

Les séparations chromatographiques des dinitrophényl-hydrazones de la fraction a permet 
d'expliciter deux pics, Le premier à )e max. 365 mf.l (fraction II), le second à À. max 367 mf.l (fraction 
IV) ce maximum pouvant correspondre à des substances dont la fonction cétone est fixée sur le 
carbone 17. 

Conclusion 

L'insaponifiable de l'huile de foie d'Eugaleus galeus (L.) présente ainsi une composition hété
rogène. La plupart des stérols sont sous forme d'esters parmi lesquels le cholestérol est le constituant 
majeur. La teneur en 7.déhydrocholestérol est en accord avec les résultats obtenus chez d'autres 
espèces animales. Le caractère insuffisamment probant de la réaction de Lifschütz permet, en l'état 
actuel, d'admettre, soit la possibilité d'une oxydation in vitro du cholestérol, bien que toutes les 
opérations aient été effectuées sous atmosphère d' azote, soit à ]'existence d'un facteur favorisant cette 
oxydation in vivo. 

Parmi les cétostéroïdes, la fraction a est la plus importante. Ces produits donnent à des taux 
relativement élevés les réactions de Libermann, de Zimmermann, de Gornall et Mac Donald, de 
Kingsley et Getschell, ce qui tend à démontrer la présence de stéroïdes du groupe des 17-CS et 
de substances appartenant aux types cortisoniques porteurs d'une chaîne latérale a-cétolique. La 
réaction à la dinitro-2,4-phénylhydrazine dans un temps minimum de cinq minutes à froid laisse 
envisager la présence de ~13-cétones éventuellement douées d'activité biologique. 

La présence de cholestanone dans la fraction r~ peut également être envisagée d'après le spectre 
U.V.� et sa réactivité à l'égard du m-dinitrobenzène; toutefois son taux paraît peu élevé. 

L'examen du spectre des phénolstéroïdes permet d'admettre la présence d'une faible quantité 
d'œstradiol (l, max. 490 mfl) et d'œstrone (le max. 510 mf.l) ; résultats en accord avec les travaux 
antérieurs. 

Ces résultats chimiques nécessitent, en premier lieu, des essais biologiques actuellement en cours 
afin de mieux définir leurs propriétés. 

Centre scienti[ique de Monaco� 
Fondation de S.A.S. le Prince Rainier 1I/,� 

Laboratoire de Biologie� 
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