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Labora10ri di Biologia. 

Riassunto. - L'estrazione del te11suto surrenale di bovini e suini cun 
doroformio-metanolo 2 : l secondo FoLcu, LEES & SLOANE·STANLEY (1957), 
consente di ottenere i corticosteroidi totali del tessuto assieme ai lipidi. 

Si descrive un metodo di separazione per i cortioosteroidi basato su 
una cromatografia in colonna di acido si1icico con esano-etere etilico 80: 20 
.,tJ acetone come eluenti, seguita da due cromatografie in strato sottile con 
.~sano-etere etilico-ac. acetico 50 : 50 : l sviluppo continuo per 2 ore, e ace
tone, in suceeuione. 

Tale procedimento è applicabile a piccole quantità di tessuto surrenal..-, 
(20 g circa, contenenti circa l g di lipidi) e consente di ottenere frazioni 
~~ontenenti i corticosteroidi, che possono essere ana1izzati in modo qualita
tivo e quantitativo sia con la metodica già descritta da CAVINA & VICARI 
(1964) che con tecniche bidimensionali {primo solvente cloroformio-metanolo
acqua 90 : 10 : 0,5 ; secondo solvente acetone-benzene 50 :50 o 30 : 70, a 
sviluppo normale o continuo) ; per l'aldosterone viene eseguita una doppia 
eromatografia secondo il procedimento descritto da CAVINA & GIOCOLI (1968). 

Gli estratti da surrenali bovine hanno dato un contenuto di 7 !Lg di cor
ticosteroidi totali per grammo di tessuto fresco, con corticosterone come 
eostituente principale (28-29% dei corticosteroidi totali); quelli da surrenali 
'mine hanno dato valori rispettivamente di [J.g 25-28 di corticosteroidi to
tali per grammo di tessuto fresco e del 37-39 % in idrooortisone come co• 
stituente principale. 

Summary (lsolation and determina•ion of corticosleroids in to•al adrenal 
lipid extrads). - Bovine or swine adrenal extracts, obtained with chloroform: 
methanol 2: l, according to FoLCH, LEES & SLOANE-STANLEY (1957), contain 
corticosteroid.s together with lipids. A method is described for the separa• 
tion of corticosteroids by means- of a column chromatography on silicic 
acid (elution with hexane-ethyl ether 80:20 and acetone), followed by a 
~uccession of two thin-layer chromatographie11 (the solvent systems were 

,lnn. 181. Super. Nrrnità (1968) 4, :,s.fl.l. 



hexa1w : ethyl ethcr : al'l'lÌe aei1l SO : 50 : l with continuuus r-lut.ion for 
twu hours, followed by aceton1•). 

This technÌIJU" is suitahlt• for small amount>~ of adrenal tis~ue (e. g. 20f: 
('Ontaining about l g of lipid~>). Thr fraction containing corticosteroid~ 

may be analyzed in qualitative and quantitatiw way either with the metbo1l 
described by CAVJNA & VICARI (1964) or with a two-dimensional t.l.c. (fir~t 
s•J\vent cbloroform: methanol: watl"r lJO: lO: 0.5: second solvent a('f·· 
tone : benzen(' 50 : 50 or 30 : 70 according to th1• elution procedurr·, norma! 
or continuous) ; th(' aldostcrone i~ submittt"d to a doublc chromato~;raphy 
according to CAVINA & GwcOLI (1968). The total-steroid content is 7 !J.g/g 
for th(' bovine and 25-28 !J.g/g for the swine adrenal tisslw. The main stl"r· 
oidal component in the bovini" extract is corticosterone (28-29% of total 
corticosteroids); in tht• swine extract is bydrocortisone (37-39% of total 
corticosteroids). 

Il problema drJla t~eparazione di piccole quantità di corti{~osteroidi da 
estratti lipidici totali di surrenali di mammiferi era stato da noi prect"dente· 
mente affrontato (ANGELICO et al., 1965), nel caso del ratto, ricorrendo alla 
cromatografia in strato sottile. 

Per scopi J•reparativi in scala di laboratorio, volendo ottenere da moÒ('· 
ste quantità di tessuto surrenale bovino o suino estratti che fossero l' espre~
sione dell'effettivo contenuto steroideo del tessuto, non essendo conv('· 
niente applicare a piccole quantità di materiale i complessi procedimenti 
utilizzati a scopo industriale che si basano su ripartizioni multiple (Km
ZENGA et al., 1942), abbiamo studiato la messa a punto di una tecnica di 
isolamento della frazione steroidea dall'estratto lipi1lko total1• del tessuto 
surrl'nale mediante cromatografia in colonna. 

I dati disponibili in letteratura su questo problema sono scar11i t' lt· 
melodiche descritte (5IMPSON el al,, 1954; 'WETTSTEIN, KAHNT & NERER, 
1955; GLENN & NELSON, 1953; HERNANDEZ & AXELROD, 1963; GoLD
ZlEHR, BAKER & RIRA, 1961) ad eccezione di quella riguardante l'isolamento 
dell"aldosterone e di altri corticoidi da tessuto surrenale (NEHER & WETT
STEJN, 1955) avrebbero richiesto una accurata messa a punto per essere 
adattate al problema in t'Samt', 

Viene qui descritta una tecnica di separazione in colonna elaborata in 
base all'esperienza precedentemente da noi acquisita mediante prove COli 

cromatografia in strato sottile. Alh scopo di controllan~ l'efficienza di questa 
tecnica sono state eseguite analisi qualitative e quantitative degli estratti ott('· 
nn ti, impiegando le metodiche di cromatografia in strato sottile monodimen
sionale descritte da CAVINA & VICARI (1%4) e da CAVINA & GIOCOLI (1968) 
e una di cromatografia bidimensionale qui descritta in dettaglio, per meglio 
individuare e determinare alcuni componenti minori, quando necessario. 

A>m. ls/. s~wr. :.Sr;mi/ù (1116~) 4, .~:i·6~. 
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MATERIALI E METODI (•) 

Reattivi. - Etere etilico, reso privo di perossidi per lavaggio con FeS04 

ed acqua e per passaggio su allumina anidra; cloroformio lavato, disidratato, 
distillato e stabilizzato su AI,O, (CA..VJNA, 1956); etanolo trattato con AgNO, 
e KOH per eliminare le aldeidi e distillato ; acetone, metanolo, esano (ben• 
zina per cromatografia p. e. 65°) puri per analisi e ridistillati. 

Acidi ed alcali, bln di tetrazolio e tetrametilammonio idrato al lO% 
puri per analisi. 

Adsorbenti per cromatografia. - l) Gel di silice Merck n. 7734 (dimensioni 
delle particelle 50-200 tJ.) per cromatografia in colonna, purificato da sali di 
ferro, altri sali idrosolubili e da sostanze liposolubili come da noi descritto in 
una precedente nota (CAVII"A, GtoCOLJ & SARDlNI, 1967). 2) Gel di siliee 
GF 254. Merck per cromatografia in strato sottile, lavato per 24 ore con clo· 
roformio p. a, in Soxhlet. 

Composti di riferimento. - Aldosterone per biochimica Merck, altri cor• 
ticosteroidi F1uka, Vister e USP reference standards. Si preparavano solu· 
zioni in etanolo o cloroformio alla concentrazione di l mg/ml, inoltre una 
miecela di corticosteroidi in etanolo della seguente composizione in mg/ml : 
idrocortisone 0,6 ; cortisone 0,3 ; corticosterone 0,4 ; desossicortisolo 0,25 ; 
deidrocorticosterone 0,40; aldo11terone 0,04. 

PTeparazione dell'estrauo lipidico. - (Derivata da FoLCH, LEES & 
SLOA..NE STA..NLEY, 1957) Grammi 200 circa di surreni bovini o suini appena 
prelevati dal mattatoio venivano liberati dai tessuti circostanti e pesati; 
aliquote di 15-16 grammi venivano omogeneizzate in apparecchio Ato·mix 
(tipo Blendor) con 300 ml di clOroforrnio/metanolo 2 : l. Si lasciava poi in 
riposo alcuni minuti e si filtrava su carta, si misurava il volume del filtrato 
e si lavava questo col 20 % di acqua. Si lasciava in riposo per 8 ore e poi 
si separavano le fasi : la fase cloroformica umida veniva concentrata sotto 
vuoto in evaporatore rotante e ripresa con cloroformio-metanolo 2 : l. L'in· 
sieme degli estratti veniva portato al volume di 100 ml, in maniera che l ml 
corrispondeva a 2 gr. di tessuto fresco (**). L'estratto veniva conservato in 
frigorifero a dispol'lizione per le successive analisi . 

. \.fetodi cromato&rafici, 

Cromatografia in colonna di gel di sitice. - Le dimemioni della colonna 
!."tano: diametro interno 18 mm, altezza 350 mm; il carico era di 27 g di 
gel di silice attivato, in sospensione in esano-etere etilico 80 : 20. L'altezza 

(*) Alla pute ~peritnentale ha coUaborato il dr. ALBEliTO MoLLICA. 
(**) Il contenuto di lipidi totali del ~urrene bovino e 8Uino era rispettivamente 

ilei 4,3 e 6.0 % sul tes&uto freBco. 
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dd ma!Nial~· era di circa 205-210 mm, J't'T cui il rapporto H/(1 era di Il 
circa; il volumt' di colonna di 54 mi circa. 

Si introduceva in colonua un quantitatÌHI di estratto lipidico pari a 
circa l g di lipicli totali cun circa 50 mi di esano-eteT!' 80: 20 (v/,·), velocità 
di flusso l mlfmiu, facendo se~uirt• 900 ml dello stes8o solventr t' 900 mi di 
act~tone, velocità di flu~so 2 mi/min. Si scartava la prima frazione. mentrt• 

la seconda frazione venh·a evaporata a st•cco sotto vuoto in t~vaporatort· 

rotante in L.m. a 40°C. Il residuo \enivn trasferito quantitativamt>nlt- con 

doroformio-mf'tanolo 2 : l in provette t.H. ,. conservato per ultniuri anali~i. 

Cromatografia in strato sottil~. - Si impiegavano lastrt• di gt'l di ~iliet· 

GF 254, spessort' 0,5 l' 0.25 mm. dimf',n!lioni 20 x 20 t' 20 x 40 cm. attiYal•· 
a Il 0°C pt'r 30 min. 

I sistemi impiegati erano : 

a) Esarw-elere eti.lico-acido acetico 50: 50: l, con lal'ltn- di cm 20 x 20. 
spessore 0,5 mm: tecnica di sviluppo continuo, come descritto da t:AVINA & 
MoRETTI (1966), per 2 ore; faceva seguito un ulterion' sviluppn eon ar.-
tone fino all'altezza di circa 16 cm (t = 25 m"n). 

Questa separazione veniva riservata per la purifìcazione degli eluati 
acetonici dPlla colonna, deponendo sulla lastra una banda continua di 12 cm, 
c.on quantità di sostanza pari a circa 18-20 mg. La deposizioni:' veniva t'f. 
fettuata in modo quantitativo mediantt> una microsiringa Hamilton da 50 f-ll. 

operando con lavaggi succ1•ssivi della prov1~tta. A lato df'lla banda veni,·a 
deposto un campiont' di 50 f-lg di miscela di steroidi corticali. A corsi' ulti
mate si contrassegnava sul eromatog;ramma una zona parallela a quf'ila 
dove migrano in gruppo compatto gli stf'roidi corticali, estt'sa per circa 14 crn 
in lunghezza e 4 cm in altezza ; talf' zona si trasft'fi\ a quantitativament•· 
in un imbutino separatorf' da 100 mi con rubinetto in tefton, sospendendo 
il gel di silice in 30 mi di acqua ed f'straendo poi 4 voltt- con IS mi di clortJ· 
formio. Gli estratti cloroformiei venivano filtrati su Na2S04 anidro, poi si 
evaporavano a secco in palloncini a f-ondo conico ; i residui contenenti ~li 
t>stratti corticali purificati (Ep) venivano ripresi con un volume noto di cloro· 
formio (25-30 mi) onde procedere su aliquote del totale aJI" successiw anali~i. 

b) Cloro.forml~o-meJanolo-acqua 90: lO: 0,5 con lastr.• di cm 20 X 40, 
S]wsson· 0,5 mm, come descritto da CA\'INA & VICARI (1964). Un'aliquota 
di estratto Ep, corrispondente a circa 150-300 fl-g di corticosteroidi totali, 
veniva deposla su di una lastra di cm 20 X 40 lungo una JlÌceola banda 
di cm 4,5 ; al lato si deponeva una eguale banda con egualt· quantità di 
una miscela di corticosteroidi di riferimento, Si lasciava salir•~ il solventf" 
fino a circa 30 cm, dopo essiccamf'.nto si rivelavano i corticosteroidi 
all'U.V. e t~on il reattivo al blu di tetrazolio (BT) sulla sola parte dello 
standard. 

A1111. 1~1. Sul""r. 811111/i• (1111181 4. ;,a.(il. 
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Si prelevavano- poi sul cromatogramma del campione le aree corrispon
denti a: THF (tetraidrocortisone) + THE (tetraidrocortisone), idrocorti
sone, aldosterone, cortisone, corticosterone, 17 idrossi-ll·desoMicortico
sterone, 11 deidrocorticosterone, la zona fino al fronte e inoltre 2 aree vuote 
per le prove in bianco. Divenamente da quanto descritto da CAVlNA & VI
CARI (1964), per l'estrazione degli 11teroidi veniva impiegata la ripartizione 
tra acqua (8 ml) e cloroformio (4 mi per 4 volte); gli estratti clorofurmici 
portati a secco venivano ripresi c:m etanolo e destinati all'analilli colocimetrica 
con il BT secondo il metodo di NowAczYNSIU, GoLDNER & GBNEST (1955). 

c) Acetone-ben:ene-fUido acetico 30: 70: 0,5 con lastre di cm 20 X 20, 
speswre di mm 0,5, 11viluppo continuo per 4 h per la determinazione dell'al· 
tlosterone nell'eluato della zona aldosterone isolata dalla cromatografia 
descritta in {b). Lo ste11110 sistema, senza acido acetico, con sviluppo conti· 
tuo di 2 ore, veniva impiegato per la seconda dimeneione in cromatografia 
bidimensionale su lastre di cm 20 X 20, spes!lore 0,25 mm, deponendo 
il punto a 3 cm dalla base e dal lato destro, sviluppando in prima dimensione 
con solvente cloroformio-metanolo-acqua 90 : lO: 0,5. 

d) Acetone-benzene 50: 50, con sviluppo normale (circa 45 min.) per 
la seconda dimensione in cromatografia bidimensionale come sopra descritto. 

e) EsantMiere etilico-cu:itùl acetico 70: 30: l, con lastre di cm 20 X 20 
e spe8110re 0,5 mm, per l'analisi delle frazioni lipidiche; rivelazione con va• 
pori di iodio • 

. \1etodi colorimetrici. 

La reazione al blu di tetrazolio veniva eseguita con il metodo di No-
WACZVl'fSJtl, GoLDNER & GBNI:ST (1955) sia sugli estratti corticali in tote 
(estratto Ep) che sulle frazioni eluite dai cromatogrammi, fatta eecezioneper 
le zone dei componenti minori (aldosterone). c~n questa reazione i risultati 
venivano espressi in idrocortisone, misurando quantità di sostanza com
prese tra 3 e 15 [!8· (limiti della curva di turatura). 

Per la determinazione dell'aldosterone veniva impiegata una modifica 
del metodo su microscala (C...vnu, GIOCOLI & SARDil'fl, 1967) che consentiva 
di misurare quantità di aldosterone comprese tra l e 3,5 [lg in un volume 
di reazione di 1,2 mi, con impiego di microvaschette per lo spettrofoto• 
metro Beckman oppure del microcolorimetro Beckman-Spinco. 

RISULTATI 

a) Separazione in colonna. 

Prove preliminari eseguite con colonne di dimensioni minori rispetto 
a quelle descritte nei metodi (diam. 11 mm, 4 g di gel di silice, altezza 
cm 8,5, rapporto H/d circa 7,7, volume dtll1e frazioni circa 6 volte il volume 

IIm. 1111 •• ~upu • .<;an;j,ì (196M) 4, ;03-114. 
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della colonna e pari a 50 mi) hanno consentito di verificart~ che eluenclu 
l'estratto lipidico (130 mg circa) con tre frazioni da 50 ml di esano-eten· 
80 : 20 seguite da 3 frazioni di 50 ml di acetone, si ottiene il passaggio pre"
so-chè totale dei lipidi nella prima frazione, mentre restano nella seconda ,. 
teTZa frazione solo tracce di trigliceridi e di esteri di colesterolo : viceversa 
gli steroidi passano in maniflra netta nella frazione quarta (acetone) senza 
dart~ code nelle frazioni quinta e sesta. Gli eluati sono stati concentrati n 
'Pressione ridotta fino a piccolo volume : aliquote dfllle soluziuui concentrato· 
sono state analizzate per cromatoV'afia in strato sottile con i sistemi (e) 
per i lipidi neutri (Fig. l) e (b) per i corticosteroidi (Fig. 2). Il comporta· 
mento degli steroidi puri è stato verificato sottoponendo allo stesso procedi· 

;'" 

•• '• -• • IL • 
l l • 5 l l • 

n..-. ' Flll'· ' 
Fi-!!· l. - Cromatografia in strato sottile, sistema di solventi (e), rivelazione vapori di 

iodio, eluati da cromatografia in colonna. 
Corsia l : fra,;ione I ; Corsia 2: frazione 11 ; Corsia 3: frazione III: Corsia 4 

frazione IV; Corsia 5: standard di eole~~terolo e colesterolo stearato. 
Il passaggio dei lipidi nella I frazione è pressocbè totale, restano &olo tracc~ 

di trigliceridi e di esteri di oolei!terolo nella II e III frazione, mentre nella IY 
restano alla partenza, oltre ai corticosteroidi, fodolipidi e altro materiale molto 
polare. 

Fi,p::. 2. - Cromatop;t"afia in strato sottile, sistema di solventi (b), rivelazione hlu di 
tetrazolio alcalino, eluati da cromatografia in colonna. 

Corsia l: frazione IV; Corsia 2: fradone V; Corsia 3: frazione VI; Corsia 4: 
miscela standard di corticosteroidi. 

Si osserva un passaggio oompleto dei eorticosteroidi nella IV fra,;iooe, senza 
codi' nelle frazioni BUCN"uive. 
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mento Ji cromatografia una aliquota di 100 fl.g lli misceJn Ji corticosteroidi 
da noi J>rt>parata (v. materiali e metodi) : gli s teroiùi passano in blocco nella 
frazione f"{Uarta (~'ig. 3). È interessante far presente che, se si trascura di 

2 3 4 5 6 7 8 

Fig . 3. - Cromatografia in $lrnto sottile, sist ema di solventi (b), rivt'lazione blu di te tra
znlio ulcnl ino, c luati d a c romatografia in colonna. 

Corsie 1 e 2 : residui dei solventi impiegati neH'eluzion e (acetone e benzina : 
r t~re etilico !IO : 20) ; Corsie 3-8 : frazioni da I a VI di un a rromnt ogrnfìa cnn 
miscela otandnrd di corticoste roidi . 

'lon vi è presenza d i rorticosteroidi nelle prime t re frazion i. né nelle ul
ti me due. 

purificare dal ferro il gel di silice 1•nme Ja noi descritto , si ha nell'an alisi 
croma tografica la forma zione di code rla parte della frazione 8tero idi, l~Un 

consPguente passaggio di ftuesti D!·lla frazione quinta (*). 
[ risultati d ella se parazion e in colonna rl1·i lipidi dag li s leroidi sono sod

dis fa<~t' nti, in quanto !-> ia in ~nJa ridotta che in scala normale, conducono 

(") \l tre esperieuzc condotte con ru iscd e •·loroformio-acetoue 99 : l (3 frnzioni da 50 mi) 
•egu ite dn miscele .;o: 50 (3 l'raziorti d u 50 ruJ) su gel di •ilice UaviM>n tJ22.:!00 mr~h . puri
fica to per lavol!gio ron solvruti. dimustruno •·he ~ i •llt..-ugouo nn alu11,he -Pparnzioui dei lipidi 
n~lle prime J'r azioui, però gli ~teroidi meno pola ri (Composti ~\ Pd S) t••ndono a pas;.ar e nnche 
rwlle fraz ioni seconda c terza c lr froz ioni quar ta e lfUÌnta con ten gono irupurt>zze poco po
l.~r i l'hl" d isturhouo le , urccsoivl' onalisi noma tngrufir he. 

'""· / si. "'''"'r . .'i1111iltl (I' IHS) 4. 53-Hl. 
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a ll" allontanartll'lllo t'lll-t<tnlc' tlo ·l 911.(1 "u - 0.7 di•ll"!'!ilru llo lipidll·n total o· 

(lrazHmt· non ;-,ll•roiclt•a ) ;,t•nza t·au.,urc pt•rdito· d1 corlH'II!-II'TUid i. 

La n-i->idua l ruzlollt· !- l t•roidt ·a ' di' \t' t>S!it•rt· u ltt·norrllt ' ll l• · p u rihntta 

p · r C'fiiHwntiro· l"aualt'-i quantitati\ a dt· i rorticosl!'roiclt 

\ 4lll' ~ lo M'OIH' aLbia nw rtHHlotto pro' o· pt·r t'llllltalo!!raft.t "' !- trai " 

!'llllilt• c·o11 cli\t·r ... i ;.Ì!itrmi di ~uhPnti. otwral1 tlo ~ia t•un t' "t r a ttu lipid11·u l' rt•· 

m a lo!!rafatu pt>r r11lonna e h•• C'OI1 misrela di t••ruidt : 1 mi!!liori ri :-ttl tat i 

!'tlllo ~la t i conbt'!!utli cu11 la SU!'l'l'"!-lion e di S\ilupp1 run 1 :-uht·nt i indwat t 

i11 (a): 1'011 ti prtnw !ioh ,•ntt· 'ir l1t· a llonta n ata la 111<11(1-!iur parlc' do·i lipitl i 

({!li ,.lrroidi hanno H1 :::: O) t• ro11 il !it•rondu. 1lo' e i rortiro~ tl'roitll .. , m lu• 

' o n11 rom t' una banda u ni('a c•on H1 :::: O,o0-0.(,:;. s i o t lÌ t' li t' la l'it' para7inn•· d a 
fo l'fu lipidi . ro lt•blf·rolo . di~tlt ce ridi ,. a ltri t·ompmwuti minori cl•·lla fra :r.iunt· . 

U opo qu<'Sla purificaziont• la b anda ro r tieoitli 'H'llt' ollt•nuta in huon • 

eondi zioni di pur!'zza, comt• dimo!i lrato d a ll a Fip. . 4 rht· mo~< tra la 1--t•para-
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b) A nalisi dPgli estratti. 

Le Tab . l e 2 riportano i risultati delle analisi eseguite sugli estra tti 
da corteccia surr<'nale di bovino e suino so ttoposti a cromatografia in strato 
sottile con il sistema di solventi (b) e dosati con metodo rolorimetrico (l'al
llos tNone è stato determinato con il procedimento descritto da C AVI NA & 
G roCOLI (1968). Risultano evidenti le difft>renzc tra i ùue estratti, come 
già noto dal lavoro Ji K urzENCA et al. (1942), sia dal punto 11i vista del 

TABELLA ). 

Analisi degli estratti corticali bovino e suino con Il metodo colorlmetrlco 
al blu dl tetrazollo 

\'nlorl •le tcrrn lnntl In •loppto r nrnplonu ud 08pre881 in idrooortl110.oo 

io' JL \ Z ION ~: A ;-< ,\ LI7.ZATA 

l t<:S'r nA 'r TO BOV INO 

[.1.1(/g di tell:lutol "• del Utlldl 

., 
l t;;STTIAT TO Ul l"O l 

I~J.g/g di l l'ssuto l •. dol lla>lùl l 
(rPd<:ll l olali l rro:Jl(•O tnt11U 

Eluo to da colonno purifi cato 
per T LC con il sis temo (a) 

t croidi d uiti do TLC con si
' t erno (b) . . . . 

12,7; 14.5 

7,0 ; 7,0 

l 

0.029 ; 0,034 1 

l l 
l 0,01 6 ; 0,016 1 

36,6 ; 36,9 0,061 ; 0,06 1 
l 

25,2; 28,6 l 0,042 ; 0,048 

TABELLA 2. 

Compos izione percentuale degli estratti corticali bovino e suino determinata per ana· 
lisi con Il metodo colorlmetrlco a l blu dl tetrazoUo (valori espressi In ldrocortl
sone) dopo cromatografia In strato sottile con Il sistema (b ). 

\"nlnr l •letc rminntl In doppio campiono e c~tlcolatl su l totale dt·lla trllztoue 
sterotdl elulta d al croma togramrnu . 

F 11 .\ l'. l 0 N 1U A N A f, l Z Z .\ 'l' <\. 

l idrocortisone 
Tatruidro 

1 ro rtisone . 

J,lroro rti ~one 

.\ ldoHerone 

Cor t isone . 

Co r ticos t erone 

Dt'sossicortisolo (Comp. S) . 

Dt·iclrocorticost erone (Cornp . . \) 

E•tratto bo vino l f::st.rotto HlliDo 

-----

6,3 7, 3 3,7 ~ . l 

:!0 , 7 19 , 1! 38,9 36, 8 

2 . l l ,6 0 , 9 0,6 

18 ,3 17,5 12, 3 10 , 4 

~!1,3 29,5 2fi . 5 :!9 , l 

~ ' 7 .'i, O 6. L - 'l , .~ 
19,6 19 .3 11, :1 11, 8 

t nn. / s i . -"11per . .'lun•l<'< ( 1!168) 4. ;,J . fi4 . 
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t· untenuto lot a ll · el~t• dal punto Ji 'is t a Ùt' ll a co mposlZIOII t' p t•n •t•utua lt· d c·i 

'ari torti r us tt·roidi . L ' f•s tra tln rortiealP da ~h ian do l t' di suino è p iù r Ìt' ' '" 

in t'orti ruidi t o ta l i : iu oltrt· il primo t>stra tto (• piìa r irt'O in idrurortisou, . 

m e n t r•· il Sl·tondo contit•n t• rorti('o !' t l'rtJ IH' " J J -deid rot'o rt it·o s tc·ruu •· in rna l!· 

1-(iOrP qua nti tit. 

e) Proru• di cromatografia bidim PIISioual• . 

L l' p ro \t' da uu i ('OII ÙOllt' hanno portato a risulta ti di poi'O difl'prt•nti 

111 dur dive rSI' t"oncli:r.io ni BJWrirn l'nta li . In entra mbi i ra><i il prim o s,·ilupl'o 

VPI11\ a d ft' tluato co11 il sis trma (b) m entre• il secondo sviluppu iu un ca~o 

vrnava t' fl t>ttua to con ace tunt· : LH•u:r.en <· 50: 50 a 1wil u ppo norm a lt· l' IWII'nl

tro t•on a ct• ton t· ·bc nzr JW 30: 70 a sviluppo c:unti n uo p<' r 2 o re. La sepa r a · 

:r.ion t· è mig lio n · qua ndo il s~condu sviluppo ,·icnt' c fl f' tluato t'Oli snlvrn t&· 

lllf' lltl polari' t'Oll anda mt'nto cont inuo . com •• dim ostra n o 1,• Fig. :i r (t fsttl · 

2 

3 4 • 
5 

7 8 

F il(. 5. 

9 
10 

FiJ!. 6. 

Fil( . 5 e ti. - Cromatografie in strato sottilr di un a miscelu s t audurd di corticostc roidi. 
Primo sviluppo <'Oli si ~trmu di solventi (h ). Secondo sviluppo : Fip:. 5. at·e , 
tono" : heuze&l <' 50 : 5\l u svi lu ppo norm ul<· : Fi j:. 6. uretonr : he uzenr 311 : 
711 u ~viluppo coutinuo 2 o re. H ivelazioue hlu d i te trazolio olcnlino. 

:'\ellu F i14. S i uumt•ri indi&·nuu lr posizioui dei rortitosl <' ro idi. l' prrl'i· 
S8 111CIII C : 

I l 'r li F : :la · 1 1 [) · 17tX ·~ I-h-t r·nlt lror<•l l' rt'll'"' "" 21\-ow· : 2 ) 'l' Il E : :la· 17tX ·2 1· 
1 r ildrossiprt·g ro n nn l 1 .~11-dinm· : :1) Cori i•u1o : l 1 ~-1 7:x · 21 · tl'l id rO!;HiJJrot:lltl"( ·eu•· :i,~~~ 
ù ion~ : 4 l T 11 11 : :1r~- 1 1 ~ -2 1 · triid •·or<•inllopr,•t;nnno 20·'"'' ' <i~n·cx'l' l lll l; 5) Aldoswrnno• : 
l f(:l ·tl •d!icl r'O""Ìiti'CJlllll·4 ·t' IIO ' 18 ·nl·:l.211·di!OIII : fò ) 'l'li .\: :1')(·2 1·<fil dr081iiprci'(HIIIIOO 
11.20,dloall'; 7 ) ( 'orli:<IHil·: 17cx ·2 1·olii<lr·of:k•il'r'cg nn· l · t·m· :t, ll ,~ll ·lriorw: 8) C'A>rti<·o · 
•l<'rono• : 11 f:l·:ll ·d iidrt» rilprt·t.tnn ·4 ·ciW :1,20-diou .. ; U) ( 'ouqwst",.;: 17cx·2 1·<tild o·o " · 
Hiprt•!W>I ·4 ·1'HI' :t .211·rlttlll<': I li) C''"" l"'~'" .l : 2 1 , i lir'u•~<il'rcJlllll·4-cnl' ~.11 ,21\ ·trinut• ; 

A~ttL / st. ·" "''"· .o.;a ,dlu ( I UO~I 4, 5:1-114 . 
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!"utilità dei sis temi a sviluppo continuo n ella croma tografia in strato sot
tile vedi CAVI NA & MoRETTl (1966) e CAVtNA, GrocoLI & MoRETTI (1966)]. 
La Fig. 7 mostra L'applicazione di I']Uesta tecnica all'analisi di un I'Stratto 
corticale suino. 

Fiji'. 7. - f.roma togrnfia in strato sottile di un estratto corticale suino p reparato con la 
metodica qui descritta, eseguita con la tecnica indicata nella FiJt. 5 dl!a •tuale 
-i rimanda per la numerazione degli s teroidi (inoltre, n. Il = -:r;- T HA). Rive
l.tzione blu di letrnzolio alcalino. 

Si deve aggiungere che, aumentando il tempo di !1 \'i lu ppo n ntinuo, 
migliora la Reparazione dell'a ldosterone dagli a ltri corticoidi. come descritto 
tla LAVINA & GIOCOLI (1968) in un altro lavoro. 

l ·o 'l CL SI O~ l 

Hilt' niamo eh!' i risultati da noi o ltPnuti possano sotldisfare le sPguenti 
,·,igcm;e : fl} purificazione senza apprezzabili perdite di com p )11 C1lti meno 
polar i dr·lla frazione corticosteroidi ir~ toto da l grosso dei costitupnti lipidici 
prrscn ti n r ll 't'Rtratto rl r lle gla ndole surrenali con cloroformio mf'tanolo 2 : l, 
t·on t•liminazione del 96,6% dei ('Omponenti lipidici; b) ~ ucct>sR i va ..tnalisi 
nomatogra liea t(ualitativa e IJUan titativa t•on me todi colorimctrici della 
l'razioni' C ~Htico tt'roidr•a purificata Pd isolata come da noi do• critto . 

• l111l . l sl . S!IJJCr. 8ttllll" CI !Jii8) 4 . :. :j - 11~ . 
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()urs ta m t• tod•ca polrf' bhl' tn" ari' a pplicazione· sia Jll'llo studio IÌ f'J <" •· 

slltw•n t i s tPruid ci d e ll e glandoll' surrc n a li di anima li da <'S pr rim!'n t n 111 

cJi,•rrb<' condizioni di trallamt'ntu ia in que llu di r r pr rti da autop!\it· o in 

lf'nrnti chirurgic·i , oppurl' iu campo industriali' . u t•llo studio di ml'tod l 

Ji JHf' Jlarazion f' eli t•stratli cortica li , con s t'llll'nclo di s tabi lin· su una nwcl t·
s ta aliquota di mat1· rial r di parlf'nza il contenut o s t f' ro id<·o di fJU I'Rtn . 

30 ottohr c 19!> 7. 

BIBLIOG R AFI \ 

ANC..ELICO. Il .. (,. l.A \11\A. A. U'ANTOI\A & G. G JOCOLI. 11)65 . .} . U~ramntol/.·· 18. '''· 
l.AVf!\A. G., 19:>6. Ann. Chimira . .. 6 . 43 . 
CAVIi\A . G. & G. GJOCOJ, J. l9bK. Ann. /st. uper. anitò. 4, lU I. 

CAVI!\A. G., G. GIOCO LI & G. M OH ETTI. l 966. Boli. Sor. l tal. Bial. 'per .. .. 2 . l H>. 

l.AVII\A. G .. G. Gwcou & O. ARIJIN I. 1967. Ar111 . hr. Supu. Sanità. 3. 571J . 
C A'd A. G. & G. MORETII. 1961>. J. ChromiiiOJl·· 22. ~l. 

l.AVI.NA. G. &: C. VICAHI. 1964 . Farnwco, E1· .,rar .. 19. 3311 . 

F o J. CJJ . J .. . M. L EES & G. H. I.OANE 51'ANLEY. 1957 .. / . Bio/. Chem .. 226. 41J 7. 

G LENN, E. 111 . &: D. Il . lXELSOt:'- 1953 . .} . Cliu . Endorrrnol. Mtlltb .• 13. 91 l. 
GOLDZIEHI1 , J .. R. A. BAKER & E. c. RlllA. 1961. J . Clin . Endorrinol. Metnb .. 21 . o·> 
H E R!IiANDEZ. H. & L . H. A X E J, ROn. 1963. Anni. Chem .. 35. BU. 

K t ' fZENGA , M. A .. A. "\ . · ICK. D . J . l NGLE & J. \'\. ELSOJ\, 1912. J . lJiol. Chrm .. 147. 
561 

NEH EI1 , R. & A. \\ i.""TTSTEIN, 1955. Acta E ndocrino/., 18. 3K&. 

0\\ACZY SK I, \'i ., M. GOLD:"'IER & J . GF.NEH, 1955. J. Lflb. Cliu . M t'd. , .. 5 . Bi ll. 

SwPSol\. S. A .. J. }'. TAIT. A. \\ ETTSTEIN. R. 1\EIIEn. J . VoN Eu"· O. ScHtNJ> t,ER & '1. 
R E ICUSTEI'\'. J 9S~. Helr·. Chi m . Acur. 37. Il 63. 

\'I' ETTSTEIN, A .. F. '" . J...AII N1 & n. NEm~n. 1955. Cilm Found. Colloq. E ndocrino/ .. 7. l ill . 

• 11111 . / Hl. SIIJH"r . 8tmilri ( 1 90~ ) 4. 5:1-0 1. 


