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Bei der Bestimmung von freien Steroiden und Stilbenen in biologischem Ge-
webe treten —je nach Herkunft des Materials— erhebliche Schwierigkeiten durch
storende Begleitkomponenten auf. So werden z.B. aus Lebergewebe auch grosse
Mengen an lipidhaltigen Substanzen (Phospholipide). Gallensiuren und Gallenfurb-
stoffen mitextruhiert. die sowohl die spiiteren Trennungen als auch Farbreaktionen
storen kénnen.

In der Lebensmittelanalyvtik werden zudem Methoden ben6tigt. mit denen 1m
Fleisch von Schiachttieren Androgene und Ostrogene nachgewiesen und bestimmt
werden konnen. die aut eine Behandlung der Ticere mit Steroidhormonen hinweisen.
Da hiufiig an Stelle von Ostrogenen Anabolika verfiittert werden. wobei der Uterus-
Wachstumstest versagt. miissen die komplexen Systeme erst vorgetrennt werden.
wenn sie gaschromatographisch bzw. diinnschichtchromatographisch-densitometrisch
analvsiert werden sollen.

Bei miannlichen Tieren miissen neben den natiirlicherweise vorhandenen
Androgenen eventuell applizierte Ostrogene und bei weiblichen entsprechend neben
Ostrogenena die applizierten Androgene erfasst werden. Fiir die Beurteilung sind
neben dea Hormonen jedoch auch thre Metaboliten wichtig, bet Testosteron also
z.B. Androstcron und Atiocholunon. Die fliissigchromatographische Auftrennung
bis zu den einzzlnen Steroiden. wie sie mit Hilfe von Sephadex LH-20 {Pharmacia.
Uppsala. Schweden) im Nanogrammbereich mittels radioaktiv markierten Derivaten
realisiert wurde! =, ist fiir die Praxis viel zu aufwendig. Es geniigt ein Trennvertahrea.
das zwischen den Androgenen und Ostrogenen differenziert. damit anschliessend
innerhalb einer Gruppe gaschromatographisch analvsiert werden kann. Das hier
beschriebene einfuche Trennverfahren eliminiert die im biologischen Material in
grossem Uberschuss vorhandenen Stdrkomponenten (Triglyceride. Phospholinide.
Gallensiiuren. Gallenfarbstoffe usw.) und liefert eine Gruppentrennung zwischen
Androgenen und Ostrogenen.

EXPERIMENTELLES

Vortrenmeme —ur Entfernung der Phospholipide
Da Phospholipide und Triglyceride die Gruppentrennung stéren. miissen
sic entfernt werden. Beil Triglyceriden geschieht dies durch giinstize Wahl des Ex-
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traktionsmediums Athanol. In Extrakten aus Muskelfleisch ist dann der restliche
Anteil an stdrenden Lipiden so gering. dass sie direkt zur Gruppentrennung einge-
setzt werden konnen. Leberextrakte werden dagegen erst in Tetrahydrofuran (THF)
geldst auf eine mit THF idquilibrierte Polyvinvlacetatsiiule (Merckogel 6000. Merck.
Darmstadi. B.R.D.) aufgebracht und mit dem gleichen Lésungsmittel eluiert. Steroide
und Stilbene laufen gemeinsam. Publikation in Vorbereitung.

Gruppentrennung mir Sephadex LH-20

7 g Sephadex LH-20 werden in das Elutionsmedium 1 (EM 1) (Heptan-Chloro-
form-Methanol-Wasser. 100:100:1 :1: modifiziert nach Murphy!) eingeriithrt und
mindestens 2.5 h gequollen. bevor sie in ein Trennrohr von etwa 20 mm Durchmesser
cingefiillt werden. Der Rohrdurchmesser sollie 13 mm  nicht unterschreiten. da
sonst beim Ubergang auf das 2. Elutionsmedium (Dichlormethan-Methanol, 93:53)
Anderungen im Quellgrad zu Rissen im Gel fithren. Von dem Extrakt bzw. dem ein-
seengten Eluat der Vortrennung werden 2 ml auf die Fiillung aufgebracht und mit
30 ml EM | die Androgene gemeinsam mit den Gestagenen und anschliessend mn
60 mi EM 2 die Ostrogene aus der Siule eluiert.

ERGEBNISSE

Wie die diinnschichtchromatographische Analyse der in einzeinen Portionen
aufeefangenen beiden Elutionstraktionen zeigt (Fig. 1). sind die Ostrogene voll-
stindig von den beiden anderen Hormongruppen getrennt worden. Fir Routineun-
tersuchungen werden jedoch nur die beiden Gesamtfraktionen gesondeft aufwefan-
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Fig. 1. Diunnschichichromatographische Kontrolle der Gruppentrennung Androgene;Ostragene
nach Chromatographie mit Sephadex LH-20 aus einem Leberextrakt (Kalb)., Zusuaiz 1 mg je
Substanz (freie Steroide). Schicht: Kieselgelasy (Fertisplatie Merck, Darmstadt, B.R.D.), nicht
aktiviert. Lautmitel: EM 1 und EM 2 (s. Text). Nachweis: Sprithen mit Anisaldehyd-Schwefel-
siiure-Eisessig (1:2:100): erst mit Fohn, dann im Trockenschrank 3 min bei 1307 erwirmen und
Farbentwicklung beobachten; Zuordnung nach Lit. 7. I= Androstendion: 2= Progesteron:
3= Cholesterin; 4= Androsteron: 3= 17-x Hydroxyprogesicron; 6= Dihydrotestosteron: 7=
Testosteron: 8= Ostron: 9= Gstradiol; 10= Diiithylstilbdstrol: 11= Hexdstrol: 12= Ostriol.
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Fig. 2. Gaschromatographische Analyse der Silvlither der Ostrogenfraktion aus der Gruppen-
trennung der Steroide mit Sephadex LH-20 (nach Vortrennung mit Merckogel 6000). Die Ostro-
eene wurden einem Leberhomogenat vor der Extraktion zugesetzt. Trennbedingungen: Temperi-
turgradient 2.5 /min von 220-270°. Probe: I nl: Gastiuss: 40 ml Na: Empfindlichkeit: 16: Siule:
5 m Glas 1°%ig belegt mit Phase OV-17 auf Chromosorb G HP. Vorschub: 0.5 ¢m min. Keine
Nullinienkorrektur, ohne Integrator. Peakbezeichnung: | = Hexdstrol: 2= Didithyvistilbdstrol:
5=0stron: 7= Ostradiol: 8= Ostriol.

gen und nach Emnengen gaschromatographisch analyvsiert. In Fig. 2 is das Gaschro-
matogramm der Ostrogenfraktion wiedergegeben. Soll die Methode an ein neuartiges
Untersuchungsmaterial adaptiert werden. dann ist im ersten Trennungsgang das
Eluat wie in Fig. I portionsweise diinnschichtchromatographisch zu kKontrollieren.

Da die gaschiomatographische Trennung der Steroide in Form ihier Silvlither
an Diinnfilmkapillaren aus Glas™ aufwendig und kostspielig ist. empfehlen wir selbst-
gepackte Glassiulen (Linge 5 m. Durchmesser 1.5-2.0 mm) und [-3°, Belegung
mit OV-17-Phase®. Werden Metallsiulen benutzt. dann ist bei sauerstoffhaltigen
Steroiden mit Artefaktbildung und Verlusten zu rechnen®.

Mit diesem Verfahren wurden an Schlachttiere verfiitterte Steroide und Stil-
bene in deren Leber und Muskelfleisch nachgewiesen. Mit Zusitzen von freien und
konjugierten Steroiden wurden die Ergebnisse kontrolliert und durch diinnschicht-
chromatographische Analyse in mehreren Systemen und mit verschiedenen Farbe-
reaktionen’ sowie im Falle von Diithylstilbdstrol auch durch Infrarotspektroskopie
gesichert. Publikation in Vorbereitung.
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