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SUM MARY 

The quantitative detection of estrogens and antithyroid drhgs by thin-layer and high- 
performance thin-layer chrokatography in animal tissue 

Methods of thin-layer chromatography (TLC) and high-performance thin- 
layer chromatography (HPTLC) were deveIoped for the determination of estrogens 
and antithyroid drugs in extracts of animal tissues. TLC proved to be suitabIe for 
quantities in the range of 200-2000 ng, with a detection limit of 50-200 ng, HPTLC 
in the range of 10-200 ng, showin g calibration curves of good linearity even in ex- 
tracts. By HP-TLC better detection limits, better separation and faster ascending 
could be achieved than by TLC. 

EINLEITUNG 

Nach dem Lebensmittelgesetz besteht die Notwendigkeit, tierisches Material 
auf das Vorhandensein von Stoffen Sstrogener Wirkung und Thyreostatika zu unter- 
suchen, Substanzen, deren Anwendung zu Mastzwecken verboten wurde. Daher 
miissen die Nachweisgrenzen der verwendeten Analysenmethoden nach Miiglichkeit 
gesenkt werden. 

Wir verwendeten zum qualitativen und quantitativen Nachweis der in Frage 
kommenden astrogene [ijstron; ijstradiol, &trio& Hexijstrol, Diencstrol, DiBthyl- 
stilbastrol (DES) und Zeranol (Ralgro)]’ und Thyreostatika jJhiouraci1 (TU), 
Methylthiouracil (MTU) und Propylthiouracil (PTU)] Methoden der Diinnschicht- 
chromatographie (TLC), aus denen wir Methoden der Hochleistungsdiinnschicht- 
chromatographie (HPTLC) entwickelten. Mit Hilfe der TLC l%st sich eine Nach- 
weisgrenze von etwa 200 ng, mit der HPTLC eine von 10-20 ng erreichen. Dies ent- 
spricht ungefZihr der Nachweisgrenze der Gaschromatographie, die aber eine Reini- 
gung der Probe mittels !%ulenchromatographie oder TLC und eine anschliessende 
Derivatisierung der &trogene voraussetzt. Mit Hilfe der TLC und HPTLC konnten 
wir aber nach Extraktion direkt Fleisch, Serum, Leber, Niere, Schilddriise und Ham 
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verschiedener Tierarten untersuchen. Fiir die HPTLC stellten wir Eichkurven mittels 
dotierter Extrakte aus Rindfleisch, Rinderserum, Schilddriise und Rinderham auf. 
Dabei erwiesen sich nur die Extrakte aus Rinderham als problematisch, da wir 
trotz wiederholter Reinigungsschritte mit unserem Verfahren nur ijstradiol und Ze- 

ranol nachweisen konnten. 
Die Quantitierung der Chromatogramme erfolgte mittels eines Densitometers 

durch Absorptionsmessungen im Aufiichtverfahren. Fluoreszenzmessungen waren 
im Fall der HPTLC nicht miiglich, da keine Platten ohne Fluoreszenzindikator zur 
Verftigung standen. Bei der Messung der klassischen TLC-Platten ohne Fluoreszenz- 
indikator in Absorption und Fluoreszenz ergaben sich jedoch gleiche Empfindlich- 
keiten. Somit ist die weniger aufwendige Absorptionsmethode in beiden F&hen vor- 
zuziehen. 

EXPERIMENTELLES 

Maderial 

Alle Reagentien waren von p-a_ Reinheitsgrad und wurden wie die TLC- 
Platten (20 x 20 cm, 0.25 mm Schichtdicke) Kieselgel und Kieselgel Fz4 und die 
Nanoplatten (10 x i0 cm) Kieselgel F 254 von der Fa. Merck (Darmstadt, B.R.D.) 
bezogen. Die Standardlosungen in Athanol enthielten 5-100 ng/pl der erwghnten 
Substanzen. Femer wurden Mischstandards von &trogenen (bstriol, Zeranol, 
&tradiol, DES und &tron) und von Thyreostatika (TU, MTU und PTU) verwendet. 

Apparate 
Zum Auftragen der Flecken auf die TLC-Platten diente ein Evachrom- 

Applikator mit Kapillaren von 2,5,10 ~1. Laut Auskunft der Herstellerfirma (W f W 
Electronic; Base& Schweiz) ist ein spezielles Auftragegerzt Wr Nanoplatten in Ent- 
wicklung, mit dem die Ergebnisse durch Verwendung kleinerer LGsungsmittelmengen 
(Nanoliterbereich) noch verbessert werden kijnnten, da kleinere SubstanzfIeeken zu 
noch scharferer Auftrennung fiihren. 

Ffir die Bestrahlung der ijstrogenplatten beniitzten wir einen Desaga Min- 
UVIS Duo-Strahler von 254 und 366 nm. Quantitativ ausgewertet wurde mittels 
eines Densitometers des Typs Farrand VIS-UV 2 der Fa. Kontron (Wien, osterreich), 
und zwar mit einer Spaltbreite von 3 cm fur TLC-Platten und von 0.5 cm fiir Nano- 
piatten. 

Extraktionen fiir den &trogennachweis 
Fleisch extrahierten wir an Hand einer von uns modiBzierten Methode nach 

Smith und McNeiP, Ham und Serum mittels einer Methode von Brown3. Wir gingen 
dabei von jeweils 100 g Substrat aus und setzten fur die Eichkurven jeweils 10% des 
Extraktes in 24 pro Fleck ein. 

Extraktionen f iir den Thyreostatikanach weis 
Fleisch und Schilddrtise wurden nach dem durch einen angeschlossenen Rei- 

nigungs hritt modifizierten* Verfahren nach WildangeP extrahiert, ftir die Serum- 
extraktion venvendeten wir ein Analogverfahren. Wir setzten dabei 100 g Fleisch 
und je 50 g Schilddriise und Serum ein, die Auftragemengen entsprachen jenen der 
ijstrogenextrakte. 
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Chromatographie 
Mit Hilfe des Evachrom-Applicators wurden in Abstgnden von 3 cm die Stan- 

dardflecken auf die TLC-Platten aufgetragen. Pro Fleck wurden dabei 2-20~1 ein- 
gesetzt. Auf die Nanoplatten wurden je 2 ~1 in Abstanden von 1 cm aufgebcacht. Als 
Laufmittel verwendeten wir fiir die ijstrogene Methylenchlorid-Aceton (4: 1)6 und 
fur die Thyreostatika Chloroform-Isopropylalkohol-Eisessig (50:6:0.1)7. Die Kam- 
mern wurden mit Filterpapier ausgeschlagen und eine halbe Stunde mit LSsungs- 
mitteldampf geslttigt. Die Laufmittel wurden jeden Tag gewechselt. Fiir die Nano- 
platten betrug die Entwicklungszeit etwa 10-20 min, filr die normalen Platte-n bis zu 
50 min. Anschliessend wurden die Platten getrocknet, bei der Untersuchung auf DES 
15 min bei 254 nm bestrahlt8 und nach mGglichst kurzer Zeit gemessen. Jedoch konn- 
ten die Messwerte meist noch nach mehreren Wochen reproduziert werden. 

Quantitative Auswertung 
Die quantitative Auswertung der Chromatogramme wurde mit einem Densito- 

meter des Typs Farrand VIS-UV 2 vorgenommen. Das Ger& arbitet im Remis- 
sionsverfahren und ist mit zwei Gittermonochromatoren ffir Anregung und Fluores- 
zenzmessung ausgetistet, die nicht nur eine genaue Wellenlgngeneinstellung, son- 
dem such Scans von 200-SO0 nm und damit die Aufnahme von charakteristischen 
Spektren ermiiglichen, was such die Auflindung der fir die Messung optimalen Wel- 
1enlKingen erleichtert (Fig. 1). 

Zur Anwendung gelangte sowohl das Einstrahlverfahren (“Single Beam”), als 
such das Zweistrahlsystem (“Ratio”), bei welchem der Untergrund durch einen beider- 
seits der Probe gefiihrten Referenzstrahlengang auf opto-elektronischem Weg kom- 
pensiert wird (Fig. 2). 

Fig. 1. Absorptiousspektrum von DES bei 200-600 nm (verstirkung 300, &,,,.. bei 287 nm). 
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MTU 

A B C 

Fig. 2. Gemisch von TU, MTU und F’TU auf Nanoplatten. (A) 100 ng, Single Beam, Versttikung 
1000; (B) 100 ng, Ratio, Verstlrkung 500; (C) 20 ng, Single Beam, VerstHrkung 1000. 

Die Dimensionen der Spaltblenden waren fur die TLC-Platten 30 x 0.5 mm, 
fiir die Nanoplatten 5 x 0.5 mm. Der lichtdichte Plattenraum nimmt Platten bis 
zu 20 x 20 cm auf, doch lassen sich such 10 x 10 cm Nanoplatten leicht fixieren. 
Ausgewertet wurde schliesslich mittels eines elektronischen Zghlwerkintegrators oder 
durch Ausmessen der Peakhiihen der Chromatogrammkurven. Es wurden Eich- 
kurven zu je 4-6 Konzentrationen im Bereich von 200-2000 ng mittels TLC-Platten 
und von 10-200 ng mittels Nanoplatten erstellt, und zwar an Reinstandards und an 
Standardgemischen. Femer wurden Eichkurven ftirijstrogene in Extrakten aus Fleisch, 
Serum und Ham und Cur Thyreostatika in Extrakten aus Fleisch, Serum und Schild- 
d&e gemessen (Fig. 3 und 4). Der Messfehler betrug je nach Konzentration l-14”/,, 
im Mittel 7%. 

ERGEBNISSE 

Jede der untersuchten Substanzen ergab eine lineare Eichkurve in den genann- 
ten Bereichen, die sich such in verschiedenen Extrakten verifrzieren liess (Tabellen 
I-IV). Es ist daher die genaue Quantitierung eines Probenfleckes mit Hilfe eines ein- 
zigen mitlaufenden Standards miiglich, man muss nicht ftir jede Probe eine Standard- 
reihe aufstellen. Bei der Messung der TLC-Platten bewHhrte sich das Ratio-System, 
bei den Nanoplatten erwies sich meist das Single Beam-Verfahren als empfindlicher, 
was wahrscheinlich auf die feinere K6mung und verbesserte OberGchenstruktur 
der Platten zurtickzufiihren ist. Wie schon erwghnt, fiihrte sowohl die Auswertung 
durch Ausmessen der Peak&hen als au& durch Integrieren der Peakflfchen Zu line- 
aren Eichkurven. Bei den Nanoplattenist jedoch das Ausmessen der Peakhiihen 
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B 

Fig. 3. Eichkurven von Dienijstrol als Reinstandard und in Extrakten aus Fleisch und Serum nach 
Peakhijhe im Bereich von 10-200 ng. 1 = Standard; 2 = Standard in Fleisch; 3 = Standard in Serum. 
Fig. 4. Chromatogramme von Zeranol und DES in Serum auf Nanoplatten. (A) 2” ng, Single 
Beam, Verstgrkung 1000; (B) 10 ng, Single Beam, Verstlrkung 1000. 

! 
TABELLE I 

EICHKURVEN VON 200-2000 ng, ERSTELLT DURCH PEAKINTEGRATION 
Schalter: “Absorb”, “ Ratio” und “Single Beam”. Aperturblenden: Beleuchtungsstrahlengang, 0.625; 

Referenzstrahlengang, 0.125 ; Probenstrahlengang, 0.03 1. Position Lichtabschwlcherrad (“Level”), 
2-7. Verstarkung (“Gain”), 200-600. Plattenvorschub (“Plate Scan”) 2 in./min. 

Substanz Naclnveisg.renze Kerr. Koefl. r Anstieg b l * sb*** _ 

(ngl 

&tron 
tistron’ 
&radio1 
hradiol’ 
ytkt~ 

- * 

DES 
DES- 
Hex&.trol 
Dieniistrol 
Zeranol 
TU 
TU’ 
MTU 
MTU * 
PTU 
PTU’ 

287 

287 

287 

287 

287 (max. 274) 

287 
287 (max. 259) 
270 

270 (max. 280) 

270 

200 0.989 0.03 1 0.001 
200 0.986 0.024 0.001 
150 0.996 0.037 0.001 
200 0.963 0.03 1 0.002 

500 0.970 0.010 0.001 
5oo 0.901 0.010 0.002 
150 0.999 0.087 O.ool 
200 0.997 0.143 0.003~ 

50 0.999 0.058 O_ool 
50 0.994 0.073 0.002 

200 0.990 0.046 0.002 
50 0.966 0.065 0.005 
50 . 0.997 0.070 0.001 
50 0.995 0.055 0.002 
50 0.994 0.070 0.002 
50 0.995 0.056 0.002 
50 0.977 0.051 0.003 

l Die Messung erfolgte mittels M&&standards. 
*I Anstieg = counts pro ng oder mm Peakhiihe pro ng. 

*** s, = Standardabweichung des Anstiegs b (b = Regressionskoeflizient). 
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TABELLE IV 

EICHKURVEN VON IO-200 ng AUF NANOPLATCEN IN EXTRAKTEN, ERSTELLT DURCH 
MESSUNG DER PEAKHtSHEN 

Messeinstellung wie Tabelle III. I 

Substam Extrakt Wellenliinge Nachweisgrenze Korr. Koeff. r Anstieg 6’ sbwf 
(nnd (J&d 

&r-on 

&radio1 

DES 

HexSstrol 

Dienostrol 

Zeranol 

TU 

MTU 

P-J-U 

Fleisch 
Serum 
Fleiseh 
Serum 
Ham 
Fleisch 
Serum 
Fleisch 
Serum 
Fleisch 
Serum 
FJeisch 
Serum 
Ham 
Fleisch 
Serum 
Schilddriise 
Fleisch 
Serum 
Schilddriise 
Fleisch 
Serum 
SchilddrCIsse 

287 

287 

287 

287 

287 

287 

270 

270 

270 

10 0.955 0.143 0.013 
20 0.898 0.091 0.014 
10 0.967 0.188 0.016 
20 0.946 0.08 1) 0.009 
10 0.976 0.108 0.012 
10 0.997 0.645 0.016 
10 0.997 0.479 0.012 
10 0.976 0.223 0.016 
10 0.979 0.160 0.011 
10 0.999 1.168 0.016 
10 0.960 0.982 0.091 
IO 0.999 0.723 0.007 
10 0.999 0.583 0.007 
10 0.990 0.432 0.020 
10 0.998 2.747 0.059 
10 0.999 2.915 0.050 
10 . 0.999 1.938 0.038 
10 0999 3.324 0.060 
10 0.998 3.443 0.081 

/ 10 0.999 2.328 0.040 
10 0.997 2.720 OQ77 
10 0.991 2.008 0.096 
10 0.975 0.874 0.071 

l Anstieg = counts pro ng oder mm Peakhiihe pro ng. 
l * s, = Standardabweichung des Anstiegs b (b = Regressionskoefhzient). 

vorzuziehen, da durch die kleinen Fleckgriissen die Integration zu wenig empfindlich 
ist, wHhrend die Hiihe der Peaks auf Grund der Schlrfe der Flecken bis zu den ge- 
nannten Erfassungsgrenzen, die experimentell bestimmt wurden, den Konzentra- 
tionen proportional ist. Die Untersuchung des Verhaltens der ijstrogene und Thyreo- 
statika in Extrakten zeigte, dass sich ebenso lineare Eichkurven ergaben wie mit 
Reinstandards. Die Stiirungen durch begleitende Extraktstoffe sind also vernach- 
Ilssigbar. Die einzige Ausnahme bildete der Extrakt aus Rinderharn, der selbst nach 
mehrmaliger Reinigung soviele Begleitstoffe enthielt, class weite Teile des Chromato- 
gramms verdeckt wurden und nur zwei ijstrogene nachgewiesen werden konnten. 
Daneben untersuchten wir such Proben von Wild, Hiihnern, Rindem, Kglbern und 
such von Futter. Drei uns seitens des biochemischen Instituts der veter%rmedizi- 
nischen Universitat Wien zur Verftigung gestellten Proben aus mit DES behandelten 
KIlbem wurden von uns mittels TLC und am biochemischen Institut mit Hilfe des 
Radioimmunassay untersucht. Dabei wurden in alien Fallen tibereinstimmende Werte 
gefunden. 

Der qualitative Nachweis erfolgt im Allgemeinen durch Vergleich der RF- 
Werte der Proben mit jenen des Standards durch Ausmessen oder Uberlagerung der 
Chromatogrammkurven, in besonderen FZIlen wird man mittels WellenlHngenscan 
ein charakteristisches Spektrum des Substanzfleckes aufnehmen. 
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Durch Einfiihrung der Nanoplatten hvurde eine wesentliche Verbesserung 
sowohl der Nachweisgrenzen als such der Trennschgrfe und der Empfindlichkeit 
der Methode erzielt_ Auch ist die Zeitersparnis &triichtlich, da sowohl die Ent- 
wicklung der Platte im Trog als such die Messung im Densitometer schneller verltiuft. 
Mit Hilfe der HPTLC konnte die Empfindlichkeit der TLC fiir Qstrogene und Thy- 
reostatika der der Gaschromatographie und der Fliissigkeitschromatographie ange- 
passt werden. 
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ZUS_L\MMENFASSUNG 

Es warden Methoden der TLC und HPTLC entwickelt, urn ostrogene und 
Thyreostatika in Extrakten aus tierischen Materialien quantitativ nachweisen zu 
k6nnen. Die TLC bewghrte sich im Bereich von 200-2000 ng, mit einer maximalen 
Nachweisgrenze von 50-200 ng, die HPTLC im Bereich von 10-200 ng, wo such in 
Extrakten jeweils lineare Eichkurven erstellt werden konnten. Die HPTLC zeichnet 
sich ausser durch verbesserte Nachweisgrenzen such durch schiirfere Auftrennungen 
und schnellere Laufzeit aus. 
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