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trenbolone@ dans les aliments composis au moyen du couplage chromato- 
graphie sur couche mince-chromatographie en phase gazeuse 
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(Rqu le 8 septembre 1976; manuscrit modifie rgu le 20 dkembre 1976) 

L’acBtate de trenbolone@ (17&acetoxy-oestra-4,9,1 I-trien-3-one) ou TBA est 
un stkroide de synthke aux propriCtCs anabolisantes. En implant sous-cutan& il 
entrake une am&oration des performances des animaux d’klevage, qu’il soit admi- 
nistrC seuW, ou en association avec l’kthynyl-oestradiol (EEd3. L’adjonction B 
I’aliment de l’association TBA-EE2 (2 ppm + 2 ppm) a CtC proposke en vue de favo- 
riser la croissance, auaenter I’efficacitG alimentaire et amkliorer la qualitk de la 
carcasse chez le por&. L’utilisation comme additifs de ces deux substances souIke 
ie problhme de leur dCtection et de Ieur dosage dans les milieux complexes, 2 de faibles 
niveaux. Bien que des mCthodes radio-immunotogiques trks sensibles aient Ctk dC- 
c&es5 pour Ie dosage dans les milieux biologiques, Ie besoin subsiste d’une m&thode 
pius simple g mettre en oeuvre pour l’&aIuation simultanCe de ces deux substances dans 
Ies aliments. Une mkthode fluorimkique associ&e B une separation par chromato- 
graphie sur couche mince a &C proposSe pour leur dosage simuitank dans des milieux 
simples. La mCthode d&rite ici permet le dosage simultanC des deux stkoides dans 
les aliment: c>mposks au niveau du ppm; elle est bask sur l’utilisation combinee de 
la chromatographie sur couche mince et de la chromatographie en phase gazeuse. 

MATERIEL ET METHODES 

Tous les solvants utilisCs sont purs pour analyse et redistillb. TBA et EE, 
standards ainsi que les produits trities correspondants [6,7-3H,]TBA (50 Ci/mM) et 
[6,7-3Hz]EEz (55 Ci/mM) ont & fournis par Roussel-Uclaf (Romainville, France). 
Les mesures de radioactivitt ont Ctk effect&es en scintillation liquide dans le melange 
tolukne-PPO-POPOP. 

Extraction 
Dix grammes d’aliment granule standard pour port sont broyCs finement. 

L’extraction des hormones est rkalistk par deux fois 50 ml de chloroforme au moyen 
d’un broyeur de type Polytron ou Ultra-Turrax. Aprks filtration sur verre fritL No. 
2, les extraits chloroformiques sont kvaport% sous vide. Le r&idu est repris par 90 ml 
d’atitonitrile saturk d’hexane dans une ampoule SS d&canter de 250 ml. Apres addition 
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de 25 ml d’hexane, agitation durant 3 min suivie d’une d&antation durant 1 h, la 
phase a&ouitriIe est recueillie puis Cvapor& d set sous vide. 

Chromatographie sur couche mince 
L’extrait ainsi delipidb est repris par quatre fois 100~1 de chloroforme et 

dCposC sur plaque (20 cm x 20 cm) de gel de silice (Kieselgei G, Merck) de 0.25 mm 
d’epaisseur. Deux spots du mklange TBA-EE, standards sont depods de part et 
d’autre de Ia bande de dep,Bt d’extrait, B titre de tCmoin. L’tlution est effectu& au 
moyen du m&Iange hexane-&her Cthylique-chlorure de mCthyl&ne (4:3:2). Le TBA 
standard est localis par la fluorescence produite par excitation sous lumi&re ultra 
violette (254 nm); une bande est dClimitte, en crenant soin de menager une marge de 
0.5 cm au dessus et au dessous des taches tCmoin de TBA. La silice est gratt& re- 
cueillie dans un entonnoir obtur6 par un tampon de laine de verre, puis les hormones 
sont Cl&es par trois fois 10 ml de chloroforme. Apr6s tvaporation partielle sous vide, 
transfert dans un tube B fond couique, puis 6vaporation complkte sous courant d’azote, 
le rCsidu est repris par lOO$ de chloroforme. 

CJzromatograpJzie en phase gazeuse 
1 ,ul de la solution chloroformique est analysi par chromatographie en phase 

gazeuse (CPG) (Packard 2 101) dans les conditions suivantes : colonne, verre (Pyrex), 
1.5 m x lj4 in., silanis& (trimCthyIchlorosilane); support, Supelcoport (SO-100 mesh) 
(Supeico Beliafonte, Pa., &ats-Unis); phase, SE-30, 3 %; conditionnement, 48 h sous 
azote & 340”; gaz vecteur, azote, 30 ml/min; detection, ionisation de flamme (HZ, 30 
ml/min; air, 350 mI/min); tempbature, injecteur 250”, dCtecteur 300”; programmation 
de‘temptrature, 240” pendant 3 min, puis S”/min jusqu’g 290” et 5 min 5 290”; in6 
grateur Infotronics Type 204. 

Les concentrations en TBA et EE1 sont Ctablies par comparaison avec un mZ- 
fange standard de ces substances, de concentration connue et de valeur avoisinante. 
Les surfaces des pits sont dCterminCes par integration tangentielle. 

RBULTATS ET DISCUSSION 

Chromatographie sur couche mince (CC&f) 
Dans Ies conditions d&rites, le TBA r&tlC par fluorescence sous lumi&re UV 

a un RF de 0.?2: L’EE, chromatographit dans des conditions identiques et r&ClC 
par puIvCrisation de permanganate de potassium a un RF comparable (0.29). En pra- 
tique, la seule &vClation du TBA par fluorescence permet ainsi, si l’on prend la pr& 
caution de menager uue marge de 0.5 cm de part et d’autre de la tache fluorescente, 
Ia dklimitation et le grattage d’une bande de chromatogramme unique suffisamment 
Iarge pour englober les deux substawes. Cette faGon de proceder a d’ailleurs 6t6 
justifiee par I’Ctude des taux de rCcup&ation. 

Les taux de r&cupCration des hormones apr& extraction etipurification en 
CCM ont 6tC dCterminCs au moyen de TBA et EE1 t&i&. Des surcharges d’environ 
0.05 &i (0.25 ng) de pH]TBA et de rH]EE, ont CtC incorpor&s sCpartment au msme 
aliment broyC renfermant 2 ppm de chacune de ces substances non radioactives- L.e 
radiochromatogramme obtenu (Fig. 1) montre que le comportement chromato- 
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Fig. 1. Radiochromatogramme d’un extrait d’aliment supplement6 k 2 ppm dVthynyLoestradio1 
(EE3 f 3 ppm d’acktate de trenbolone@ (TBA) et surchargk avec EE2 et TBA tritiis. En regard figure 
la tache du TBA r&i18 par fluorescence aprk excitation en lumi&e ultra violette. 

graphique des produits trities, dans les conditions d&rites, est identique 5 celui des 
hormones non marquees. 

Apres extraction et purification en CCM les pourcentages de radioactivite 
recuperes sont de: pour le TBA, m = 88.6, s = 2.31, c = 2.6 %; pour l’EE2, m = 87.3, 
s = 2.28, c = 2.6 ok (oti m est la moyenne, s I’tcart type et c le coefficient de-variation 
s/m, calcules sur six mesures). 

I 

La valeur tlev&e et la reproductibilite des taux de recuperation rend inutile 
l’utilisation des radioelements pour la mise en oeuvre pratique du dosage. 

Chromatographie en phase gazeuse 
Les chromatogrammes en phase gazeuse obtenus a partir dun melange de 

TBA et d’EE2 standards en solution chloroformique (Fig. 2a) montrent qu’il y a SC- 
paration complete des dkux hormones. Les temps de retention relatifs, par rapport 
au pit de cholesterol pris comme reference, sont de 0.71 pour le TBA et de 0.56 pour 
pEEI. La reponse specifique est comparable pour les deux hormones. La linearite 
de la rSponse a Cte v&if& pour des doses injectees de 100400 ng. Compte tenu de 
ces elements et malgre le travail en programmation de temperatures elevies, il n’est 
pas necessaire de dtrivatiser ces substances et le travail en mono-colonne est satis- 
faisant. Bien que la zone de linearitt englobe les gammes de concentrations devant 
ttre rencontrees- dans la pratique, pour plus de securitt, et pour Cviter l’inconvenient 
des absorptions non specifiques aux plus faibles concentrations, l’injection de l’echan- 
tillon est suivie dune injection du melange standard a concentration voisine. La re- 
productibihte de l’anafyse en CPG a Cte testee sur six mesures du mgme extrait prove- 
nant dun echantillon &aliment supplement& a 2 ppm de TBA et 2 ppm d’EE,. La 
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Fig. 2. (a) Cluomatogramme en phase gazeuse d’un melange standard d’ethynyl-oestradiol (EEa et 
d’ac&ate de trenbolone@ (TBA): 0.16 ilg + 0.16 /lg dans 1~1 de chloroforme. Les temps de r&ention 
&atifS par rappcrt au chGkSt&Gl (CHOL.) injecte en mEme temps COrnme r&f&ence figurent en abs- 
cisse au niveau de chaque pit. (b) Chromatogramme en phase gazeuse d’un extrait #aliment ternoin 
pour ports. (c) Chromatogramme en phase gazeuse d’un extrait du mCme aliment supplement& B 2 
ppm de TBA i 2 ppm de EE,. 

variabilitt, exprimke par le coefficient de variation, est de 1.16 % pour le TBA et 
2.75 % ppur l’EE2. 

Application ri I’aliment 
Dam les conditions d&rites, les chromatogrammes en phase gazeuse obtenus 

avec des extraits, d’une part d’aliment tc5moin pour ports, d’autre part du meme 
aliment supplement& & 2 ppm de TBA et 5 2 ppm d’EE,, sent respectivement rep&- 
sent& aux Fig. 2b et 2c. Comme dans le cas de m6lange standard, la separation est 
compl&te, la zone de lin&ritC de la rgponse s’btendant de l-4 ppm. L’analyse de l’ali- 
ment tkmoin met en evidence un composk ayant le mCme temps de retention que le 
TBA. Cette interfikence qui determine la sensibilitk de la m&hode se r&l&e &!tre 
infkrieure ZI 5 oA pour tous les aliments test&. Dans ces conditions, l’kvaluation statis- 
tique globale de cette methode de dosage a Ctk effectuk. Elle tient compte de la varia- 
biIitt de la phase d’extraction et de purification en CCM et de celle de l’analyse et du 
dosage proprement dits en CPG. Pour une valeur -.n&-yenne de 2 ppm, l’kart type et 
Ie coefficient de variation sur six mesures valent: pour le TBA, s = 0.057, c = 2.8 %; 
pour I’EE,, s = 0.076, c = 3.8 %_ 

CONCLUSION 

Les techniques d’incorporation B l’aliment et le conditionnement de l’aliment 
en granuI& imposent 5 ces hormones des contraintes thermiques pouvant entrainer 
ieur d&gradation. Un contr6le en tours de fabrication et B l’issue de celle-ci s’impose 
done. Les faiblesdoses incorporkes et le respect d’un strict iquilibre entry les activitks 
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androgtnes et oestroghzs nkessitent une mhhode de dosage spkcifique et sensible. 
Le couplage d’une purification en CCM et d’une analyse en CPG r&pond B ces im- 
pkatifs en y joignant la simplicite et Id rapiditk nkessaires B la mise en oeuvre en 
routine. 
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