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Beitrag zur Analytik von synthetischen StilbGstrolen
in verschiedenen Lebensmitteln mit Diinnschicht-
chromatographie und Bestitigung durch HPLC

Contribution to the Determination of Synthetic Stilbestrols in Various

Foods with TLC and Confirmation with HPLC

R. Gauch, U. Leuenberger und U. Miiller

Kantonales Laboratorium, Bern

Einleitung

Durch die Verwendung von Anabolika wie den Stilbostrolen (insbesondere
Diethylstilbostrol = DES) kann in der Tiermast ein vermehrter Fleischansatz bei
Schlachttieren erzielt werden. Die Anwendung solcher Priparate zu diesem
Zwecke wurde 1970 in der Schweiz verboten, in mehreren westeuropidischen Lin-
dern wurden ebenfalls entsprechende Gesetzesgrundlagen geschaffen. Die
Griinde dieser restriktiven Haltung waren vor allem experimentelle Arbeiten, bei
denen man nach Verarbeitung hoherer Dosen von DES karzinogene Wirkung
beobachten konnte (1, 2). Eine unkontrollierte Hormonzufuhr durch Nahrungs-
mittel, insbesondere Riickstinde von korperfremden Verbindungen in Fleischwa-
ren, ist deshalb fiir die menschliche Gesundheit nicht unproblematisch. Um den
illegalen Einsatz solcher Masthilfsmittel wirkungsvoll zu unterbinden, braucht es
eine analytische Methodik, die hinsichtlich der zu erwartenden Konzentrationen
empfindlich genug ist und tiberdies die notwendige Spezifitit aufweist. Aschba-
cher und Vogt (3, 4, 5) beschreiben iibereinstimmend Konzentrationen von DES
in Muskelfleisch von weniger als 1 ug/kg, in der Niere und Leber bis ungefihr 5
ug/kg. Demgegeniiber kdnnen die Konzentrationen in Urin bis einige 100 ug/kg
und im Kot sogar iiber 1000 ug/kg steigen. Die Empfindlichkeit der Methode fiir
Untersuchungen in Lebensmitteln muf also in den Sub-ppb-Bereich hinabgehen,
wiahrenddessen fiir Analysen des Harns oder Kots entsprechend weniger strenge
Anforderungen zu stellen sind.

Zur Bestimmung von DES in tierischem Gewebe werden in der Literatur ver-
schiedene Methoden beschrieben. Hier zu erwihnen ist ein Radio-Immunotest
mit Rinderuterus (6) und ein Miuseuterustest, wie ithn Heinert (7) und Herrick (8)
beschreiben.

Eine Aussage iiber die Art der Gstrogenen Komponente ist allerdings nicht
moglich, hierzu sind beide Methoden zu unspezifisch, andererseits sind diese
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Nachweise empfindlich genug, auftretende Spuren von DES in tierischem
Gewebe zu erfassen.

Demgegeniiber bieten sich chemische Methoden in Form der Chromatogra-
phie an, welche in geeigneter Weise eingesetzt hinreichende Empfindlichkeit
und Spezifitit aufweisen, sofern in sinnvoller Weise mehrere Trennsysteme und
Detektionsmoglichkeiten miteinander verkniipft werden. Die Verwendung von
nur einem Trenn- und Detektionssystem geniigt meistens nicht, um mit geniigen-
der Sicherheit eine aussagekriftige Beurteilung zuzulassen. In der Literatur fin-
den sich Arbeiten iiber Gaschromatographie ohne (1, 9, 10, 11) oder mit (2) Mas-
senspektrometrie mit Nachweisgrenzen, welche knapp an die zu erwartenden
DES-Konzentrationen in Niere und Leber herankommen. Die Verwendung von
HPLC wird von Frischkorn (12) und Kenyhbercz (13) beschrieben; beide Autoren
verwenden einen elektrochemischen Detektor, welcher eine Erfassungsgrenze in
tierischem Material von unter 1 ug DES/kg aufweisen soll; unsere Erfahrungen
zeigten jedoch, dafl die vorgeschlagenen Extrakte zuviele storende Inhaltsstoffe
aufweisen, um in diesem Spurenbereich routinemiflig arbeiten zu konnen.

Vielversprechend schien uns die relativ einfache Diinnschichtchromatogra-
phie der dansylierten Stilbostrolverbindungen, wie sie Vogt (14, 15), Stan (16) und
Santarius (17) anwenden. In der Folge konnte eine Analytik entwickelt werden,
welche auf einer Kombination dreier Chromatographie- und zweier Detektions-
systeme beruht und die mit einer Nachweisgrenze von 0,5 ug/kg und einer recht
hohen Selektivitit eine lebensmittelrechtliche Beurteilung erlaubt. Der Nachweis
von DES in verschiedenen Lebensmitteln wie Sduglingsnahrung, Muskelfleisch,
Leber, Niere und Milch, wie auch in Kot und Urin, wurde tiberpriift und wird im
folgenden beschrieben.

Experimentelles
Prinzip der Methode

Mit Ausnahme von Harn, bei welchem vorgangig die als Glucuronide vorlie-
genden Stilbostrole enzymatisch gespalten werden, extrahiert man die Proben
(Muskelfleisch, Leber, Niere, Milch, Kot) heif mit Dioxan. Aus diesem Rohex-
trakt wird die Phenolfraktion isoliert, in welcher die fraglichen Ostrogene Die-
thylstilbostrol, Hexostrol und Diendstrol enthalten sind. Die Phenole werden zu
den fluoreszierenden Dansyl-Derivaten umgesetzt und einer ersten Diinnschich-
chromatographie unterworfen. Die stilbostrolhaltige Zone wird abgehoben,
eluiert und der Eluatriickstand erneut diinnschichtchromatographiert und
anschlieffend densitometrisch ausgewertet. Positive Befunde konnen durch Ana-
lyse des entsprechenden stilbostrolhaltigen Eluates der zweiten Diinnschicht-
platte mit HPLC und elektrochemischer Detektion abgesichert werden.
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Gerdte und Chemikalien

— Homogenisator (z. B. Polytron Typ PT 45—50 mit Aggregat PTA 20 S)

— Universal-Zerkleinerer (z. B. Multiquick ZK 1, Braun)

— DC-Auftragegerat (z. B. Linomat III Camag)

— Entwicklungstank fiir DC

— Diinnschichtdensitometer (z. B. Chromatogrammspektralfotometer Zeiss
oder Camag)

— Isokratische HPLC-Ausriistung mit Fluoreszenzdetektor und elektrochemi-
schem Detektor (z. B. Metrohm 641)

— Absaugeluationsvorrichtung

Reagenzien

— Dioxan p. A. (Merck Art. 9671)

— Ether, rein (Siegfried), destilliert

— n-Hexan p. A. (Merck Art.4367)

— Dichlormethan p. A. (Merck Art. 6050)

— Aceton, rein (Siegfried), destilliert

— Essigester, rein (Siegfried) iiber Kieselgel gereinigt, destilliert
— Diethylamin p. A. (Merck Art. 803010)

— Dansylchlorid (Fluka Art. 39220)

— Enzymlosung: p-Glucuronidase/Asylsulfatase (Boehringer Art. 127698)
— Ethanol abs. (Merck Art. 983)

— HCI ca.12,5% (durch Vediinnen von HCI 25% Merck Art. 316)

Vergleichslosungen

— Stammlosung (200 ng/ul): 5,0 mg Diethylstilbostrol (DES) werden in einem
25-ml-Meflkolben mit Ethanol gelGst;

— Standardlésung 1 (20 ng/ul): Stammlosung 149 mit Ethanol verdiinnen;

— Standardlésung II (2 ng/ul): Standardlosung I 1+9 mit Ethanol verdiinnen.

Diinnschichtplatten

— Kieselgelplatten, Kieselgel 60 F 254 Merck Art. 5715
— Aloxplatten, Alox F 254 Typ E Merck Art. 5713.

_ Extraktion
Milch

20 ml Milch werden in einem 250-ml-Schlifferlenmeier mit 60 ml Dioxan
versetzt, wihrend 30 Minuten bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und anschlieflend
heifl durch ein Faltenfilter filtriert.

Fleisch

100—200 g Fleisch werden mit einem Messer von Hand soweit verschnitten,
dafl mit dem Universalzerkleinerer eine homogene Masse erhalten wird. 30 g
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dieses Homogenates werden mit 90 ml Dioxan im Homogenisator wihrend 3
Minuten extrahiert, wihrend 60 Minuten bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und
anschlieffend heify durch ein Faltenfilter (SS 5952, @ 15 cm) filtriert.

Fleischhaltige Sénglingsnibrmattel

30 g Brei werden mit 90 ml Dioxan im Homogenisator wihrend 3 Minuten
extrahiert, wihrend 60 Minuten bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und anschlie-
Rend heifl durch ein Faltenfilter (SS 595%, @ 15 cm) filtriert.

Kot

2,5 g Kot, 18 ml Wasser und 60 ml Dioxan werden im Homogenisator wah-
rend 3 Minuten extrahiert, wihrend 60 Minuten bei 80 °C im Wasserbad erhitzt
und anschliefend heify durch ein Faltenfilter (SS 5952, @ 15 cm) filtriert.

Urin
10 ml Urin werden mit HCI ca. 12,5% mit Hilfe eines pH-Meters auf pH 4,8
eingestellt. 5 ml dieses Urins werden mit 100 ul Enzymlésung wihrend 16 Stun-

den bei 37 °C inkubiert. Anschlieffend werden 7,5 ml Wasser und 37,5 ml Dio-
xan zugegeben.

Extraktreinigung

Ausschiitteln der Phenolfraktion

50 ml Filtrat (entsprechend 12,5 ml Milch bzw. 12,6—12,8 g Fleisch oder Brei,
2,5 g Kot oder 5 ml Urin)
+ 05 ml 5 n H,SO,
+ 100 ml Ether ausschiitteln

y » untere Phase verwerfen
Etherphase
+ 10 ml Wasser ausschiitteln

¥ — untere Phase verwerfen
Etherphase
+ 25 ml 0,5 n NaOH ausscliitteln

> obere Phase verwerfen
NaOH (eventuell durch Faltenfilter @ 10 cm filtrieren)

+ 2 ml H,SO, 45 proz. (Indikatorpapier: sauer!)

i 100 ml n-Hexan/Ether (1+1) ausschiitteln

— untere Phase verwerfen

n- Hexan/Ether
+ 10 ml NaHCO; 1 proz. (2mal ausschiitteln)

v > untere Phase verwerfen

Organische Phase iiber Na,SO, sicc. trocknen, filtrieren, eindampfen bei
50 °C. Riickstand mit ca. 3 ml Dichlormethan in Reagenzglas tiberfithren, mit N,
zur Trockne bringen.
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Kotextrakte miissen zusitzlich wie folgt an einer Kieselgelsidule gereinigt wer-
den: 1,5 g Kieselgel werden in n-Hexan/Dichlormethan (2+1) aufgeschlimmt
und in eine Glassdule eingefiillt (KiesegelhGhe ca. 2,5 cm). Der erhaltene Extrak-
tionsriickstand wird in 2 ml n-Hexan/Dichlormethan (2+1) gelost, auf die Saule
gegeben und mit weiteren 2 ml chromatographiert (Eluat verwerfen). Die Elution
der stilbostrolhaltigen Fraktion erfolgt mit 2,5 ml Dichlormethan/Essigester (1+
1); das Eluat wird anschliefend zur Trockne eingedampft.

Dansylierung

Der erhaltene Riickstand wird parallel mit einem Reagenzblindwert und je
einem Standard (12,5 ul Standard II und 15,6 ul Standard I) weiterbehandelt (ent-
sprechend 2 und 25 ug/kg fiir Milch, Fleisch und Brei bzw. 10 und 125 ug/kg fiir
Kot bzw. 5 und 62,5 ug/kg fir Urin).

Der Riickstand wird in 0,6 ml NaHCO,; 1 proz. aufgeldst, mit 0,9 ml Dan-
sylchloridlésung (15 mg in 10 ml Aceton) versetzt und wahrend 60 Minuten im
Wasserbad bei 40 °C erwirmt. Die abgekiihlte Losung wird im Reagenzglas mit
3,0 ml Essigester ausgeschiittelt und kurz zentrifugiert. Der mit einer Pipette
abgesogene Essigester wird tiber Na,SO, sicc. getrocknet und davon 2,5 ml in
einem Gewindeflischchen mit Stickstoff zur Trockne abgedampft.

Diinnschichtchromatographie
Vortrennung

Der erhaltene Riickstand wird in zwei Portionen zu je 40 ul Dichlormethan/
Methanol (3+1) quantitativ und strichformig (2 cm) mit Hilfe eines Linomats auf
eine Kieselgelplatte aufgetragen.

FlieRmittel: Toluol/Essigester/Ethanol absolut (80+4-1).

Dauer der Entwicklung: ca. 45 Minuten. Anschliefend wird die stilbostrolhal-
tige Zone unter der UV-Lampe bei 365 nm mit Bleistift markiert (rasch arbeiten,
Zersetzungsgefahr!), mit dem Absaugelutionsréhrchen (vgl. Abb. 1) abgesogen
und mit 1 ml Dichlormethan in ein Gewindeflischchen eluiert.

Nachweis und densitometrische Auswertung

Die mit Stickstoff zur Trockne eingedampfte Losung wird in zwei Portionen
zu je 40 pl Dichlormethan quantitativ und strichférmig (8 mm) mit Hilfe eines
Linomats auf eine Aloxplatte aufgetragen und entwickelt.

FlieRmittel: n-Hexan/Essigester/Diethylamin (88+12+0,5), Dauer der Ent-
wicklung ca. 1 Stunde.

Die entwickelte Platte wird mit folgender Meflanordnung mit Hilfe der Fluo-
reszenz densitometrisch ausgemessen:

Strahlengang: 1. Quecksilberdampflampe mit Kantenfilter 365 nm
2. Diinnschichtplatte
3. Monochromator 600 nm
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Abb. 1. Glaswaren zum Absaugen und zur Elution von DC-Zonen

Platten- und Schreibervorschub: 5 cm/min
R-Wert der Stilbostrole: ca. 0,1

Bestitigung eines positiven Befundes mit HPLC

Die stilbostrolhaltige Zone auf der Aloxplatte wird erneut wie oben beschrie-
ben abgesogen, eluiert und vorsichtig mit Stickstoff zur Trockne einge-
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dampft. Der Riickstand wird in 60 wul Eluens gelost und quantitativ ein-
gespritzt.

Folgende HPLC-Bedingungen werden verwendet:

Saulentyp RP-18 5 pm

Eluens Methanol/Wasser/LiClIO, (900+100+2)
Flufirate 1,2 ml/min (ergibt ca. 220 bar)
Fluoreszenzdetektor Anregung bei 360 nm

Emission bei n 420
Elektrochemischer Detektor Elektrodenspannung: 1000 mV

Verstarkung: 5 nA Vollausschlag
Retentionszeiten Hexostrol: 9 min

Diendostrol, DES: 10 min

Resultate und Diskussion

Die oben skizzierte Aufarbeitung liefert sehr saubere Extrakte, welche nahezu
matrixunabhingige Chromatogramme ergeben. Stellvertretend fiir Densito-
gramme von Standards, Milch-, Muskelgewebe-, Leber-, Niere-, Kot- und Urin-
proben sei jenes fiir ein Kinderndhrmittel auf Kalbfleischbasis gezeigt, verstarkt
mit 2 ug/kg Diethylstilbostrol (Abb. 2). Die Nachweisgrenze kann — je nach
Matrix und Abhebetechnik ab DC-Platte — sogar unter 0,5 ug/kg abgesenkt wer-
den.

DANSYL-
DES

re——

=
—
=
. DANSYL-
DES

vvvvvvvvvvvvvvvv

Abb. 2. Densitogramm eines Siuglingsnahrungsextraktes (Kalbfleisch piiriert), zweites
Diinnschichtchromatogramm:
a. verstairkt mit 2 ug DES/kg b. unverstarkt
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Entscheidende Aufmerksamkeit kommt folgenden zwei Punkten zu:

1. Strichformiges Auftragen des Gesamtextraktes auf 2 cm Strichlinge in zwei
Portionen zu je 40 ul. Dieser Schritt kann manuell meist nur schlecht aus-
gefiihrt werden. Sehr elegant, mit hoher Prizision und moglichst geringer
Strichdicke, mufl dies maschinell erfolgen. Das Auftragegerit Linomat III der
Firma Camag hat sich fiir diesen Zweck bewihrt.

2. Nicht weniger kritisch ist der Schritt zur Abhebung der entwickelten Stilbo-
strolzone. Hier kann der Zeit- und Substanzverlust recht hoch sein, weshalb
meist auf solche Manipulationen verzichtet wird. Dies ist insofern bedauer-
lich, als daf in der Gaschromatographie wie auch in der Fliissigchromatogra-
phie die One-line-Koppelung zweier Chromatographiesysteme iiblicher wird.
Eine analoge Verkniipfung zweier DC-Systeme ist zwar schon linger bekannt
und iiblich, scheitert aber vielfach an der unpraktikablen Ausfithrung des
Dosierens und insbesondere des Abhebens einer Zone von der Diinnschicht-
platte. Bei Gemischen von Substanzen mit kleinen R-Wertunterschieden, wie
dies aus komplexen Naturstoffextrakten meist der Fall ist, dringt sich eine
manuelle, exakte Erfassung der gewiinschten Substanzzone verstarkt auf. Die
in Abbildung 1 gezeigten Hilfsmittel kommen diesen Anforderungen weitge-
hend nach. Die mit Bleistift unter der UV-Lampe markierte Zone kann rasch
und exakt ohne wegsplitternde Schichtteilchen in das Absaugelutionsrohr-
chen gesogen werden («Staubsauger-Prinzip»). Durch Auswechseln des Saug-
vorsatzes durch den Schlifftrichter wird anschliefend die gewiinschte absor-
bierte Substanz nahezu verlustfrei mit einem Losungsmittel direkt in ein klei-
nes Gewindeflaschchen eluiert und steht dort sofort fiir eine weitere Analyse
zur Verfiigung. Diese «Off-line-Koppelung» zweier DC-Systeme hat sich als
sehr effizient erwiesen, wenn auch der zeitliche Chromatographieaufwand
zwangslaufig hoher liegt als bei der GC oder HPLC. Demgegeniiber diirfte
aber der instrumentelle Aufwand wie auch die Methodenentwicklungszeit
kleiner sein.

Wenn auch die Selektivitit der ganzen Bestimmungsmethodik recht hoch ist
(nur die isolierte Phenolfraktion wird als Dansyl-Derivat in zwei unabhingigen
Chromatographiesystemen gereinigt und fluorimetrisch erfafit), bietet sich die
erliuterte Technik an, eine stilbostrolverdichtige Zone der 2. DC-Trennung
einer dritten ebenfalls unabhingigen Chromatographie zuzufithren. Nach der
Verwendung von Kieselgel (1. DC) und Aluminiumoxid (2. DC) dringte sich ein
HPLC-System von Umkehrphase (z.B.RP-18) mit wisserigem Methanol als
Eluens auf. Als unabhingiger Detektor, welcher die notwendige Selektivitit und
Empfindlichkeit aufweist, kam ein elektrochemisches Meflsystem in Frage. Tat-
sachlich lassen sich nicht nur wie eingangs beschrieben die freien phenolischen
Stilbostrole, sondern auch die entsprechenden Dansylderivate elektrochemisch
erfassen. Abbildung 3a zeigt einen Standard von 62 ng, Abbildung 3b Kilberharn
mit 210 ug DES/kg. Entsprechende Chromatogramme von Kuhkot und Milch
sind aus Abbildung 4 und 5 ersichtlich.
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Abb. 3. Flissigchromatogramme von Abb. 4. Kuhkotextrakt (vgl. auch
Extrakten, welche vorgingig Text Abb. 3):

auf  zwei  verschiedenen
Diinnschichtplatten chroma-
tographiert wurden:

a. DES Standard (62 ng) a. mit 0,8 ug DES/kg
b. Kilberharnextrakt mit 210 b.mit 37 ug DES/kg
ug DES/kg
.
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Abb. 5. Milchextrakt (vgl. Auch Text Abb. 3)
a. unverstarkt b. verstarkt mit 2 ug DES/kg
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Die Wiederfindungsrate von den Proben zugesetztem DES (2 ug/kg) betrigt
70—90% (je nach Untersuchungsmaterial), bezogen auf einen externen Standard,
welcher vom Derivierungsschritt aus gleich behandelt wurde wie die Probe selbst.
Die Nachweisgrenze liegt je nach untersuchter Probe bei 0,2—0,5 ug/kg DES.

Dank

Friulein H. Haldimann wie auch Herrn H. P. Bébler sei herzlich gedankt fiir die zuver-
lissige Durchfithrung experimenteller Arbeiten.

Zusammenfassung

Die Bestimmung synthetischer Stilbostrole in Muskelfleisch, Leber, Niere, Siuglings-
nahrung, Milch, Kilberurin und -kot wird beschrieben. Die isolierten Phenolfraktionen
werden mit Dansylchlorid umgesetzt, auf Kieselgelplatten vorgereinigt, die entsprechen-
den Zonen abgehoben und eluiert. Die quantitative Densitometrie wird anschliefend auf
Aluminiumoxidplatten durchgefithrt (Nachweisgrenze 0,2—0,5 ug/kg). Positive Resultate
konnen mit HPLC und elektrochemischer Detektion bestitigt werden.

Résumé

Une méthode de dosage des stilbestroles de synthese dans les tissus musculaires, le foie,
le rein, I'urine et les matiéres fécales des veaux ainsi que dans les aliments pour nourrissons
et le lait est décrite. Les fractions phénoliques sont isolées, dérivatisées avec le chlorure de
dansyl, puis purifiées par chromatographie sur plaque de gel de silice. Les zones correspon-
dantes suspectes sont grattées puis eluées; les éluats sont ensuite chromatographiés sur pla-
que d’oxide d’aluminium et dosés quantitativement par densitométrie (limite de détection:
0,2—0,5 ug/kg). Les résultats positifs peuvent étre confirmés par HPLC et détection volta-
métrique.

Summary

The determination of synthetic stilbestrols in muscle, ljver, kidney, urine and feces of
calves, in baby food and milk is described. The isolated phenolic fractions are derivatized
with dansylchloride and cleaned on a first silicagel plate. The corresponding TLC spots are
scraped off and the desorbed compounds are chromatographed on a second thin layer
plate (alumina) and quantitatively determined by measuring densitometrically the fluores-
cence (detection limit 0.2—0.5 ug/kg). Positive results may be confirmed by HPLC and vol-
tametric detection.
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