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INOCENTYNA KARKOCHA

WYKRYWANIE POZOSTALOSCI DWUETYLOSTYLBESTROLU
W MIESIE DROBIU*

Z Zakludu Badania Zywnoéei i Przedmiotéw Uzytku Panstwowego Zokladu Higieny
w Warszawie
Kicrownik: prof. dr M. Nikonorow

Opisano metode ekstrakeji dwuetylostylbestrolu = thanki migsnej drobiv oraz
jego pdlilosciowe oznaczanie technika -chromatografii cienkowarstwowe].

Dwuetylostylbestrol (DES) 3, 4-dwu (p-hydroksyfenyl)-3-heksan, synte-
tyczny estrogen, o dzialaniu podobnym do naturalnego hormonu estradiolu.

Preparat moze byé stosowany do leczenia zwierzat hodowlanych oraz
drobiu a takze podezas chowu (w paszy lub w postaci wszezepéw podskér-
nych). Praktyka ta, przy jednoczesnym braku nadzoru weterynaryjnego
(brak okreséw karencji) moze byé przyczyna pozostatosei DES w Zywnosei
pochodzenia zwierzgcego, w tym réwniez w miesie drobin. Z tych wzgledéw
ostatnio niektdére kraje wycofaly si¢ ze stosowania DES w celach hodowla-
nych (Belgia, Francja, Holandia, Irlandia, RFN, USA, Wiochy) w innych
kontrola obejmuje mocz i kal zwierzat przeznaczonych do uboju [2, 3].

CZESC DOSWIADCZALNA

Material do badania stanowilo migso drobiu pozbawione skéry i tluszezu, rozdrobnione w
maszynce do mielenia. 50,0 g prébki tkanki miesnej przechowywano w zamrazalniku, w szczel-
nych naczyniach.

Aparatura, szklo

Poza typowym wyposazeniem laboratoryjnym stosowano: 1) homogenizator typ MPW —
309, firmy Mochanika Precyzyjna; 2) lampe kwarcows o dlugoéei fali 254 nm, firmy Camag;
3) zestaw do ekstrakeji: kolbka stozkows ze szlifowana szyjka poj. 500 ml, z wylotem w postaci
zgigte] rurki szklanej, oraz chlodnica paleowa [1].

Odezynniki

1) acetonitryl cz.d.a.; 2) benzen cz.d.a., destylowany; 3) bezwodnik kwasu octowego; 4)
etanol absolutny; 5) etanol 95%; 6) eter etylowy pro narcosi; 7) chlorek metylenu cz., destylo-
wany; 8) chloroform cz.d.a.; 9) n-heksan cz.d.a.; 10) kwas siarkowy stezony cz.d.a.; 11) kwas
solny stezony cz.d.a.; 12) kwas solny § n roztwér; 13) sodu weglan 109, roztwoér; 14) sodu
wodorotlenek 19, roztwor; 15) zel krzemionkowy 60, f-my Merck, nr. kat. 5127; 16) roztwér
wzorcowy DES* (A) podstawowy, o stezeniu 0,1 mg/ml, przygotowany w etanolu absolut-

nym. Roztwor wzorcowy (B) o stezeniu 10 pg/ml praygotowano przoz rozeiericzenie otanolem
roztworu ,,A”.

* Prace wykonano w ramach problemu MR-12
** Substancja wzorcowa f-my ,,Polfs” 2 Jeleniogorskich Zakladéw Farmaceutycznych.
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Ekstrakcja DES

Badany zwiazek ekstrahowano wg [1] z modyfikacjami. 50,0 g prébki miesa fortyfikowane
roztworem wzorcowym, odpowiadajaeym 0,25 ug do 1 pg DES, homogenizowano w pojemniku
objetoéei ok. 200 ml z 150 ml mieszaniny acetonitrylu z woda (94 1) przez 2 minuty, przy na-
pigeiu zasilania 90 V. Zawarto$é przenoszono ilociowo do kolbki ekstrakeyjnej, przemywajac
pojemnik i wirnik homogenizatora 50 ml w/w mieszaniny. Dodawano 2 ml 8 n roztworu kwasu
solnego, zamykano chlodnica palcowa, podlaczona do kranu i ogrzewano w lazni wodnej o
temp. 92—94°C, przez 0,5 h kilkakrotnie mieszajac. Kolbke ochladzano do temperatury po-
kojowoj. Zawarto$é jej saczono przez bibule Whatman Nr. 1 na lejku Bichnera do kolbki ssaw-
kowej poj. 500 ml, przy slabej prézni. Chlodnice i kolbke ekstrakeyjna przemywano dwukrotnie
20 ml mieszaniny acetonitrylu z woda, przenoszac popluczyny na lejek z masa micsng (przy
wylaczonej proézni), mioszano dokladnie peleczka szklana, uciskao delikatnie szklanym kor- -
kiem o szerokiej powicrzehni i ponownie saczono. Przesacz oczyszezano w gruszkowym roz-
dzielaczu pojemnosdei 500 ml, przez dwukrotne, energiczno mieszanic dookola osi poziome]
7 60 ml n-hoksanu wysyconego mieszaning acotonitrylu z woda (9--1). Po rozdzicleniu warstw,
n-heksan cdrzucano. Do ekstraktu dodawano 60 ml bonzenu, miecszano i przemywano trzy-
krotnio z 30 ml 109, roztworu weglanu sodu, jak wyzej. Warstwe wodng {dolng) kazdorazowo
odrzucano. Ekstrakt przemywano trzykrotuie, jak wyzej, 30 ml wody dostylowanoj. Warstwy
wodne odrzucano. Do ekstraktu dodawano 30 ml 19, roztworu wodorotlenku sodu i silnie wy-
trzgsano, przez 2 minuty. Frakeje wodna (dolna) przenoszono do rozdzielacza pojemnoéei 250 ml.

Faze organiczng przemyweano 20 ml wody. Do polaczonych frakeji wodnych dodawano 2 ml
stezonego kwasu solnego. DES ekstrahoweno 20 ml benzenu, onergicznio wytrzasajac przez
2 minuty. Frakeje benzenowa przenoszono do zlewki poj. ok. 25 ml, a pozostalodé w rozdziclaczu
przomywano ok. 8 ml. benzenu. Wyciag benzenowy odparowywano w strumicniu azotu, do
obj. ok. 2 ml, w lazni wodnej o temp ok. 50°C. Scianki zlowki splukiwano ok. 2 ml benzenu i od-
parowywano do sucha na laZni wodnej, przy wylaczonej grzalco.

Pozostalosé w zlewce rozpuszezano w ok. 1 ml etanolu absolutnego, przoz kilkakrotne prze-
mywanie naczynia i nanoszono w calodci na plytke chromatograficzna.

W identyezny sposéb postepowano z probkami kontrolnymi, nie fortyfikowanymi.

Rozwijanie chromatogramu — ehromatogram rozwijano dwukierunkowo do wysoko$ei ok.

13 em w ukladach rozpuszezalnikéw: 1) ehloroform  etanol -+ benzen (36+1+44); 2) n-hcksan
+ eter etylowy 4+ chlorek metylenu (44-342).
. Po wysuszeniu plytki w temp. pokmowe], DES wykrywano jednym z wymxomonych Sposo-
béw przez: 1) nadwietlanie 20 min. pod lampa kwarcowa A==254 nm, w odleglo$ei 10 em od
Zrodla dwiatla — plamy DES wykazuja zabarwienie z0lte; 2) spryskiwanie plytki 59, roztworem
kwasu siarkowego w. etanolu [4] (do lekkiego zawilgocenia plytki) 1 ogrzewanio przez 12 min.
w temp. 95°C — plamyDES w $wietle dziennym wykazuja zabarwienie szaro — nichioskie,
w dwietle UV, A=366 nm — zabarwienie czerwone.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Intensywno§é zabarwienia plam DES uzyskanych na chromatogramach
jest proporcjonalna do ilodci tego ywiazku
Czulosé metody wynosi 0,25 pg, odzysk:walnosé ok. 1009,

Zastosowana technika varywa sie 0,25 pg DES w %adane] proébee, tj.
0,005 mg w 1 kg migsa drobiu.

Ze Wzglcdu na prostzy technike, metoda moze byu stosowana do seryjnych
oznaczen.

u. Kapkoxa

OBHAPYXKEHME OCTATOYHBIX KOJUYECTB ,IUOTUJICTUILBECTPOJA
B MACE KOMAIIHEY LITWUIIBEI

PezwMme

OnucpiBaeTcqd MONYKOJMYECTREHHBI MATON onDefenmeuwf AuxatTnictunnbecrporna
(I2C) B wmsice ¢ OpUMeHEHUeM TOHECOCIONHONA Xpoamarcipadui., JASC skcrparupo-
BaNM M3 MACa CMEChIO ALSTOHMUTPUIA ¢ BoAoi (9+1). SricrpakTbl O4YALLANY H~TeK-
caxHom, 10% pacrBopom rRapbonaTa HaTpun, BOJOIL. MecnsgyeMos coeavuedde MOB-
TOPHO 9KCTPAarupoOBaJM M3 BOLHOM B OpraHutdecky:o dazy npu muiamedernuy pH cpe-
Al 2Ttanonosbmi pactsop ADC uanocunM Ba XPOMarTOrpadUYeCcKylo QOIaCTMHKY
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NIOKPBITYI0 KpeMHMeBbIM TellemM G Mepxka. IIpobe!r pa3BuBanm B [ABYX HAINPABIEHUAX
B CucTemMax pacreopurenei: 1) xiuopodopm -+ sramon -+ Bemson (36+1+4), 2)
H-TeKcaH + STuaoBblit 95up + metumenxiopun (4+3+2). Iaraa J2C uaentudu-
OUpoOBaJIM OFHUM U3 CJeAylomux cnocobos: 1) B cBere UV mpu AnuHE BOJHBI
254 mM, 2) mocje COpbICKMBauus 5% pacTBOPOM CEPHOM KMUCIOTHL B JTamosde u 12-
~-MUHYTHOM Harpesanuyu npu temn. 95°C.

C nomonK oOmMMcaHHOM TexHuryM obuapyzxusanu 0,000 mr J29C B 1 kr wmAca.

I. Karkocha
DETECTION OF DIETHYLSTILBOESTROL RESIDUES IN POULTRY MEAT
Summary

A semiquantitative "method for determination of diethylstilboestrol (DES) in the meat is
deseribed based on thin-layer chromatography. DES was extracted from the meat with a mixture
of acetonitrile with water (94-1). The oxtracts wore purified with n-hexane, 109, sodium carbo-
nate solution and water. The tosted compound was re-oxtractod from the aqueous phase into
the organic phase changing the pH of the medium. The cthanol solution of DES was placed on
chromatographic plates in the system of solvents: 1) chloroform -+ cthanol 4 benzene (364-14-
+4); 2) n-hexane -+ ethyl other -| methylene chloride (4--3+2). DES spots were identified
either at UV light at 204 nm wavelength or after spraying with 59, sulphuric acid in ethanol
and 12 min and heating at 95°C.

This technicque detected 0.005 mg DES in 1 kg of meat.
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