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JNOCEN'l'YNA KARKOCHA 

WYKRYWANIE POZOSTAŁOŚCI DWUETYLOSTYLBESTROLU 
W MIĘSIE DROBIU* 

Z Zakładu Badania Żywnośei i Przedmiotów Użytku PańRtwowcgo Z,i.kladu Higi<'ny 
w ,varszawie 

Kierownik: prof. dr Jvf. Nikonorow 

011,isano metodę ekstrakcji dwuetylostylbestrolu z tkanlci mięsnej drobiu oraz 
jego póliloiiciowe oznaczan-ie techniką . chromatografii cienlcowarstv:owej. 

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

_ Preparat może być stosowany do leczenia zw;erzą,t hodowlanych oraz 
drobiu a także podczas chowu (w paszy lub w postaci wszczepów podskór­
nych). Praktyka ta, przy jednoczesnym braku nadzoru weterynaryjnego 
(brak okresów karencji} może być przyczyną, pozostałości DES w żywności 
pochodzenia zwierzęcego, w tym również w mięsie drobiu. Z tych względów 
ostatnio niektóre kraje wycofały się ze stosowania DES w celach hodowla­
nych (Belgia, Francja, Holandia, Irlandia, RFN, USA, Włochy) w innych 
kontrola obejmuje mocz i kał zwierząt przeznaczonych do uboju [2, 3]. 

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

J'vfaturi11! do b11d,miu stanowiło mięso drobiu pozbawione Rkóry i tłuszczu, rozdrobnione w 
m aszynco do mie lenia. 50,0 g próbki tkanki mięsnt'j przechowywano w zamrażalniku, w szczel­
nych naci.yniaclt. 

A p u. r a t u r a, s z k ł o 

Poza typowym wyposażeniem laboratoryjnym stosowano: I) homogenizatOI' typ MPW -
309, firmy J'vloehanika Precyzy jna; 2) lo.mpQ kwarcową o długości fali 254 nm, firmy Camag; 
3) zostaw do okstrakcji: kolbka stożkowa ze szlifowaną szyjką poj. 500 ml, z wylotem w postaci 
zgiętej rurki szklanej, oraz chłodnicą palcową [l]. 

Odczynniki 

1) aceton itry! cz.d.o..; 2) benzen cz.d .a., destylowany; 3) bezwodnik kwasu act.owego; 4) 
etanol absolutny; 5) etanol 95%; (i) eter etylowy pro narcosi; 7) chlorek m etylenu cz., destylo• 
wany; 8) chloroform cz.cl.a.; 9) n-heksan cz.cl.a.; 10) kwas siarkowy stężony cz.d.a.; 11) kwas 
solny stężony cz.d.a.; 12) kwas solny 5 n roztwór; 13) sodu węglan 10% roztwór; 14) sodu 
wodorotlenek l % roztwór; 15) żoł krzemionkowy 60, f-my Merck, nr. kat. 5127; 16) roztwór 
wzorcowy DES* (A) podstmvowy, o stężeniu 0,1 mg/ml, przygotowany w etanolu absolut­
nym. Roztwór wzoreowy (B) o ,itężcniu 10 µg/ml przygotowono przez rozcieńczenie ot=olem 
roztworu „A". 

* Pr,1c() wykonano w ramach problemu l'vIR-12 
** SulJstancja wzorcowa f-my „Polfo" z J eleniogórsk ich Zakładów :Farmaceutycznych. 
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E k s t r a k c J a DES 

Badany związek ekstrahowano wg [l] z modyfikacjami. 50,0 g próbki mięsa fortyfikowane 
roztworem wzorcowym, odpowiadającym 0,25 µg do 1 µg DES, homogenizowano w pojemniku 
_objętości ok. 200 ml z 150 ml mieszaniny a.cetonitrylu z wodą (9+1) przez 2 minuty, przy na.­
pięciu zasilania 90 V. Zawartość przenoszono ilościowo <lo kolbki ekstrakcyjnej, przemywając 
pojemnik i wimik homogenizatora 50 ml w/w mieszaniny. Dodawano 2 ml 5 n roztworu kwasu 
solnego, zamykano chłodnicą palcową, podłączoną do kranu i ogrzewa.no w łaźni wodnej o 
temp. 92- 94°0, przez 0,5 h kilkakrotnie mieszając . Kolbkę ochładzano do temperatury po­
kojowej. Zawartość jej sączono przez bibułę Whatman Nr. l na łojku Buchnera do kolbki ssaw­
kowej poj. 500 ml, przy słabej próżni. Chłodnicę i kolbkę ekstrakcyjną przomywano dwukrotnie 
20 ml mieszaniny acetonitrylu z wodą, przonosząc popłuczyny na lejek z masą mięsną (przy 
wyłączonej próżni) , mieszano dokładnie p!ł,leczką szklaną, u ciskm10 delikatnie szklanym kor- · 
kiem o szerokiej powierzchni i ponownie sączono. Przesącz oezyszczano w gruszkowym roz­
dzielaczu pojemności 500 ml, przez dwukrotne, energiczne mirnizanio dookoła osi poziomej 
z 50 ml n -heksanu wysycon ego mieszaniną acotonitry lu z wodą (9+ 1) . Po rozdzieleniu w1,rstw, 
n-heksan odrz_ucano. Do ekstra ktu doda-wano 60 ml benzenu, rnieszano i przemywano trzy­
krotnie z 30 ml 10% roztworu węglanu sodu, jak wyżej. WurstwQ wodn•~ (dolną) Jrn·i.doru,zowo 
odrzucm10. Ekstm ld przemywano t,rzykro tnie, jak wyżej, 30 ml wody dostylow,m oj. Wo.rstwy 
wodne odrnucano. D o ekstraktu dodawano 30 ml I% roztworu worlorotlonku sodu i s ilnio wy­
trząsano, przez 2 minuty. Frakcję wodną (dolną) przenoszono do rozdzielaczu pojemnośc i 250 ml. 

Fm:ę organiczną pr zemywano 20 ml wody. Do polą,c zonych frnkcji wodnych dodawano 2 ml 
stężonego kwasu solnego. DES ekstrahow1ctno 20 ml benzenu, om\J'gicznio wytrząs11jąc przez 
2 minuty. Frakcję benzenową przenoszono do zlewki poj. ok. 25 ml, n, pozost„lość w rozdzielaczu 
przom y wano ok. 5 ml. benzenu. Wyciąg ben7:onowy odparowywano w strumieniu azotu, do 
obj. ok. 2 ml , w łaźni wodne j o t,omp ok. 50°C. Sci,tnki zlowki splukiv.·,1110 ok. 2 m l benzenu i od­
parowywano <lo sucha. na h\źni wodnoj, przy wylączonoj grzulco. 

Pozostałość w zlewce rozpuszczano w ok . 1 ml etanolu ubsolutnogo, przoz kilkakrotne prze­
m ywanie naczynia i nanoszono w całości na płytkę chromatogrnficzną. 

W identyczny sposób postępowano z próbkami kontrolnymi, nio for tyfikow!\Jlymi. 
Rozwijanie chromatogramu - chromatogram rozwijano dwukierunkowo do wysokośc i ok. 

13 cm w układach rozpuszczalników: 1) chloroform+ e ta nol + ben zen (3() + 1+4); 2) n-hoksan 
+ etor etylowy+ chlorek m etylenu (4 + 3+2). 

Po wysuszeniu płytki w temp. pokojowej, DES wykryw;mo jednym z wymieni onych sposo­
bów p rzez : 1) naświetlanie 20 min. pod lampą k warcow,, t.. = 254 nm, w odloglośei 10 cm od 
źródła światła - plamy DES wykazu.ją zabarwienie :i:ółte; 2) spryskiwunio płytki 5 % roztworem 
kwasu siarkowego w. e tanolu [4] (do lekkiego zawiłgoconi,t płytki) i ogrzewanie przoz 12 min. 
w temp. 95°0 - plamy DES w świetle d ziennym wykazują zabarwionio szaro - niobioskie, 
w świetle UV, t.. = 366 nm - z,~barwienie czerwono. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW I W NIOSKI 

Intensywność zabarwienia plam DES uzyskanych na chromatogramach 
jest proporcjonalna do ilości tego związku. 
Czułość metody wynosi 0,25 µg , odzyskiwalność ok. 1003/y . 

Zastosowaną techniką wykrywa s;ę 0,25 µg DES w badanej próbce, tj. 
0,005 mg w 1 kg mięsa drob iu. 

Ze względu na prostą technikę, metoda może być stosowana do seryjnych 
oznaczeń. ' 

11. K apK oxa 

0BHAPY)KEH11E 0CTAT0qHbIX KOJIW!ECTB /X113T11JICT11JlbBECTP0JIA 
. B M.HCE ,D:01VIA111HEJ!I IlTHl!,bI 

Pe3IOMe 

0 ITl1CbIBa eTCll IlOJIYKO,Jll1 'ł eCTBe HH?>Ili! ~10T·O,n; onpe~e .rr eu 1m ,ll; 1131'!1.11CT¼Jlb5e cTpOJia 

(,U'.)C) B M ~;ce C -np¼M€He1rneM T,OHJ:OCJ)OJ1 H01'1 xpo,.1:nC'l·pn,tm11 . ;a.se '.;j l( CT parl1pO­

Ba JIH H3 MP.C a CM 2 Cbl0 al..\eTOHWrp.11Jia C 130,ll;Ol!I (9+ 1). 3;:crpaKTbl O'łz!U~aJill H-reK­

caHOM, 100/o paCTBO,POM Kap6 oHaTa HaTj)V.B, BO,1O11 . M::c.ne ,,'IyeMoe CO{' ll\1ll eH a e IlOB­

TOPHO '.)KCTpar11poaam1 113 BO,IHOY! B opram!'Ie('Ky:o cpa·.iy n rm ¼3MeHCHJ1l1 pH c·pe­

,!lbl. 3TaHOJIOBbl11 pacniop ,!l,') C aaHOCJ1,Til1 1-ia xpoMaTOrpacj)l1'łCCKY10 nJiaCTl1HKY 
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IlOKpb!TYlO KpeM1il1eBb!M reJI€M G M epKa. Ilpo5bI pa3B,rnaJIH B ,l{BYX ·HanpaBJI€Hl1RX 
B Cl1CTeMax paCTBOp11TeJiei1: 1) XJIOpocpo-pM + 3TaHOJI + 6eH30JI (36+ 1 +4), 2) 
H-reKCaH + 3THJI0Bb!U 3(pl1p + M€Tl1Ji eHXJI·Op11,l{ (4+3+2). IlRTHa )];3C 11,l{eHTM{pl1-

lVfPOBaJI11 ·0,llHM:V! J,13 ·C.JI-e,l{yIOw;11x -c noco6o,B: 1) B -CBeTe UV np11 .IIJ!HHe BOJ!HbI 
254 HM, 2) IIOCJie -crrpb!CKHBalIM.H 51/o pa-CTBOPOM cepnou Kl1CJIOTbI B naHOJie :11 12-
- M-MHYTHOM uarpeBamrn npi,i TeMrr. 95° C. 

C IIOMOhlC oni,icamIOJ7! TCX!HfKl1 06u,apy:>K11BaJI11 0,005 Mr )];3C B 1 Kr M.HCa. 

I. Kark oc hn 

DETECTION OF t)lE'l'HYLSTILBOESTROL RFJSIDUES IN POUL'l'RY MEAT 

Summary 

A somiquantit,at,iv,,met liod for <l ot.ermination of diothylstilLoestrol (DES) in the meat is 
describo<l based on t hin-layor ohronmtography. DES wu.s extractod from the m oa!; with a mixturo 
of aeetoni t rilo witlt water (9-j- l ). The oxtracts ~voro purified with n-hoxanc, I 0 % sodium car bo­
na te so]ution a nd water. Tho t ested compound was 1·0-oxtracted from tho aqueous phuse into 
the organie phaso changing the pH of the m odium. The cthanol solution of DES w 11s placed on 
chromatographie plates in the systnm of solvents: l) chloroform + c tha nol + benzene (36 +I+ 
+ 4); 2) n-hcxanc + etl,yl ethor · I m eth y lene chlorido (4 -1- 3 -1- 2). DES spots wero idontifiod 
eithor a t UV light; at, 254 nm wavelnngth CH ' nftor spraying with 5% sulphuric acid in et,hanol 
and 12 min and hoating at !)5°C. 

This tochniq1w dotnctncl 0.005 mg DES in l kg of moa,t. 

PIŚMIENNICTWO 

1. Kttrkocha I.: Oznaczanin pozostałości dwnetylostylbestrolu w mlolm. Roczn. PZH, 1975, 
26, 273. - 2. Table rondn sm l 'ut,ilisation des oestrogcnos en c!ovage. RTVA, I 980, 159. - 3. 
Vademecum Leków Weterynaryjnych, Prasa ZSL, Warszawa, 1979, 409. - 4. Verbeke R. : 
Sensitive multi - rnsidues mothod for dotection of ana boli es in urino and in tissues of sla ughterod 
animals. J . Chromatogr., 1979, 177, 69. 

Dn. 20.XI.1981 r. 
00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24. 

Roczn.iJ.:i PZH - i 


