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G. PE N SO  e L. GALZIGNA, Cromatografia su strato sottile per il dosaggio, ecc. 3^5

Biologia generale. — Cromatografia su strato sottile per il  dosaggio 
quantitativo d i steroidi. A n a lisi degli steroidi gonadici di Anguilla an ­
guilla (*}. N ota di G a b r i e l l a  P e n s o  e L a u r o  G a lz ig n a ,  presentata (**} 
dal Socio U. D 'A n c o n a .

P rem essa .

In una prim a N ota  (l) sono s ta ti esposti alcuni dati, re la tiv i all’es tra ­
zione e all’identificazione crom atografica degli ormoni o varici e testicolari 
di Teleostei.

Il m etodo im piegato, crom atografia su carta, presen tava però dei limiti, 
specialm ente dal punto  di v ista del dosaggio quan tita tivo , a causa del suo 
basso potere risolutivo e per le q u an tità  m olto piccole di steroidi presenti 
nella gonade. D ’a ltra  p a rte  anche altri m etodi, colorim etrici o di crom ato- 
grafia su colonna (2), non potevano essere applicati per il rilevam ento di 
piccole qu an tità .

R ecentem ente, la crom atografia su s tra to  sottile, secondo S tah l (3), è 
s ta ta  applicata  con successo all’analisi degli s te ro id i(4,s). Con questo m etodo, 
si è a rriva ti a distinguere anche steroidi a form ula chimica analoga, poco 
differenziabili con a ltri m etodi (6). Questi risu lta ti ci hanno spinti ad appli­
carlo all’analisi di e s tra tti  d ’organo o tten u ti con tecniche diverse, messe 
a pun to  di volta in volta.

Lo scopo della presente N o ta  è esporre due procedim enti di estrazione 
degli steroidi da gonadi adulte di A nguilla  anguilla e un m etodo di dosaggio 
q u an tita tiv o  m ediante crom atografia su s tra to  sottile. Questo studio in tende 
esaurire i prelim inari m etodologici di una ricerca più am pia che com pren­
derà l’analisi degli steroidi p ro d o tti dall’anguilla in tu tto  il corso del suo svi­
luppo.

(*) Ricerche eseguite nell’is titu to  di Zoologia e A natom ia com parata dell’U niversità 
di Padova, con contributi del C.N.R.

(**) Nella seduta del 9 novem bre 1963.
(1) L. Galzigna, Analisi cromatografica degli steroidi estratti da gonadi adulte di Salmo 

irideus e Cyprianus carpio, « Rend. Acc. Naz. Lincei», 31, 92 (1961).
(2) L. Cedard, M. Fontaine, T. Nomura, Sur la teneur en oestrogenes du sang du Sau- 

mon adulte en eau douce, « C. R. Acad. Se.», 18, (252), 2656 (1961).
(3) E; Stahl, Dùnnschicht Chromatographie -  Spinger Verlag, Berlin 1962.
(4) J. Matthews, A. L. Pereda, A. A guilera, The quantitative analysis of steroids by 

thin-layer chromatography, « Journ. of Chrom. », 9, 331 (1962).
(5) L. L. SklTH, T. Foell, Thin-layer chromatography of steroids on starchbound silica 

gel chromatoplates, « Journ. of Chrom. », 9, 339 (1962).
(6) T. G O LA B, D. S. Layne, The separation of I Q —nor—steroids by thin—layer chromato­

graphy on silica gel, « Journ . of Chrom .», 9, 323 (1962).
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M a teria li e m eto d i.

Gli anim ali im piegati per gli esperim enti erano anguille argentine di 
lunghezza variabile da 49,5 a 63 cm, con gonadi di peso oscillante tra  i 
0,59 e i 2,86 g.

L ’estrazione degli steroidi dai testicoli e dagli ovari è s ta ta  a ttu a ta  con 
due diverse m odalità:

a) su gonadi di un solo individuo;
b) su un pool di organi appartenen ti a sei individui.

Con il prim o sistem a, si omogeneizzavano in W aring-b lendor 500 mg 
di organo in ; mi di N aO H  2 N. L ’om ogenato veniva estra tto , in im buto 
separatore, con cloroformio e la fase organica veniva concentrata , m entre 
la fase acquosa, p o rta ta  a n eu tra lità  con HC1, veniva r ie s tra tta  con clo­
roformio.

Con il secondo sistem a, disponendo di maggiori q u an tità  di m ateriale, 
si è cercato di eife ttuare u n ’estrazione differenziale, m odificando il m ètodo 
di Pincus (7).

Gli om ogenati, saponificati con KOH (20 m l/g) a 450 per 45 min. e ra f­
freddati a 0°, venivano diluiti con acqua dist. Il loro es tra tto  etereo, lavato  
con NaOH 2 N, acqua dist. e H 2S04 45 %, veniva concentrato. In  questo 
modo gli steroidi neu tri restavano  nella fase organica, m entre estriolo, 
estrone ed estradiolo passavano nella fase acquosa. Per separare i tre  s te­
roidi, la fase acquosa, p o rta ta  a pH 6, veniva e s tra tta  con etere. L ’estra tto , 
lavato  con NaH CO s , era p o rta to  a secco e quindi ridisciolto con benzene. 
T ra ttan d o  la soluzione con N a2C03 9 %  e acqua dist. si rim uoveva l’estriolo 
insieme con gli a ltri fenoli. L a fase acquosa, p o rta ta  a pH 6, si estraeva 
con e^ere. Si lavava l’etere con NaHCOs 9 % e si po rtava  a secco, si rip ren ­
deva con benzene, e, dopo aggiunta di etere di petrolio, si estraevano i 
fenoli con acqua.

Pèr o ttenere infine estrone ed estradiolo, che erano rim asti nella fase 
benzenica dopo il tra ttam en to  con N a2COs , si lavava q u est’u ltim a con 
H 2S04 45 % e acqua e si estraeva con NaOH 1 N. Dopo aver p o rta to  a 
pH 6 si estraeva u n ’ultim a volta con benzene e si lavava con H 2S04 45 %, 
N a2S03 9%  e acqua dist.

I vari e s tra tti venivano quindi crom atografati su piastre (18 X 12), p re­
para te  con Kieselgel G (M erck) (20m g/cm 2 di superficie - f  2,5 mi di PI20/g) 
e a ttiv a te  per 1 ora a i i o °C .

I solventi im piegati per le corse erano quelli proposti da S ta h l (3): clo­
roformio, cloroform io-acetone, (80 : io), cloroform io-acetone (80 : 20). Dopo 
u n ’ora di corsa, le p iastre, asciugate, venivano colorate con vari reattiv i

(7) G. PlNCUS, K. V. Thimann, The hormones, Academic Press. N.Y. (1948).
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come: SbCl3 in cloroformio, H 2S04-a c . acetico-alcol etilico, vanillina in eta- 
no lo -H 2S04, vapori di iodio. Il più usato di questi è sta to  il prim o. Le 
macchie che venivano ind iv iduate m ediante l ’osservazione della loro fluo­
rescenza alla lam pada di W ood, si eluivano con etanolo 80 % -NaOH 0,5 N, 
p e r i i  controllo degli sp e ttri U . V. m ediante spettrofotom etro  Beckm an D. B. 
Gli eluati venivano quindi p o rta ti a secco in corrente d ’azoto ed i residui 
ripresi con il rea ttivo  di Zim m erm ann. L a le ttu ra  q u an tita tiv a  si effettuava 
a 515 m p con spettrofotom etro  U vispek, dopo aver allestito, con prodo tti 
s tandard , una curva di ta ra tu ra . L a sensibilità di questo m etodo arrivava 
fino a 25 p g

Risultati e discussione.

L ’analisi degli organi di singoli individui, e s tra tti con il prim o sistem a, 
ha messo in evidenza, per il testicolo, la presenza di due sostanze negli e s tra tti 
alcalini ed a ltri due negli e s tra tti p o rta ti a neu tra lità . In  qualche caso il 
prim o es tra tto  conteneva a ltre  due sostanze. L a tabella riassum e le c a ra tte ­
ristiche crom atografiche degli e s tra tti  di testicolo e di quelli d ’ovario riscon­
tra to  nei singoli individui esam inati.

Tabella I.

Organo E stra tto N°
macchie Rf Colore Fluorescenza

i
Alcalino 1 0,09 grigio-bruno gialla

Ovario . . . . . .
1 2 0,19 — verde

\ 3 0,85 viola gialla

[ N eutro 1 o ,33 m arrone gialla

1 Alcalino (1) 0,08 — gialla

2 0,27 marrone gialla

Testicolo . . . . /
(3) o ,45 x grigio —

j 4 0,85 viola gialla

/ N eutro 1 0,04 grigio —

\
1

2 0,18 m arrone —

N.B. -  Le macchie segnate col numero fra parentesi sono state rilevate solo in qualche individuo.

L ’estrazione da pool di organi con il secondo sistem a non ha fa tto  rile­
vare, negli e s tra tti di testicolo, sostanze diverse da quelle es tra tte  con il 
prim o sistema.
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Per gli ovari, Testi-azione differenziale non ha messo in evidenza la 
presenza di steroidi neu tri o di estriolo.

L ’ultim o estra tto  benzenico, o ttenu to  con il secondo sistem a di estra ­
zione, crom atografato, m ostrava le macchie schem atizzate nella figura. Come 
si vede, si t ra t ta  di q u a ttro  sostanze. U na di esse, segnata col num ero 2, si 
può identificare con Testradiolo, quella segnata col num ero 3, presenta carat-

f r o l l e  d e l  s o l v e n t e

4  w

3 O O

2  ® @

1 O
A  _ a

A p a r t e n z a  B

A =  Estratto;

Fig. 1.
B = Standard (estrone + estradiolo);

Solvente'. acetone-cloroformio (80 : 20); Colorazione: SbClj.

teristiche di analogia con l’estrone, quella che córre con il fronte è probabil­
m ente colesterolo e l’ultim a, segnatà col num ero i non è identificabile.

C onfrontando i da ti o tten u ti con i due procedim enti d ’estrazione, rias­
sunti rispettivam ente in tabella ed in figura, risu lta sia nel testicolo che 
nell’ovario la presenza di un composto con caratteristiche analoghe (R F  =  
0*85). D al confronto con lo standard , sem brerebbe tra tta rs i di estrone. In 
analogia a quanto  avviene per i vertebrati superiori, potrebbe essere un 
prodotto  di interconversione in vie m etaboliche comuni sia al maschio che 
alla femmina. E  noto in fa tti che attraverso  il A4androstene-3~ i7-d ione si può 
passale da testosterone ad estradiolo ed estrone e viceversa (7).

Iĵ e im purità  presenti negli eluati, dovute essenzialm ente alla presenza 
della silice, hanno reso difficile Tesarne degli spettri U . V., per cui non è 
sta to  possibile conferm are le caratteristiche cromatografiche delle sostanze 
estra tte , con quelle spettrali.
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Conclusioni.

I dati raccolti nella presente ricerca, perm ettono di concludere che l’or­
mone femminile presente negli ovari di Anguilla anguilla adulti, è l’estra- 
diolo-17-P. D all’ovario inoltre, si sono po tu ti estrarre altri tre composti, 
uno dei quali potrebbe essere estrone ed un altro colesterolo.

Nel testicolo, con i procedim enti im piegati, non è sta to  possibile m e t­
tere in evidenza orm oni m aschili di tipo noto, come il testosterone. È sta to  
però riconosciuto un probabile m etabolita  di q u est’ultim o che sem bra essere 
l’estrone. Le altre sostanze e s tra tte  e crom atografate non sono s ta te  id en ti­
ficate con ormoni conosciuti.

25. RENDICONTI 1963, Voi. XXXV, fase. 5.


