MISE EN EVIDENCE DE STEROIDES OESTROGENES PAR
CHROMATOPLAQUE DANS L'OVAIRE SALE
DU COLIN D’ALASKA, THERAGRA
CHALCOGRAMMA PALLAS"

par

Tadasi NOMURA et Yasuhiko TSUCHIYA

Laboratoire de Biochimie marine, Faculté d’Agriculiure,
Université de Tohoku, Sendai, Japon

(Regu, le 26 Février 1964)

Peu de travaux ont été effectué jusqu’a présent sur les cestrogénes des
ovaires des poissons, bien que la majorité des publications concerne 'homme
et les vertébrés supérieurs. Surtouf, il n'y a jamais de travail chez les pois-
sons au point de vue de chimie alimentaire.

En 1958, Wotiz et coll. (1), (2) ont confirmé la présence de lcestrone,
Poestradiol-178 et de la progestérone dans l'ovaire de sélachiens, Sgualus
suckleyi, et ensuite Dean et Jones (3), en 1959, ont montré que l'ovaire de
dipneustes, Protopterus annectens, contient des cestrogénes et la progestérone.
Chieffi (4) les a également trouvé dans l'ovaire de Torpedo marmorata et de
Conger conger. En 1961, Galzigna(20) a indiqué la présence de l'cestradiol-173
chez la truite arc-en-ciel, et 'cestradiol-178, I’cestriol et 16-epicestriol chez la
carpe. Par ailleur, Gottfried et coll. (21) ont établi que l'ovaire et le sac de
I'ovaire de Gadus callarias contient des cestrogénes. Botticelli et coll. (22) ont
récemment identifié la progestérone et I'cestradiol-173 a partir de l'ovaire de
Petromyzon marinus. ' : ’ v

En utilisant la chromatoplaque, contribué & I'’évolution de ce procédé par
Kirchner et coll. (5), Reitsema(6), Stahl (7), Demole (8), (9) et Barbier (10),

‘il est possible de mettre en évidence de la présence de stéroides. En 1959,
Barbier et .coll. (11) ont réuissi la séparation de queldues dérivés de stéroides
par chromatoplaque et ensuite Barbier et Zavialof (12) ont attaqué des com-
posées cestrogénes. Plus récemment, plusieurs travaux ont été exposés sur la
technique de chromatoplaque des stéroides.

* Travail réalisé grace a la subvention de la recherche scientifique du Ministére de
I’Education.,
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La note décrite ici a pour but- d’étude, par chromatoplaque‘r'nodi'ﬁ'éé? 1a
méthode de Demole (9) et de Barbier et Zavialof (12), des cestrogénes -dans
I'ovaire de poisson de mer, Theragra chalcogramma, qui est habituée 4 manger
en générale au Japon comme le prodult salé (momijiko ou tarako, en japonais).

Technique

§ Chromatoplaque

Nous avons utilisé des plaques de verre (15x 10><O3cm) couvertes avec
pate du mélange: 'acide silicique (Mallinckrodt, tamisé 120 mesh) et 'amidon

de pomme de terre insoluble (59 du melange) et leau (1.8 fois la quantite du -

mélange). Bien malaxer le tout, chauffer au voisinage de l'ébullition sur bec
de gaz jusqu'a obtenir I'épaississement maximum de la masse (2~3 minutes).

Ensuite on dilue avec 'eau (environ 1.6 fois la quantité du mélange), chauffe .

a nouveau rapidement au vmsmage de lebulhtlon et lalsse refroidir. Le mé-

BTN
lange est prét pour le recouvrement des plaques. On verse 11 ml de suspensmn
RV M)
d’acide sﬂlquue amldonne au ‘centre de chaque plaque le hquxde est 1mmed1ate-

TR T 2T el
ment réparti sur toute la surface du verre. Quelques 'Secoussés transversales
P sl iy, b deang s 2002

acheveront la répartition reguhere du ﬁlrh 11qu1de Apres sech{age _partiel sur
s

un plan bien horlzontal a temperature du laboratoxre, les plaques %eu'vent étre
mtrodmtes dans une étuve reglee '60° (90 mmutes§ ou blen 4’ 100° (3(3‘§nm}les)
Les Rf sont influencés par la condltlon dactlvatxon des pla é"”ﬁlféis‘ ies %l‘cl?‘es
d’arrangement des taches ne varlent pomt """ SRR drusegib

Nous utilisons hmt ster01des sexuels comme controle (Prodult Slgma et
Tokyo Kasei Co.). On depose cettes substances ou l’extraxt de lovaxre comme
la technique de la chromatographxe sur papler Les chromatoplaques deposees
ont été developpees par le systéme de solvant n-hexane 6 acetate d’éthyle
4 (v/v), dans la boite en verre (185X 12X7. 5cm). On utlhse l’amde sulfurxque
fumant & 159 comme révélateur et on peut déceler de stermdes sexuels par

couleur des taches ou par ses fluorescences.

§ La séparation de la fraction des cestrogénes.de I'ovaire du colin d’Alaska

Nous avons acheté une paire de l'ovaire salé d'un colin (l’Alaska, fabtidué
par salage et conservé a environ 0° jusqu’a l'achat, & la poissonnerie de Senda1
au commencement de mars. La saison de la ponte du colin d’Alaska est du
décembre A l'avril. Ainsi, cet ovaire est just au moment de la poante. La
séparation des cestrogénes libres de I'ovaire a été effectuée par la technique
de Dean et Jones (3), résumée schématique dans le tableau 1. Cette fraction
obtenue a donné une réaction de Kober pleinement positive.
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Tab. 1. Résumé schématique de la technique du partage de la fraction
cestrogéne.

Ovaire salé du colin d’Alaska |
(Momijiko, 276g)

'—Homogénéfier avec H,0

-Diluer & 1L par H,0

-Ajouter 1L de CH;0H, mélanger
-Centrifuger

\ [ -
' Surnageant, 1.2L ( Précipité l

-Ajouter 1.2L de 1’éther
de pétrole(P.E. 45~55°)

r Extrait par I’éther de pétrole Extrait par I’alcool méthylique'

-Concentrer jusqu’a 400 ml,
sous vide

-Ajuster 2 IN par NaOH
-Extraire par 80 ml de
benzéne '

e o |
! Extrait aquatique ‘ . , Extrait benzénique
-Ajuster a pH 10
-Extraire par 1’éther, 160 mlx 2
| l _
Extrait aquatique ' ’ !_Extrait éthéré ’
~|~Laver avec NaHCO, -saturé (40 ml)
-Laver avec H,0 (10 ml)
~Secher par Na,SO,
~Concentrer sous vide, 40~50°
~Dissoudre dans I’éther de

pétrole (20 ml)
-Extraire par 509 CH;0H, 20 mIx 3

jExtrait méthylalcoolique’ ~ ] Extrait par I’éther de pétrole

~Concentrer sous vide, 40~50°
—-Ajuster & pH 10
-Extraire par 1'éther, 80mlx 2

Extrait aquatique ] I Extrait éthéré

-Laver avec NaHCO; saturé (20 m1)
-Secher par Na,SO, - _ .
~Evaporer a sec, sous vide
-Dissoudre dans 1 ml de 'acétone

’ Fraction cestrogéne

Chromatoplaque
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Résultats et Discussion .

Tohoku Journal of Agricultural Research 14 (4) 1963 - -

D’abord, nos 'essais ont porté sur I'cestrone, l'cestradiol-178 et 1'cestriol
par chromatoplaque. Elles sont bien séparées dans la condition décrite en haut,
et les couleur et les couleurs de fluorescences sont indiquées dans la figure 1
et le tableau 2. Sur huit stéroides sexuels authentiques, les Rf, la sensibilité
de détection, les couleurs de fluorescences sont indiquées dans le tableau 2.
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Fig. 1. Chromatoplaque des cestrogénes.
Activation de plaque : 100°, 30 minutes

A : cestrone (Rf 0.57)
B : cestradiol-173 (Rf 0.37)
C : cestriol (Rf 0.02)

D : mélange

Tab. 2. Les propriétés de stéroides sexuels sur chromatoplaque.*

Hormone sexuelle

Sensibilité de
détection(ug)

QOestrone

Oestradiol-1783.

Oestriol
Progestérone
Stilbestrol
Testostérone

Propionate detestostérone
Méthyltestostérone®*

Couleur

Fluorescence

10 J
5
5
20
3-5
20-30
20
1

& oww
SRS

coococoocoo
0

[N
oo
[

jaune orange
V/4 V4
rosé
orange

bleu
V/4
V4
”

‘bleu faible
V4 /4
jaune vert

* Activation des plaques : 60°, 3 hrs.
#%  peut-&tre impur.
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Une analyse chromatographique sur plaque peut étre achevée en 40 minutes.
La simplicité, la rapidité et aussi la sensibilité de la méthode sont préférables
a la séparation par chromatographie sur papier. Cependant il y a plusieutrs
stéroides sexuels dans les tissus de lorganisme, et il est assez difficile de
séparer de diverses hormones sexuelles et de identifier nettement dans le court
trajet du développement sur plaque (tableau 2). Ainsi, nous avons effectué le
Partage de la fraction cestrogéne par la méthode de Dean et Jones (3). La
fraction cestrogéne obtenue ne contient pas d’cestrogénes conjuguées. La chro-
matoplaque de cette fraction indique Dexistence de Pcestrone, D'cestradiol-178
et trois substances non identifiées (Rf: 0; 0.04; 0.15) (figure 2). Nous n’avons
pas pu distinguer entre I'cestriol - (Rf 0.02) et la -substance Rf 0.04 dans cette
plaque, bien que l'existence de I'cestriol est possible dans I'ovaire de poisson
comme les f:ravaux des autres auteurs (19),
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Fig. 2. Chomatoplaque de la fraction Gestrogéne non conjugué
de Momijiko, 1’ovaire salé du colin d’Alaska, Theragra
chalcogramma PALLAs

Activation de plaque : 60°, 90 minutes » .
S :standard. R : cestrone (Rf 0.53). D: cestradiol-178 (Rf
0.32). T: oestriol(Rf 0.02), M : solution acétonique de la
fraction cestrogéne de momijiko; 0.02ml. M’ 0.03ml.
M?:0.05ml. a: non identifié ‘(Rf 0). b:non identifié"(Rf
0.04). c:non identifié (Rf 0.15) - ’
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- Il est permis d’estimer que momijiko contient au moins 900 ug/kg-tissu de
I'cestrone et 450 xg/kg-tissu de l'cestradiol-173 par la sensibilité sur chromato:
plaque.. En comparant aux résultats déji exposés, il est remarquable.qlié les
teneurs en cestrogénes de momijiko sont trés hautes: par exemple, les tenetrs
en oestrogénes pour Kg-tissu; 1ug de P'cestrone et 4.8 ug de I'cestradiol-178
chez Gadus (21), 80 ug de U'cestrone et 50ug de cestriol chez Conger (23) (24),

T0ug de T'cestrone et 700 ug de I'cestriol chez Protopterus(3). ‘Les ovaires des

dipneustes, conservés un an dans le. frigidaire, donnent la haute teneur .en
cestriol qui a été doutée par Gottfried et coll. (21). Notre momijiko & la ponte
avait été légérement salé et conservé i environ 0° pendant plusieurs jours.
En générale, il est possible que la teneur en cestrogénes augmente lors de la
maturation génitale, méme dans le sang(16-18). Cependant, c’est bizarre que
les ovaires, qui ne sont pas frais, contiennent également beaucoup des cestro-
génes: _

Quand on mange momijiko, il prend des cestrogénes per os. Dans le
domaine des animaux domestiques, on donne assez souvent des stéroides sexuels
pour I'élevage avantageux. Il est en question pour la santé de I’homme aux
Etats- Unis que' l'on toujours mange des chaires contenantes des hormones
sexuelles. A

Enfin, nous avons mise en évidence de la présence des cestrogénes dans
momijiko au point de vue de chimie alimentaire. Il est nécessaire que l'on
recherche sur le métabolisme des stéroides sexuels dans chaque stades de la
maturation et sur les changements ca@avériques des stéroides chez les poissons.

Résumé

Nous décrivons dans la présente note la séparation sur chromatoplaque
d’hormones sexuelles authentiques: I'cestrone, [I'cestradiol-178, l'cestriol, la
testostérone, le propionate de la testostérone, la méthyltestostérone, la stil-
bestrol, et la progestérone. '

Au point de vue de chimie alimentaire, nous avons extrait la fraction
cestrogéne non conjugué de momijiko, ovaire salé du colin d’Alaska, Theragra
chalcogramma PALLAS et I'analysée par chromatoplaques. Les chromatogrammes

sur plaques indiquent 'existence de l_’oestrone, Pcestradiol-17p, et trois substances
pas encore identifiées (Rf. 0:0.04:0.15). '
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