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Sterols in Grasing Plants 

During the course of investigations concerned with a, cattle disease 
(.Weidekrankheit") in Austrian alpine regions, it became of interest to 
examine the sterol fractions of some typical grasing plants, since it seemed 
possible that  a biological connection exists between l, he pbytosterols, Vitamin 
D and related compounds and the cause of the "Weidekrankheit". 

The sterol contents of eight different species of Austrian alpine grasses 
especially of Trisetum flavescens, were studied by gas--liquid chromatography 
and mass spectrometry All contained sitosterol as the main component, 
besides cholesterol, eampesterol, stigmasterol, AT-eholestenol and AT, u4(2s) - 
stigmastadienol. 

The aim of this examination was to establish whether there is an influence 
of fertilizing on the content of the above mentioned compounds: no remarkable 
difference between the sterol contents of fertilized and non fertilized grasses 
could be found 

Der AnlaB f~r die vorl iegenden Unte r suchungen  ist das Auf t re ten  
einer als , ,Weidekrankhei t"  bezeichneten E r k r a n k u n g  von Rindern  
(Libisellerl). Diese K r a n k h e i t  t r a t  erstmals  im J a h r e  1960 im alpinen 
Grfinlandbereich 0s terre iehs  (Tirol, Vorarlberg,  NiederSsterreieh und 
Steiermark)  auf. Als Ursache fiir diese Krankhe i t  werden Stoffweehsel- 
s tSrungen bei den Rindern  angenommen.  

U m  den E r t r a g  in der Landwi r t scha f t  (Hektarer t rag ,  Milchleistung 
n. a.) zu steigern, werden seit J ah ren  versehiedene In tens iv ie rungsme-  
thoden  (z. B. s tarke Mineraldtingung) angewendet .  Neben den 
e rwar te ten  Leis tungss te igerungen t r a ten  aber aueh unerwtinschte 
Nebenersche inungen auf:  

So wurde in den letzten J a h r e n  eine Reihe yon  Gesundhei tss t6run-  
t e n  bei R indern  beobachte t .  Un te r  anderem werden Stoffweehselseh/~- 
den du tch  die ErnS&rung bewirkt ,  die s tark  von Boden,  K l ima  und 
D/ ingungsar t  beeinflul3t wird ( , ,Weidekrankhei t") .  
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Die , , W e i d e k r a n k h e i t "  t r i t t  nur  in mine ra ld i inge r - in t ens iven  Grfin- 
l a n d b e t r i e b e n  auf, wo durch  s t a rke  Df ingung der  F u t t e r e r t r a g  
ges te ige r t  wurde .  W u r d e n  die Tiere  au f  unged i ing te  N a t u r w e i d e n  
g e b r a e h t  oder  die Ern/~hrung der  R inde r  a u f  W i n t e r f u t t e r  (Heu) 
umges te l l t ,  so v e r s e h w a n d e n  die K r a n k h e i t s e r s c h e i n u n g e n  oder  g ingen 
z u m i n d e s t  s t a r k  zurt ick.  

E in  A s p e k t  der  p a t h o l o g i s c h - a n a t o m i s c h e n  U n t e r s u c h u n g e n  soll 
hier  herausgegr i f fen  werden :  

Bei  den befa l lenen  R i n d e r n  t r i t t  eine s t a rke  K a l k a b l a g e r u n g  
aul3erhalb des K n o e h e n s  in den  weiehen Geweben  au f  (Arter ien,  Herz ,  
Lunge ,  Muske ln  u. a.). Es  l iegt  also eine sehwere S t6 rung  des Ca- 
Stoffweehsels  vor.  

Pathologisehe Kalkablagerungen aufterhalb des Knochens konnten auch 
experimentell, und zwar dutch Verabreichung yon Mg-armer Di/it, Gaben yon 
Vitamin D, Dihyclro-tachysterolu.  a. erreicht werden. Vitamin D bewirkt 
zwar vor allem den Einbau yon Ca in den Knochen, abet  bei hohen Gaben yon 
Vitamin D 3 und UV-Bestrahlung wird die Resorption yon Ca wesentlich erh6ht 
und die Ablagerung yon Ca im Gewebe verst/~rkt. 

Die Beobaehtung, dag das Auftreten der , ,Weidekrankheit" dutch frisches 
Gras yon intensiv gedfingten Weiden verursaeht wird, die Symptome naeh 
Ffi t temng von Heu aber raseh zurfiekgehen, machen es wenig wahrseheinlich, 
dal~ ein abnormaler Mineralstoffwechsel des Weidegrases als Krankheitsursa- 
ehe in Frage kommt. Aus dem unterschiedliehen Einflu$ yon frisehem und 
getrocknetem Fut ter  kann man sehlieBen, daft anorganische Verbindungen 
nieht die auslSsenden Faktoren sind, da sie sehr wahrscheinlich in frischem wie 
auch in getrocknetem Zustand identisch vorliegen sollten. Hingegen ist es gut 
mSglich, daft unter den Verh/~ltnissen, die dutch starke Mineraldfingung 
hervorgerufen werden, der Gehalt an organisehen Pflanzeninhaltsstoffen 
ver~tndert wird. Die Frage, wie diese Stoffe die Symptome der Krankhei t  
auslSsen - -  ob dutch direkten Einbau in den tierischen Stoffweehsel, durch 
Stimulierung der Produktion yon Sekund/irstoffen oder fiber einen anderen 
Weg - -  muft naturgem/~ft dabei vorl~tufig often bleiben. 

Ff i r  die Suche nach  Subs tanzen ,  die  die  , , W e i d e k r a n k h e i t "  bei  
R i n d e r n  ve ru r sachen ,  wurde  yon  fo lgenden  (2ber legungen ausgegan-  
gcn : 

Eine Analyse der Zusammensetzung des Weideaufwuchses ergab: 
fiber zwei Drittel des gesamten Pflanzenbestandes bestand aus 
verschiedenen Gr~sern. Daher wurde die Aufmerksamkeit zun~iehst auf 
die Gr/iser bzw. deren Inhaltsstoffe gerichtet. Nach den vorhin 
entwiekelten Vorstellungen ist es plausibel, da[i die gesuchten 
Substanzen organisehe Verbindungen sind. An organisehen Pflanzenin- 
haltsstoffen der Familie Gramineae -- die Gr~ser (Festueaideae) sind 
eine Unterordnung dieser Familie -- sind bekannt (Hegnauer)2: 

Polyphenole (Flavonole. Anthoeyane, Cumarine), Alkaloide, eyanogene 
Verbindungen, N-ha]tige, an~timikrobielle Stoffe, Saponine, ~ttherische ()le, org. 
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S~uren, Kohlehydrate, Aminos/turen und Proteine sowie Lipoide (fette ()le, 
Sterine und Triterpene sowie Wachse). 

Es ist bekannt, dal3 Cholecalciferol in einer Grasart (Dactylis glomerata) 
vorkommt (Raoul3), und dal~ diese Substanz hohe Werte von Ca und P Q  im 
Serum verttrs~cht. Welters wurde gefunden, da]  Dihydro-tachysterol eine 
hohe calcifizierende Wirkung hat, aber dabei nur schwach Vitamin D-wirksam 
ist. Durch Gaben yon Dihydro-tachysterol liel~ sich exper. Kalkablagerung 
auch aul~erhalb des Knochens herbeifiihren und einder ,,Weidekrankheit" 
/ihnliches Krankheitsbild hervorrufen. 

Aus den angefiihrten Grfinden war es naheliegend, yon organischen 
Inhaltsstoffen der Gr~ser solehe in Betraeht zu ziehen, die den 
Vitaminen De (Ergocalciferol) und D 3 (Cholecaleiferol) ehemisch 
~thnlich sind und biosynthetisch sowie metabolisch mit ihnen in 
Beziehung stehen kSnnen. Daher wurde zun~chst eine Untersuchung 
der Pflanzensterine heimischer Weidegr~ser durchgefiihrt. 

Ein weiteres Ziel war es, festzustellen, ob intensive Mineraldiingung 
einen Einflul~ auf den Gehalt an Sterolen haben kann. 

Im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der yon der,,Weidekrankheit" 
befallenen Rinder wurde auch auf das Auftreten einer Rinderkrankheit mit 
gleichen Symptomen in S/idamerika hingewiesen (K6hler und Libiseller) 4. Die 
pathologisch-anatomischen Befunde der beiden Krankheiten zeigen keine 
Unterschiede. Diese als ,,Enteque Seco" bezeichnete Erkrankung wird durch 
die BlOtter der Pflanze Solanum malacoxylon verursacht (Worker) ~, *. Obwohl 
die Krankheitsbilder yon ,,Enteque Seco" und ,,Weidekrankheit" einander 
sehr ~hnlich sind, darf daraus noch nicht der Schlul~ gezogen werden, dal~ beide 
Krankheiten auf die gleiche Ursache zurfickzuftihren sind. Andererseits ist es 
aber zumindest naheliegend, in beiden Fgllen nach gleichen oder ~hnlichen 
Stoffen fiir das Auftreten der Krankheitssymptome zu suchen. 

Da die Krankheitserscheinungen, wie erw~hnt, bei Fiit terung mit 
Heu nicht oder bedeutend schw~cher auftraten als bei Fiit terung mit 
Frischgras, mul3te als Rohmateri~l Frischgras verwendet werden; 
dementsprechend wurde die Extrakt ion mit :4thanol durehgefiihrt. 

Das geerntete Gras wurde nach dem Schnitt bis zur Weiterverarbeitung bei 
- -20  ~ in der Tiefkiihltruhe aufbewahrt, dann zerkleinert, wiederholt mit 
EtOH macerisiert, das LSsungsmittel im Vak. abdestilliert und so der 
Rohextrakt (RE) erhalten. Dieser RE wurde nach bekannten Methoden 
(Goad und Goodwin 7) weiterbearbeitet: der RE wurde mit alkohol. KOH 
verseift und daraus durch Extraktion mit ~ther der unverseifbare Anteil (US) 
erhalten. 

Zur Abtrennung der Sterine yon den Begleitstoffen wurde S~utenchromato- 
graphie (SC) an A1208 benutzt. 

* Nach Beendigung dieser Arbeit wurde bekannt, dal~ die Ursache ffir die 
pathologischen Erscheinungen von ,,Enteque Seco" ein Glykosid von 1,25- 
Dihydroxy-Vitamin Ds ist (Wasserman) s. Dieses ist die biologisch aktive Form 
yon Vitamin D. 

75* 
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Die einzelnen Fraktionen wurden dureh Gradienten-Elution mit Petrol- 
/~ther--~ther Xthanol erhalten. Die Trennung wurde durch DC kontrolliert, 
die Fraktionen jeweils mit einer Mischung der Referenz-Sterole verglichen. Die 
entsprechenden, sterolhaltigen Fraktionen wurden vereinigt, das LSsungsmit- 
tel abdestilliert und der Rfickstand getrocknet. 

Wir  haben anf/~nglieh verschiedene Grassor ten untersueht ,  worfiber 
nachfolgend noch ber ichte t  werden wird. Da  aber inzwisehen fest- 
gestellt  wurde (KShlerS), daft die , ,Weidekrankhei t"  bei Rindern  
ausschlieNieh (oder zumindes t  haupts~ichlich) au f  Goldhafer  (Trisetum 
flavescens) zurfickzuffihren ist, haben wir uns mit  dieser Grasspezies 
eingehender besch~ftigt.  

Frischgras 250g, ausgelesener Goldhafer aus einem Versuchsbetrieb 
(Walchsee/Tirol, 2. Aufwuehs, gedfingt mit Mineraldfinger : 150 kg N/ha, 250 kg 
P2Os/ha, 250 kg KeO/ha) wurde wie fiblieh aufgearbeitet. Naeh der SC an A1203 
wurden die sterinhaltigen Frakfionen zu drei Unterfraktionen vereinigt 
(Gesamtausb. 447 rag, 0,18 ~o bez. auf Frischgras). 

In einem zweiten Trennsehritt wurde erneut an A120s getrennt. Von den 
sterinhaltigen Fraktionen wurden einander/ihnliehe wieder zu Unterfraktionen 
vereinigt (Gesamtausb. 125 rag, 0,05 9/00). 

Die Fraktionen wurden in drei - -  ungleiehe Teile geteilt: 
etwa 10 ~ jeder Fraktion wurden unver~ndert gelassen: St - -OH; 
etwa 10~o wurden (mit Pyridin--HMDS--TMS) in die Silyl-Derivate 

tibergeftihrt : St- T M S ; 
die restliehen 80 ~o wurden (mit Pyridin--Ac20) aeetyliert: St-Ae. 
Mit den St-At wurde die weitere Auftrennung der Sterin-Fraktion 

durehgefiihrt (siehe sp/~ter). Die OH-, TMS- und Ac-Derivate der Sterin 
Fraktionen wurden direkt ffir GC-Analysen verweIldet. 

Die GC-Trennungen der gereinigten Sterin-Fraktionen (als St-OH, St-TMS 
und St Ac) wurden an folgenden Phasen durchgeffihrt: SE-30, XE-60, QF-1 
und I-IiEff-8 B. 

Die RT von Fraktionen, die nieht unmittelbar hintereinander in die GC 
S/~ule injiziert wurden, wiesen zwar kleine Untersehiede auf, die RRT (relative 
Retentionszeiten, bez. auf Chol-OH, Chol-TMS und Chol-Ac) waren aber 
nahezu identiseh. 

I n  Tab.  1 sind die R R T  an versehiedenen Phasen  wiedergegeben. 

Die in Tab. 1 angeftihrten Werte sind die Ergebnisse aus mehreren 
Versuchen, die im allgemeinen so ausgeffihrt wurden, dab eine Mischung der 
jeweiligen Referenzverbindungen vor und nach den Sterin-Fraktionen in die 
S~ule injiziert wurde. 

Aus den R R T  der K o m p o n e n t e n  lassen sieh folgende Sehlfisse 
ziehen : 

Da  die R R T  von 5 als OH-,  Ac- und TMS-Verbindung an allen ftinf 
Phasen  mit  den R R T  von Sito-OH, Sito-Ac und Si to-TMS iiber- 
e inst immt,  erseheint es zumindest  sehr wahrseheinlieh, dab 5 mit  
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Tabetle 1. RRT (bezogen auf Chol) der Sterole, TMS- und Ac-derivate 

SE-30 RRT XE-60 RRT 
Fraktion St-OH St-TMS St-At Fraktion St-OH St-TMS St-Ac 

1 1,00 1,00 1,00 1 1,00 1,00 1,00 
Chol 1,00 1,00 1,00 Chol 1,00 1,00 1,00 
2 1,12 1,14 1,12 2 1,11 1,14 1,15 
3 1,28 1,28 1,28 3 1,32 1,32 1,31 
Camp 1,28 1,28 1,29 Camp 1,32 1,32 1,31 
4 1,40 1,39 1,40 4 1,36 1,36 
Stig 1,39 1,38 1,40 Stig 1,36 1,36 1,36 
5 1,61 1,59 1,60 5 1,59 1,59 1,59 
Sito 1:59 1,59 1,60 Sito 1,60 1,59 1,60 
6 1 ~80 1,81 1,80 6 1,85 1,96 1,83 

QF-1 RRT HiEff 8 B RRT 
Fraktion St-OH St-TMS St-Ac Fraktion St-OH St-Ac 

1 1,00 1,00 1,O0 1 1,00 1,OO 
Chol 1,00 1,00 1,00 Chol 1,00 1,00 
2 1,12 1,09 
3/4 1,31 1,29 1,29 3/4 1,31 1,32 
Camp 1,30 1,29 1,30 Camp 1,32 1,32 
Stig 1,32 1,31 t~32 Stig 1,34 1,34 
5 1,55 1,55 1,54 5 1,58 1,58 
Sito 1,54 1,55 1,54 Sito 1,58 1,58 
6 1,77 1~67 6 1,74 1,80 

Sitosterin identiseh ist. Ebenso maeht es die (~'bereinstimmung der 
RRT yon 3 und 4 als OH-, Ac- und TMS-Verbindung an SE-30 und 
XE-60 mit Camp-OH und Stig-OH, Camp-Ac und Stig-Ac sowie Camp- 
TMS und Stig-TMS, aber auch die Obereinstimmung der RRT von ] 
und 4 an QF-1, HiEf f  8 B und PMPE mit den unter  den entsprechenden 
Bedingungen gleichen RRT yon Camp und Stig in Form ihrer OH-, Ac- 
und TMS-Verbindung sehr wahrscheinlich, dab ] mit Campest.erin und 
4 mit Stigmasterin identiseh ist. SchlieSlich 1/iSt sich ffir 1 Ent-  
sprechendes aussagen : 

1 gibt auf allen ftinf verwendeten Phasen als OH-, Ac- und TMS- 
Verbindung die gleichen RRT wie Chol-OH, Chol-Ac und Chol-TMS. 
Daher ist eine Identit/ i t  von 1 mlt Cholesterin anzunehmen. 

Ein Vergleich der auf vier versehiedene Phasen erhaltenen RRT mit 
Li teraturangaben (Pattersong) unter /s /~ugeren Bedingungen 
(L/~nge der S/~ule, Trggermaterial,  Belegung des Tr&gers, stationgre 
Phase, Temperatur  und Durchfluggeschwindigkeit) ergab eine recht 
gute ~bereinst immung der eigenen Werte ffir die Referenzverbindun- 
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gen mit den Literaturangaben. Ffir die Komponenten l, 3, 4 und 5 
ergab sich deshalb eine Ubereinstimmung mit Chol, Camp, Stig und Sito 
sowohl als St-OH, als auch als St-Ac. 

Komponente 2 zeigte an SE-30 und QF-1 eine recht gute 
Ubereinstimmung der R R T  mit AT-Cholesteno] (vgl. Tab. 2). 

Tabelle 2. Vergleich der RRT von 2 und AT-Cholestenol an SE-30 und QF-1 

RRT 
St-OH St-Ac 

SE-30 2 1,12 1,12 
57-Cholestenol* 1,12 1,12 

QF-1 2 1,12 1,09 
57-Cholestenol * 1,11 1,11 

* Patterson 9. 

Die Sterin-Ac wurden durch Hochdruck-Flfissig-Chromatographie weiter 
aufgetrennt bzw. angereichert. Die Fraktionierung erfolgte an MgO mit 
Petr01~ther-Essigester (99,5 : 0,5)als Fliel3mittel. Die aufgefangenen Fraktio- 
nen wurden durch GC kontrolliert und Fraktionen mit ~hnlicher Zusammen- 
setzung vereinigt. Derartige Fraktionen wurden (wenn sie mehr als einige mg 
Substanz enthielten) einer neuerlichen HPLC-Trennung unterzogen. Auf diese 
Weise gelang es, die Acetylverbindungen von 3, 4 und 5 soweit anzureichern~ 
dal3 sie gaschromatographisch als frei yon Begleitstoffen anzusehen sind. Ein 
Tell der Verbindungen wurde alkalisch verseift, um die freien Sterine zu 
erhalten. Von den freien Sterinen wurde die H~lfte in die TMS-Derivate 
fibergefilhrt. Es wurde nun versucht, auch die fibrigen Komponenten in einer 
~hnlich hohen Konzentration anzureichern. Zu diesem Zweck wurden nach den 
ersten beiden Fraktionierungen mittels HPLC die jeweils/~hnlichen Fraktionen 
vereinigt und neuerlich auf die S~ule aufgetragen. Es wurden insgesamt 4 
solche Schritte - -  Vereinigung ~hnlicher Fraktionen einer HPLC-Trennung 
und Wiederauftragen dieser Sammelfraktionen - -  durchgef~hrt. Durch dieses 
Verfahren gelang es, auch das Sterin-Ac 1 soweit zu isolieren, dab es 
gaschromatographisch rein erschien. Welters konnte eine Anreicherung der 
Acetylderivate yon 2und 6 erzielt werden. Eine vollst~ndige Isolierung gelang 
nicht. Anschliel3end wurden yon den Sterinen 1, 3, 4 und 5 und ihren Derivaten 
Massenspektren mit Direkteinla[~ der Substanzen hergestellt. Die erhaltenen 
Spektren waren in guter Ubereinstimmung mit Literaturangaben (Knights lo) 
und eigenen Spektren der Referenzverbindungen Cholesterin, Camp, Stig und 
Sito (als St-OH, St-Ac und St-TMS). 

Die wesentlichsten Fragmentierungen der Sterine 2 und 6 bzw. ihrer 
Derivate sind : 

2: m/e 386 (100 ~o, M+); 247 [17 ~o, (M+--CgH13--ROH)]. 
6:re~e412 (22~,  M+); 314 [38~ ,  (M+--C23---C27 + H)]; 271 E100~, 

(M+--Seitenkette--2 H)]. 
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Sterin- A cetate : 
2 : m / e 4 2 8  (95~o, M+); 315 [16~o, (M+--Seitenkette)];  255 [100~o, 

(M+--Sei tenket te- -ROH)] .  
6:m/e454 (12~o, M+); 313 [100~o, (M+--Seitenkette)J;  253 [16~o, 

(M+--Sei tenket te- -2  H- -ROH)] .  

Sterin-TMS-Jither: 
6:m/e484 (6~o, M+); 386 [63~o, (M+--C23--C27 + H)J; 343 [100~o, 

(M+--Sei tenket te- -2  H). 

Die Auswertung und Interpreta t ion der Ergebnisse der GC- und 
MS-Analysen zeigte das Vorhandensein folgender Verbindungen in der 
Sterin-Fraktion yon Goldhafer : Cholesterin, AT-Cholestenol, Campeste- 
rin, Stigm~sterin, Sitosterin, A 7, 24-Stigmastadienol. 

Der relative Gehalt der einzelnen Komponenten  der Sterin- 
Frakt ion wurde aus den Peakfl/~chen der Gaschromatogramme ermit- 
telt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 wiedergegeben. 

T~belle 3. Relative Mengen der Sterin-Komponenten in gereinigten Grasextrakten 

Komponente Verbindung rel. Menge (~) 

1 Cholesterin 12,3 
2 AT-Cholestenol 1,1 
3 Campesterin 8,5 
4 Stigmasterin 3,8 
5 Sitosterin 65,0 
6 A 7,24-Stigm~stadienol 6,5 

Das Auftreten von Sitosterin, Campesterin und Stigmasterin in Gramine~e 
ist seit 1/tngerem bekannt. Cholesterin wurde ebenfMls in versehiedenen 
Gattungen der F~milien Gramineae naehgewiesen (KnightslO). Aueh A7,24_ 
Stigmast~dienol und AT-Cholestenol konnten in der Sterol-Fraktion identifi- 
ziert werden (Knight810). 

Sitosterin, Campesterin, Stigmasterin, Cholesterin und AT,24-Stigmastadie- 
nol konnten vor kurzem aueh in den Samen von zw61f versehiedenen Grasarten 
naehgewiesen werden (Bowden11), nieht abet AT-Cholestenol. 

Da nun bekannt  war, dab vor allem oder sogar aussehliel31ich 
Goldhafer (Trisetum flavescens) ftir das Auftreten von Krankheitssym- 
ptomen verantwortlieh war, sollte die Sterin-Fraktion dieser Grasart, 
verschieden gediingt bzw. ungediingt vergleiehend analysiert werden. 
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Es wurde zu diesem Zweek Goldhafer (Hall tal /N0. ,  2. Aufwuehs), der 
ausschliel~lich mit  Stalldfinger behandelt  worden war (d. h. der Dfinger 
bestand nur aus tierischen und pflanzlichen Abfallprodukten),  mit  
Goldhafer aus dem Versuchsgarten Korneuburg,  einmal ungedfingt und 
einmal nach sehr s tarker  Kunstdfingerbehandlung,  vergliehen. 

Das Pflanzenmaterial wurde, wie fiblich, mit EtOH extrahiert, eingeengt, 
der so erhaltene Rohextrakt verseift und das US mit ~ther extrahiert. Das rohe 
US wurde, wie vorher beschrieben, auf einer A12Q-S/~ule chromatographiert. 
Die Trennung wurde durch DC kontrolliert, die einzelnen Fraktionen mit einer 
Referenz-Sterin-Mischung verglichen. Die Ausbeuten an Roh-Sterinen betrug 
etwa 185rag (entsprechend 0,19~ yore Frischgras). Ein quantitativer DC- 
Vergleich der Sterin-Fraktion mit einer Sterin-L5sung bekannter Kon- 
zentration ergab einen Gehalt yon ungef~hr 10mg/100g Frischgras (ent- 
sprechend 0,01 ~o Sterin-Gehalt). 

Der GC-Vergleieh der Ster in-Frakt ion der 3 Ex t rak te  yon Trisetum 
flave8cens zeigte eine weitgehende Ubereinst immung und auch grol3e 
:4hnlichkGit mit  der Ster in-Frakt ion yon Dactylis glomerata. Zwischen 
den Sterin-Fraktionen der 3 Goldhafer-Proben nach verschiedener 
Dfingerbehandlung (Stalld/inger, Mineraldfinger, ungedfingt) konnte  
also kein Unterschied festgestellt werden. 

Wie bereits anfangs erwghnt, wurden weitere sieben Grassorten 
(Arrhenaterum elatium, Dactylis glomerata, Festuca pratensis, Festuca 
rubra, Lolium perenne, Phleum pratense, Poa pratensis) auf das 
Vorhandensein von Untersehieden in ihren Sterin-Fraktionen unter- 
sueht. Aul~erdem wurde ffir jede Grasspezies Gin VergleiGh zwisehen 
ged/ingtem und ungedfingtem Material angestellt. 

Das robe US der 7 Grassorten, jeweils gediingt und ungedfingt, 
wurde ohne weitere Auftrennung einem GC-Vergleich unterzogen. Es 
zeigte sigh, dab zwisehen den einzelnen Grassorten kein merklieher 
Untersehied besteht  und dab sigh aueh bei gedfingtem oder unge- 
diingtem Material keine Abweichungen im Chromatogramm ergeben. 

Experimenteller Teil 

Das frische Gras wurde mit Athanol /ibergossen und homogenisiert. Das 
Pflanzenmateriat wurde solange wiederholt mit ;4thanol extrahiert, bis die 
fiberstehende LSsung nur mehr schwaeh griin gefSorbt war. Es wurden etwa 
1000 bis 1500 ml Athanol/100 g Frisehgras benStigt. Der Rohextrakt wurde im 
Vak. auf ein kleines Volumen eingeengt und mit wggrig-Mkohol. KOH 
(Gewiehtsverh/iltnis KOH--HuO--EtOH 1:1:10) verseift. AnsehlieBend wurde 
das Athanol zum gr6gten Teil abdestilliert, der Riiekstand mit Wasser 
verdfinnt und mit Ather extrahiert. Die ~therphase wurde mit Wasser 
gewasehen, getrocknet und eingedampft : Unverseifbares (US) 
36,5~4,5  mg/100 g Frisehgras. 
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Siiulenchromatographie 

Das US wurde an Aluminiumoxid chromatographiert  (A1203 I I I ,  Merck, 
iiblieherweise 1 g US auf 45 g AlcOa in einer 45 em x i cm S~ule). Eluiert  wurde 
mit Petrol~ther ( P ) i ) ~ t h e r  (0, 2, 5, 10, 20, 40, 100~o Ather) und 
:4ther--_~thanol (5, 10, 20, 50, 100~o Athanol). Die einzelnen Fraktionen 
wurden dureh DC kontrolliert  (Kieselgel 60F, Merck, Benzol--Essigester 
80:20, Liebermann~urchard-Reagens). Der Gehalt an Roh-Sterinen betrug 
176 mg his 193 rag/100 g Frisehgras (0,17~0,19 ~ yore Frisehgras). 

Diinnschichtchromatographie 

Die Schicht wurde aus MgO (,MgO for Chromatographic Adsorption 
Analysis" yon B.D.H.  25g in 50 ml H20) (naeh Kartnig 12) hergestellt. 

Als Laufmittel wurden verwendet: Cyclohexan--Ather--Eisessig 
(20:80:0,5, 50:50:0,5) Benzol--Essigester (80:20) und PA - -A e e ton  (90 : 10) fiir 
St-OH und St-Ac, PJ i - -Aee ton  (98:2), P~ii--Eisessig (99,9:0,1) f/it St-Ac. 
Bespr/iht wurde mit Vanillin--Sehwefelskure und Pikrins~ure-Reagens. 

H ochdruck- Fliissigchromatographie 

Es wurde ein an unserem Inst i tut  entwickeltes Ger/~t benutzt, bestehend 
aus einer ,,Orlita"-Membran-Hoehdruckpumpe, Metall-Injektorbloek mit 
Gummiseptum und a]s Si~ule ein Polyamidschlauch (100 em x 0,4 era). 

Als S~ulenmateria] (Adsorbens) wurde MgO (,,MgO for Chromatographic 
Adsorption Analysis" von B. D. H.) verwendet. Das MgO wurde trocken durch 
Anlegen eines Wasserstrahl-Vakuums unter Klopfen in die Ss eingef/illt. 
Ansehliel3end wurde einige Stdn. durch Durehpumpen yon Fliegmittel  
konditioniert. Als Fliegmittel  wurde PJi- -Essigester  (95,5 : 4,5) verwendet. Der 
Druek am Sh~ulenkopf betrug 15 at, der Kolbenhub 1,5 mm; damit  wurde eine 
Durehfluggesehwindigkeit yon 0,5 ml/min erreieht. 5 bis 30 mg Probe wurden in 
50 bis 200 ~1 PA gelhst und mit einer 100 ~l-Hamilton-Spritze aufgebracht. Mit 
einem Fraktionskollektor LKB 7000 wurden 30 Tropfen/Fraktion aufgefangen. 
Bei jeder Trennung wurden etwa 50 Fraktionen hergestellt. Der Inhalt  der 
einzelnen Fraktionen wurde dutch GC gepriift. 

Gaschromatographie 

Die GC-Analysen wurden mit einem Varian 2100 Gasehromatographen 
durchgef~hrt, der mit Glassfi.u]en yon 1,8 m x 2,5 mm i. D. und einem Flammen- 
Ionisations-Detektor ausgerfistet war. Als Phasenmaterial wurde verwendet: 
SE-30, XE-60, QF-1, HiEff 8 B, jeweils 3 ~o auf Chromosorb W 100/120 mesh. 
Die Durehflul3gesehwindigkeit yon N 2 betrug 20 mt/min, von H2 20 ml/min und 
yon Luft 300 ml/min. Die Temp. des Detektors lag 10 bis 20 ~ die Temperatur 

I " �9 o . . . . .  . .  des n]ektors 20 b~s 30 uber der der Saule. Die Temperatur der Saule betrug ffir 
SE-30 270 ~ ftir Kontrollanalysen (SC- und HPLC-Fraktionen) und 240 ~ fiir 
analytisehe Untersuchungen, fiir die anderen Phasen : XE-60 : 225 ~ QF-1 : 225 ~ 
I-IiEff 8B: 240 ~ PMPE: 245 ~ DEGS: 185 ~ 

M assenspelctrometrie 

Die Massenspektren wurden mit einem Varian Mat 111 
Massenspektrometer aufgenommen. Die Ionisierungsspannung betrug 70eV, 
der Emissionsstrom 270~A, es wurden 50--100 Masseneh~beiten/see dureh- 
fahren. Fiir kombinierte GC/MS-Aufnahmen wurde eine Glass~iu|e 1,5m x 



1176 M. Pailer u. a. : Sterine in Weidegrfisern 

x 1,5 mm mit 3 H SE-30 auf Chromosorb W 100/120 mesh benutzt. Die Temp. 
der Sgule wurde von 200 ~ bis 280 ~ mit 6~ programmiert.  Als Trggergas 
diente He, DurchfluBgesehwindigkeit 20 ml/min. 

Die Spektren nahm Herr Ing. H. Begutter auf. 
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