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Analysenmethode zur Bestimmung des Vitamins E
in Lebens- und Futtermitteln

(Kolorimetrische Bestimmung nach Emmerie-Engel)
mitgeteilt von S. Nobile und 1. Moor

(Aus den Laboratorien der Vitamin-Abteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co.
Aktiengesellschaft, Basel)

Einleitung

Zur Bestimmung des Vitamin E in Lebensmitteln findet die von Emmerie
& Engel ')?)3) entwickelte Methode am meisten Verwendung. Das Prinzip dieses
Verfahrens beruht auf der Oxydation des Vitamin E mit Ferri-Chlorid. Das
entstandene Ferro-Chlorid bildet mit «,21-Dipyridyl einen roten Farbstoff, des-
sen Intensitat kolorimetrisch bestimmt wird. Da diese Reaktion von anderen
fettloslichen reduzierenden Stoffen, wie Sterinen, Carotinoiden, Vitamin A usw.,
gestort wird, muss das Vitamin E vorerst isoliert werden. Zur Extraktion des
Vitamin E aus dem Analysenmaterial und nachfolgenden Reinigung der Ex-
traktionslosung sind in der Literatur verschiedene Verfahren beschrieben.
Kofler 7)®) verseift z. B. das Analysenmaterial in unextrahiertem Zustand, wah-
rend Emmerie & Engel*) eine kontinuierliche Alkoholextraktion vorausgehen
lassen. Die Verseifung von Vitamin E haltigen Produkten wird mit aethano-
lischer 7)®) bzw. methanolischer *) Kali- oder Natronlauge durch 10 bis 60 Minuten
langes Erwarmen bei zirka 80° C in Stickstoffatmosphare 7)¥) oder auch in An-
wesenheit von Pyrogallol '*) vollzogen. Anschliessend extrahieren genannte Au-
toren das Unverseifbare aus den in Wasser aufgenommenen Seifen mittels per-
oxydfreiem Ather 4)¥) bzw. Petrolather 7)%). Die Lntfernung storender Begleit-
stoffe geschieht durch Adsorption an Aluminiumoxyd 7)%) oder Fullererde %),
durch Behandlung mit konzentrierter Schwefelsaure Y) bzw. Acetylierung ).

Im Bestreben, eine fur Routine-Analysen in Lebens- und Futtermitteln geeig-
nete Methode auszuarbeiten, wurde die Anwendbarkeit der oben erwahnten
Verfahren uberpruft. Wir stellten dabei fest, dass keine davon in bezug auf
Universalitat, Schnelligkeit und Einfachheit unseren Anspriichen geniigen
konnte. Ferner begegneten wir auch folgenden analytisch bedingten Schwierig-
keiten: Die Extraktion des Vitamin E aus der wasserigen Seifenlosung mittels ™
peroxydfreiem Ather ist nach einmaligem Ausschiitteln nicht quantitativ und
durch die ofters beobachtete Schichtenverschiebung nicht sicher reproduzierbar.
Bei der Verseifung von fettreichen Produkten verhindern die dabei gebildeten
grosseren Mengen Seifen eine vollstandige Extraktion des Vitamin E. Zur Ver-
seifung von Fetten ist eine starke Lauge notwendig, welche aber die oxydative
Zersetzung des Vitamin E durch Peroxyde und Luftsauerstoff beschleunigt.

Durch besondere Anordnung der Versuchsbedingungen gelang es uns, eine
einfache und schnelle Methode zu entwickeln, welche sowohl fiir fettarme als
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auch fur fettreiche Lebensmittel universell Anwendung finden kann. Die Ver-
seifung des Analysenmaterials fithren wir mit 1n-Kalilauge in absolutem Metha-
nol durch, wobei das Vitamin E wihrend der Behandlung durch Zusatz eines
Stabilisators (Natriumascorbinat) vor Oxydationseinflissen geschiitzt wird. Der
durch Extraktionsbehinderung und Emulsionsbildung storende Einfluss der Sei-
fen wird beseitigt, indem die methanolische Seifenlésung nicht in Wasser, son-
dern in dem zirka siebenfachen Volumen Methylalkohol aufgenommen wird.
Zur Extraktion des Unverseifbaren beniitzen wir Petroldther, Siedepunkt 30
bis 40° C, welcher das Vitamin E aus dieser weniger als 5 %o Wasser enthalten-
den methanolischen Verseifungslésung quantitativ ausziehen kann. Die voll-
standige Trennung der Methylalkohol- und Petrolatherschichten wird durch
nachherige Zugabe von 10 %0 Wasser ohne Emulsionsbildung erreicht. Zur Ab-
trennung von Carotinoiden, Sterinen usw. wird das petroldtherische Extrakt
durch Chromatographie an Aluminiumoxyd bestimmter Aktivitat weiter ge-
reinigt. Das Vitamin A, welches durch einfache chromatographische Reinigung
nicht beseitigt werden kann, entfernen wir durch Behandlung des unverseifbaren
Extraktes mit Antimontrichlorid unmittelbar vor der Chromatographie.

Milch und Milchprodukte, bei welchen das Vitamin E stark an Milcheiweiss
gebunden ist, werden nach der Methode von Rdse-Gottlieb 1°)'4) extrahiert und
durch Verseifung und Chromatographie gereinigt.

Zur Bildung des Farbstoffes erwies sich vorteilhaft, die Eisenchlorid- und
a,21-Dipyridyllésungen nach den Angaben von Ritzert ?) dem Vitamin-E-Ex-
trakt separat zuzusetzen. Damit wird die durch die Mischung besonders erhohte
Empfindlichkeit der Reagenzien*) gegen Lichteinfliisse ausgeschaltet. Nach 2
Minuten erreicht die Farbintensitat ihr Maximum und wird im photoelektrischen
Colorimeter Lumetron 402 E unter Anwendung des Filters 515 in einer Cuvette
von 2 cm Schichtendicke gemessen. Die Einstellung des Apparate-Nullpunktes
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Abbildung 1
Testkurve von dl-z-Tocopherol,
Farbreaktion mit Eisen-Diphyridyl
Ablesung nach 2 Minuten
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wird mit absolutem Alkohol ausgefithrt. Die Farbintensitaten, entsprechend Vita-
min-E-Mengen bis 200 v, folgen genau dem Beer’schen Gesetz, so dass man unter
diesen Bedingungen zur Auswertung der Resultate auch einen Umrechnungs-

faktor gebrauchen kann (siehe Abbildung 1).

Die gleichzeitige Durchfithrung eines Zusatzversuches, d. h. eines Versuches,
bei welchem eine bekannte Menge Vitamin E zugesetzt wurde, ermoglicht es,
die wahrend der Analyse eintretenden Verluste festzustellen.

Diese Methode haben wir zur Bestimmung des Vitamin E in Brot, Butter,
Margarine, Kakaopulver, Mehlen usw. mit guter Reproduzierbarkeit angewandt.
Die Genauigkeit betragt + 590, wihrend die unterste Erfassbarkeitsgrenze je
nach Art des Analysenmaterials bei 2 bis 10 v/g liegt.

Experimenteller Teil

Spezial-Apparatur
Verseifungsapparatur bestehend aus Schliffkolben und Steigrohren.
Chromatographieapparatur gemass Skizze (Abbildung 2).
Photoelektrisches Kolorimeter mit Filter 515 my (Lumetron Modell 402 E).
Zentrifugierglaser mit Stopfen, Inhalt zirka 40 cm?.
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Abbildung 2
Chromatographie-Apparatur

Herstellung der Uitamin-E-Standardlosung

Eine bestimmte Menge (90 bis 100 mg) dl-a-Tocopherol Roche wird in einem
100-cm?-Messkolben rasch abgewogen,sofort in abs. Athanol gelost und zur
Marke aufgefillt. Diese Losung bleibt bei 4° C im Dunkeln 5 bis 10 Tage unver-
andert.
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Testhurve (Abbildung 1)

Abgestufte Mengen (0 bis 200 y Vitamin E) der Standardlésung werden ein-
zeln in 25-cm?-Messkolben ausgemessen. 1 cm® 0,2 °/oige, alkoholische Eisen-
chloridlésung und 1 cm?® 0.5 %/0ige, alkoholische a,21-Dipyridyl-Losung werden
nacheinander in den Kolben zugegeben. Bei Beginn des «,21-Dipyridyl-Zusatzes
wird die Stoppuhr laufen gelassen. Inzwischen stellt man den Kolorimeter mit
abs. Athanol auf den Nullpunkt ein, fillt die Farblosung mit abs. Athanol auf
die Marke und giesst die Mischung in die Messcavette. Nach Ablauf von exakt
2 Minuten wird die Extinktion bei 515 my. gemessen.

Durchfithrung der Analyse

Nach zweckmassiger Zubereitung des Analysenmaterials (durch Pulveri-
sieren, Mahlen, Homogenisieren, Mischen usw.) wird in 2 Schliffkolben je die
gleiche Menge Substanz eingewogen. Die Einwaage soll mindestens 50 y Vita-
min E enthalten und im Fallen von Fett nicht mehr als 3 g betragen.

Einem Kolben (Zusatzversuch) setzt man eine bestimmte Menge der Vitamin-
[-Standardlosung zu. Diese Menge soll dem Vitamin-E-Gehalt der Einwaage
entsprechen. Von nun an wird der Inhalt beider Kolben genau gleich weiterbe-
handelt.

Nach Zugabe von CenspsfEing

I

5 cm?® abs. Methylalkohol und

0,5 cm?® einer jeweils frisch hergestellten, 50 %oigen, wasserigen Natriumas-
korbinat-Losung wird das Steigrohr aufgesetzt und die Mischung
unter bisweiligem Rithren im Wasserbad bei 60 bis 70° C 5 Minuten
lang erwarmt.
“Anschliessend lasst man durch das Steigrohr

15  cm?® In-methanolische Kaulilauge *) zufliessen und verseift 15 Minuten

bei 60 bis 70° C im Wasserbad.

Extraktion des Unverseifbaren

Nach Abkiithlen der Seifenlésung bis auf zirka 40° C werden durch das Rohr
100 cm?®  abs. Methanol zugesetzt. Die Mischung wird geschiittelt und danach
in einen 250-cm?-Schittelzylinder gegeben. Mit zusatzlichen
25 cm® Methanol spilt man den Kolben, kiihlt die verdinnte Seifenlésung,
wenn noch notig, bis auf Zimmertemperatur ab und extrahiert durch
kraftiges Schitteln mit

150 ¢cm?® reinem Petrolather, Sp. 30 bis 40° C. Sobald die Trennung der Schich-
ten stattgefunden hat, setzt man

*) 5,6 g Kalilauge (Schuppen) werden in abs. Methanol aufgelost und auf 100 cm?
aufgefillt. Die Losung ist nur einen Tag verwendbar. :
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15 ecm® dest. Wasser zu und schiittelt nochmals kraftig. Erst durch diese Was-
serzugabe wird die Methanol/Petrolather-Mischung vollstandig ge-
trennt.

125 c¢cm?® petrolatherische Phase werden in einen weiteren Schittelzylinder aus-
gemessen und mit

20 cm® dest. Wasser gewaschen. Die Wasserschicht wird durch Heraussaugen
mittels einer Pipette entfernt und der Petrolather mit

20 cm® Salzsaure (zirka In)-durch abermaliges Schitteln nachbehandelt.

Chromatographie

Ein aliquoter Teil der Petrolather-I.osung (entsprechend 50 bis 150 y Vitamin E)
wird in einem Rundkolben unter Vakuum eingedampft (Eindampfrickstand I).
Das Chromatographierrohr wird nun mit Aluminiumoxyd *) zirka 12 c¢m hoch
aufgefiillt, Petrolather hindurchgegossen und der Ausflusshahn des Rohres ge-
schlossen, sobald der Petrolather die Aluminiumoxydschicht um zirka 1 ¢cm tber-
deckt. Der Eindampfriickstand (I) wird in

10 cm® Petrolather aufgenommen, in das Chromatographierrohr gebracht und
mit weiteren -

40 cm® Petrolather nachgewaschen. Die Vorlage wird nun gewechselt und
das Vitamin E mit

50 cm?® reinem Benzol eluiert.

Beseitigen des Uitamins A

Der Eindampfrickstand (I) wird zur Entfernung evtl. vorhandenen Vitamins
A mit 1 cm® SbCls-Reagens **) versetzt und nach kurzem Umrihren und Er-
warmen auf zirka 70° C im Wasserbad unter Vakuum eingedampft (II). Man
arbeitet wie unter «Chromatographie» beschrieben weiter, wobei aber unmittel-
bar nach dem Aufnehmen des Eindampfrickstandes (II) in Petroldther chromato-
graphiert werden muss.

*) Reines Aluminiumoxyd Merck, nach Brockmann, wird durch Glihen (zirka 400° C)
maximal aktiviert und zur Fernhaltung von Feuchtigkeit im Vakuum erkalten gelassen.
Zur Chromatographie werden 50 g max. aktiviertes Aluminiumoxyd in einen Erlen-
meyerkolben mit Schliffstopfen gewogen und mit 6 cm® dest. Wasser versetzt. Sofort
Stopfen schliessen und so lange schiitteln, bis alle Knollen zerfallen sind. Unter gutem
Verschluss aufbewahrt, bleibt die Aktivitat zirka 1 Tag unverandert.

**) 22 g reines. evt. frisch destilliertes Antimontrichlorid werden mit 100 ¢cm? reinem
Chloroform versetzt und unter Riickfluss bis zum vollstandigen -Auflésen erwarmt. Nach
dem Abkithlen wird das Reagens in dunkler Flasche Gber hochaktivem Aluminiumoxyd
aufbewahrt. Fiir den Gebrauch wird gut aufgeschiittelt und durch 3 Papierfilter filtriert.
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Farbreaktion und Messung

Nach Eindampfen des Eluates im Vakuum wird der Rickstand in 23 cm?
abs. Athanol aufgenommen. Der Zusatz von je 1 cm?® Eisenchlorid- und o,a1-
Dipyridyl-Losung sowie die. Messungen erfolgen nun unter genau denselben
Bedingungen, wie bei der « Testkurve» beschrieben.

Berechnung

Aus der abgelesenen Extinktion wird mit Hilfe der Testkurve und des Zusatz-
versuches der Vitamin-E-Gehalt des Analysenmaterials unter Anwendung fol-
gender Formel berechnet:

100 Xd X b

Formel =D = v Vitamin E % g
a = vy Vitamin E im Analysenmaterial + Zusatz
b = ~ Vitamin E im Analysenmaterial ohne Zusatz
¢ = Einwaage in g (d.h. die mit dem Zusatz d versetzte Menge Analysenmaterial)
d = zugesetzte v Vitamin E der Standardlosung

Extraktion des Uitamin E aus Milch und Milchprodukten

In Milch und Milchprodukten sind die fettloslichen Vitamine (Vitamin E und
A usw.) stark an Milcheiweiss gebunden. Um daher eine vollstandige Extraktion
des Vitamin E zu gewihrleisten, geniigen weder die Behandlung mit Fettlosungs-
mitteln noch eine direkte Verseifung. Dagegen wird unter Anwendung der
nachstehend beschriebenen Extraktionsmethode von Rise-Gottlieb das Milch-
eiweiss aufgelost und das Vitamin E mit Petroldther und Ather daraus quanti-
tativ extrahiert.

40 cm?® Frischmilch, bzw. 40 cm? eines im physiologischen Verhaltnis in dest.
Wasser aufgelosten Milchproduktes werden im 250-cm®-Schiittelzylin-
der nacheinander mit folgenden Reagenzien versetzt (nach jedem Zu-
satz energisch schiitteln):

10 cm?®  zirka 25 °/oige Ammoniaklésung

40 cm?® reiner abs. Alkohol

80 cm?® peroxydfreier Athylather

80 cm?® Petroldather (Siedepunkt 30 bis 40° C).

Die vollstandige Schichtentrennung erfolgt nach 15 bis 20 Minuten langem
Stehenlassen der Mischung im Dunkeln. Man stellt nun das Volumen der iiber-
stehenden Flissigkeit fest und misst 2 mal einen aliquoten, mindestens 50 y Vita-
min E enthaltenden Teil davon in die Verseifungskolben ein. In einen Kolben
(Zusatzversuch) gibt man eine dem Vitamin-E-Gehalt der ausgemessenen Extrak-
tionslosung entsprechende Menge Vitamin-E-Standardlésung hinzu. Der Inhalt
beider Kolben wird bei 60 bis 70° CC im Vakuum eingedampft und der Riickstand
gemadss der Vorschrift «Verseifung» weiterbehandelt.
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Zusammenfassung

Es wird eine Analysenmethode zur Bestimmung von Vitamin E in Lebens- und
Futtermitteln beschrieben, deren Prinzip auf der bekannten Farbreaktion von Emmerie-
Engel basiert und besonders fiur eine universelle und rasche Durchfiithrbarkeit entwickelt
worden ist. Verseifung in stabilisiertem Milieu, Extraktion des Vitamins aus den Seifen,
Entfernen storender Begleitstoffe, besonders Vitamin A und Chromatographie erfolgen
nach neuem Verfahren.

Résumé

Les auteurs présentent une méthode permettant de doser la vitamine E dans les pro-
duits alimentaires et les fourrages. Le principe de la méthode repose sur la réaction
colorée bien connue d' Emmerie-Engel; elle a été développée en vue d'une application
rapide et générale. La saponification en milieu stabilisé, 'extraction de la vitamine E
des produits résultant de la saponification, I'élimination des substances secondaires
génant la réaction comme par exemple la vitamine A, de méme que la chromatographie
sont effectuées selon un procédé nouveau.

Summary

An analytical method for the determination of vitamin E is presented. The method
is based on the well known colour reaction developed by Emmerie-Engel and permits
a relatively rapid determination of vitamin E in foods and animal feeding stuffs. The
authors describe modifications and improvements in the various steps of the method such
as saponification in the stabilized solution, extraction of vitamin E, elimination of sub-
stances having a disturbing influence on the assay in particular vitamin A and chro-
matography.
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