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Quantitative gaschromatographische
Vitamin-E-Bestimmung in Futtermitteln

P. Uebersax

Eidg. Forschungsanstalt fiir Agrikulturchemie Liebefeld-Bern
(Direktor: E. Bovay)

1. Einleitung

Zur Kontrolle des Polyvitamin-Priparaten, Vitamin-Mineralstoffkonzentra-
ten und Mischfuttermitteln zugesetzten a-Tocopherolacetates wurde eine Methode
gesucht.

Gegenstand einer weiteren Arbeit wird die einfache gaschromatographische
Bestimmung der in Mischfutterkomponenten natsirlicherweise vorhandenen Toco-
pherole sein.

Aus Griinden den Einfachheit und Zeitersparnis mufl sich die Methode zur
routinemdfligen gaschromatographischen Bestimmung eignen. Zu Kontrollzwecken
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erachten wir deshalb eine mittlere Genauigkeit von * 10% als gentigend. Vor allem
suchten wir die relativ aufwendige diinnschichtchromatographische Reinigung
wie sie Miiller (1) beschreibt zu umgehen. Die vom gleichen Autor (2) bei Mineral-
salzmischungen vorgeschlagene zweistiindige saure Verseifung lieflen wir eben-
falls weg. Auf Milchaustauschfutter ist die vorliegende Methode nicht anwend-
bar, da bereits bei der Behandlung mit Eisessig das Milcheiweify gefillt wird und
derart zusammenballt, dafl die Weiterbehandlung unmoglich ist. Wenn ein ge-
wisses Volumen nicht iiberschritten werden soll, kann kein grofler Ueberschufl
an Eisessig verwendet werden. Andererseits darf die Einwaage dieser mit ca.
20 mg Vitamin E/kg angereicherten Produkte nicht zu klein sein. Die Lo-
sung dieses Problems ist ebenfalls noch in Bearbeitung. Erfolgversprechend ist
bisher einzig die quantitative Isolierung der Fette zusammen mit den Toco-
pherolen wie sie Chow (3) beschreibt. Aus dem Extrakt der Verseifungslosung
erscheint die Bestimmung moglich.

Die Gaschromatographie der Tocopherole ist wenig problematisch und wird
von verschiedenen Autoren beschrieben (4,5, 6,7, 8). Alle schlagen mehr oder
weniger hoch belegte SE 30-Sdulen vor. Die apparativen Daten variieren ver-
hiltnismaflig wenig; so werden Siulentemperaturen von 210—270° C beniitzt.
Dabei mogen sich gute Trennungen ergeben, andererseits aber werden lange Re-
tentionszeiten (bis zu 50 Minuten) in Kauf genommen. Vollkommen gleich ver-
halten sich fiir dieses Problem OV-1 Siulen. Die Gesamtretentionszeit betragt nach
unserer Methode nur ca. 6 Minuten. Gewisse Schwierigkeiten bereitete anfinglich
die Reinigung der einzuspritzenden Losung. Die Tocopherole miissen in moglichst
hoher Konzentration im Verhiltnis zu den Verunreinigungen vorliegen. Es hat sich
gezeigt, dafl das Waschen mit 80 %0 Schwefelsiure nicht umgangen werden kann
und dafl das Prinzip der Substanzaufbereitung im wesentlichen Miiller (1) ent-
nommen werden kann. Nach der vorliegenden Methode kann dagegen mit be-
deutend kleineren Volumina und weniger Zeitaufwand gearbeitet werden,

2. Prinzip

Die Substanz wird mit siedendem Eisessig aufgeschlossen, mit Aethanol-
Aether die Eiweifle gefillt, filtriert und konzentriert. Anschlieffend Extraktion
mit Petrolaether und Reinigung mit Schwefelsdure. Der Reinextrakt wird auf ein
bestimmtes Volumen gebracht und eingespritzt. Durch Ausmessen der Peakhdhe
wird anhand einer Eichkurve der Gehalt berechnet.

3. Reagentien

dl-a-Tocopherolacetat (Fluka)
Rovimix E 25 (Roche)
Eisessig p. a. (Merck)
Aethanol Ph. Helv. V.



Aethylaether Ph. Helv. V.
Aethanol-Aethylaether 1:1
Petrolaether Ph. Helv. V.
Schwefelsdure 80 °/o v/v purum
Natriumsulfat wasserfrei p. a. (Merck)

4. Arbeitsvorschrift

Je nach dem erwarteten bzw. deklarierten Vitamin-E-Gehalt die Einwaage so
wihlen, dafl 0,5—10 mg Tocopherolacetat vorhanden sind. Zugabe von 100 ml
Eisessig (werden iiber 50 g eingewogen 200 ml) und 15 Minuten im Schliff-
Erlenmeyer am Riickfluff kochen. Zweckmiflig ist die Verwendung eines heiz-
baren Magnetriihrers, damit am Gefidflboden keine Substanzverbrennung emntritt.
Nach dem Abkiihlen 40 ml Aethanol und 150 ml Aethylaether zugeben. (Bei
eiweifireichen Produkten und bei hoheren Einwaagen soviel, dafl das Eiweif}
moglichst vollstindig ausfillt und die nachfolgende Filtration erleichtert wird).
Den Kolben verschliefen und intensiv schiitteln. Auf einem Witt’schen Topf
iiber eine G3-Fritte filtrieren und zweimal mit je 60 ml Aethanol-Aether 1:1 wa-
schen. Am Rotationsverdampfer bei maximal 60 ° C auf 100 ml konzentrieren
und mit 30 ml dest. Wasser in einem 300 ml Squibb-Scheidtrichter spiilen. Die
essigsaure Aufschlufllgsung viermal mit 50 ml Petrolaether extrahieren. Die
Phasen miissen sauber getrennt werden, damit die Sdure bei der nachfolgenden
Behandlung nicht verdiinnt wird. Die vereinigten Extrake mit 70 ml 80%
Schwefelsdure intensiv waschen (schiitteln), bis die Petrolaetherphase farblos ist
und sich die Farbe der Schwefelsaurephase nicht mehr andert. Dieser Arbeits-
gang kann bis 5 Minuten dauern (dabei tritt aber, wie wir nachwiesen, kein
Verlust ein). Letztere noch dreimal mit 50 ml Petrolaether gegenwaschen. Den
Petrolaether-Extrakt tiber Na:SOs trocknen und am Rotationsverdampfer bei
60 ° C zur Trockne verdampfen. Den Riickstand mit Petrolaether quantitativ in
einen 10 ml Meflkolben spiilen und auffiillen (= einzuspritzende Losung)*.

5. Eichlésungen. Eichkurve

Stammlésungen: 1000 mg dl-a-Tocopherolacetat pro 100 ml Petrolaether.
Davon 2; 4; 6;........ ml auf 100 ml verdinnen, entsprechend 0,2; 0,4; 0,6;........
mg/ml. Mit moglichst kleinem Kopfraum in Glasgefifien bei Raumtemperatur
im Dunkeln sind die Eichlosungen mindestens drei Monate haltbar.

Es werden je 1 pl Eichlésung eingespritzt und die Konzentrationen in mg/ml
gegen die Peakhohe in mm aufgetragen. Die Kurve lduft fiir den bearbeiteten
Bereich praktisch linear. '

* Thre Haltbarkeit ist wesentlich geringer als diejenige der Eichlosungen. Es ist deshalb
empfehlenswert, innerhalb 24 Stunden zu chromatographieren.
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Berechnung
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6. Apparatives
Gaschromatograph: Perkin-Elmer Modell 881
Siulen: 2 m Glassdulen 3 % SE auf Chromosorb oder
3% OV-1 auf Chrom Q 100/120

Sdulentemperatur: 280 ° C isotherm
Detektor: FID Luft/Wasserstoff
Detektortemperatur: 290°C
Einspritzblock: 290° C
Tragergas: Stickstoff 30 ml/Minute
Abschwichung: 20X oder 50X
Papiervorschub: 240 mm/Stunde

Eingespritzes Volumen:

1 ul manuell
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7. Ergebnisse. Diskussion
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Die nach der vorliegenden Methode erhaltenen Resultate wurden wie folgt
verifiziert:
— durch Vergleich mit labormiflig hergestellten und vitaminierten Modell-
mischungen
— durch parallele Bestimmungen eines amtlichen Labors.

Prodiit Amtl.nlli‘.gf'/iegbnisse Ergeb;igsz{egRoche Eigensfg]/%{rgebnis
Modellmischung (Soll 1000) — - 966
Modellmischung (Soll 1000) — — 962
Modellmischung (Soll 1500) -— —_ 1430
Modellmischung (Soll 1500) — — 1440
Mineralfutter 1000 — 984
Mineralfutter — 42 44
Mineralfutter — 150 158
Mineralfutter — 485 428
Mineralfutter 410 . = 533
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Die vorliegende Arbeit wurde auf Veranlassung von Herrn Dr. K. Hiini,
Sektionschef, ausgefiihrt. Fir seine Unterstiitzung sei bestens gedankt. Verdankt
wird auch die Assistenz von Herrn dipl. Ing. Agr. C. Pedretti. Freundlicherweise
fithrte Herr Dr. Ch. Fafler, Hoffmann-La Roche, fiir uns zu Vergleichszwecken
einige Vitamin-E-Bestimmungen durch.

Zusammenfassung

In Polyvitamin-Priparaten, Vitamin-Mineralstoffmischungen und Mischfuttermitteln
wird Vitamin E als Acetat vorliegend gaschromatographisch bestimmt. Die Vorbehand-
lung der Substanz ist einfach, eine Siulen- oder DC-Reinigung wird weggelassen. Die
Methode und die Apparatedaten werden ausfithrlich beschrieben. Fiir Routineunter-
suchungen ist eine mittlere Genauigkeit von * 10 %/ gentigend.

Résumé

Une méthode de dosage de la vitamine E par chromatographie en phase gazeuse dans
les concentrés vitaminés, les mélanges minéraux vitaminés et les aliments mélangés des
animaux a été mise au point. Le traitement préliminaire des produits analysés a été
simplifié; une purification par passage sur colonne absorbante ou par couche mince est
superflue. La méthode de dosage et les caractéristiques des appareils sont décrites. Le
procédé recommandé est utilisable pour des analyses en série; sa précision est de £ 10 .

Summary

Vitamin E is determined by GLC in powdery multivitamin products, mineralfeed, and
mixedfeeds. The treatement of the substance is simple and a purification on columns or
thin-layers was not used. The method and the parameters of the apparatus are exactly

described. The procedure is qualified for analysis in series and works with an exact-
ness of = 10 %o.
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