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(2). Gas chromatographic analysis of the extract can be performed on a 5 ft X
/s inch column with a packing of Chromosorb W, impregnated with 10 ° Car-
bowax 1540. At a column temperature of 110 ° C with a carrier gas flow of 30
ml nitrogen per minute, EGMA is sharply separated from the cocoa aroma com-
pounds which are present as co-extractives. When using a flame ionisation detector
the minimum detectable amount is approximately 50 nanograms. The retention
time of EGMA is 4,5 times that of ethylene chlorohydrin. The latter compound

is eluted in approximately three minutes.
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Neuere Methoden der Analytik von Tocopherolen
(Eine Literaturrecherche)

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

1. Einleitung

Das stindige Anwachsen der Literatur tiber das Vitamin E zeugt von seiner
zunehmenden Bedeutung, sei es als Vitamin selbst oder als Antioxydans in der
Erndhrung von Mensch und Tier. Die vorliegende Literaturzusammenstellung ist
keineswegs vollstandig, obschon nur tiber die Analytik berichtet werden soll und
Arbeiten vor 1966 nicht beriicksichtigt wurden. Gegenstand einer weiteren Arbeit
wird es sein, eine konzentrierte Uebersicht tiber die Rolle des Vitamins E in der

Tierernahrung zu geben.

2. Zur Chemie des Vitamins E

In der Natur wurden bis heute (1971) 8 verschiedene Tocopherole gefunden,
die in der Folge der Kiirze wegen mit den Vulgirausdriicken bezeichnet werden.
Sie leiten sich ab entweder vom Tocol =: 2-Methyl-2-phythyl-chroman-6-ol:
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Uebliche Bezeichnung IUPAG-Vorschlag Ri Ra Rs
a-Tocopherol 5,7,8-Trimethyltocol CH., CH, CH,
B-Tocopherol 5,8-Dimethyltocol CH, H 55ty 8
v-Tocopherol 7,8-Dimethyltocol 5 CH; CELy

C2-Tocopherol 5,7-Dimethyltocol CH CH H
&-Tocopherol 8-Methyltocol H H CH;

n-Tocopherol 7-Methyltocol H CH; H
C4-Tocopherol 5,7,8-Trimethyltocotrienol GH CH, CH,
«g-Tocopherol 5,8-Dimethyltocotrienol CH; H CH;

5-Methyltocol (synthetisch) CH; H H

‘Tocol H H H

Alle Tocopherole besitzen reduzierende Eigenschaften die praktisch ausgenutzt
werden konnen beim Einsatz als Antioxidantien oder in der Analytik. Da sie auch
sonst ein sehr dhnliches chemisches Verhalten zeigen, kénnen sie kolorimetrisch
als Gesamttocopherol bestimmt werden. Die freien Tocopherole sind duferst labil
gegen Sauerstoff, UV-Einwirkung und Schwermetallionen. Verantwortlich fiir ihre
hohe Oxidationsempfindlichkeit ist hauptsichlich die OH-Gruppe am Ring. Sechr
stabil dagegen sind die entsprechenden Essigsiure -— oder Bernsteinsiureester, die

heute technisch angewendeten Tocopherolacetate, bzw. die weniger gebriuch-
lichen Tocopherolsuccinate.
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Die wichtigsten, im vierten Abschnitt vorkommenden Reaktionen seien zuvor

kurz zusammengefaf3t:

a) Acetylierung
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Diese Reaktion verlauft nach einem Radikalmechanismus unter intermediirer
Bildung des Tocopherolsemichinon-Radikals

A

.O\/ 2
b
N

wobei das p-Tocopherolchinon mit dem p-Tocopherolhydrochinon ein Redox-

system bildet:

b
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Tocopherolhydrochinon
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c) Tocopherolrot

Bei der Reaktion mit stirkeren Oxidationsmitteln bildet sich ein rotes Chro-
man- 5,6-chinon.
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Tocopherolrot

d) Emerie-Engel-Reaktion

Das gemifl Reaktion b) eingesetzte Fe** wird durch Tocopherole zu Fe*" redu-
ziert, das mit a-a’-Dipyridyl einen intensiv roten Komplex bildet.

e) Silylierung

Unter den vielen Moglichkeiten der Silylierung® sei das Beispiel mit TRI-SIL
herausgegriffen. Die Reaktion verlduft annihernd quantitativ innerhalb Minuten
in Pyridin oder in Dimethylformamid

3 R—OH + (CH,);SiNHSi(CH,); + (CH,)3SiCl — 3 ROSi(CHy); + NH,CI

Toco- Hexamethyldisilazan Trimethyl- Tocopherol-
pherol chlorosilan TMS-Aether

3. Abkiirzungen

Nachstehend seien die folgenden Abkiirzungen angewendet:

T’ol Tocopherol-Alkohol

Tac Tocopherol-Acetat

EER Emerie-Engel-Reaktion

DC Diinnschichtchromatographie
SC Sdulenchromatographie

GC Gaschromatographie

PC Papierchromatographie

Alox Aluminiumoxid

S Trockensubstanz

g Mikrogramm = v =10"%¢ g

* Vgl. dazu: «Handbook of Silylation»; herausgegeben von Pierce Chemical Company,
Rockford, III., USA (1970).
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4. Analytik
Pflanzendle

Wachs (1) iiberfiihrt die freien Tocopherole in ihre Acetylderivate mit Essig-
siureanhydrid. Anschlieffend Gelchromatographie. Die T’ac enthaltenden Frak-
tionen werden mit DC an Kieselgel gereinigt. Die T’ac-Zonen werden abgeschabrt,
eluiert und mit GC bestimmt. a-, f- + vy-, und 8-T’0l-Gehalte konnen neben-
einander quantitativ bestimmt werden. Die Standardabweichungen betragen fiir
Gehalte iiber 100 p.g/g £ 10 % und unter 100 pg/g * 15 %. Es wurden folgende
Oele untersucht: Sonnenblumen-, Soja-, Reiskeim-, Erdnuf}-, Lein- und Weizen-
keimdl. Die relativen, auf a-T’ac bezogenen Retentionszeiten fiir o-, y- und d-T"ol
und diejenigen der entsprechenden Acetate werden angegeben. Linow und Pohl (2)
machten die interessante Feststellung, dafl sich das stabile Radikal o, a’-Diphenyl-
B-picrylhydrazol (DPPH') beim Umsatz mit pflanzlichen Oelen entfirbt und
zwar in Abhingigkeit des Tocopherolgehaltes, Sdttigungsgrades (Jodzahl) Oxy-
dationsgrades und Metallgehaltes.

Vegetabile Oele werden mit Aecthylacetat verdiinnt und das Gemisch nach
Reaktion mit DPPH' kolorimetriert. Im Recovery-Test werden 95,3 "o wieder-
gefunden. Die Einfliisse der oben angegebenen Parameter werden untersucht und
festgestellt, dafl aufler bei Cu®" in Konzentrationen iiber 0,1 mg/100 g praktisch
keine Beeinflussungen auftreten. Die Methode erfafit den Gesamttocopherol-
Gehalt und ist auch anwendbar auf Wasser in Oel-Emulsionen.

Die erwiahnte Reaktion mit DPPH’ ist aufgeklirt. Einzelheiten tiber den Me-
chanismus beschrieb Boguth (3).

Ueber eine automatisierte Methode zur Bestimmung der Gesamttocopherole
mit der EER in Sojadl berichtet Honnold (4). Der Recovery-Test ergibt 95,1 o,

Ein interessantes aber recht kompliziertes Verfahren entwickelte Piorr (5).
Anschlieflend an eine Kaltextraktion mit Methanol-Hexan bestimmt er o-, f- +
v- und 8-T"ol quantitativ mittels einer reprographischen Methode.

Human-Plasma

Lehmann und Slover (6) extrahieren Plasma mit Petrolaether. Der Extrakt wird
mit DC gereinigt und auf der Hilfte der Platte die Tocopherolzone mit Phos-
phormolybdinsiure-Spray ermittelt. Die abgeschabte Tocopherolzone wird mit
Methanol extrahiert. Der Extrakt wird silyliert und die Trimethylsilylaether
mit GC bestimmt. Die Standardabweichungen fiir a-T’0l werden mit 4,2 %, die-
jenigen fiir y-T’ol mit 5,6 o angegeben bei Gehalten von 5,1—13,8 p.g/g Plasma.
Die Eichung erfolgt mit 5,7-Dimethyltocol als internem Standard.

Cerealien

Lindberg (7) schligt eine Aceton-Extraktion vor. Der Oel-Riickstand wird
mit KOH unter Zusatz von Pyrogallol als Sauerstoff-Acceptor verseift. Das Un-
verseifbare wird mit Aethylaether extrahiert. Anschliefend SC an Florex, das
mit Silicagel tiberschichtet ist. Dann DC an Kieselgel G mit Chloroform als Lauf-
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mittel. Abschaben der Tocopherolzonen und Messung mit EER. Zur Isomeren-
trennung wird eine Bio-Sil-A-Platte vorgeschlagen. Im Recovery-Test werden
tiber 83 %0 wiedergefunden.

Milch

Low und Dunkley (8) geben ein sehr leistungsfihiges Verfahren (24 Analysen
pro Mann und Tag) an. Ein Milch-Aethanol-Salzsauregemisch wird mit n-Hexan
extrahiert und die Lipide gravimetrisch bestimmt. Ein Teil des Hexan-Extraktes
wird an Alox chromatographiert. Carotinoide und T’ole werden dann mit ver-
schiedenen Losungsmittelkombinationen eluiert. Kolorimetrische Messung nach
Farbreaktion mit Eisenchlorid und Bathophenanthrolin in phosphorsaurer Lo-
sung. Die Bestimmung erfafit die freien «-, y- und d-T’ole. Die Standardabwei-
chung betragt 3,7 ng/g Lipid.

Verfdlschungen von Mischprodukten durch Ersatz des Milchfettes durch
vegetabile Oele oder Fette stellte Keeny (9) fest. Nach Babcock mit Essigsdure/
Schwefelsiure wird das Fett isoliert und in Benzol mit der Bathophenanthrolin-
Methode kolorimetriert. Es werden keine chromatographischen Reinigungsopera-
tionen vorgenommen. Bereits Zusitze von 2—3 % eines vegetabilen Fettes oder
Oeles sollen nachweisbar sein. Von diesem Nachweis ausgenommen sind einzig
Kokosfett und animalische Fette, da diese etwa gleiche Tocopherolgehalte wie
Milchfett aufweisen, alle {ibrigen dagegen wesentlich hdhere Tocopherolkonzen-
trationen enthalten.

Pharmazeutische Praparate

In Multivitamin-Produkten und Tocopherolkonzentraten sind die Analysen
besonders einfach und exakt, da in den meisten Fillen das sehr stabile Acetat in
hoher Konzentration vorliegt.

Grawford (10) verseift das Ausgangsmaterial und fiithrt nach der Extraktion
eine DC-Reinigung aus. Messung nach EER. Der Recovery-Test ergibt 98 .
Gleichzeitig behandelt er die Einfliisse anderer reduzierender Substanzen, u. a.
Vitamin A, Antioxydantien wie BHA und BHT auf die Genauigkeit der Bestim-
mung.

Cospito (11) berichtet {iber eine amperometrische Titration mit Cer(IV-)sulfat.
Die Methode ist fiir a-Tocopherol-Priparate sechr genau. Bei Kombinationspripa-
raten sollen andere fettlosliche Vitamine nicht storen.

Nuttall (12) extrahiert die fettldslichen Vitamine aus einer wisserigen Ammo-
niak-Losung mit Aether unter Stickstoff-Schutz. Ein Konzentrat wird in Aethanol
aufgenommen. Anschliefend DC an Kieselgel. Mit Cer(IV-)sulfat als Spriihrea-
gens ergibt T ol einen blauen, T’ac einen rosa Flecken. Beide werden beim Er-
widrmen braun. 4 pg Ester und 3 pg Alkohol sollen mit Sicherheit nachweisbar
sein. Mit DC und GC wird ferner gezeigt, dafl die Extraktion des Ausgangs-
materials quantitativ ist.
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Pflanzliches Material

Algen und Seegras extrahiert Jensen (13) mit Aceton. Als einziger Autor ver-
wendet er noch PC. Fiir die EER verwendet er die Reagentien in Aethanol statt
wie tblich in Methanol. In Tabellenform werden die Resultate iiber die T ol-
Verteilung verschiedener Seegriser angegeben. Die Gesamt-T’0l-Gehalte sind sehr
unterschiedlich und schwanken zwischen 7 und 650 mg/kg TS. In Algen be-
stimmte Da Silva (14) die T’0l-Gehalte nach obigem Verfahren. Blitter extrahiert
Roughan (15) mit Aceton-Petrolaether. Mit Benzol als Laufmittel DC an Silicagel
G. Die Flecken werden in der DC-Kammer mit Joddampf sichtbar gemacht. Da-
bei soll sich a-T"ol zu a-Tocotrienol umsetzen. Nach der EER soll der Recovery-
Test 95—98 %o ergeben. Zur Priifung 1dfit sich die oxidierte Form mit BH: wie-
der reduzieren.

Lebens- und Futtermittel

Eine sehr ausfiihrliche Methode teilt Slover (16) mit. Mit GC trennt er die
Trimethyl-Silyl-Aether von a-, f-, y- und 8-T°ol sowie von a-Tocotrienol. Die
Eigenschaften der SE 30-, Apiezon- und OV 17-Siulen werden verglichen, ebenso
verschiedene Extraktionsmethoden. Zur Korrektur von auftretenden Verlusten
werden empirische Korrekturfaktoren eingefithrt. Fiir Routineanalysen scheint
diese Methode allerdings ungeeignet, da sie zu arbeitsintensiv ist.

Wisser (17) schligt ein Verfahren fiir Serienanalysen von Nahrungsmitteln,
Fetten und Oelen vor: Aethanol-Extraktion, Alkalihydrolyse, Ausschiitteln mit
Aether und Oxidation mit Cer(IV). Storsubstanzen brauchen nicht entfernt zu
werden und im Ausgangsmaterial vorliegende Tocopherol-Chinone lassen sich ge-
trennt bestimmen. Ebenfalls mit Cer(1V) oxidiert Niederstebruch (18) die T ole.
Polarographische Untersuchung im Unverseifverfahren mit einer Quecksilber-
Kathode und Kalomel-Anode. Elektrolyt ist Aethanol mit 0,3 Mol Ammonium-
nitrat pro Liter. Die Erfassungsgrenze wird mit 1 pg/g Oel und der mittlere Feh-
ler mit £ 3,5% angegeben. Miiller-Mulot (19) gibt eine sehr genaue und aus-
fithrliche Vorschrift zur Bestimmung von T’ac: Extraktion der Seifenlésung mit
Cyclohexan, Konzentration und Aufnahme in Methanol. Die Messung erfolgt
oxidimetrisch mit Eisen(III). Das gebildete Eisen(II) wird elegant titriert mit
Dichlorphenolindophenol. Als Katalysator wird ein Gemisch von o-Nitrobenzoe-
siure-Bernsteinsidure, Cyclohexan in Methanol eingesetzt. Der Erfassungsbereich
liegt bei 10—200 mg/kg. Als mittlere Genauigkeit werden 0,5 °/ des Sollwertes
angegeben.

Uebersax (20) modifizierte einen Vorschlag von Miller-Mulot (21) zur routine-
mifligen Bestimmung von T’ac in Futtermitteln, Polyvitaminpriparaten und Mi-
neralstoffkonzentraten. SC- oder DC-Reinigungen sind nicht erforderlich. Die
mittlere Genauigkeit betragt £ 10°% des Sollwertes. Ueber eine weiter verein-
fachte Methode wird noch zu berichten sein, ebenso iiber einen Vorschlag zur
Bestimmung von a-T’ol mittels GC.
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4. Auswahl weiterer Literatur

Die grundlegende, nach den Autoren benannte Reaktion (EER) findet sich
in (22). Ueber die bei der Verseifung auftretenden Tol-Verluste arbeiteten bereits
Isler (23) und in neuerer Zeit Pillsburg (24). Ueber die Ergebnisse von Ringana-
lysen berichten Ames (25) und Blattna (26). Sheppard (27) schligt nach dem
Auswerten der Resultate einer Ringanalyse von pharmazeutischen Priparaten eine
GC-Methode als offizielle Methode vor. Ueber chromatographische Trennopera-
tionen und Identifikationen einiger Komponenten u.a. T’ole berichtet in einer
ausfithrlichen Arbeit Mordret (28). In einer sehr ausfithrlichen, mit groflem appa-
rativem Aufwand verbundenen Arbeit berichtet Nair (29) iiber eine a-T’ol-Be-
stimmung im Herzmuskelgewebe mit GC, Massenspektrometrie und IR-Spektro-
skopie. Fiir IR-spektroskopische Messungen wurde o-T°0l zum Trimethylsilyl-a-
T’0l umgesetzt. Fiir die GC wurden a-T’0l-Chinon, Trimethylsilyl-a-T0l oder
a-T’ol-Trifluoracetat eingesetzt. 3 B-ol-Sterole wurden mit Digitol gefillt. Reco-
very-Tests ergaben 96—99 %, Fiir die Mitglieder der International Analytical
Group arbeitete die Universitit Hamburg eine Methode aus (30) fiir die T’ol-Be-
stimmung in pflanzlichen Produkten und Mischfuttermitteln. Die Probe wird
unter Zusatz von Natriumascorbat unter Stickstoffschutz alkalisch verseift. Das
Unverseifbare wird in Petrolaether aufgenommen und an Alox chromatographiert.
Interessant ist der Zusatz von B-apo-8’-carotinal als Leitsubstanz, das sich auf
der Sdule wie a-T’ol verhidlt. Zur Abtrennung der Leitsubstanz im Eluat muf}
dann allerdings eine weitere SC an Floridinerde angeschlossen werden. Die Mes-
sung erfolgt mit der EER. Die Fehlergrenzen fiir Trockengriinfutter und frisches
Pflanzenmaterial werden mit * 10°% angegeben, diejenigen fiir Futtermittel-
mischungen mit £ 15 %o,

Eine ausgezeichnete Zusammenstellung verschiedener Methoden findet sich im
Buch von Strobecker (31). Die Literatur wurde bis 1962 beriicksichtigt. Gas-
chromatographische Verfahren werden allerdings dort noch nicht beschrieben.
In einer Zusammenfassung tber die Gehalte an natiirlichen T’olen berichtet
Slover (32). Tabelliert sind 13 verschiedene Getreidesamen, 7 Getreidearten, 3
Weizensorten, 15 Oele, 7 Gemiise und Friichte. Diskutiert werden ferner Verluste
der verschiedenen T’ole bei der Behandlung, Verarbeitung und Lagerung von
hauptsichlich Getreideprodukten, Oclen und Margarine, sowie von fertigen Mahl-
zeiten und Kindernihrmitteln. 39 Stellen werden zitiert und die Literatur bis
1969 berticksichtigt.

Bei der Drucklegung dieser Arbeit erschien ein Aufsatz von K. Ranfft in Z.
Anal. Chem. 259, 28—32 (1972) iiber eine gaschromatographische Methode zur
Bestimmung des Vitamins E in Futter- und Lebensmitteln. Um Tocopherol-Ver-
luste in der alkalischen Verseifungslosung zu vermeiden wird sofort mit konz.
HCI neutralisiert. Diese Idee findet offenbar ihren Niederschlag in der ausge-
zeichneten Wiederauffindung von durchschnittlich 100,3 % bei 10 verschiedenen
Proben.

Fiir wertvolle Hinweise und die Durchsicht des Manuskriptes danke ich
Herrn Dr. K. Hiini.
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Zusammenfassung

Anhand von 32 Literaturzitaten wird versucht, ein Konzentrat der Literatur iiber
Vitamin-E-Bestimmungen zu geben. Dabei mufite es sich um eine Auswahl handeln und
zwar von Arbeiten der Periode 1966—1971. In neuerer Zeit zeichnet sich deutlich die
Tendenz ab, auf die relativ unspezifische Emerie-Engel-Reaktion zu verzichten und gas-
chromatographische Methoden einzufiihren, die es erlauben, ohne oft umstindliche Reini-
gungsoperation auszukommen.

Résumeé

Etude bibliographique des méthodes récentes d’analyse des tocophérols

Il a été tenté de faire un concentré des données bibliographiques rassemblées dans
32 références littéraires relatives au dosage de la vitamine E. Il s’agit, en ['occurrence,
d’un choix de travaux effectués de 1966 a 1971. On constate qu’une tendance se manifeste
au cours de ces derniéres années a renoncer de plus en plus a la réaction d’Emerie-Engel,
relativement peu spécifique, pour se tourner vers des méthodes de chromatographie en
phase gazeuse, qui permettent d’obtenir des résultats rapides, sans opérations de purifica-
tion compliquées.

Summary

A Study of the literature about analytical methods for determination of Tocopherols
(Vitamin E)

Studying 32 authors a concentrate is given about methods for determination of Toco-
pherols of the years 1966—1971. In the last few years the Emerie-Engel-Reaction is more
and more given up. This relativly unspecific method is replaced by GLC methods which
do not need such complicated operations of purification.
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Gaschromatographische Bestimmung von ¢-Tocopherol
in Getreide und Griinmehlen

P. Uebersax und K. Hiini
Eidg. Forschungsanstalt fiir Agrikulturchemie Liebefeld-Bern
(Direktor: E. Bovay)

1. Einleitung

Im Zusammenhang mit Untersuchungen {iiber fiitterungsbedingte Ursachen
fir das gehdufte Auftreten von Fruchtbarkeitsstorungen beim Rindvieh mufite
eine einfache und spezifische Methode fiir die Bestimmung des natiirlichen -
Tocopherols gefunden werden. Die iiblichen kolorimetrischen Methoden eignen
sich fiir Serienbestimmungen schlecht, da die Emerie-Engel-Reaktion sehr unspe-
zifisch ist. Daher werden aufwendige Reinigungsoperationen der Analysenlsung,
oft unter Schutzgas, notwendig.

Es erschien uns richtig, nur den Gehalt des physiologisch weitaus wichtigsten
Tocopherols zu bestimmen, d.h. zur Qualititsbeurteilung hinsichtlich Vitamin-
E-Gehalt nur das a-Tocopherol zu beriicksichtigen. Adams (1) gibt die biologische
Aktivitat des y-Tocopherols zu 1 %0 derjenigen des u-Tocopherols an. Eine Angabe
des Gehaltes an «Gesamt-Tocopherolen» wire in dieser Hinsicht z. B. fiir Sesam
vollig unrealistisch, da Honnold (2) 22,7 mg y-Tocopherol/100 g und tiberhaupt
kein a-Tocopherol gefunden hat. Green (3) bestimmte z. B. im Mais 89 %o als -
und nur 11 °v als a-Tocopherol.

2. Prinzip der Methode

Kaltextraktion des Untersuchungsmaterials. Vom Extrakt wird ein aliquoter
Teil an Aluminiumoxid unter Zusatz von Apocarotinal, das sich auf der Saule wie
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