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Eingegangen 31. Januar 1980. Angenommen 20. Mirz 1980

Bestimmung von Chlorcholinchlorid in Weizen- und
Haferkérnern und Mehl

M. Goldhagen und W. Meier

Kantonales Laboratorium, Ziirich

Einleitung

Chlorcholinchlorid (Chlormequat, Cycocel, 2-Chlordthyltrimethylammonium-
chlorid, CCC) ist als wachstumsregulierender Wirkstoff von grofler Bedeutung.

Die Riickstandsbestimmung von CCC in Kornern und Mehl bereitet aufgrund
des groflen Anteiles an lipophilen Stoffen sowie auch an nativem Cholin (CC) (1)
ziemliche Schwierigkeiten. Die Verfasser der bislang erschienenen Publikationen
weisen in ihren umfangreichen Methoden, welche die gesamte Palette chromato-
graphischer Verfahren, wie die Gas-Chromatographie, Papier- und Diinnschicht-
Chromatographie, Siulen- und Ionenaustauscher-Chromatographie, beinhalten,
darauf hin (2—é6).

Mit der nachfolgend beschriebenen Arbeitsmethode kann nun das CCC nach
Extraktion mit Aethanol und anschlieffender zweimaliger Reinigung des Extraktes
an einer Aluminiumoxidsdule direkt auf «DC-Fertigplatten Cellulose F» quan-
titativ nachgewiesen werden.

Arbeitsvorschrift

Reagenzien
Aethanol 96 Vol.%o chem. rein
Methanol p. a.
Aceton p. a.
Aluminiumoxid, neutral Woelm, 3 Std. bei 600 °C gegliiht im Exsikkator aufbe-
wahrt
Glaswolle (mit Aceton gewaschen)
Dragendorffreagenzldsung nach Thies, Reuther mod. Vagujfalvi (7)

Gerdte
Moulinex oder dergleichen
Rotationsverdampfer
Chromatographierohre i. D. 7 mm, Linge 20 cm
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Zentrifuge (4000 U/min)

DC-Fertigplatten Cellulose F 20x20 cm Art. 5718 Merck

Mikropipetten fiir DC

Diinnschichtchromatographietank fiir Dragendorffreagenz-Spriihlsung (Tauch-
bad) evtl. Densitometer, DC-Scanner

Herstellung der Aluminiumoxidsiule

In ein Chromatographierohr, gefiillt mit etwas Glaswolle und zur Hilfte mit
Aceton, lifit man langsam auf eine Fiillhohe von 10 cm Aluminiumoxid einrieseln.
Zur Vermeidung von Luftblasen rithrt man dabei laufend mit einem Glasstab
um. Mit ca. 40 ml Aceton wird die kompakt gefiillte Saule gereinigt und ist zur
Eluierung bereit.
Extraktion

25 g gemahlene Weizen- oder Haferkorner bzw. Mehl in einer Weithalsflasche
mit 100 ml Aethanol iiber Nacht mittels Magnetriihrer extrahieren und anschlie-
end zentrifugieren. Von der iiberstehenden Losung (ca. 80 ml) einen aliquoten
Teil (50 ml) am Rotavapor bei 35°C bis fast zur Trockne einengen. Den Riick-
stand in 2 ml Aethanol 16sen und auf eine vorbereitete Aluminiumoxidsdule brin-
gen. Mit 40 ml Methanol bei einer Tropfgeschwindigkeit von etwa 1 Tropfen pro
2 Sekunden eluieren und das Eluat am Rotavapor bei 35 °C einengen.

Der Riickstand wird mittels 2 ml Aethanol gelst und erneut quantitativ auf
eine vorbereitete Aluminiumoxidsiule gebracht und mit 60 ml Aceton: Methanol
(82:18) bei einer Tropfgeschwindigkeit von etwa 1 Tropfen pro 2 Sekunden
eluiert. Das Eluat wird wie oben am Rotavapor bei 35 °C eingeengt.

Diinnschichtchromatographie

Den Riickstand von etwa 0,5 ml mit Aethanol auf 1 ml erginzen und 25 pl
(5x5pl) — moglichst ohne Fettanteile — mit einer Mikropipette auf eine DC-
Fertigplatte Cellulose F und als Vergleich Standardlosungen sorgfiltig auftragen.
Als 1. Fliefimittel dient die von Sachse (3) angegebene Arbeitsweise zur Entfer-
nung storender Substanzen und fiir die Trennung von CC/CCC dient das von
Bayzer (8) angegebene Partridge-Gemisch:

1. Aceton, Kammersittigung, Laufzeit ca. 45 min
2. Butanol - Essigsaure—Wasser 4:1:5, Oberphase, Kammersittigung, Laufzeit
ca. 4 h.

Nach der Entwicklung und Trocknung an der Luft taucht man die DC-
Platte kurz in eine vorbereitete Dragendorffreagenz-Spriihlgsung. Innert 30 min
erreichen die rotlichen Flecken des CCC starkste Intensitit.

Rf-Wert CC: 0,4
Rf-Wert CCC: 05

Die Auswertung erfolgt visuell durch Vergleich der Fleckengrofle und Inten-
sitat mit Standardldsungen oder densitometrisch bei 540 nm.
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Fiir eine halbquantitative Bestimmung der Riickstinde an CCC kann bereits
das Eluat der ersten Aluminiumoxidsdule diinnschichtchromatographisch ausge-

Abb. 1. Diinnschichtchromatographische Auftrennung eines Mehlextraktes

Auftragung 1: Aethanolextrakt eines Mehles

Auftragung 2: Eluat nach der 1. Alox-sdule

Auftragung 3: Eluat nach der 1. Alox-sdule (Zusatz 1 ppm CCC)

Auftragung 4: Eluat nach der 2. Alox-sdule

Auftragung 5: Eluat nach der 2. Alox-sdule (Zusatz 1 ppm CCC)

Aufrragung 6: 0,3 pg Cholinchlorid bzw. 0,3 p.g Chlorcholinchlorid (Standard)

Der Durchfithrung der DC ist ein besonderes Augenmerk zu schenken. Es
sollte vom Endextrakt moglichst ohne jegliche Fettpartikelanteile ein DC auf-
getragen werden. Nach jedem Auftragen ist auf gute Trocknung zu achten.

Die Tauchlgsung sollte nicht dlter als 3 Wochen sein, bei regem Gebrauch
ist dieselbe Ofter zu erneuern. Bei im Handel befindlichen Dragendorffreagenz-
l6sungen ist mittels Vorversuchen von Standardlosungen die gegebene Verdiin-
nung zur Erzielung bestmoglicher Fleckenintensitit festzustellen.

Resultate

Zu Mehl zugesetzte Mengen CCC (0,5 bzw. 1 ppm) konnten in je drei Versu-
chen mit der beschriebenen Arbeitsmethode zu 80—90%0 wiedergefunden werden;
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die Auswertung erfolgte durch visuellen Vergleich der Flecken mit Standardlsun-
gen. Die Nachweisgrenze von CCC liegt bei 0,1 ppm und kann durch Verdoppe-
lung der Einwaage auf 0,05 ppm gesteigert werden. Sowohl in 10 Mehlproben
verschiedenster Art (Weifimehl, Halbweiflmehl, Roggenmehl, Grahammehl, Bau-
ernbrotmehl, Naturmehlmischung, Klostermehlmischung, Ruchmehl, Roggenschrot)
als auch in 2 Proben Weizenkorner und 1 Probe Haferkorner konnten keine
(<0,1 ppm) CCC-Riickstinde nachgewiesen werden. Eine Probe Weizenkorner
enthielt 0,2 ppm Riickstinde an CCC.

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, im Hinblick auf eine effiziente und rasche Lebensmittel-
kontrolle eine quantitative Methode auszuarbeiten, welche die miithsamen und zeitrau-
benden Reinigungsschritte der bislang bekannten Analysenmethoden zur Bestimmung
von CCC in Kérnern und Mehl wesentlich verkiirzt. Direkte Extraktion aus gemahlenen
Koérnern mittels Aethanol, anschliefende Reinigung an einer Aluminiumoxidsiule und
quantitativer Nachweis mittels «DC-Fertigplatten Cellulose F» erbrachten einen «reco-
very» von 80—90%o.

Résumeé

Le but de ce travail était d’élaborer une méthode analytique quantitative d’exécution
rapide et aisée pour déterminer le régulateur de croissance CCC dans les denrées alimentaires.
La méthode décrite raccourcit notablement les purifications compliquées nécessaires dans
les méthodes analytiques connues jusqu’ici pour le dosage du CCC dans la farine et les
graines. Elle consiste en une extraction directe a ’éthanol des graines moulues. La purifi-
cation de l’extrait est faite par chromatographie sur colonne a l'oxide d’aluminium. On
procéde ensuite a la détection quantitative au moyen de plaques CCM commerciales
cellulose F. Le taux de recouvrement est de 80—90%o.

Summary

In order to determine CCC (growth regulator) in cereal grains and flour in a simp-
ler and less time consuming way a new technique for its quantification was developed.
In particular, the new method cuts down considerably on troublesome purification steps
as needed by the actual technique. Thus, recovery of 80 to 90 percent has now been
achieved through direct extraction of ground material with ethanol, subsequent purifi-
cation on an aluminium oxide chromatographic column, followed by quantitative deter-
mination on prefabricated TLC plates of cellulose F.
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