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Zusammenfassung: In einem biologischen Testverfahren an Cumatetralyl sensi-
bilisierten Kiiken konnte in 3 Versuchen anhand des Parameters Thromboplastin-
zeit mit homologer Thrombokinase gezeigt werden, daf3 Menadioldiacetat und
Menadioldibutyrat Vitamin-K-wirksam sind. Die biologische Wirksamkeit von
Menadion aus diesen Menadiolestern betrug ca. 70 % der Menadionaktivitat aus
gecoatetem Menadionbisulfit (Dohyfral®). Im Gegensatz zu 2 ungeschiitzten MSB-
Praparationen, welche bei Warmebelastung ca. 60 % ihrer urspriinglichen Wirkung
verloren, waren die Menadiolester temperaturstabil.

Summary: A bioassay of vitamin K is described, based on the prothrombin
clotting time of 3-week-old, vitamin-K-depleted, and cumatetralyl-sensitized male
broiler chicks, using a homologous thrombokinase preparation. With this test it
could be shown that the diacetate and dibutyrate esters of menadiol are vitamin-K-
active. The bioactivity of menadione from these menadiolesters amounted to about
70 % of the standard menadione from a coated menadione sodium bisulfite (Dohy-
fral). Menadiol seems to be temperature-resistant under such conditions, whereby
two uncoated MSB preparations lost about 60 % of their activity.

Schliisselwdrter: Vitamin K, Menadion, Menadiol, Bioverfiigbarkeit, Stabilitit,
Gefligel
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Einleitung

Zusammensetzung und Herstellung heutiger Mischfuttermittel fur
Gefliigel machen einen Zusatz von Vitamin-K-Priparaten notwendig, um
Mangelerscheinungen zu vermeiden. Hohe Vitamin-A-Konzentrationen
im Fufter und eventuell Sulfonamide bzw. deren Derivate als Kokzidio-
statika wirken antagonistisch zu Vitamin K und daher , bedarfserhéhend*.
Die nattirlichen K-Vitamine Phyllochinon (K;) und Menaquinon (K,) kom-
men derzeit als Futterzusatz nicht in Frage, so daf} allgemein die wasser-
loslichen Derivate des 2-Methyl-1,4-Naphthochinons (Menadion, Vitamin
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K3) zum Einsatz gelangen. Handelsiibliche Prdparate sind das MSB
(Menadion-Natrium-Bisulfit) sowie das MPB (Menadion-Dimethyl-Pyri-
midinol Bisulfit), deren Vitamin-K-Wirksamkeit sich proportional ihrem
Menadion-Gehalt verhilt (3). Beide Menadion-Derivate sind zwar wesent-
lich stabiler in Futtermischungen als Menadion selbst oder Vitamin K, sie
sind jedoch oxidationsempfindlich. Pelletieren und Lagerung fihren zu
einem Verlust an Vitamin-K-Aktivitat im Futter aus zugesetzten Mena-
dion-Derivaten, weshalb Verfahren der Stabilisierung, wie z.B. der
Ummantelung von MSB, entwickelt wurden. Bereits 1939 haben aber
Binkley et al. (siehe 10) auf das Menadiol (Vitamin K4, 2-Methyl-1,4-
Naphthohydrochinon) bzw. dessen Vitamin-K-Aktivitit und die gute Sta-
bilitat der Menadiolester hingewiesen.

Ziel der Untersuchungen war es daher, die biologische Verfiigbarkeit
von Menadiol als Diacetat und als Dibutyrat sowie seine Stabilitat gegen
Warmebelastung bei Hiihnerkiiken zu Uberprufen.

Material und Methoden
Thrombaoplastinzeit-Bestimmung

Der Vitamin-K-abhingige Schritt in der Prothrombin-Synthese ist die y-Carboxy-
lierung (7); reduziertes Vitamin K (Hydrochinon) dient als Coenzym fir cine Carb-
oxylase, welche die y-Carboxylierung der Glutaminsiure bewirkt (8). Dabei ent-
steht Vitamin-K-2,3-Epoxid. Die am Epoxidzyklus (Wiederbildung von Hydrochi-
non) beteiligten Enzyme Epoxid-Reduktase (4) und NAD(P)H-Quinon-Dehydroge-
nase (9) werden durch Dicumarin und desscn Derivate gehemmt. Auf diesem
Prinzip beruht die biologische Prifung kleinster Menadionzusiitze zum Futter

Tab. 1. Vitamin-K-arme Basalration (Zusammensetzung [%]).

Sojafeinmehl 40,50 Kochsalz 0,40
Mais 20,00 DL-Methionin 0,20
Sojadl 2,00 Glycin 0,12
Maisstarke 33,50 Vitamin Vormischung* 0,18
Dicalciumphosphat 2,50 Spurenelement

Calciumcarbonat 0,50 Vormischung** 0,10

* Vitamin-Vormischung (auf Sojafeinmehlbasis) enthilt in 1,8 g (= pro kg Basalra-
tion): 1,5mg Retinol, 17,5 ug Cholecalciferol, 10 mg o-DL-Tocopherolacetat, 3mg
Riboflavin, 10pug Cobalamin, 5mg Ca-Pantothenat, 25mg Nikotinsidure, 200mg
Chaolinchlorid.

Die Vitaminierung wurde bewulit knapp gewéahlt, um mogliche Vitamin-K-Ein-
schleppungen durch andere Vitaminpriparate zu minimieren. Der Zusatz weiterer
Vitamine als oben angegeben hat sich fiir den Versuchszweck als unnétig erwiesen.
** Spurenelement-Vormischung enthilt in 1g (= pro kg Basalration): 101mg Fe
(aus Eisenfumarat), 80 mg Zn (aus Zinkacetat), 80 mg Mn (aus Mangansulfat), 12mg
Cu (aus Kupferacetat), 2,6 mg J (aus Kaliumjodid), 1mg Co (aus Cobaltsulfat),
0,5mg Se (aus Natriumselenit), 5mg F (Natriumfluorid) und 70 mg Mg (aus Magne-
siumoxid).

Die verschiedenen Vitamin-K-Priparate und Cumatetralyl wurden als Vormi-
schungen auf Sojafeinmehl zu Lasten dieser Komponente in die Versuchsrationen
eingebracht.
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(30-120 ppb) anhand ihrer Wirkung auf die mit homologem Thromboplastin gemes-
sene Thromboplastinzeit (TPZ) von Cumatetralyl (Dicumarinderivat)-sensibilisjer-
ten und Vitamin-K-depletierten Broilern. Das Verfahren ist bereits im Detail
beschrieben (5, 6). Hierzu werden 1 Tag alte Broilerhahnenkiiken (Lohmann B 975)
fir 3 Wochen mit einem Vitamin-K-armen Mischfutter (Th. 1) gefuttert, dem 1 ppm
Cumatetralyl (CT, Racumin, Bayer, Leverkusen) zugesetzt ist. Wahrend der 2wochi-
gen Versuchsphase werden die Blutproben zwischen den Tagen 6-15 durch Punk-
tion der V. cut. ulnaris gewonnen. Die Ermittlung der TPZ erfolgte mit Hilfe eines
Coagulometers nach Schnitger und Gross (Typ 410 A 4 B) der Fa. Amelung, Lemgo.

Versuch I

In Versuch I wurden die Priparate MPB (Hetrazeen; 22,5 % Menadion; Randstad
Branchstone, Soest, Holland), MSB ummantelt (Dohyfral®; 25 % Menadion, Duphar
B.V., Amsterdam, Holland), Menadioldiacetat und Menadioldibutyrat (67,4 bzw.
55,0 % Menadiondquivalent, BASF, Ludwigshafen) eingesetzt. Alle Priaparate wur-
den in der Standardkonzentration 30, 60 bzw. 120 ppb dem Futter (Tab. 1) mit 15
ppm CT eingemischt (Tab. 2). Jeweils 5 Blutproben/Versuchsgruppe (2x 7 Tiere)
wurden an den Tagen 6, 7, 8, 10, 12, 13 und 14 entnommen. Ziel des Versuches war
es, erste orientierende Aussagen Uber eine Vitaminwirksamkeit von Menadioldi-
acetat bzw. -dibutyrat zu erhalten und die Standardsubstanz (MSB oder MPB) fir
die folgenden Versuche auszuwihlen.

Versuch II

In Versuch II wurden eine Wertbemessung der beiden Menadiol-Praparationen
im Vergleich zu MSB (Dohyfral®) sowie eine Stabilititsprifung der Menadiol-
Priparationen und 2 weiterer MSB-Priparate (MSB 1 = Entwicklungspriaparat und
MSB 2 = Produkt aus dem Handel) vorgenommen {Tab. 3). Zur Stabilitdtspriifung
wurden die Praparate in einen Priamix, der spiter mit 0,1 % dem Futter zugesetzt
wurden, eingemischt und fiir 6 Tage und 16 h bei 37°C und 100 % relativer Feuchte
im Trockenschrank aufbewahrt. Der Pramix bestand aus 20 % Dicalciumphosphat,
10 % Spurenelement-VM (s. Th. 1), 69,9 % Sojafeinmehl und dem Vitamin-K-Préapa-
rat. Die insgesamt 20 Versuchsrationen wurden an je 5x 12 Broiler verfiittert.
Blutentnahmen erfolgten an den Tagen 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13 und 15 (insgesamt 8) an
jeweils 5 Tieren/Versuchsgruppe. Die Menadioldosierung wurde entsprechend dem
Schitzwert aus Versuch I um 1,15 gegeniiber den Standarddosierungen erhéht.

Versuch II1

In Versuch III wurde die vergleichende Wertbemessung von Menadioldiacetat
und Menadioldibutyrat sowie MSB 1 gegeniiber dem Standard MSB (aus Dohy-
fral® auf Rationsgrundlagen mit 10 und 15 ppm CT durchgefiihrt (18 Versuchs-
gruppen mit je 4x 10 Tieren). Die Dosierungen der Prifpriparate wurden aufgrund
der in Versuch II ermittelten Titer erhéht, um Standardgerade und Priifgeraden
besser zu zentrieren (Tab. 5). Bluiproben wurden an den Versuchstagen 7, 8, 10, 11,
12, 13 und 15 gewonnen (pro Tag und Versuchsgruppe 4).

Versuchsauswertung

Von allen wihrend eines Versuchstages ermittelten TPZ-Werten einer Versuchs-
gruppe wurde ein Mittelwert gebildet, aus diesen wurden der Versuchsgruppenmit-
telwert sowie die Regressionsgeraden errechnet. Die Titer der Testsubstanzen
wurden fiir die Versuche Il und I1I nach einem statistischen Verfahren (1) ermittelt,
welches auf einem Vergleich der Steigung der jeweiligen Regressionsgeraden bei
gleichzeitiger varianzanalytischer Prifung der Zuldssigkeit der Wertermittlung
(Abweichung von Linearitit und Parallelitiat) beruht.
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Ergebnisse

Die Ergebnisse von Versuch I finden sich in Tabelle 2. Obwohl die
Mortalitatsrate sicherlich durch die Manipulation an den Tieren (Blutent-
nahme) beeinfluflt war, spiegelt sie verschiedene Menadionkonzentratio-
nen recht gut wider. Unterschiede zwischen den Préparaten und den
Menadiondosierungen/Praparat lassen sich aber aus den zootechnischen
Parametern Verluste, Lebendmassezunahme und Futterverwertung
kaum ablesen. Deshalb wird auch auf die Wiedergabe der letztgenannten
Parameter in den Versuchen II und III verzichtet.

Mit ummanteltemm MSB wurden die niedrigsten TPZ-Werte erhalten,
gefolgt von MPB, Menadioldiacetat und Menadioldibutyrat. Aufgrund der
geringen Tierzahl dieses ersten Versuches sowie der dadurch bedingten
mehrfachen Blutenthahme beil einzelnen Tieren ist eine statistische Aus-
wertung nicht gerechtfertigt. Ein relativer Vergleich der summierten TPZ-
Werte der Vitamin-K-Préaparate 146t erkennen, dafl Menadion aus MPB
geringfiigig weniger biologisch aktiv war (ca. 7 %) als Menadion aus MSB
und daB die beiden Menadiolpriaparate ihrerseits gleichwertig im Mittel
etwa 15 % weniger wirksam waren.

Deshalb wurde die Menadiondosis aus Menadiol fiir Versuch II um den
Faktor 1,15 gegeniber den Standarddosierungen erhoéht. Da die MSB-
Dosierungen etwas grofiere Differenzen zwischen den einzelnen TPZ-
Werten als die MPB-Konzentrationen erkennen lieflen, wurde MSB als
Standardsubstanz fiir die nachfolgenden Versuche ausgewihlt.

In friiheren Versuchen erschien Menadion aus MPB ebenfalls gleicher-
mafen bioverfiighar wie Menadion aus MSB, allerdings war die Steigung
der MPB-Regressionsgeraden geringer (3).

In den Versuchen II (Tab. 3) und III (Tab. 5) war eine statistische
Wertbemessung der Vitamin-K-Priaparate anhand der TPZ-Regressions-
geraden, bezogen auf den Logarithmus der Menadion-Konzentration im
Futter, moglich, da alle Einzelwerte voneinander unabhingig gewonnen
wurden. Die Prufung zeigte, daBl keine signifikanten Abweichungen von
Linearitidt und Parellelitit der Wirkungsgeraden auftraten, die Wertbe-
messung deshalb zulédssig war.

Tab. 4. Biologische Menadionaquivalenz, Versuch II. Menadion-Titer in % der
Menadion-Wirkung von Menadionbisulfit (Dohyfral®) auf die Thromboplastinzeit.

Titer Relativer Titer
nach Wirmebelastung

Menadioldiacetat 60
Menadioldiacetat, warmebelastet 66 (110)
Menadioldibutyrat 50
Menadioldibutyrat, warmebelastet 54 (108)
MSB 1 80
MSB 1, wirmebelastet 33 41)
MSB 2 60

MSB 2, wiarmebelastet 21 (35)
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MSB 1 (Entwicklungsprodukt) und MSB 2 (Handelsprodukt) erreichten
nur 80 bzw. 60 % der Menadion-Wirksamkeit von MSB-Dohyfral® (Tab. 4).
Unter den gleichen Bedingungen (15 ppm CT) von Versuch III wurde der
Titer des unbelasteten Produkts MSB 1 mit 81 % (95%-Vertrauensbereich:
57-116 %) bestatigt (Tab. 6). MSB 1 und 2 waren nicht ummantelt, so daB3 in
einer eventuell zu starken Ummantelung dieser Produktie keine Erklarung
fur die geringere Wirksamkeit gefunden werden kann. Ahnliche Unter-
schiede wischen MSB-Priparaten waren je nach Herkunft bereits in fri-
heren Untersuchungen aufgetreten (2). Durch Wirmebelastung verloren
die beiden MSB-Priparate 60-65% ihrer Vitaminwirkung. Verluste in
dieser GrofBenordnung sind ebenfalls aus friiheren Untersuchungen
bekannt (2).

Die Versuche II und III bestatigen, dall Menadiol Vitamin-K-wirksam
ist (Tab. 3 bis 6). Sie zeigen weiter, daBl die Menadiolpriaparationen Diace-
tat und Dibutyrat offensichtlich unter den gewéihlten Bedingungen tem-
peraturstabil sind. In Versuch III (bei 15 ppm CT) lagen die Schitzwerte
der biologischen Menadion-Verfligbarkeit aus den Menadiolestern mit 67
bzw. 69 % nahe beieinander und hoher als in Versuch II mit 50 (Dibutyrat)
bzw. 60 % (Diacetat). Der 95%-Vertrauensbereichung der Wertbemessung
in Versuch III reicht von 44 bis 102 %.

Die Wertbemessung fiir Menadion aus Menadioldiacetat nach Warmebe-
lastung (Tab. 4) erreicht mit 66 % nahezu den in Versuch III ermittelten
Titer (Tab. 6).

Etwas anders verhalten sich die in Versuch IIT bei nur 10 ppm CT
ermittelten Titer. In diesen Versuchsgruppen waren auch eine geringere
Mortalitidtsrate als bei 15 ppm CT aufgetreten (Tab. 5). MSB 1 wird jetzt de
facto gleich gut bewertet wie der Standard (Tab. 6). Die Titer der Mena-
diolester erfahren hingegen kaum eine Anderung.

Deutlich werden die beschriebenen Verhéltnisse in Abbildung 1. Die
geringere Varianz der Einzelwerte bei 10 ppm CT bewirkt eine engere
Beziehung zwischen logarithmierten Menadion-Konzentrationen des
MSB-Standards und der TPZ und damit auch einen kleineren Vertrauens-
bereich (Mendadiolester: 52-96 %) des wertbestimmenden Menadion-
Titers (69 % flir Menadioldiacetat, 71 % fir Menadioldibutyrat).

Diskussion

Die Bestimmung der TPZ mit homologem Thromboplastin bei CT-
sensibilisierten Kiiken stellt offensichtlich ein brauchbares System zur
Bestimmung der Vitamin-K-Wirksamkeit von Vitameren dar (5, 6).

Tab. 6. Biologische Menadioniquivalenz, Versuch III. Menadion-Titer in % der
Menadion-Wirkung von Menadionbisulfit (Dohyfral®) auf die Thromboplastinzeit.

Titer Titer
Cumatetralyl [ppm] 10 15
Menadioldiacetat 69 69
Menadioldibutyrat 71 67

MSB1 95 81
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Die Verwendung eines Coagulometers sowie die Reduktion der CT-
Belastung von 15 auf 10 ppm erhoéhen die Aussagegenauigkeit dieses
Testsystems. Eine Beeintrachtigung des Tests bzw. seiner Auswertbarkeit
durch K-Antagonisten und eine dadurch méglicherweise erwartbare zu
geringe Steigung der Standardgeraden (11) wurde nicht beobachtet.

Die Wiederholbarkeit der Ergebnisse von Versuch zu Versuch 1483t den
Schluf3 zu, dall Menadiolester eindeutig Vitamin-K-wirksam sind, daf3 ihr
Menadionanteil aber doch ca. 30 % schlechter verwertet wird als Mena-
dion aus MSB (ausgenommen MSB2 in Versuch II). Eine ungeniigende
intestinale Spaltung der Esterbindung scheint ursidchlich unwahrschein-
lich, fur eine Benachteiligung des Menadiols bei der Resorption oder bei
der enzymatischen Umwandlung zum Hydrochinon liegen keine Anhalt-
spunkte vor. Eine Abklirung muB spateren Untersuchungen vorbehalten
"bleiben. Beide Menadiolester wurden als Rohprodukte der chemischen
Synthese ohne besondere galenische Formulierung eingesetzt, dies mag
zu ihrer geringeren Bioverfiigbarkeit beigetragen haben.

Besonders hervorzuheben ist jedenfalls die Warmestabilitat der Mena-
diolester unter Prifbedingungen, bei denen ebenfalls nicht durch Coating
geschiitzte MSB-Préaparate 60-85% ihrer urspriinglichen Wirksamkeit
verlieren. Hinsichtlich des MSB werden #ltere Aussagen bekraftigt (2).

Durch Menadiol erdffnen sich Chancen fir die Mischfutterproduktion,
die bisher mit Zusitzen wenig stabiler K-Vitamine im 10- bis 20fachen
Bedarfsbereich arbeitet. Menadio! erfiillt aus der Mischfuttertechnologie
ableitbare Forderungen hinsichtlich Stabilitat nach Warme- und Wasser-
dampfeinwirkung, die eine gute Pelletiereignung erwarten 1a8t.
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