
Jou-nal of Chronzatography, 207 (1981) 436534 

Elsevier Scientik Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. 13,550 

Note 

Quantitative UV-densitometrische und fiuorodensitometrische Analy- 
se von Mycophenolskiure auf Diinnschichtplatten 

GijNTER ENGEL 

Institut fir Mikrobiologie, Bundesanstalr fir Miichfotschung, Hermann- Weignzann-Strasseasse l-27, D 2300 
Kiel (B.R.D.) 

(Eingegangen am 28. November 1980) 

Mycophenolstiure wurde als Metabolit bei Penicillium stoloniferum, P. brevi- 
compacturn sowie P. roqueforti identifiziert’ -‘_ Wegen toxischer Wirkungen ist die 
quantitative Bestimmung der MycophenoEure von grosser Bedeutung. Der Nach- 
weis erfolgt derzeit nach Diinnschichtchromatographie (DC) und Behandlung mit 
Ammoniak6 oder Digthylamin’ im langwelligem UV-Licht als blaue Fluoreszenz. 
UV-Spektren in Liisung und auf Diinnschichtplatte sowie Fluoreszenzsuektrum nach 
NH,-Behandlung sind bis jetzt nicht beschrieben worden. In der nachfolgenden 
beit werden die UV- und fluorodensitometrischen Bestimmungsmiiglichkeiten 
schrieben und verglichen. 

MATERIAL UND METHODEN 

Ar- 
be- 

Mycophenolsgure wurde nach vierzehntggiger Kultivierung von Penici~iium 
stoloniferrun in 2% Hefeextrakt und 5% Saccharose bei Zimmertemperatur durch 
dreimalige Chloroformextraktion der N2hrliisung und mehrfacher Auskristallisation 
aus kaltem Aceton-n-Hexan gewonnen. Die Referenzsubstanz und den Schimmel- 
pilzstamm stellte dankenswerter Weise P. Lafont, Fra’nkreich, zur Verfiigung. Der 
Schmelzpunkt der Kristalle lag bei 141°C. 

I Die Diinnschichtchromatographie erfolgte auf Kieselgelplatten G 1500, 0.25 
mm Schichtdicke, 20 x 20 cm (Schieicher & Schiill, Dassel, B.R.D.), in geschlossenen 
Trennkammem bei einer Laufstrecke von 15 cm aufsteigend in &her-n-Hex- 
an-Ameisensgure (60 : 20 : 0.4; R,-Wert bei 0.35)‘. Nach Behandlung mit NH, (10 
min bei geschlossener Trennkammer) bildet Mycophenolsgure im langwelligen UV 
einen blau fluoreszierenden6, nach Behandlung mit 1 oA FeCl, im Tageslicht einen 
grau-braunen Fleck’. Daneben bewirkt Mycophenolsiiure auf DC-Platten mit 
Fluoreszenzindikator nach Anregung mit UV bei 254 nm eine Fluoreszenzlijschung. 

Spektraldensitometrische Bestimmmgen 
Die Messungen erfolgten mit einem Zweistrahl-Spektraldensitometer SD 3000 

(Schoeffel, West Wood, NJ, U.S.A.). 
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UV-Remission. Die UV-Remissionsmessung wurde als Zweistrahlmessung 
durchgeftihrt, wobei mit dem Referenzstrahl der DC-Plattenuntergrund kompensiert 
wurde. Fur die quantitative Analyse wurde der Messstrahl zunachst optimal auf 
einen Fleck von 1.5 pg Mycophenolsaure justiert. Durch schrittweise Ver%nderung 
der Wellen&rge wurde dann das Absorptionsspektrum von Mycophenols%rre auf 
der DC-Platte bestimmt. 

Fhoreszetzz. Im Gegensatz zur UV-Remission erfolgte die Fluoreszenzbestim- 
mung des NH,-Derivates als Einstrahlmessung. Die ermittelten Werte sind abhgngig 
von der Intensitat der zur Anregung verwendeten Lichtquelle und von der am Elek- 
tronenvervielfacher zur Verstarkung angelegten Spannung, so dass auf jeder Platte 
mindestens eine Standardkonzentration als Referenz mitzuftihren ist. Emissions- und 
Anregungsmaxima wurden durch schrittweise Veranderung einer Strahlungskompo- 
nente (z.B. Anregung) bei Konstanz der anderen (z.B. Emission) ermittelt. 

Das Fluoreszenzspektrum wurde mit Hilfe des Gittermonochromators GM 
100 (Schoeffel) aufgenommen. Fur die Erstellung der Bezugskurve (Fluoreszenz in 
Abhgngigkeit von der Substanzmenge) wurde anstelle von GM 100 ein Interferenz- 
Verlaufsfilter mit Spalt verwendet, da mit letzterem wegen geringerer Lichtverluste 
kleinere Mengen nachzuweisen sind. 

Photonretrische Bestinmwng 
Die Messung der UV-Absorption in Losung erfolgte in 1 cm Quarzkiivetten 

mit dem Doppelstrahl-Spektralphotometer UV-210 A (Schimadzu. Kyoto, Japan). 
Dazu wurden 30 ,ug Mycophenolsaure pro ml Athanol gel&t und das UV-Spektrum 
sowie die Extinktionen bei den Absorptionsmaxima bestimmt. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSIGN 

In Fig. 1 werden die UV-Spektren von 1Mycophenolsgure auf DC-Platte nach 
Chromatographie und von Mycophenolsaure in athanolischer Losung verglichen. 
Diese Verbindung besitzt in Athanol UV-Maxima bei 219,250 und 305 nm, wobei fur 
0.03 mg/ml Extinktionen von 1.060, 0.729 bzw. 0.399 ermittelt wurden. Nach An- 
sauerung mit HCl auf pH 1 nahm die Absorption bei 219 nm urn fast 50 % ab. 
wghrend bei 250 und 305 nm keine Veranderungen auftraten. Eine Alkalisierung mit 
NaOH bewirkte eine Verschiebung des Maximums von 219 nach 239 nm unter gleich- 
zeitiger Abschwachung der Absorption. Wurde anstelle von NaOH, Ammoniak ver- 
wendet, entstand bei 343 nm ein neues Absorptionsmaximum, wghrend sich dasjenige 
bei 305 nm mit zunehmender NH,-Konzentration verringerte und schliesslich Ler- 
schwand. Die Absorption bei 250 nm blieb unverandert. 

Das UV-Spektrum von Mycophenols%re auf der DC-Platte nach Chromato- 
graphie wies mit 220, 250 und 300 nm shnliche Maxima auf wie in athanolischer 
Losung. Jedoch waren die IntensitHten der Absorption unterschiedlich ausgepragt. 
Fiir quantitative Bestimmungen eignen sich Messungen bei den Wellenlangen 220 nm 
und insbesondere bei 250 und 300 nm. Eine 10 min lange Behandlung der Mycophe- 
nolsaure auf der DC-Platte mit NH,-Dampfen bewirkt zun&hst eine leichte Ver- 
schiebung nach 230 nm und schliesslich ein Wegfall des Maximums bei 220 nm. das 
bei 250 nm ergibt etwas niedrigere Extinktionswerte, wghrend bei 300 nm keine 
Vergnderung festzustellen war. 
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Fig. 1. Absorptionsspektrum lthanolischer MycophenolsPurelbsung und eines Mycophenolslurefleckes 
auf DC-Platte. . 

Das Anregungs- und das Emissionsspektrum eines MycophenolsZurefleckes 
nach Diinnschichtchromatographie und NH,-Behandlung sind in Fig. 2 dargestellt, 

. 
als Anregungsmaximum wurdea 360 nm, als Emissionsmaximum 435 nm mit einer 
Xenon-Hochdrucklampe ermittelt. Da die als Quecksilber-Xenon-Hochdrucklampe 
fiir Messungen verwendete Lichtquelle bei 365 nm eine energiereiche Bande besitzt 
und hierdurch infolge stiirkerer Anregungsenergie hijhere Emissionswerte erreicht 
werden kiinnen, wurde diese Wellenl5nge in Verbindung mit der Quecksilber-Xenon- 
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Fig. 2. Anregungs- und Emissionsspektrum eines Mycophenolslurefleckes auf DC-Platte nach N&- 
Behandlung. 
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Hochdrucklampe zur Anregung benutzt. Dadurch veranderte sich das Emissionsma- 
ximum nicht. 

Insgesamt kiinnen zur quantitativen Bestimmung von Mycophenolsaure auf 
der DC-Platte vier verschiedene Messmoglichkeiten herangezogen werden, mit Hilfe 
derer die in Tabelle I gezeigten Beziehungen zwischen Recorder Signal (integrierte 
Counts) und aufgetragene Mycophenolsauremenge hergestellt wurden. Alle Messun- 
gen wurden an jeweils fiinf Flecken pro Mycophenols%urekonzentration durchge- 
fiihrt, wobei fur die unterschiedlichen Messmoglichkeiten jeweils die gleichen Flecke 
verwendet wurden, zuerst fur die UV-Remission ohne, anschliessend fiir Fluoreszenz- 
messung nach NH,-Behandlung. Bei letzteren war darauf zu achten, dass Platte fur 
Platte unmittelbar nach NH,-Behandlung gemessen wurde, da eine sofortige Abnah- 
me der Fluoreszenzintensitat nach Herausnahme aus den Ammoniakd%mpfen ein- 
setzte. Dies wird fiir zwei Konzentrationen in Tabelle II gezeigt. Eine erneute Be- 
handlung mit NH, nach 300 min fiihrte wiederum zu einem Anstieg der Fluoreszeuz- 
intensit5t. Im Gegensatz hierzu konnten unbehandelte Mycophenolsaureflecke tiber 
24 h ohne Absorptionsverlust (UV-Remission) aufbewahrt werden. Aus diesem 

TABELLE I 
BEZIEHUNGEN ZWISCHEN AUFGEI-RAGENER MYCOPHENOLSAUREMENGE UND UV- 
REMISSION BZW. FLUORESZENZ (INTEGRIERTE COUNTS) NACH CHROMATOGRAPHIE 
UND ABGLEICHUNG GEGEN DEN PLATTENUNTERGRUND 

pg Afwoplrenol- (I V-Rentissiort, Pfatten unbefmtdeit 
siiltre 

210 111t1 250 nnt 
s + s (II = 5) S f s (11 = 5) 

(.%I) (8;) 

300 ,,,,I 
S + s (II = 5) 

(6; ) 

0.1 nicht messbar 65 + S (11) 60 f 7(11) 254 f 49 (19) 
0.3 137 & 39 (29) 723 _t 35(15) 211 * 30 (14) 1153 1 163(14) 
1.0 532 * 71 (13) 533 + so ( 9) 79s &- 91 (11) 5503 t_ 658 (12) 
3.0 1567 + 197(13) 2369 + 216 ( 9) 2194 * 115 ( 9) 18613 f 1771 ( 9) 

10.0 4012 + 237 ( 6) 5584 f 314( 5) 4388 * 329 ( 7) 49700 + 4255 ( 9) 
20.0 5933 _e 645 (11) 7734 t 355 ( 4) 7257 * 374 ( 5) 69050 t_ 5966 ( 9) 

TABELLE II 
BEZIEHUNGEN ZWISCHEN FLUORESZENZINTENSITAT UND ZEIT NACH NH,- 
BEHANDLUNG VON MYCOPHENOLSAURE (0.3 UND 3.0 /.icg) 

Zeit rtaclt 
NH,-Beltuttditotg 

Flttores=en5tttensiIiir I”,:) 

0.3 pg 3.0 lx 

0 min 100 100 
5 min 7s 76 

10 min 60 60 
20 min 43 43 
30 min 33 32 

60 min 75 20 
170 min 19 13 
300 min 15 10 
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Gruude ist schon fiir eine quantitative Bestimmung die UV-Remissionsmessung der 
Fluoreszenzmessung vorzuziehen, zumal die Nachweisgrenze bei beiden Methoden 
bei 0.1 JL~ pro Fleck liegt. Hinzu kommt noch, dass sich die UV-Remissionsmessung 
hci 250 nm und 350 nm in Bezug auf Streuung der Messwerte als zuverkssiger erweist 
und dafiir fiir quantitative Analysen besser gee&et ist. Die UV-Remissionsmessung 
wurde zum Nachweis von Mycophenols5ure sowohi in Edelpilzk5se als such in Nghr- 
medien erfolgreich angewendet, die Fiuoreszenzmessung diente dabei als zus%zliche 
BestStigung?. 
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