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13. Quantitative Bestimmung, Charakterisierung und Stabilitit
von Magnesium 5-Methyltetrahydrofolat

von Josef Conti, Hans Suter und Rita Widler
Forschungsinstitut EPROVA Aktiengesellschaft Schaffhausen

(10. X. 73)

Zusammenfassung. Die Eigenschaften des Magnesiumsalzes der 5-Methyltetrahydrofolsiure
und eine spezifische Methode zu seiner quantitativen Bestimmung werden beschrieben. Die
Stabilititen der Na-, Mg-, Ca-, Ba-Salze werden vergleichend untersucht.

1. Einleitung. — Bei unseren Untersuchungen verschiedener Salze der 5-Methyl-
tetrahydrofolsdure (5-MeTHFS) in kristalliner, kristallwasserhaltiger Form zeigte
sich, dass das Magnesiumsalz bei Raumtemperatur besonders stabil ist (vgl unter
Ref. [1] die Unstabilitit des Bariumsalzes). Das Magnesiumsalz lisst sich chromato-
graphisch rein herstellen und stellt ein physiologisch vertrigliches Salz dar.
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Magnesiumsalz der d//L-5-Methyl-tetrahydrofolsiure (Mg-5-MeTHF).

2. Eigenschaften. — C,Hyg MgN,O; - 4H,0 (553,82), Ber. C 43,4, N 17,7, Mg 4,4,
H,0 13,09 ; Gef. C43,3, N 17,4, Mg 4,3, H,0 12,89%,. Aspekt: Farbloses, mikrokristal-
lines Pulver. Loslichkeit: 1,1 g in 100 ml Wasser bei 24°. Unléslich in organischen Lé-
sungsmitteln. Schmilzt nicht bis 300°. UV.-Spektrum: Eine 0,001245 proz. (g/v)

Fig. 1. UV.-Spektrum von dl[1L.-Mg-THEF-
at-4 H,0 ¢ = 12,45 mg/[l (= 2,248 - 10~ M)
Phosphatpuffer pH 7,0; d = 1 cm Eyy =
1 e 0,665 (Max., ¢ = 29,6 - 10%), E,,; = 0,181
200 300 nm (Min., ¢ = 8,05 - 103%), emax./emin. = 3,7
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Losung in sauerstoffreinem Phosphatpuffer pH 7,0 weist ein charakteristisches Spek-
trum auf: Max. bei 290 nm. Min. bei 245 nm (siehe Fig. 1).

(Phosphatpuffer pH 7,0= 36,08 g Na,HPO, - 2H,0 - 17,6 g KH,PO, pro 11 Std. mit
Stickstoff sauerstoffrei geblasen).

In der Literatur sind folgende Werte angegeben:
Bariumsalz - 4HgO: £y99 = 30,8 - 103 (bei pH 7,0) [1]; Bariumsalz - 4H,0: g499 = 30,8 -10°
Calciumsalz 3Hy0: £49y = 32,0 - 10%; beide in 0,1M Phosphatpuffer pH 7,0 [2]. Freie Sduve:

& max
€290 = 31,7 - 10% (pH 7,0) [1]; €999 = 32,0 - 102 (pH 7,0); Verhaltnis cmin = 3,85 [3]; &9gp = ca.
29 - 10° [4].
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Fig. 2. IR-Spektrum von dljL-Mg-THF-at - 4H,0

IR.-Spektrum (KBr) (siehe Fig. 2). — Optische Drehung [5]:[a]% = +17,8° auf wasser-
freies Mg-Salz bezogen (¢ = 0,736%, in Wasser). — Diinnschichtchromatogramm:
DC.-Alufolie Cellulose Fyyy, 0,1 mm (Merck); Fliessmittel: 2 proz. Ca-acetat, 1,5%
(v/v) 2-Mercapto-ithanol enthaltend; Auftragsmenge: 5 mm?®, entsprechend 50 ug
Substanz; Laufstrecke: 15 cm; Rf = 0,77. Keine Nebenflecken. In Phosphatpuffer
pH 7,0 (Merck), 1,5%, (v/v) 2-Mercaptodthanol enthaltend, weist das Mg-Salz der
5-MeTHFS einen einzigen Chromatographiefleck mit Rf 0,86 auf.

In der Literatur [2] ist ein Ri-Wert von 0,84 mit cinem schwachen, blau fluoreszierenden
Nebenfleck mit Rf 0,52 angegeben.

DC.: Cellulose MN 300 F 254 (0,25 mm), entwickelt in 0,1m Phosphatpuffer pH
7,0, 0,5%, (v/v) 2-Mercaptodthanol enthaltend.

3. Methode zur quantitativen Bestimmung von 5-Methyltetrahydrofolaten. -
Die Methodik beruht auf demselben Prinzip wie das frither von uns publizierte Ver-
fahren [6] zur Reinheitspriifung von 5-Formyltetrahydrofolsaurem Calcium, némlich
a) Chromatographische Auftrennung; b) Extraktion des reinen Chromatographie-
Fleckes; c) Photospektrometrische Ausmessung des Extraktes. Bei 5-Methyltetra-
hydrofolaten muss jedoch, wegen der Empfindlichkeit gegen oxydative Einfliisse,
dem Oxydationsschutz beim Chromatographieren besondere Aufmerksamkeit ge-
schenkt werden.

a) Chromatographische Auftvennung. Tank: Normaler DC.-Chromatographietank. Platten:
«Mercky DC.-Alufolien (20 20 cm) Cellulose Fyz,-7 senkrechte Bahnen von 2 cm Breite. Lauf-
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strecke: 15 cm; Laufzeit: ca. 2 Std.; Fliessmittel: 2proz. Calciumacetat in Wasser; Zusatz von
1,5 ml 2-Mercaptoidthanol pro 100 ml Fliessmittel. Standard-Lésung: 100,0 mg 5-Methyl-tetra-
hydrofolsaures Magnesium-4 HyO/10 ml {(ausgekochtes Wasser mit Zusatz von 1,59, (v/v) 2-Mer-
captodathanol). Analysenlosung: 100,0 mg Analysensubstanz{10 ml. Die Losungen diirfen nicht
geschiittelt, sondern nur durch Kippen der Messktlbchen hergestellt werden. Frisch hergestellte
Losungen einsetzen. Auftragsmenge: 5 ul pro Fleck, entsprechend 50 ug Substanz. Unter
Stickstoff mit Hilfe einer « Microcap» Mikrokapillare auftragen. Startpunkte: 1, 2, 3 fir Standard-
18sung (chromatographisch rein); 4 fiir Blindwert (ohne Substanz) freilassen; 5, 6, 7 fiir Analysen-
l6sung. Markierung der Chromatographieflecken: Die DC.-Platte wird nach der Entwicklung
1-2 Std. im Stickstoff-Strom (DC.-Tank mit PVC-Deckel) getrocknet. Unter der UV.-Lampc
(254 nm) werden die Chromatographieflecken (Hauptflecken) mit Bleistift markiert und als
quadratische bzw. rechteckige Plattchen ausgeschnitten.

b) Extraktion der Chromatographieflecken. Extraktionsmittel: 36,08 g Na,HPO,-2H,0 und
17,6 g KH,PO, in 960 ml ausgekochtem, demineralisiertem Wasser auflésen; 3,0 g Na,S,0,
p.a. und 31,6 m11,008 NaOH zugeben; 1 Std. N, durch die Lésung blasen. Extraktionsbehdlter:
Zentrifugengliser 10 cm lang, @ 1,5 cm, mit Plastikstopfen. Extraktion: Die 7 DC.-Plittchen
werden sorgfiltig leicht gefaltet und jedes einzeln in ein Zentrifugenglas gesteckt. Je 5,00 ml
Extraktionsmittel werden zupipettiert und die verschlossenen Réhrchen auf einem Schiitteltisch
in horizontaler Lage 30 Min. geschiittelt bis die Aluminiumpléittchen frei von Adsorbens sind.
Anschliessend werden die Rohrchen 5 Min. zentrifugiert (5000 T/Min.).

¢) Photospektvometyische Messung: Die klaren Extraktionslésungen werden beim Absorptions-
maximum (290 nm) gegen die Blindprobe (No. 4) gemessen. 1 cm Quarz-Kiuvetten.

Ea - 100
Gehalt: —E—- =L % CyoHysMgN, 0 Mg - 4H,0
s
E, = Mittelwert der 3 Extinktionen (Analysenlosung, Punkte 5-7)
Es = Mittelwert der 3 Extinktionen (Standardlosung, Punkte 1-3)

4. Diskussion der Ergebnisse. — a) Exiraktionsverlust: Eine Losung von chro-
matographisch reinem Mg-5-MeTHF wurde direkt spektrophotometrisch gemessen,
bzw. auf eine Celluloseschicht (DC.-Fertigplatte, Glas) aufpipettiert, abgekratzt, ex-
trahiert und photospektrometrisch gegen eine Blindextraktion gemessen. Bei einer
Serie von 7 Extraktionen konnten wir im Mittel 99,2%, der aufgesetzten Substanz
extrahieren. Standard-Abweichung = 1,9%,.

Extraktionsverlust im Muttel: 0,8%,.

b). Chromatographie- und Extraktionsverlust. Mit chromatographisch reinem Mg-5-
MeTHF wurde eine Serie von 11 Analysen (DC.-Chromatographie, Extraktion des
Chromatographiefleckens und spektrophotometrische Messung) durchgefithrt und die
Messwerte auf die Extinktion bezogen, wie sie bei der direkten spektrophotometri-
schen Messung der Stammlosung bestimmt wurde. Der Inhalt des beniitzten 5 ul
Microcaps wurde auf einer Mikrowaage ausgewogen und beriicksichtigt (4,885 ul).
Wir fanden in den Extrakten im Mittel 97,99, der eingesetzten Substanz wieder.
Standard-Abweichung = 1,19,.

Chromatographier- und Extraktionsveriust = 2,1%, (Mittelwert).
¢) Reproduzierbarkeit. Bei einer Serie von 18 Einzelbestimmungen wurde die oben
beschriebene Analysenmethode gepriift. Fiir simtliche Bestimmungen wurde ein und

dasselbe reine Mg-5-MeTHF verwendet. Auf 6 DC.-Platten wurden auf die Punkte
1-3 je 50 ug und auf die Punkte 5-7 je 30 ug Mg-5-MeTHF aufgetragen (Punkt 4 =
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Blindwert). Es wurde wie iiblich chromatographiert, extrahiert und spektrophoto-
metrisch gemessen. Die einzelnen E-Werte der 30 ug-Extraktionen wurden bezogen auf
das Mittel der E-Werte der 50 yg Extraktionen der jeweils gleichen DC.-Platte. Wir
fanden im Durchschnitt von den aufgetragenen 30 ug 29,8 ug Mg-5-MeTHF wieder.
Standard-Abweichung 0,7 ug.

5. Stabilitit von chromatographisch reinen Salzen der 5-MeTHFS. — Die
chromatographisch reinen Na-, Ca-, Ba-Salze wurden iiber die freie 5-Me-THFS, das
Bleisalz bzw. das Magnesiumsalz hergestellt. Die bei Raumtemperautr gelagerten kri-
stallwasserhaltigen Salze der 5-MeTHEFS wurden nach der beschriebenen Methode
analysiert. Als Bezugssubstanzen dienten dieselben Salze aus gleicher Charge, jedoch
bei —20° unter Stickstoff im Dunkeln gelagert. Die in der Tabelle aufgefithrten mitt-
leren Gehaltsangaben basieren auf 3fachen Bestimmungen. In der letzten Kolonne ist
die mittlere Abweichung vom Mittelwert angegeben.

Salz der Lagerungsbedingungen Mittlerer Mittl.
5-MeTHF Dauer Temp. Schutzgas  Lichtschutz Gehalt Abw.
Mg - 4H,0 4 Monate Raumtemp. N, ja 100,5%, 0,7%
Mg -4H,0 10 Monate Raumtemp. N, ja 99,5%, 1,39%,
Mg - 4H,0 6 Monate  Raumtemp. N, nein 98,3% 0,6%
Mg .4H,0 1 Jahr Raumtemp. N, nein 98,6% 0,7%
Aspekt: Unverdndert, keine Verfirbung

Ca. 4H,0 6 Monate Raumtemp. N, nein 96,2% 0,7%
Ca. 4H,0 6 Monate Raumtemp. N, nein 97,49, 2,39%

Aspekt: Verandert, gelbliche Verfarbung

Na. 3H,0 6 Monate Raumtemp. N, nein 97,6%, 3,19
Aspekt: Verdandert, stark gelbe Verfirbung

Ba. 4H,0 3 Monate Raumtemp. N, ja 97,5% 0,8%
Aspekt: Verandert, stark beige Verfirbung
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