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SUMMARY 

A convenient thin-layer chromatographic screening procedure for the analysis 
of mycotoxins produced by Perticiliiunl cyclopium is described. The production of 
penicillic acid is followed during a growth period of 44 days at two different tempera- 
tures. Quantitative evaluation is performed by UV densitometry at 234 nm. A 

. biological profile is recorded showing the different ratios of four metabolites produced 
by Penicilliutn cyclopiurn and the definite effect of the growth temperature on the 
formation of penicillic acid in relntion to the other metabolites. 

EINLEITUNG 

In den letzten Jahren sind die Mykotoxine, Stoffwechselprodukte bestimmter, 
such auf Lebensmitteln verbreiteter Schimmelpilze, genauer untersucht worden’. Ihre 
besondere Bcdeutung liegt in teils extrem toxischen (vergl. Lit. l-3 u.a.) und in poten- 
tiell karzinogenen 2~* Eigenschaften. Nierin ist das wachsende Interesse an Untersu- 
chungsmethoden, welche die tiberpriifung von Nahrungsmitteln auf bestimmte 
Mykotoxine ermi5glichen, begriindet’. Zu den im Moment besonders studierten 
Mykotoxinen gehliren die Allatoxine, Patulin, Citrinin, Rubratoxin und Penicillin- 
stiure. 

Die Abtrennung dieser Verbindungen aus dem Untersuchungsgut geschieht 
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derzeit in der Regel durch relativ aufwendige Extraktionen und chromatographische 
Verfahren. Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der Densitometries-‘o ermijglichen 
es nun, quantitative Bestimmungen geringer Substanzmengen direkt auf Dtinnschicht- 
chromatogrammen durchzufiihren. 

Die quantitative Bestimmung von Mykotoxincn ist fluorodensitometrisch 
(Eigenfluoreszenz, Fluoreszenzltischung, fluoreszierende Derivate) schon durchge- 
ftihrt worden*1-*9. wobei die Empfindlichkeit gegentiber spektrophotometrischen Me- 
thoden wesentlich erhiiht werden konntc. Die direkte UV-densitomctrische Bestim- 
mung von Mykotoxinen ist dagegen u.W. bisher noch nicht beschriebcn, bictet aber 
folgende Vorteile: die ldentifieierung nichtfluoreszierender Metaboliten. und im Fall 
der Penicillinstiure ist die Derivatisierung wie vor der fluorodensitometrischen Mes- 
sung nicht erforderlich. Wir haben nun mit dieser neuen Technik (Extraktion-Dtinn- 
sclliclltchromatographie-UV-Spektraldensitometrie) die Bildung von Penicillins~ure 
durch Per~ici//ium cyclopiur~t in Abhangigkeit von der Zeit und der Temperatur ver- 
folgt. 

MATERIAL UND METHODEh 

Die Bebrtitung erfolgte bei 16 und 27” im Raulin-Thorn-Medium nach Be- 
impfung mit Pmici/liurn cyclopiwn Westling, Stamm-Nr. 6759. 

Nach 0, 4. 7, 1 1, 14, 18. 25 und 43 Tagen wurden aus beiden Ansiitzen jeweils 
60 ml Kulturmedium entnommen und auf PenicillinsAure untersucht, Dazu werden 
die Proben 20 min bei 20 000 g zentrifugiert. 50 ml des tiberstandes mit 1 N HCI auf 
pH 1.5 eingestellt und zweimal mit je 50 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten 
Chloroformextrakte wurden am Rotationsverdampfer im Vakuum bis zur Trockne 
eingeengt, in 1.0 ml Chloroform aufgenommen und die Losung zur dtinnschicht- 
chromatographischen Untersuchung verwendet. 

Die Di.innschichtchromatographie wurde auf Kieselgelplatten G 1500 und 
G 1500 LS (Schleicher und Schtill) bei einer Laufstrecke von 15 cm durchgeftihrt. Als 
Fliessmittel dienten: (a) Toluol-Essigstiuretithylester-Ameisenstiurc (9Oo/;;ig) (8 :3 : I) 
und (b) Chloroform-Essigs!iureathylester-Ameisensgure (60 :40: 1 )!“. 

Ftir die Erstellung der Eichkurve wurde eine Standardlosung von 0.27 &/ml 
Penicillins&Ire in Benzol-Acetonitril (98:2) hergestellt und so vcrdiinnt, dass 10 1~1 
jeweils 0.1, 0.3,0.54., 0.675,0;9. 1.35 und 2.7 k&g Penicillinstiure enthiclten. Zur direkten 
quantitativen Messung der Penicillinstiurekonzentration im NBhrmedium wurde eine 
LiSsung hergestellt. die 16.2 ,ug Penicillinstiure pro ml Nahrmedium enthielt. und wie 
oben extrahiert. Die Penicillinsiiure wurde mittels Fluoreszenzloschung. durch die 
hellblaue Fluoreszenz nach Ammoniakbehandlung (I5 min) und Reaktion mit p- 
Anisaldehyd im UV bei 365 nm identifiziert. 

Quarttitcrtive (fe,tsitornetr’isctle flestinlrhrrlrg 
Die Messungen wurden mit dem Zweistrahl-Spektraldensitonleter SD 300 
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mit Funktionsrechner, Flachschreiber SD 303 und Integrator SDR 304 durchgeftihrt’. 
Das GerGt ist sowohl fiir Transmissions- als aucb fiir Remissionsmessungen geeignet. 
Die Verwendung eines Referenzstrahles ermiSglicht die vollstandige Kompensation 
des Diinnschichtplattenuntergrundes und ergibt tine stark verbesserte Reproduzier- 
barkeit dcr Messwerte6-9 . . 

Bei dcr Densitometrie unterscheidet man zwischen durchsicbtigen. fluoreszie- 
renden und diffusen Proben. Die quantitative Messung der Extinktion von Substanzen 
auf Dtinnschichtplatten bedient sicb dcr Technik fiir diffuse Proben. Gemessen wird 
im Zweistrahlverfahren das Log Reflexionsvcrhdltnis: Log P/R = Integr.-Wert mit R 
als Referenz- oder Blindwert und P als Extinktions- oder Probenwert. Eine Verbes- 
serung der Messgcnauigkeit haben wir durch Beriicksichtigung des VerlGiltnisses 
Maximalwert/Durchschnittswert = S/N erzielt. 

Urn die Bestimmung quantitativ durchzufiihren wurde der Messtrahl zuntichst 
optimal auf einem Penicillinsaurefleck mittlerer Konzentration justiert. Durcb schritt- 
weisc Veriinderung der Wellenlange wurde dann das UV-Spektrum der Penicillin- 
saure auf der Dtinnschichtplatte bestimmt (Fig. I). Danach haben wir das Ammoniak- 
derivat (15 min) hergestellt und das Absorptionsspektrum auf der Diinnschichtplatte 
bestimmt (Fig. 2). Von jeder Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgeftihrt. 
Bei den aus diesen beiden Spektren entnommenen Extinktionsmaxima wurden die 
Eichkurven ftir die quantitative Penicillinstiurebestimmung direkt oder iiber das 
Ammoniakderivat gemessen (Fig. 3 und 4). Aufdie gleiche Weise wurde die Penicillin- 
stiurekonzentration im Ntihrmedium von Per~icdlium cyclopiwn Westling, Stamm-Nr. 
6759, wallrend einer Wachstumszeit von 43 Tagen ermittelt (Fig. 5 und 6). 

Ftir die Darstellung der diinnscbichtchromatograpbischen Auftrennung der 
im Cbloroformextrakt enthaltenen Stoffwecbselprodukte wurde der Messtrahl auf 
dem Penicillinstiurefleck beim Absorptionsmaximum der Penicillinstiure optimal jus- 
tiert und das Spektrum vom Startlleck in Ricbtung Fliessmittelfront bei automati- 
schem Plnttenvorscbub registriert (Fig. 7a und b). 

Bei der Extraktion aus dem Ntibrmedium gebt Penicillinstiure verloren. Ftir die 
Bestimmung des wirklichen Penicillinsauregelialtes ist desbalb ein Korrekturfaktor 
erforderlicb, der aus dem Verhiiltnis der Penicillinsiiurekonzentration bei Messung in 
cler Standardlosung und im Cbloroformextrakt auf der Diinnscbichtplatte erbalten 
wurde. 

ERGEUNISSE UND DISKUSSION 

Pcnicillinsaure hat in methanolischer Ltisung ein UV-Maximum VOII 221 nm. 
wiihrend das Maximum des Ammoniakderivates bei 328 nm liegtr’. Wir haben zu- 
niichst die UV-Spcktren von PenicillinsUure und des Penicillinstiure-Ammoniakderi- 
vates nach der Dtinnschichtchromatographie direkt bestimmt (s. Fig. 1 und 2). Bei 
Penicillinsiiure wurde eineVerschiebung des UV-Maximumsvon 221 nrn in metbanoli- 
scber Liisung nacb 234 nm auf der Diinnschichtplatte nach vollsttindigem Abdampfen 
des Fliessmittels gemessen. Durcb Behandlung der Penicillinstiure mit Ammoniak- 
diimpfen (I 5 min) auf der Diinnschichtplatte wurde diese in das Ammoniakderivat 
iiberfiihrt und das UV-Spektrum densitometrisch gemessen (Fig. 2). Das direkt ge- 

._. 
l Hcrstcllcr: SchocfTcl Instr.-Corp., Wcstwood, N.J., U.S.A. 
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Fig. I. Die dcnsitomctriscbc Bcstimmung dcs UV-Spcktrums von Pcnicillins~urc nach der Diinn- 
schichtchromatographic mit Toluol-Essigsiiurciithylestcr-Amciscnsiiure (90 “/,) (G: 3 : I). 

Fig. 2. Die dcnsitometrische Bcstimmung dcs UV-Spcktrums von Pcnicillinsiiurc nach NHJ-Bchund- 
lung (15 min) und Dtinnschichtchromatographic mit Toluol-Essigsiiurcithylcstcr-Amciscnsiiurc 
(90%) (B:3:1). ..I 

messene UV-Spektrum weist zwei Maxima bei 278 und 325 nm auf und unterscheidct 
sich deutlich vom UV-Spektrum in L&ung. 

Zur Bestimmung der Penicillins%urekonzcntration auf der Diinnschichtplatle 
im UV-Bereich eignet sic11 nur die Remissionsmessung, da bei der Transmissionsmes- 
sung der Plattcntriiger (Glas) die Messgenauigkeit durch Eigenabsorption von UV- 
Licllt beeintriichtigt. In Fig. 3 und 4 sind die Eichkurven der densitometrischen Be- 
stimhung von Penicillinsliure bci 234 nm und des PenicillinsSiure-Ammoniakderivates 

I 
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Fig. 3. Die dcnsitometrisch gemcsscnc Eichkurvc von Pcnicillinsiiurc (bci 234 nm) im Bcrcich vo11 
0.1-2.7 !fg pro IO ,111 Probcliisung. Diinnschichtcbromatographic S.O. mit Flicssmittcl a. 
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Fig. 4. Die densitomctrisch gcmcsscnc Eichkurvc dcs Pcnicillinsiiurc-Ammoniakdcrivatcs (bci 278 
nm) im Bcrcich von 0. 1-2..7,11g pro IO ,111 Probcltisung. D~~nnschichtchromatographic S.O. mit Flicss- 
niittcl a. 

bei 278 nm nach dcr Diinnsclliclltcllro~ilutogrnpliic im Konzcntrationsbercich von 
0.1-2.7 lug dargestellt. Beide Eichkurven zeigcn ftir die Penicillinstiurebestimmung aus- 
reichende Empfindlichkeit und sellr gute Reproduzierbarkeit bei Dreifachbestim- 
mungen. Der Verlauf der Eichkurvcn ist in diesem Konzentrationsbereich lineal. Bei 
der Verwendung von Fliessmittel a muss darauf geachtet werden. dass dieses voll- 
sttindig abgedampft wird. da Toluol die UV-Messungen. besonders bei 278 nm. stiiien 
kann. 

Die Penicillinstiurebildung durch Peuicillium cydupium Westling. Stamm-Nr. 
6759. bei 16 und 27” wurde durch Untersuchung von Proben, die durch Chloroform- 
extraktion des NSihrmediums hergestellt wurdcn. fiir den Zeitraum von O-43 Tagen 
bestimmt (Fig. 5. gemessen bei 234 nm. Fig. 6 bei 278 nm). Die Bildung von Penicil- 
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Fig, 5. Die Bildung von Pcnicillinsiiurc irn Niihrmcdiutn .von Pcwici//iuru cydopirm Westling bci I6 
und 27”. Dcnsitomctrische Bestimmung bci 234 nm. Aufgctragcn wurden IO/II Extrakt. 
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Fig, 6. Die Bildung von Pcnicillinsiiure im Niihrmcdium von Pe/ricil/irrnr cyclupiwt Wcstling bei 16 
und 27”. Dcnsitomctrischc Bcstimmung dcs Pcnicillinslurc-Ammoniakdcrivatcs bci 278 nm. Aufgc- 
tragcn wurden IO pl Chlorol’ormextrakt. 

linsiiure differierte bei den BebrGtungstemperaturen von 16 und 27” sehr stark. Die 
Menge an gebildeter Penicillinstiure ist bei 16” mehr als doppelt so hoch wie bei 27”. 
Wtihrend bei 27” die maximale Penicillinstiurekonzentration nach etwa 30 Tagen er- 
reicht wurde und dann langsam abnahm,wurde das Maximum bei 16” nach I8 Tagen 
erreicht. Danach fiel die Konzentration des Metaboliten schnell ab. Dieser Befund 
stimmt mit den Angaben von Kurtzman und Ciegler” ii berein, die fiir Pcwicillium 
mwfensii bei niedrigen Temperatulen (5-10”) eine sttirkere Bildung von Penicillin- 
stiure fanden. Die densitometrische Messung der Penicillinstiure selbst (234 nm) und 
ihres Ammoniakderivates (278 nm) ergeben fast identische Wachstumskurven. d.h., 
beide Bestimmungen eigncn sich zur Erfassung der Penicillinstiurekonzentration im 
biologischen Material. 

Fiir die Angaben der absoluten Konzentration an Penicillinstiure muss die bei 
der Chloroformextraktion verlorenge~angene Substanzmenge beriicksichtigt werden. 
Diese haben wir durch Penicillinstiurezusatz zum Ntihrmedium und Diinnschichtchro- 
matographie der durch Extraktion gewonnenen Proben bestimmt. Bei Zugabe von 
16.2,~~ Penicillins~ure pro ml Ntihrmedium wurde fiir die Probe nach Extraktion 
13.95 & 0.85 i.q,/ml bestimmt. Der daraus berechnete Korrekturfaktor ist K = 1.25 rt 
0.08. Mit diesem sind die nach der Chloroformextraktion gcmess’bnen Werte zu multi- 
plizicren. Neben der PenicillinsLiure konnten nnch der diinnschichtcllromatographi- 
schen Auftrcnnung des Chloroformextraktes densitometrisch drei weitere. no& nicht 
nHher identifizierte Metaboliten mit UV-Absorption bei 234 nm festgestellt werden. 
Fig. 7a und b geben die Densitogramme dieser Metaboliten, im weiteren Verlauf als 
biologischc Profile bezeichnet, nach lnkubation bei 16 und 27” fiir 18 Tage wieder. Die 
Stoflwechselprodukte. in Richtung Flicesmittelfront mit I-IV bezeichnet, zeichnen 
sich durch ein bestimmtcs Verhtiltnanis zueinander aus. III wurde als Penicillinstiure 
mit einer Referenzsubstanz sowie durch Bildutig des fluoreszierenden Ammoniakderi- 
vates und durch Bespriihen mit p-Anisaldehyd identifiziert. Es ist deutlich zu erlcennen, 
dass die Betriitungstemperatur fiir den StofTw’e:hsel von wesentlicher Bedeutung ist. 

Nach einem Vergleich der biologischen Profile bei den anderen Wachstums- 
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Fig. 7. Die cicnsitomctrischc Bcstimmung (234 nm)von Mctabolitcn im N!ihrn-cdium van Pcvricillirrrr~ 
ryclopirm Wcstling nach 18 Tagcn lhbriitung (a) bci 16” und (b) bci 27”. Aufgctragcn wurdcn 10,111 
Chloroformcstrakt. Gcmcsscn wurcic vom Startflcck in Richtung Flicssmittclfront. 

abschnitten zeigt sich das enge VerhUltnis der Stoff\vechselprodukte besonclers cleut- 
lich : Mit der Abnahme der Penicillinstiurekonzentration nehmen die Mengen der an- 
deren Stoffwechsclprodukte, besonders 11. zu. Intrnspezifische Korrelationen solcher 
biologischen Profile kijnnen sicherlich fiir die Identifizierung von Nutzen sein beziig- 
lich weiterer Metaboliten. Ciegleref 01.” haben bei einigen PenicilliumstAmmen mehrere 
Mykotoxine gleichzeitig gefunden, wie bei Pet~icilliunt espatmm Penicillins!iure, 
Patulin und Citrinin. Untersuchungen Uber einen Zusammenhang zu den biologischen 
Profilen sind in Vorbereitung. Die Untersuchung der biologischen Profile, z.B. der 
Bildung und Abnahme der Penicillinstiurekonzentration in Abhiingigkeit von der 
Tcmperatur und der Zeit. kijnnen wertvolle Hinweise auf die Lagerungsbedingungen 
zur Vermeidung toxischer Metaboliten geben. Vielleicht Itisst sich aus den densitome- 
trischen biologischen Profilen eine Art “Fingerprinting-Prinzip” mit Hilfe charakteris- 
tischer Metaboliten ableiten. 

Die direkte densitometrische Mcssung stellt somit eine wertvolle Hilfe bei der 
Routineuntersuchung biologischer Proben und bei der Produktkontrolle dar. Be- 
sondere Vorteile sind durch die hohe Genauigkeit. die gute Reproduzierbarkeit und 
den geringen Zeitaufwand gegeben. So ist die Messgrenze der Penicillinstiure mit dem 
kolorimetrischen Verfahren bei 200 tLg19, wihrend densitometrisch mit unserer Instru- 
mentation exakte Messungen im Bereich von O-25-2pg miiglich sind. Damit ist man 
in der Lage. Mykotoxinbestimmungen direkt aus dem Niihrmedium vorzunehmen. 
Die direkte Messung im UV-Bereich ist den fluorodensitometrischen Bestimmungen 
vorzuziehen. weil (a) eine Derivatisierung nicht erforderlich ist und (b) Metaboliten, 
w&he keine fluoreszierenden Derivate bilden oder Eigenfluoreszenz besitzen, eben- 
falls erfnsst werden kiinnen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird ein diinnschichtchromatographisches Screening-Verfahren fUr die 
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Analyse der Mykotoxinc von Per~iciifiunt cycfopiutn beschrieben. Die Rildung von 
Penicillinsfiure wird iiber eine Wachstumsperiode von 44 Tagen bei zwei verschie- 
denen Temperaturen verfolgt. Die quantitative Bestimmung erfolgt mittels UV- 
Densitometrie bei 234 run. Ein biologisches Profil wird aufgezeichnet. welches das 
unterschiedliche Verhtiltnis von vier Metaboliten zueinander und die Bedeutung der 
lnkubationstemperatur fiir die bevorzugte Bildung von PenicillinsHure zeigt. 
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