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SUMMARY

Investigations on the production of mycotoxins and their quantitative analysis.
V1. Citreoviridin

UV-densitometric and fluorodensitometric evaluations of the mycotoxin
citreoviridin on thin-layer plates are described. The UV maximum is at 360 nm on
thin-layer plates and at 388 nm in ethanolic solution. Its emission maximum has been
found to be at 525 nm both in chloroform and on thin-layer plates. The tpvo procedures
are similar in their sensitivity. Since the UV-densitometric evaluation i 1&: more reliable,
it is preferred to fluorodensitometric procedure.

EINLEITUNG

Citreoviridin wird unter bestimmten Bedingungen von Penicillium toxicarium
Miyake, Penicillium citreoviride Biourge und Penicillium ochrosalmoneum Udagawai
auf Reis wihrend der Lagerung gebildet®. Es bewirkt bei Miusen, Ratten und anderen
Vertebraten cine Paralyse des zentralen Nervensystems, die schliesslich zum Tode
durch Atmungsstillstand fiihren kann?3. Weitere biologische sowie chemische und
physikalische Daten sind in der Literatur beschrieben!>—5.

Nach dinnschichtchromatographischer (DC) Auftrennung erschemt Citreovi-
ridin im sichtbaren Licht als gelber, im langwelligen UV als gelb fluoreszierender
Fleck’®. Die quantitative Analyse von Citreoviridin nach DC Trennung erfolgt derzeit
nach Elution mit Athanol durch anschliessende photometrische Analyse bei 388
nm>%’. Bei der direkten densitometrischen Analyse auf der DC-Platte wiirde eine
Eluierung aus dem Kieselgel eriibrigt und eine hhere Empfindlichkeit der Nachweis-
methode erreicht werden. In der vorliegenden Arbeit soll daher gepriif: werden, ob
eine direkte Analyse von Citreoviridin auf der DC-Platte mittels Fluorodensitometrie
und UV-Remissionsmessung (UV-Densitometrie) zu brauchbaren Ergebnissen fiihrt.
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MATERIAL UND METHODEN

Citreoviridin

Die Isolierung und Reinigung erfolgte nach Ziichtung von Penicillium citreovi-
ride in Ushinsky-Medium?%”. Citreoviridin-Referenzsubstanz und der mykotoxin-
bildende Schimmelpilzstamm wurden dankenswerterweise von Dr. Yoshio Ueno
(Tokio, Japan) zur Verfiigung gestellt.

Das gewonnene Citreoviridin wurde bei Vorlage von 5 ug/ml in dthanolischer
Lasung bei einer Wellenldange (4) von 392 nm photometrisch gepriift; aus der gemes-
senen Extinktion sowie den aus der Literatur bekannten Daten fiir Molekulargewicht
und Extinktionskoeffizienten'-*—% errechnete sich ein Citreoviridingehalt von 98 %.

Diinnschichtchromatcgraphie

Die Diinnschichtchromatographie erfolgte auf Kieselgelplatten G 1500
(Schleicher & Schiill, Dassel, B.R.D.) bei einer Laufstrecke von 15 cm in Athylacetat—
Toluo! (3:1)*. Fiir ¢~ rstellung der Eichkurven wurde die Stamml&sung (100 gg/ml)
mit Chloroform so v-rdiinnt, dass 10 gl Auftragvolumen jeweils 0.05, 0.075, 0.1, 0.25,
0.5, 0.75 und 1.0 ug enthielten. 2 ug wurden in 20 ul Chloroform aufgetragen.

Spektraldensitometrische Bestimmungen

Die Messungen erfolgten mit dem Zweistrahl-Spektral-Densitometer SD 3000
mit Funktionsrechner, Flachschreiber SD 303 und Integrator SDR 304 (Schoefiel,
West Wood, N.J., US.A.\

UV-Remissionsmessung. Die UV-Remissionsmessung wird. als Zweistrahl-
messung durchgefiihrt, wobei mit dem Referenzstrahl der DC-Untergrund kompen-
siert wird. Fiir die quantitative Analyse wurde der Messstrahl zunéchst optimal auf
cinen Fleck von 2 ug Citreoviridin justiert. Durch schrittweise Verdnderung der
Wellenlange wurde dann das Absorptionsspektrum von Citreoviridin auf der DC-
Platte bestimmt.

Fluoreszenzmessung. Im Gegensatz zur UV-Remission erfolgt die Fluoreszenz-
bestimmung als Einstrahlmessung. Die so ermittelten Werte sind abhéngig von der
Inten<itit der zur Anregung verwendeten Lichtquelle und von der am Elektronen-
vervielfacher zur Verstirkung angelegten Spannung. Daher wird zweckmdssig auf
jeder Platte eine Standardkonzentration als Referenz mitgefiihrt. Fiir die Fluoreszenz
von Citreoviridin wurde im vorliegenden System ein Anregungsmaximum bei 4 =
362 nm gefunden. Das Fluoreszenzspektrum von Citreoviridin auf der DC-Platte und
das des Plattenuntergrundes wurde mit Hilfe des Gittermonochromators GM 100
(Schoeffel) aufgenommen. Fir die Erstellung einer Bezugskurve, Fluoreszenz in Ab-
hingigkeit von der Substanzmenge, wurde anstelle von GM 100 ein Interferenz-
Verlaufsfilter mit einem Spalt verwendet, da mit letzterem wegen geringerer Licht-
verluste kleinere Mengen nachzuweisen sind.

Photometrische Bestimmungen

Die Messungen von UV-Absorption und Fluoreszenz der Citreoviridin-
16sungen erfolgte in 1 cm-Kiivetten mit dem Spektralphotometer PMQ II (Carl
Zeiss, Oberkochen/Wiirttemberg, B.R.D.). Bei der Fluoreszenzmessung wurde der
Fluoreszenzzusatz ZFM 4 verwendet, wobei das Erregerlicht ein Monochromatfilter
M 365 passierte.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Citreoviridin besitzt in #thanolischer LSsung nach Sakabe er al.®> UV-Absorp-
tionsmaxima bei 1 = 204, 234, 286, 294 und 388 nm, nach eigener Messung bei 232,
288, 296 und 392 nm. Das Absorptionsspektrum eines Citreoviridinflecks auf der
DC-Platte nach Chromatographie und volistandiger Verdampfung des Fliessmittels
(UV-Remission) wird in Fig. 1 dem Absorptionsspektrum einer dthanolischen L&sung
gegeniibergestellt. Ersteres zeigt deutliche Verschiebungen der Maxima. Die fiir die
quantitative Analyse von Citreoviridin in #thanolischer L6sung verwendeten A-Werte
von 392 oder 388 nm sind fiir die Messung der UV-Remission auf der Platte unge-
eiguet, da das hier entsprechende Maximum bei 360 nm liegt; eine gleichsinnige Ver-
schiebung ist auch fiir das zweite ausgepriagte Maximum (296 nm) zu verzeichnen. Die
Verwendung eines anderen Fliessmittels Aceton—n-Hexan (1:1)3 hatte auf das Remis-
sionsspektrum des Citreoviridins keinen Einfiuss.
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Fig. 1. Absorptionsspektrum #Athanolischer Citreoviridinlosung und eines Citreoviridinflecks auf
der Platte (DC-PL.).

Das unseres Wissens bis jetzt nicht beschriebene Fluoreszenzspektrum des
Citreoviridins wurde an L&sungen in Chloroform nach Anregung bei 4 = 365 nm
ermittelt und ist in Fig. 2 dargestellt. Das Emissionsmaximum liegt bei 4 = 525 nm.
Die bei dieser Wellenlidnge gemessene Intensitéit wurde nach Abzug des Chloroform-
leerwertes als 1009 Fluoreszenzintensitit zum Bezugswert gewihlt. Athanolische
Lasungen von Citreoviridin lieferten im Bereich des Emissionsmaximums nur 20-25%
Fluoreszenzintensitit einer gleich konzentrierten L&sung in Chloroform.

Fig. 3 zeigt die Fluoreszenzspektren von Citreoviridin nach DC auf der Platte
(Citr.) sowie des Plattenuntergrundes (DS-Pl.) nach Anregung bei 41 = 362 nm.
Wihrend der Messung beider Spektren wurden am Densitometer und Schreiber
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Fig. 2. Fluoreszenzspektrum von Citreoviridin in Chloroform; Anregung bei 365 nm.

RECORDER
SIGNAL

nm
480 20 560 &0

Fig. 3. Fluoreszenzspektrum eines Citreoviridinflecks auf der Platte (Citr.) sowie des Plattenunter-
grundes (DS-PL); Anregung bei 362 nm.

keine Verinderuangen vorgenommen mit Ausnahme der Wellenldngeneinstellung fiir
die Emission am Gittermonochromator. Im Bereich 2 > 560 nm wird allem Anschein
nach durch den Citreoviridinfleck eine L&schung der Fluoreszenz des Plattenunter-
grundes herbeigefiihrt, da die Fluoreszenzintensitit des Citreoviridins unter die des
Plattenuntergrundes abfillt. Zwischen 4 = 545 und 550 nm erscheint im Sprektum
sowohl des Plattenuntergrundes als auch des Citreoviridins ein Intensitdtsmaximum,



DENSITOMETRISCHE ANALYSE VON CITREOVIRIDIN 297

so dass fiir die Intensitiit der Citreoviridinfluoreszenz in diesem Bereich ein stetiger
Abfall anWas Fluoreszenzmaximum fiir Citreoviridin auf der Platte ist
wegen unsiefierer Wechselwirkungen zwischen Platienuntergrund- und Citreoviridin-
fluoreszenz nur zu vermuten und liegt wahrscheinlich bei 510-520 nm. Nach Abzug
des Plattenuntergrundes ergibt sich ein Maximum zwischen 520 und 525 nm; dies
entspricht dem in Chloroform!dsung ermittelten Wert.

Die nach DC bestehenden Beziehungen zwischen aufgetragener Citreoviridin-
menge und Messdaten der UV-Remission und Fluoreszenz sind in der Tabelle I auf-
gefiihrt. Beide Messungen wurden an jeweils vier Flecken pro Citreoviridinmenge
durchgefiihrt. Beide Bezugskurven zeigen einen zu héheren Mengen sich stark ab-
flachenden Verlauf. Diese Tendenz ist bei Fluoreszenzmessung ausgeprégter als bei
UV-Remission. Letztere erweist sich auch in bezug auf die Streuung der Messwerte
als zuverlissiger und ist daher fiir quantitative Analysen besser geeignet.

TABELLE I

BEZIEHUNGEN ZWISCHEN AUFGETRAGENER CITREOVIRIDINMENGE UND UV-
REMISSION (INTEGRIERTE COUNTS) BZW. FLUORESZENZ (INTEGRIERTE COUNTS
NACH ABGLEICHUNG GEGEN PLATTENUNTERGRUND)

Vorgegebene UV-Remission Fluoreszenz
Citreoviridinmenge . =

(ug pro Fleck) X(n=4) s(%) x(n=4) 5(%)
0.05 354 + 18 5.0 347 £ 29 8.4
0.075 562 4+ 16 3.0 573 & 74 129
0.1 754 & 24 33 763 & 77 100
0.25 1858 - 88 4.7 1737 £ 106 6.1
Q0.5 3108 + 125 4.0 2826 4+ 124 44
0.75° 4249 4- 115 2.7 3628 4 135 37
1.0 | 4871 112 23 4029 + 307 7.6
2.0 7284 =332 4.6 5597 & 368 6.6
ZUSAMMENFASSUNG

Es werden UV-densitometrische und fluorodensitometrische Analysemethoden
fir das Mykotoxin Citreoviridin auf Diinnschichtplatten beschrieben. Ein UV-
Maximum wurde auf Diinnschichtplatten bei 360 nm und in dthanolischer Losung bei
388 nm gefunden. Sowohl in Chloroform als auch auf der Diinnschichtplatte betrug
das Emissionsmaximum 525 nm. Beide Verfahren erwiesen sich als gleich empfindlich.
Da die UV-densitometrische Bestimmung zuverldssiger ist, ist sie dem fluorodensito-
metrischen Verfahren vorzuziehen.
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