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Note 

Die fluoreszenzspektroskopische Bestimmung des Bhytoalexins 3-Methyl& 
methoxy-&hydroxy-S&dihydroisocumarin nach Abtrennung durch Gelfil- 
tration 

HARALD MULLER 
Bundesforschungsansratt ffir Emhhrung, Engesserstrasse 20, D-7500 Karlsruhe I (B.R.D.) 

(Eingegangen am 16. September 197;) 

Die Bildung von 3-Methyl-6-methoxy-8-hydroxy-3,4-dihydroisocumarin 
(MMHD) in der Mohrenspeicherwurzel’ wird durch P&befall’, Verletzung, niedrige 
LagertemperatuP und Einwirkung von &hylena u-a. Wuchsstoffen’ ausgeliist. 

MMHD wird fur den Bittergeschmack bei gelagerten Miihren verantwortlich 
gemacht, obwohl es scheint, dass noch andere Verbindungen beteiligt sind.Gegeniiber 
dem Saugetierorganismus weist es nur schwach toxische Eigenschaften auf6. Seine 
Einstufung als Phytoalexin beruht auf seiner stark fungistatischen Wirkut&‘. 

Lagerungsversuche mit Mijhren gebrauchlicher deutscher Sorten sollten tiber 
die MMHD-Bildung bei Kaltlagerung, Verletzung und nach Pilzbefall Auskunft geben 
(dariiber wird demnachst an anderer Stelle publiziert). Die dafiir ausgearbeitete 
fiuoreszenzspektroskopische Bestimmungsmethode nach Abtrennung des MMHD 
vom stiirenden B-Carotin durch Gelfiltration sol1 hier vorgestellt und die Ergebnisse 
mit den nach den iiblichen UV-spektroskopischen Methoden3*6-8 gewonnenen ver- 
glichen werden. 

MATERIAL UND METHODEN 

Extraktion 

Eine wagbare Menge an MMHD fiir die EichlSsungen wurde aus MGhren ge- 
wonnen, die im Boden iiberwintert hatten. Wie such bei den quantitativen MMHD- 
Bestimmungen (mit 50 g Frischsubstanz) wurde die Frischsubstanz in Gegenwart von 
200 ml n-Hexan mit dem Ultra-Turrax homogenisiert und mehrere Stunden ge- 
schiittelt. Nach dem -4bsaugen iiber eine Filtemutsche wurde die Prozedur noch 
einmal wiederholt. Von aliquoten Teilen (meistens l/10) wurde im Vakuum-Rota- 
tionsverdampfer das n-Hexan abdestilliert und die Riickstande zweimal mit 2 ml 
Athanol behandelt. Nach dem Abzentrifugieren des u&slichen Anteils gelangten 
2 ml Uberstand zur chromatographischen Reinigung. 

Gelfiltration 
Die Trennung erfolgte an Sephadex LH 20 mit tithanol als Elutionsmittel. 

Der Beladbarkeit der Siiule waren durch die Anwesenheit des grossen p-Carotin- 
Uberschusses Grenzen gesetzt (/\ 5 g M6hrenfrischsubstanz)_ 
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Kieselgei-Sciulenchromatographie 
Zur Gewinnung einer befriedigend reinen MMHD-Menge fiir die Eichlijsungen 

und zur Uberpriifung der Ergebnisse von den verschiedenen Bestimmungsmethoden 
wurde der Sephadex LH 20 eine Kieselgel-SBulenchromatographie9 [mit Kieselgel 
Merck (< 0.08 mm) und 1.5 % Aceton in Chloroform] nachgeschaltet. Dabei konnten 
alle Begleitkomponenten, ausser einem Restgehalt an Eugenin (5-Hydroxy-7- 
methoxy-2-methylchromon), abgetrennt werden. 

Diinnschichtchromatographie 
Die Diinnschichtchromatographie erfolgte auf Kieselgel G-Schichten mit dem 

Fliessmittel Toluol-iithylformiat--4meisensaure (5 :4: 1)‘. Hierdurch war der Nach- 
weis des Eugenin moglich, das oft das MMHD bcgleitet. Da das Eugenin im Gegen- 
satz zum MMHD nicht zur Fluoreszenz angeregt werden kann, wurde es durch 
Am&bung mit diazotierter Sulfanilsgure nachgewiesen. 

Fluoreszenzmessung 
Die Fluoreszenzmessungen erfolgten in %thanolischer Lijsung mit dem 

Perkin-Elmer Fluorescence Spectrophotometer 204 bei 455 nm. Als Anregungswellen- 
range waren sowohl273 als such 305 nm brauchbar. 

U-V-Absorptionsmessung 
Sie wurden mit dem Spektralphotometer PMQ II (Carl Zeiss, Oberkochen, 

B.R.D.) durchgeftihrt. Bei der Auswahl von Liisungsmittel und Wellenlange richteten 
wir uns nach den zum Vergleich dienenden Nachweismethoden. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Eichliisung wies das fiir das MMHD charakteristische UV-Absorptions- 
spektrum auf (&,,,_ 216, 267, 300 nm), obwohl das Diinnschichtchromatogramm 
noch Eugenin-Beimengungen anzeigte. Durch praparative diinnschichtchromato- 
graphische Trennung, Isolierung und Messung der Extinktionen konnten tiber die 
molaren Extinktionskoeffizienten6 die Anteile an beiden Verbindungen in der Eich- 
liisung ermittelt werden. 

Die Verunreinigung an Eugenin (J.,,,. 211, 229, 249, 256, 290 nm) betrug 
10.3%. Die Fluoreszenzmessung wird durch das Eugenin nicht gestbrt, bei den 
iiblichen UV-Absorptionsmessungen bei 265-267 nm trggt aber der Eugenin-Anteil 
zur gemessenen Extinktion bei, obwohl sein Spektrum in diesem Bereich ein Mini- 
mum aufweist. Da bei den bisher angewandten Bestimmungsmethoden fiir das 
MMHD seine Anreicherung lediglich durch die teilweise Abtrennung der Stijrsub- 
stanzen erfolgte, haben noch andere Komponenten zur Vort8uschung von MMHD 
beigetragen. 

Fig. 1 zeigt die Abtrennung des #?-Carotins durch Gelfiltration, das ein starker 
Quencher ist und deshalb vor der Fluoreszenzmessung quantitativ abgetrennt werden 
muss. In Fig. 2 ist das Anregungsspektrum von MMHD mit seinen Maxima bei 273 
und 305 nm wiedergege’ben, das Emissionsmaximum liegt bei 455 nm. 

Die Ergebnisse von den verschiedenen Bestimmungsmethoden nach jeweils 
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Fig. 1. Trennung von MMHD und j3-Carotin durch Gelfiltration an Sephadex LH 20. SHule, 30 cm x 
2.1 cm I.D.; Eluant, Ethanol; Durchfluss, 4.0 ml/h. 

Emission bei t55nm 

.23D 270 300 34onm 
Anregung 

Fig. 2. Fiuoreszenz-Anregungsspektrum von MMHD in ithanolischer L6sung. 

gleichem Reinigungsschritt sind in Tabelle I gegentibergestellt. Drei Miihrenproben 
(Nr. l-3) mit stark unterschiedlichen Gehalten waren dabei zur Analyse gelangt. 

Nachweismethode A (Tabelle I) liefert bei Messung des Rohextraktes vii!lig 
falsche Ergebnisse. Die empirisch ermittelte Berechnungsformel nach Extinktions- 
messung bei drei verschiedenen Wellenlangen liefert nur bei sehr hohen MMHD- 
Gehalten und Carotinabtrennung befriedigende Ergebnisse. Selbst nach der Kieselgel- 
Saulenchromatographie sind die Ergebnisse von Proben mit niedrigen Gehalten un- 
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TABELLE I 

VERGLEICH DER ERGEBNISSE. DIE NACH DREI VERSCHIEDENEN METHODEN ZUR 
MMHD-BESTIMMUNG GEWONNEN WURDEN: (A)=’ UV-ABSORPTIONSMESSUNG 
BEI 240,265 und 290 nm, (B)6*7 UV-ABSORPTIONSMESSUNG BE1 267 nm UND (C) FLUORES- 
ZENZMESSUNG BE1 455 nm NACH ANREGUNG BE1 273 ODER 305 nm 

Methode Proben- 
Nr. 

MMHD-Gehalt (mg) pro 100 g Frischsubstanz 

Messang des Messung nach Messung nach 
n-Hexan-Extrakts Sephadex L H 20- Sephadex LH 20- und 

Chromatographie Kieselgel- 
Chromatographie 

A 1 12.23 
2 10.52 
3 21.51 

B 1 
2 
3 

C 1 
2 
3 

0.07 
2.55 
9.77 

0.04 
1.1s 
9.42 

0.54 0.24 
3.96 1.58 

10.70 9.50 

0.14 
1.41 
9.39 

0.15 
1.33 
9.08 

befriedigend. Nachweismethode B liefert in jedem Falle zu hohe Werte, die Ab- 
weichungen sind aber bei hohen Gehalten noch akzeptabel. Die fluoreszenzspektros- 
kopische Methode (Nachweismethode C) ist dagegen fiber einen weiten Konzen- 
trationsbereich anwendbar, wenn zuvor das p-Carotin durch Sephadex LH 20- 
Chromatographie quantitativ abgetrennt wird. Auf die zeitaufwendige Kieselgel- 
EZuIenchromatographie kann in diesem Falle verzichtet werden. 
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