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BESTIMMUNG TOXISCHER SUBSTANZEN UND IHRER METABOLITEN 
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Es wurde eine gaschromatographische Methode zur Ameisensaurebestimmung im Drin lind ande
ren verdiinnten waBrigen Losungen ausgearbeitet. Sie beruht auf der Esterifizierung der waBrigen 
Probe mittels eines Athanol-Schwefelsaure-Gemisches und auf der Analyse der Gleichgewichts
gas phase iiber der Reaktionsfliissigkeit. Die Methode erfordert keine entsprechende Vorprapa rie
rung der Proben, wird dUTCh die Anwesenheit der iibrigen Komponenten des Vrins nicht ge
stort und gestattet eine schnelle Bestimmung der Ameisensaure, ob diese nun frei oder gebunden 
in Form eines Salzes zugegen ist. Die maximal erreichte Empfindlichkeit betragt 1 p.p.m. Amei
sensaure. 

Bei der gaschromatographischen Analyse niedrigmolekularer Feitsauren wurden bei der Bestim
mung von Essigsaure und hoheren Sauren bedeutende Erfolge erzielt. Beim ersten Glied der 
homologen Reihe, also bei der Ameisensaure, trat jedoch eine ziemliche Anzahl noch zu IOsender 
Probleme auf, namentlich bei der Bestimmung von Spurenmengen in verdiinnten waBrigen 
Losungen oder in biologischen Fliissigkeiten1 - 10 . Der Hauptmangel besteht in der geringen 
Bestimmungsempfindlichkeit gegeniiber den homologen, mittels Flammenionisation nachweis
baren Sauren2

, im StoreinfluB des Wassers bei der Warmeleitfiihigkeitsdetektion8 ,9, in der 
Nahe der Elutionsdauer mit def der Essig- oder auch der Propionsaure1 - 3,5 - 7,11-14 und in 
der ausgepragten Tendenz zur SChwanzbildung11 , die auch durch empfohlene Verbesserung 
der Kolonnenfiillung1 ,3 - 5,15,16 nicht vollstandig unterdriickt werden kann. Bei der eigentlichen 
chromatographischen Verteilung wurden auBerdem durch Interaktion mit in der Kolonnen
fiillung enthaltene Phosphorsaure4 durch katalytische Zersetzung an den Metallteilen des 
Apparats 3 oder durch irreversible Sorption am Trager 7 verursachte Verluste beobachtet. 1m Be
streben, die angefiihrten Schwierigkeiten zu umgehen, wurde von einigen Autoren der Ver
such gemacht, die niedrigmolekularen Fettsauren in Methylester17 ,18 oder in andere Deriva
te19 - 22 zu iiberfiihren. Bei der Ameisensaur,e brachte jedoch auch diese Modifikation, da die 
Isolierung des sehr fliichtigen und IOslichen Methylesters sehr schwierig ist1 ,3,19 und die Aus
beuten der iibrigen Derivate sehr variabel sind3 ,19-21, nicht den gewiinschten Erfolg. 

Zur Untersuchung des Metabolismus einiger schadlicher Industrieprodukte ist 
eine einfache, aktionsfiihige, empfindliche Methode erforderlich, die die serienmal3ige 
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Ameisensaurebestimmung im Urin exponierter und nichtexponierter Personen und 
Versuchstiere gestattet. Da keine der in der Literatur angefiihrten Methoden die an sie 
gestellten Anforderungen erfiillte, wurde von uns der Versuch gemacht, eine neue 
Modifikation auszuarbeiten, die auf der Ameisensaureesterifizierung mittels Atha
nols im geschlossenen System und auf der Analyse der Gasphase liber dem Reak
tionsgemisch beruht. Diese als "head space gas analysis" bezeichnete Technik wurde 
bereits frliher bei der Athanolbestimmung im Blut23

-
29

, bei der Analyse verdlinnter 
waBriger L6sungen30

-
32 und bei der Analyse von Geschmacks- und aromatischen 

Substanzen in Lebensmitteln33 
- 35 mit Erfolg herangezogen. 

EXPERIMENTELLER TElL 

Chemikalien unci Apparate. Bei der waBrigen Natriumformiatstandardlosung (0,3695 g 
in 1000 ml) entspricht 1 ml 250!1g Ameisensaure; eine Methylathylketonlosung (Sdp. 79,5°C) 
in reinstem Athanol (1 ml/ 25 mI). Esterifizierungsgemisch: In ca. 70 ml reinstem Athanol (96%) 
werden unter dauerndem Riihren und Kiihlen 20 ml konz. Schwefelsaure in Teilmengen zugege
ben; das Gemisch wird auf Raumtemperatur temperiert, worauf nach Zugabe von 1 ml Methyl
athylketonlOsung mit Athanol auf 100ml aufgefiillt wird. Es gelangten 10 ml-Flaschchen mit Bake
lit-SchraubenverschluB, in dessen Mitte eine Offnung mit einem Durchmesser von 4-5 mm 
gebohrt ist, zur Anwendung; zum Dichten des Verschlusses dienen ringfOrmige Silicongummi
einlagen von entsprechender Dicke (2- 3 mm) und zum Temperieren der Flaschchen gelangt 
der Hoppler-Ultrathermostat mit eingelegtem zylindrischem GefaB zur Anwendung. 

Chromatograph "Chrom 4" mit lonisations-Flaml1lendetektor. Der Chromatograph beinhaltet 
eine Kolonne aus nichtrostendem Stahl (2,5 m X 3 mm), gefiillt mit 20%igem Polyathylenglykol 
400 an Chromosorb W mit einer Kornung von 60- 80 Siebmaschen (Arbeitstemperatur 80°C, 
Temperatur des Einspritzraums 100°C, Stickstoff 35 ml/ min, Wasserstoff 30 ml/min , Luft 
500 ml / min, Registierempfindlichkeit 1/ 100, Papierverschiebung 10 mm/min). Die Proben
einspritzung wurde mittels einer 2 ml-Makroinjektionsspritze durchgefiihrt. 

Arbeitsgang. In eines der Flaschchen werden 2 ml Urin eingemessen und 2 ml Esterifizierungs
gemisch zugegeben. Das Flaschchen wird mit dem mit einer Einlage verschenen BakelitverschluB 
verschlossen, worauf der Inhalt gemischt wird; dabei muB darauf geachtet werden, daB die 
Dichtungseinlage nicht von der Fliissigkeit befeuchtet wird. Das Flaschchen wird in das zylin
drische GefaB des Hoppler-Ultrathermostaten eingelegt und eine Stunde auf 55°C erhitzt. Gleich
zeitig wird auch die Makroinjektionsspritze temperiert. Nach Beendigung des Erhitzens werden 
aus dem Flaschchen im Verlauf von 5-10 Sekunden 2 ml Gasphase in die Makroinjektions
spritze gesaugt und in den Gaschromatographen injiziert. Nach der chromatographischen Auf
zeichnung werden die Wellenhohen des Ameisensaureesters und des Innenstandards (Methyl
athylketon) gemessen, worauf ihr gegenseitiges Verhaltnis berechnet wird. Aus der Eichkurve 
wird dann die Ameisensaurekonzentration in 1 ml des untersuchten Urins abgelesen. 

Eichkurve. In einen Satz von Flaschchen werden steigende Volumina der Natriumformiat
standardlosung (0,0-2,0 m!) abgemessen und mit destilliertem Wasser auf 2,0 ml aufgefiillt. 
Die EndlOsungen enthalten in 1 rnl 0-250!1g Ameisensaure. In jedes Flaschchen werden 2 ml 
Esterifizierungsgemisch eingebracht, worauf weiter auf oben angefiihrte Weise gearbeitet wird. 
Auf den Chromatogrammen wurden die Wellenhohen des Ameisensaureathylesters und des 
Innenstandards gemessen und ihr gegenseitiges Verhaltnis, das in das Diagramm gegen die 
Ameisensaurekonzentration aufgetragen wird (Abb. 1), wird berechnet. 
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ERGEBNISSE UND DlSKUSSION 

Ameisensiiureesterifizierung 

Beim maBigen Erhitzen von waBrigen Ameisensaure16sungen mit Athanol und Schwe
felsaure entsteht Athylformiat. Die Reaktion fiihrt zu einem Gleichgewichtszustand, 
nach dessen Erreichung sich die Ausbeute des Reaktionsproduktes nicht mehr andert. 
Ein AthanoliiberschuB verschiebt das Gleichgewicht in der fUr die Esterbildung 
giinstigen Richtung. Da die Reaktion im geschlossenen System verlauft, stellt sich 
gleichzeitig das Gleichgewicht zwischen der fiiissigen und Gasphase ein. Nach Er
reichen des Gleichgewichtszustandes ist die Esterkonzentration in der Gasphase 
proportional seiner Konzentration in der fiiissigen Phase und infolgedessen auch der 
Konzentration der urspriinglich gegenwartigen Ameisensaure. 

Die Geschwindigkeit der Gieichgewichtseinstellung wurde experiment ell unter
sucht: Gleiche Mengen Ameisensaure wurden auf beschriebene Weise, aber bei ver
schiedener Zeitdauer esterifiziert. 1m Verlauf der ersten hal ben Stunde des Erhitzens 
anderte sich das Verhaltnis der Hohen der chromatographischen Esterwellen und des 
Innenstandards (R) sukzessive und erwies sich als nicht zufriedenstellend repro
duzierbar. Nach fftnfundvierzigminutigem Erhitzen erreichte das Verhaltnis R kon
stanten Wert, der wahrend fUnf Stunden unverandert blieb. Daher wurden bei den 
weiteren Versuchen fUr die Erhitzungsdauer 60 Minuten gewahlt. 

Analoge Versuche wurden bei Temperaturen von 40, 50 und 60°C durchgefUhrt. 
Auch hier erfolgte nach einer gewissen Erhitzungsdauer Einstellung des R-Ver
haltnisses auf einen konstanten Wert, der jedoch gegeniiber dem des Erhitzens 
auf 55°C etwas verschieden war, und zwar deshalb, wei I die Dampftension des 
Athylformiats und des Innenstandards sich nicht mit der Temperatur parallel andert; 
die Gleichgewichtsgasphase hat bei verschiedenen Temperaturen eine etwas andere 
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Eichkurve fUr die Ameisensaurebestimmung 
R ist das Verhiiltnis der chromatographischen Wel

lenhohen des Ameisensaureathylesters und des Innen
standards; Ameisensaurekonzentration )lg/ ml. 
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Zusammensetzung. Wie daraus hervorgeht, ist in der prazisen Einhaltung der Er
hitzungstemperatur eine der erstrangigen Voraussetzungen zur Erreichung gut re
produzierbarer Ergebnisse zu erblicken. 

Fiir den Arbeitsgang wurde eine Temperatur von 55°C gewahIt, da sie nahe an dem 
Siedepunkt des Athylformiats liegt (54YC). Die Gleichgewichtseinste1lung erfolgt 
bei dieser Temperatur geniigend schnell, der Uberdruck in den Flaschchen ist nur 
gering und die Gasphase ist gegeniiber der fiiissigen mit dem entstandenen Ester 
ziemlich angereichert. 

Wie bei der Untersuchung der Reaktionsbedingungen weiter festgestellt wurde, 
erweist sich die Zusammensetzung des verwendeten Esterifizierungsgemisches als 
nicht besonders kritisch. Die Bestimmungsergebnisse stimmen praktisch iiberein, 
falls an stelle des iiblichen Esterifizierungsgemisches (20 Vol.%) Gemische mit niedri
gerem (15 Vol.%) oder hoherem (25 Vol.%) SchwefelsauregehaIt zur Anwendung 
ge1angen. Auch das Volumen der Gleichgewichtsgasphase iiber der Reaktionsfiiissig
keit kann sich in verhaItnismaBig weiten Grenzen bewegen. Das gefundene R-Ver
hiiItnis bleibt das gleiche, ob nun die Esterifizierung in Flaschchen mit einem GehaIt 
von 10, 15 oder 25 ml durchgefiihrt wird. 

Die Analyse der Gleichgewichtsgasphase iiber der Reaktionsfiiissigkeit kann no
tigenfalls einigemale wiederholt werden; die nach der zweiten oder auch nach weiteren 
Einspritzungen gefundenen Ergebnisse unterscheiden sich nicht von denen der 
ersten Analyse. Die Moglichkeit, die Einspritzung zu wiederholen, ist vorteilhaft, 
weil dadurch eine fall weise Kontrolle ermoglicht wird, ohne daB eine neue Probe 
vorbereitet werden muB. Es wird so vorgegangen, daB die Dichtungseinlage zum Aus
gleich des Innendrucks im Flaschchen mit dem atmosphiirischen Druck mitte1s der 
Injektionsnadel durchgestochen wird. Die Nadel wird dann sofort herausgezogen 
und das Flaschchen wird ca. 30-60 Minuten von neuem temperiert. Zur Illustration 
werden von uns die Werte des R-VerhaItnisses so angefiihrt , wie sie bei den wieder
holten Analysen gefunden wurden: 1,060, 1,070, 1,068, 1,059, 1,062. 

Die Ameisensaureesterifizierung verlauft unter den gegebenen Bedingungen nicht 
quantitativ, sondern fiihrt zu einem Gleichgewichtszustand. Theoretisch wiirde 
eine 100%ige Athylesterausbeute dann erzielt, wenn das Wasser aus dem Reaktions
gemisch eliminieret wiirde. Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von Versuchen durch
gefiihrt, bei denen schwach alkalisierte Ameisensaurelosungen in den Flaschchen 
zum trockenen verdampft wurden und erst dem Abdampfriickstand das Esterifizie
rungsgemisch zugegeben wurde. Wie sich jedoch zeigte, versagt dieser Vorgang 
bei der Urinverarbeitung zufolge unvollsHi.ndiger Beriihrung des Urinabdampfriick
standes mit dem Esterifizierungsgemisch. Daher wurde der direkten Verarbeitung 
der waBrigen Losungen, bei denen die Esterausbeute zwar unter 100% liegt, aber 
sehr gut reproduzierbar ist, der Vorzug gegeben. 
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Wahl der stationiiren Phase und des Innenstandards 

Die Gleichgewichtsphase enthalt neben den Dampfen des gesuchten Ameisensaure
athylesters auch Dampfe des Innenstandards und einen groBen UberschuB an Athanol
und Wasserdampfen. Das Wasser wird nicht durch den benutzten Detektor ermittelt, 
Athanol hingegen gibt eine starke chromatographische Welle, die die des gesuchten 
Esters urn das Vielfache iibersteigt. Die erste Bedingung bestand daher darin, eine 
solche station are Phase zu wahlen, an der Athanol, und auch die unsichtbare Wasser
zone, eine so lange Elutionsdauer aufweisen, daB keine Beeinfiussung der Parameter 
der chromatographischen Esterwelle eintreten kann. Eine weitere Forderung bestand 
darin, daB die Elutionsdauer des Athylformiats von der Elutionsdauer einiger gelegent
lich anwesender Urinkomportenten, namentlich des Acetons, genugend verschieden 
ist. Aus der Reihe der untersuchten Phasen entsprach am besten Polyathylenglykol 
400, bei dem die Athanolwelle so weit verschoben ist , daRsich vor ihr nicht nur der 
Athylester der Ameisensaure, sondern auch der der Essig- und Propionsaure eluiert 
(Abb. 2); diese Sauren konnen bei der Urinanalyse gleichfalls Gegenstand des Interes
ses sein. Hohermolekulare Polyathylenglykole (1500, 20 M) erweisen sich fur den 
gegebenen Zweck als weniger geeignet. 

Die Einspritzung eines groBen Gasphasenvolumens mit Hilfe der Makroinjektions
spritze kann mit verhaltnismaBig guter Reproduzierbarkeit durchgefUhrt werden, 
trotzdem wurde jedoch der Innenstandardmethode der Vorzug gegeben. Als Innen
standard dient Methylathylketon, da es sich im normalen Urin nicht vorfindet , fur den 
gegebenen Zweck geniigend fiuchtig ist und seine chromatographische Welle mit den 
Wellen der Athylester der niedrigmolekularen Fettsauren nicht kollidiert. 

Storeinjlusse 

Als Grundbedingung fUr eine erfolgreiche Arbeit ist die vollstandige Reinheit des 
verwendeten Alkohols anzusehen. Die handelsiiblichen Arten, selbst wenn sie als 
erstklassige bezeichnet werden, enthalten haufig Spurenmengen von Fremdstoffen, 
deren chromatographische Wellen im kritischen Gebiet der Elutionszeiten liegen 
und die die Ameisensaurebestimmung verzeichnen oder storen wurden. Die Qualitat 
und Quantitat der anwesenden Verunreinigungen ist bei den verschiedenen Athanol
sendungen unterschiedlich und ist offensichtlich von der Art des Ausgangsroh
produktes abhangig. Bei absolutem Alkohol ergeben sich manchmal weitere, Kohlen
wasserstoffcharakter aufweisende Verunreinigungen, die wahrscheinlich beim Ent
wassern mittels azeotropischer Destillation in deri ErzeugungsprozeB eingeschleppt 
wurden. Bei jeder neuen Athanolsendung muB daher eine Reinheitskontrolle durch
gefUhrt werden. 

Wie s.ich zeigte, ist die Reinheitskontrolle durch direkte Athanoleinspritzung in die 
chromatographische Kolonne wenig maBgebend. Athanolproben, die unter diesen 
Bedingungen scheinbar entsprechen, konnen bei der Analyse der Gleichgewichtsphase 
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einen verhiiltnismiiBig merklichen Gehalt an Verunreinigungen aufweisen. Es wird 
daher empfohlen, von jeder neuen Athanolsendung eine kleine Menge des Esteri
fizierungsgemisches, u. zw. ohne Innenstandard herzustellen und auf iibliche Weise 
einen Blindversuch mit destilliertem Wasser durchzufUhren. Zeigen sich auf der 
Aufzeichnung zwischen dem Startpunkt und der chromatographischen Athanol
welle merkliche Pike von Fremdverbindungen, ist dies ein Zeichen, daB das Athanol 
fUr den gegebenen Zweck nicht verwendbar ist. 

Die Athanolreinigung mittels Redestillation an der Kolonne ist wenig wirksam. 

2 
3 

min 10 

ADD. 2 

Chromatogramm des Gemisches von nie
drigmolekularen Fettsauren 

S Start der Analyse, 1 Ather, 2 Ameisen
saureathylester (urspriingliche Saurekonzen
tration 125Ilg/ ml), 3 Essigsaureathylester 
(250llg/ml), 4 Propionsaureathylester (250 
Ilg/ml), 6 Athano!. 
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min 10 

ADD. 3 

Chromatogramm des normalen menschli
chen Urins 

S Start der Analyse, 1 Ather, 2 Ameisen
saureathylester, 3 Essigsaureathylester, 5 In
nenstandard (Methylathylketon), 6 Athano!. 
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Am besten geeignet ist das Verfahren, bei dem das Athanol einige Stunden mit Di
nitrophenylhydrazin und einer kleinen Menge Chlorwasserstoffsaure unter RiickfiuB
kiihlung gekocht und im Stickstoffstrom destilliert wurde. Nach Zugabe von festem 
Kaliumhydroxid zum DestiIlat wird wieder unter RiickfiuBkiihlung gekocht und von 
neuem im Stickstoffstrom destilliert. Aber auch diesel' Art der Reinigung kann keine 
Allgemeinverwendung zugesprochen werden, da diese bei einigen Athanolsendungen 
versagt; in einem solchen Fall muB Athanol anderer Provenienz herangezogen werden. 

Bei der Herstellung des Esterifizierungsgemisches, d.i. beim Mischen des Athanols 
mit Schwefelsaure, entsteht stets eine gewisse Menge Diathylather, der sich an den 
chroniatographischen Aufzeichnungen durch eine groBere oder kleinere Welle auBert. 
Wiewohl diese Welle knapp nach dem Start auftritt und in keiner wie immer gearteten 
Form in den Bereich der Elutionszeiten der gesuchten Substanzen reicht, ist es zweck
maBig, die Menge des entstehenden Athers auf das MindestmaB zu beschranken. 
Dies kann durch langsame Schwefelsaurezugabe zum Athanol, durch sorgfiiltiges 
Mischen und durch vollstandiges Kiihlen des Reaktionsgemisches erreicht werden. 
Ather bildet sich jedoch in kleiner Menge auch beim Temperieren der Probe mit dem 
Esterifizierungsgemisch; seine chromatographische Welle kann daher bei allen 
gewonnenen 'Chromatogrammen beobachtet werden. 

Empfindlichkeit, Reproduzierbarkeit und Priiz ision der Bestimmung 

Der Bereich der Eichkurve (bis 250 jlg/ml) wurde so gewahlt, daB die Bestimmung 
eines normalen und maBig erhohten Ameisensaureniveaus im Urin von Versuchs
person en und -tieren ermoglicht wiirde. Bei erhohter Registrierempfindlichkeit 
konnenaber auch Proben in vielfacher Verdiinnung mit Erfolg analysiert werden. 
So kann beispielsweise eine gut meBbare chromatographische Welle noch bei einer 
Konzentration von 1 p.p.m. Ameisensaure gewonnen werden. Zu Vergleichszwecken 
muB angefiihrt werden, daB mittels der bisher empfindlichsten Methode die chromato
graphische Bestimmung von minimal 40 p.p.m. freier Ameisensaure ermoglicht 
wurde2 . Die vorgeschlagene Methode ist demnach urn das Vielfache empfindlicher. 

Die Ameisensaurebestimmung wird durch keine normale odeI' zufallige Kom
ponente des Urins gestort. Auch Anderungen in del' Dichte del' untersuchten Proben 
machen sich in keiner Weise geltend. Dies wurde so nachgewiesen, daB dje waBrigen 
Ameisensaurestandardlosungen VOl' del' Vel'al'beitung durch Urin- oder Ammonium
sulfatzugabe pl'apariert wurden, wobei sich deren Dichten in Grenzen der Urin
dichten (1,002-1,040 g/ml) bewegten. Die Ergebnisse der veranderten und unver
anderten Proben stimmten vollkommen iiberein. 

Urinproben, die in der zugemessenen Zeit nicht verarbeitet werden konnen, miissen 
zur Verhiitung mikrobialer Zersetzung im Kiihlschrank aufbewahrt oder durch 
Schwefelsaurezugabe auf einen pH-Wert von 4 - 5 stabilisiert werden. 

Die Methode wurde durch Analysen von Urinmengen, denen eine bekannte 
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Ameisensauremenge in Grenzen von 25 his 250llg zugesetzt wurde, iiberpriift. 
Die gefundenen Werte stimmen nach Suhtrahieren des urspriinglicben Ameisen
sauregehaltes mit den zugegebenen Mengen sehr gut iiberein. Die Reproduzierbarkeit 
der Methode wurde durch zwanzigmal wiederholte Analyse ein und derselben Probe 
von normalem menschlichem Drin iiberpriift. Auf Grund der statistischen Ver
arbeitung wurde der Variationskoeffizient V = 2,19% gefunden. Das bei der Drin
analyse gewonnene Chromatogramm ist in Abb. 3 angefiihrt. 
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