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Furancarboxylic Acids in Cattle Urine

The urine of cattle contains large amounts of furancarboxylic acids. The same acids were isolated from rats
after feeding with methyl esters of the so-called F-acids. Since the F-acids were not detected in cattle-food, they
must be produced somewhere in the body of cattle.

Einleitung. — Im Fettgewebe der Leber und den Testes von Fischen entdeckten Glass
et al. 1974 eine bis dahin unbekannte Klasse von Fettsduren [1], deren Struktur 1975
ermittelt werden konnte. Es handelt sich um furanoide Fettsduren, die F-Sduren genannt
wurden [2]. Bisher konnten zwei Gruppen dieser F-Sduren in Fischen nachgewiesen
werden. Die eine enthélt einen tetrasubstituierten Furanring 1, die zweite einen trisubsti-
tuierten Furanring 2. Im Humanurin, aber auch im Blut findet man eine andere Klasse
von Verbindungen, sogenannte Urofuranséduren 3 [3].
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Da Urofuransiduren 3 Metaboliten der tetrasubstituierten F-Sduren 1 sein kdnnten,
wurde ein Gemisch von F-Sdure-methylestern an Ratten verfiittert, nachdem durch
Blindversuche sichergestellt war, dass diese in ihrem Urin weder F-Sdauren noch Uro-
furansduren ausscheiden. Nach dem Fiitterungsexperiment fand man in deren Harn
hauptsichlich die Metaboliten 4 und 5 und nur in geringer Menge Urofuransduren 3 [4].
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Die Entdeckung, dass dimethyl-substituierte Dioxoen-fettsduren vom Typ 6 beim
Zerkleinern von Rinderleber in wéassrigem Medium entstehen [5] und der Nachweis, dass
sich allgemein Fettsduren mit 1,4-Dioxo-2-en-System durch Lipoxygenase-Oxidation aus
den entsprechenden furanhaltigen Fettsduren bilden [6], legte die Vermutung nahe, dass
auch in Rinderharn Abbauprodukte von F-Sduren enthalten sein konaten,

Identifizierung von F-Siure-Metaboliten in Rinderharn. — Dem Rinderharn wurden,
wie bereits frither fiir Humanurin beschrieben [7], mit CHCl, die Sduren entzogen. Die
mit CH,N, veresterte Sdurefraktion liess sich an einer Kieselgelsdule mit einem Stufengra-
dienten aus Cyclohexan/Et,0 weiter auftrennen und mittels GC/MS analysieren. Die
Figur zeigt das GC der Fraktion C (Cyclohexan/Et,0 7:3), in der die in Tab. aufgefiihrten
Furane identifiziert werden konnten.
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Figur. Glaskapillar-GC der Fraktion C der sdulenchromatographischen Trennung von Sdure-methylestern aus Rin-
derharn. (Bedingungen s. Exper.Teil.) Cyy, Cj3, Cyy, ...: Markergemisch von n-Alkanen, das der Probe zur
Bestimmung der Retentionszeiten einzeiner Peaks unmittelbar vor der Messung zugesetzt wurde.

Eine Kontrolluntersuchung des Rinderfutters ergab, dass dieses weder F-Sduren noch
Stoffwechselprodukte dieser Sduren enthilt. Um auszuschliessen, dass F-Sduren oder
analoge Verbindungen in gebundener Form in der Nahrung enthalten sind, wurde eine
Probe des Rinderfutters mit H,SO, hydrolysiert. Auch in diesem Ansatz fanden sich
weder F-Sduren noch Abbauprodukte.

Rinderharn enthilt somit die gleiche Klasse von Siuren, die bei den Metabolisie-
rungsversuchen der F-Sduren mit Ratten im Harn dieser Tiere nachgewiesen werden
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Tabelle. Verzeichnis der in Rinderharn identifizierten Furancarbonsiure-methylester. R1: Retentionsindex, MG:

Molgewicht.
Verb. R1 Strukturformel MG MS
Nr.
4a 1764 Hamm 268 268(38, M *), 208(40), 195(78), 149(14),
HyC00C-(CH2)” ~07 NCH2)7-COOCH3 135(100)
7 1824 W 268 268(22, M +), 237(20), 208(37), 180(30)
reopeena Cacootin 167(41), 149(34), 121(64), 107(100)
H3 3 +
8 1868 oc-crpdoiNcrgocoocy 282 282(32,M ), 251(13), 222(10), 209(38),
CHy 208(26), 195(42), 149(16), 135(100)
5b 1890 § @ ] 282 282(39, M ), 251(18), 222(20), 209(40), 195(9),
ricooe ‘c”:‘c orecaoers 194(7), 181(32), 153(14), 135(55), 121(100)
3 3
4b 1965 Hacooc-(cmnmmwﬂom, 296 296(46, M *), 265(17), 236(12), 223(48),
hc oy 208(12), 195(74), 149(34), 135(100)
3
9 203 oo amcdoNopecoocs 310 310036, M ¥), 279(11), 237(6), 236(12),
223(48), 209(60), 149(37), 135(100)
HiG CHa 4
10 2037 chooc-(mmmm:m_coocu, 310 310(33, M *), 250(10), 237(30), 223(8),
e o 208(10), 195(81), 177(11), 149(46), 135(100)
3 1
11 2151, ,cooc-(cmm(cm)rcoocu, 324 324(35, M ), 293(9), 223(100), 209(5),
oo 191(7), 163(5), 149(67), 135(22)
3 3
12 2188 Hacooc_(wz,sl/;\i(wzh_c00% 294 294(30, M *), 263(42), 262(68), 221(6), 206(28),

193(100), 175(38), 161(10), 147(11), 133(25)

konnten. Diese Versuche zeigen, dass Rinder im Gegensatz zu Ratten in relativ grosser
Menge F-Sdure-Metaboliten ausscheiden. Unter der Annahme, dass der Stoffwechsel in
der Ratte wihrend des oben erwihnten Experimentes [4] gleich demjenigen im Rind bei
Normalfiitterung ist, soliten F-Sduren oder Vorstufen davon im Stoffwechselgeschehen
von Rindern ¢ine Rolle spielen.

Die Bildung von Dioxoen-fettsduren 6 bei der Homogenisierung von Rinderleber legt
nahe, einen biogenetischen Zusammenhang zwischen diesen und den aufgefundenen
F-Sdure-Metaboliten zu vermuten. F-Siuren selbst konnten bisher weder in Leber- noch
in den Blutplasmalipiden von Rindern nachgewiesen werden. Es scheint daher wahr-
scheinlich, dass sie im Gewebe in Form von Konjugaten vorliegen. Diese Méglichkeit
wird zur Zeit liberpriift.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen Industrie und der Doktor-Ro-
bert- Pfleger-Stiftung fur Sachbeihilfen. Herrn D. Laatsch danken wir fiir die Herstellung der Glaskapillarsdulen
und Herrn M. Glaessner fiir die MS-Untersuchungen.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Sdulenchromatographie: Kieselgel 60 ( Fluka). Anal. GC: Carlo-Erba Modell 4160 ; Trigergas H,
(2 ml/min), Splitverhiltnis 20:1, WCOT-Glaskapillarsiule (30 m Linge, 0,3 mm Durchmesser) belegt mit OV 101,
Injektortemp. 275°, Detektortemp. 275° (FID); Temp.-Programm: bei 80° 5 min isotherm, dann 2°/min Temp.-
Steigerung bis 280°. GC/M S : Massenspektrometer Varian-M.AT-312 mit kombinierter EI1/CI-Ionenquelle, lonisie-
rungsenergie 70 eV; GC: Varian-3700,; Temp.-Programm: bei 80° 5 min isotherm, dann 2°/min bis 280°, WCOT-
Glaskapillarsdule (30 m, 0,3 mm Durchmesser) belegt mit OV 101 ; Datensystem MAT-SS-200 (PDP-11/34-Rech-
ner).
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Aufarbeitung der Harnproben Rinderharn (85 ml) wird — nach Ansduern mit konz. H,0 auf pH 1-4mal mit je
150 mi CHCl, extrahiert. Auftretende Emulsionen beseitigt man durch Zentrifugieren. Nach Entfernung des Lsgm.
wird zur Trocknung 3mal mit je 70 ml Benzol versetzt und jeweils im Rotationsverdampfer eingedampft. Zur
Derivatisierung nimmt man den rotbraunen Riickstand in 10 ml MeOH auf und versetzt mit 5% etherischer
CH,N,-Lsg. Nach Verdampfen des iiberschiissigen CH;N; im N,-Strom gibt man zu der in 8 ml MeOH geldsten
Probe 100 mg Kieselgel und engt zur Trockene ein. Die an Kieselgel adsorbierte Probe bringt man zur weiteren
Auftrennung auf eine Kieselgelsdule (3 g, gepackt in Cyclohexan; Sdulenlinge 20 cm, 8 mm Durchmesser) und
eluiert mit je 10 ml Cyclohexan/Et;O im Volumenverhdltnis 95:5 (Fraktion A), 80:20 (B), 70:30 (C), 50:50 (D), 5:95
(E), 0:100 (F). Die getrennten Fraktionen werden im Rotationsverdampfer eingeengt und in 20 ul CHCl, aufge-
nommen. Fiir GC- und GC/MS-Untersuchungen wurden davon jeweils 0,4 ul verwendet.

Aufarbeitung des Rinderfutters. Rinderfutter (Heu, Pressgras, Futterriiben; 100g) wird mit 700 ml H,0
homogenisiert. Man fiigt 20 ml konz. H,SO, zu und erhitzt tiber Nacht. Von der Lsung werden CHCl; 100 ml
4mal mit je 150 ml extrahiert und der Extrakt, wie beim Rinderharn beschrieben, weiter aufgearbeitet.
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