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Phenolsauren sind aromatische Carbons%rren, die am Benzolring statt eines oder 
mehrercr Wasserstoffatome Hydroxylgruppen tragen. Untersuchungen in den let&en 
Jahren iiber die angeborenen Stoffwechselanomalien, insbesondcre tiber die Phenyl- 
ketonurie und Alkaptonuric, tiber die Umwandlung und Entgiftung aromatischer 
Aminos2uren33 und iiber die Ursache psychischer und neurologischer Veranderungen 
Leberkranker13-16 haben es wahrscheinlich gemacht, dass die Phenols2iuren eine 
wesentliche pathophysiologische Bedeutung besitzen kijnnen. Eingehende Unter- 
suchungen iiber die physiologische Schwankungsbreite des menschlichen Phenol- 
&iuremusters und tiber dessen Veranderungen bei verschiedenen I<rankheitsbildern 
‘stossen jedoch immer wied.er auf die Schwierigkeit, mehrere Phenolsauren in einem 
Arbeitsgang qualitativ und quantitativ zu erfassen. Mit Hilfe der Hochspannungs- 
elektrophorese war es uns mdglich, 15 bis 20 Phenolsguren auf dem Pherogramm 
exakt zu trennen. uber das Ergebnis dieser Untersuchungen sol1 irn folgenden 
berichtet werden. 

A$$aratzw 
BIETNODIK 

Die Untersuchungen wurden mit Hochspannungselektrophorese-Apparaturen mit 
fliissigen und mit festen Warmeaustauschern durchgeftihrt. Als Elektrophoresegertit 
mit fliissigem Warmeaustausch wurde die von MICIXL~~, 2s beschriebene, von I<ICKH& 
FEN UND WESTPIXAL~~~~~ zur Trennung von Peptiden und Aminos%rren und von 
HEILMESER und Mitarbeiterl” zur Trennung des enteiweissten Serums modifizierte 
Apparatur verwandt. Als inertes Medium benutzten wir, wie friiher angegeben27, statt 
des Hesans Heptan. Zur Hochspannungselektropl~orese mit festem Warmeaus- 
tauscher wurde der Pherograph Original Frankfurt nach WIIZLAND UND PFLEI- 

DERER~~, 32 verwandt* *. 

Elektrolyt 

Pyridin-Eisessig-FVasser im Verhaltnis I : IO : 89. Das pH dieses Gemisches betrggt 3.6. 

Schleicher und Schiill 2043 b Mgl. Papiergrijsse: 45 x 2.5 cm fiir die Elektrophorese 

* Dirclttor: Prof. Dr. I?. GROSS&BROCICHOFF. 
* * Merstellcr: Fa. L. Hormuth (Inh. : W. E. Vetter), I-Ieiclclberg-Wiesloch, Deutschland. 
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mit fltissigem Warmeaustausch und 40 x 32 cm ftir die Elektrophorese mit festem 
Warmeaustausch. 

Der grdsste Teil der Testsubstanzen konnte kauflich erworben werden. Die m-My- 
droxyhippurs~ure, die o-Hydroxyhippurs&rre und das Vanilloylglycin wurden nach 
Vorschrift33 nach Einnahme der entsprechenden Benzoesauren bzw. von Vanillin- 
saure und Glycin aus dem Urin extrahiert. Die Testsubstanzen wurden in 60-98 %- 
igem ~thylalkohol p.a. aufgelijst. Bei einer Auftragsmenge von 0.02 ml auf den 
Papierstreifen erwies sich eine Konzentration von 0.5-2.0 mg Testsubstanzlml 
&hylalkohol am geeignetsten. 

Ftirbereagewtieti 

(a) $-Nitroanilin-Reagenz nach Vorschrift von VON STUDTNLTZ~~: I Teil 0.1 %ige 
j%Nitroanilinlijsung, I Teil 0.2 %ige Natriumnitritlbsung, 2 Teile IO %ige Kalium- 
karbonatlijsung, 

(b) Aroylglycin-Reagenz nach Angaben von SMITH"~: I Teil 3 %ige $,-Dimethyl- 
aminobenzaldehydlisung in Essigsaureanhydrid, 4 Teile Aceton p.a. 

(c) Eisenchlorid-Reagenz nach Vorschrift von SMITEP: 2 %ige Eisen(III)- 
Chlorid-Ldsung. 

DwcJtjXihrung der Elektro@orese 

0.02 ml der ~thylalkohol-Testsubstanzlijsung wurden mit einer Pipette in Form eines 
feinen Striches senkrecht zur Laufrichtung auf das mit der angegebenen Elektrolyt- 
l&sung gut angefeuchtete Papier aufgetragen. Bei Anwendung der Elektrophorese- 
Apparatur mit fliissigem Warmeaustausch liegt der Auftragsort S cm von der 
Kathode entfernt, Trennzeit und Voltstgrke : 30 min bei r400 V, anschliessend 60 min 
bei 2200 V, anschliessend go min bei 2700 V (= 30-60 V/cm). Der mittlere Strom- 
durchgang betragt hierbei 10-45 mA. Bei Verwendung der Apparatur nach WIELAND 
UND PFLEIDERER liegt der Auftragsort r3 cm von der Kathode entfernt. Die Trenn- 
zeit betrggt 420 min bei einer Spannung von 2100 V (= 50 V/cm). Der mittlere Strom- 
durchgang schwankt hierbei zwischen 40 und So mA. 

Nach Beendigung der elektrophoretischen Trennung wurde das Papier im 
Trockenschrank 30 min bei 60” getrocknet. 

ERGEBNISSE 

Auf den in Fig. ~.a dargestellten Elektrophoresestreifen waren 16 Testsubstanzen 
aufgetragen und die elektrophoretische Trennung mit der Apparatur nach MICIIL 

in der beschriebenen Art durchgeftihrt worden. Anschliessend wurde der Streifen 
mit $-Nitroanilin-Reagenz bespriiht. Wie die Abbildung zeigt, stellen sich 14 der 
aufgetragenen 16 Substanzen als scharf begrenzte Banden gut dar: In Richtung 
Kathode - vom Auftragsort aus gesehen - in blau-grauer Farbe das DL-Dihydroxy- 
phenylalanin (Nr. I), in Richtung Anode - ebenfalls vorn Auftragsort aus gesehen - 
in dunkelroter Farbe die 5-Hydrosyindolessigs8UrC26 (Nr. 2), in roter Farbe die p- 
Hydrosybenzoesaure (Nr. 3)) in grau-brauner Farbe die 3,4-Dihydroxyphenyl- 
essigsaure (Nr. 4), in lila-blauer Farbe die fi-Hydroxyphenylessigsaure (Nr. 5)) in 
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gelber Farbe die a-ResorcylGiure (Nr. 6), in violett-brauner Farbe die o-Hydroxy- 
phenylessigsaure (Nr. 7), in roter Farbe die m-Hydrosybenzoesjiure (Nr. 8)) in lila 
Farbe das Vanilloylglycin (Nr. g), in hellroter Farbe die m-HydroxyhippursWre 
(Nr. IO), in orangener Farbe die o-Hydroxyhippurs2ure (Nr. II), in grau-blauer 
Farbe die 3,4-DihydroxymandelsCrre (Nr. 12)) in blau-violetter Farbe die Vanillin- 
mandels&ure (Nr. 13) und in lila-blauer Farbe die Xanthurensaure (Nr. 14). 

I?& 1. 1% 
Reagenz. 
Trcnnung 

(a) PI (4 
.cnolsLuren-Hochspannungspherograilltn (+ : Auftragsort) . (a) Spray mit P-Nitroanilin- 
Trennung bei 30-60 V/cm. Trennzeit : 180 min. (b) Spray mit Aroylglycin-Reagcnz. 
bei 30-60 V/cm. Trennzeit: 180 min. (c) Spray mit Eisenchlorid-Reagcnz. Trennung bei 

30-60 V/cm. Trennzeit: go min. Weitcre Erklkirungcn siehe Text. 

Zwei der aufgetragenen 16 Testsubstanzen stellen sich auf dem Elektrophorese- 
strcifen der Fig. I: a nicht dar: die $-Hydroxyhippursaure und die Phenylbrenz- 
traubensaure. Bei Anfarbung dcs Elektrophoresestreifens mit Aroylglycin kommt die 
$-Hydroxyhippursaure (Nr. 15) - wie in Fig. z b dargestellt - zwischen dem Vanil- 
loylglycin (Nr. g) und der m-Hydroxyhippurs&rre (Nr. ro) in dunkelgelber Farbe gut 
zur Darstelling. Als weitere Fraktion ist bei Anfgrbung mit Aroylglycin die O- 
Hydroxyhippurs&re sichtbar (Nr. II). 
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Die Phenylbrenztrauber&iiure hingegen “wandert” bei der angegebenen Trenn- 
dauer und Voltstarke aus dem Streifen heraus in den Puffer hinein. Zur Darstellung 
dieser Fraktion ist daher eine kiirzere Laufzeit und niedrigere Spannung (30 min bei 
~400 V, anschliessend 60 min bei zzoo V) - bei gleichem Auftragsort - notwendig. 
Unter diesen Bedingungen ist such die PhenylbrenztraubensZure (Nr. 16) nach 
Anfgrbung mit Eisenchlorid, am weitesten anodisch liegend, als grau-blaue Bande 
gut sichtbar (siehe Fig. I c), Wie die Fig. I c weiter zeigt, stellen sich auf dem gleichen 
Streifen nach Anfkbung mit Eisen(III)-Chlorid such die 5-Hydrosyindolessigsaure, 
die 3,4-Dihydrosyphenylessigsktre und die 3,4-Dihydroxymandelskre gut dar. 

Vier Phenols2iuren, die Homovanillinsaure, die Ferulasaure, die Vanillinsktre”~ 
und die 2-(4-Hydroxyazobenzoe)benzoe&iure sind in dem als inertes Medium ver- 
wandten organischen Lijsungsmittel Heptan teilweise ldslich. Urn Substanzverluste 
bei der Auftrennung zu vermeiden, wurden diese Sauren mit einem ,Pherographen mit 
festem W&rmeaustausch getrennt. Pig. 2 zeigt einen aus dem Papierbogen aus- 
geschnittenen Elektrophoresestreifen nach Auftrennung der genannten vier Test- 

Fig. 2. ‘Phenolduren-Hochspannungsphcrogramm (+ : Auftragsort) . Spray mit $-Nitroanilin- 
Reagenz. Trennung bei 50 V/cm. Trcnnzeit : 420 min. Weitere ErkEirungen siehe Text. 
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substamen : auf der lcathodischen S&e stellt sich nach Spray mit +Nitroanilin- 
Reagellz die Vanillinsaure (Nr. 17) in blau-violetter Farbe und die Ferulask.u-e 
(Nr. rS) in blau-griiner Farbe, auf der anodischen Seite die Homovanillinsaure 
(Nr. Ig) in dunkelgrau-blauer und die 2-(.+Hydroxyazobenzoe)benzoesaure (Nr. 20) 
in gelb-brauner Farbe gut dar. 

Obwohl die Phenols&u-en, wie eingangs darauf hingewiesen, eine wesentlichc patho- 
physiolo&che Bedeutung besitzen kdnnen, wurden eingehendere Untersuchungen 
iiber ihre A*usscheidung unter physiologischen und pathologischen Bedingungen 
bisher nur von wenigen Autoren durchgefiihrt. 

CLOTTEN UND CLOTTEN* trennten mit Hilfe der Hochspannungselelctrophorese 
mit fliissigem W&meaustausch Phenolskiuren im Urin auf. Ihre bisher mitgeteilten 
Erge’bnisse beschrk-kten sich jedocii auf einzeine wenige Phenoisauren und sind 
noch unvollstkindig. 13ei den iiblichen, vornehmlich papierchromatographischen und 

Fig. 3. PhenolsLiuren-Mocl~spannungspherogramm des Urins. Spray rnit P-Nitroanilin-mcagcnz. 
Trlannlln@ 1x4 ?n An Vlrm l‘rc.nnr,-Ai4* TTl-7 m;n -'.e-'.s...--~ '.,-J'--.e s ,W'.'. _aV-l-.l---, * __ &...A.. 
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elektrophorctischen Bestimmungsmethodenr-79 o-16s 1% 20; 2% m-30 iiberlagern sich die 
einzelnen Phenols&rrefraktionen auf dem Papier haufig, sodass eine exakte Bestim- 
mung nicht durchgeftihrt werden kann. Mit Hilfe der Hochspannungselektrophorese 
ist es mijglich, einen grossen Teil der Phenolsauren relativ rasch in s&male, scharf von 
einander abgegrenzte einzelne Fraktionen zu trennen. Das Hochspannungsphero- 
gramm der Phenol&uren gestattet so nicht nur einen raschen, gut orientierenden 
Uberblick iiber das Phenolsauremuster des Untersuchten, sondern es erm8glicht 
such eine quantitative Eestimmung der meisten Phenolsauren, da sich diese auf dem 
Pherogramm nur selten tiberlagern und so esakt einzeln eluiert werden ktinnen. 
Insbesondere bei Fragestellungen und Untersuchungen, die die Erfassung aller aus- 
geschiedenen PhenolsYuren erfordern, diirfte die hochspannungselektrophoretische 
Trennmethode besonders geeignet sein, bzw. als ideale Erganzungsmethode fur 
andere Untersuchungsmethoden dienen. In Fig. 3 sei als Beispiel fiir die klinische 
Anwendung der beschriebenen Methode das Phenol&iuren-Urinpherogramm eines 
Patienten dernonstriert, Die Abbilduna a~i~f il=lcc cirh ilip Phan~lckiv~ra~~ /l-c: TT*~~T= 0 .--‘D - J --“- Y-II. UIY a **“II”I.Auu*uI. u-a v ***la 

mit Hilfe der Hochspannungselektropl~orese gut darstellen und trennen lassen. 
Uber die Einzelheiten der Identifizierung dieses Urinpherogrammes wird an anderer 
Stelle berichtet werden. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird tiber eine Methode berichtet, die es gestattet, mit Hilfe von hohen Span- 
nungsgefallen rg bis 20 PhenolsB;uren in einzelne Fraktionen zu trennen. Die Miig- 
lichkeiten der Methodik werden diskutiert. 

SUMMARY 

A high-voltage electrophoretic method is described by which it is possible to separate 
mixtures of rg -20 phenolic acids into distinct fractions. The applications of the 
method are discussed. 
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