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CHROM. 5235 

DIE DIREKTE QUANTITATIVE AUSWERTUNG VON 
DII‘NNSCHICHTCHROMATOGRAMMEN DURCH REMISSIONS- UND 
FLUORESZENZMESSUNGEN 

6. MITTEILUNG. BESTIMMUNG VON ADRENALIN, NORADRENALIN 
UND DOPAMIN AUS DEM HARN 

SUMMARY 

Direct qacantitative cvnhration of tltidayer chromatograms by remission- and fhorc- 
sccncc mcaszcrcmc&. Part 6. Determination of adrcnnlinc, wovadrcualinc and do$aminc 

f Yom wine 

Adrenaline, noradrenaline and dopamine were separated from urine on alu- 
minium oxide columns ; after elution they were converted into their 03,04,N-triacetyl 
derivatives and separated using thin-layer chromatography. The triacetyl deriva- 
tives were iv& situ converted to fluorescing compounds using ethylene diamine and 
quantitatively estimated using the Chromatogram-Spectrophotometer (Carl Zeiss, 
Oberkochen). The advantage of this method over the conventional fluorometric 
determination of catecholamines in solution lies in the fact that the individual 
catecholamines present on the chromatogram are separated from each other and from 
fluorescing impurities and can be determined without elution from the thin layer, i.e., 
without loss. The precision is greater as,compared with gas chromatographic analysis 
of urine, The relative standard deviation for the determination of the individual 
catecholamines is ca. -& 5O/“, the detection limit for physiological concentrations is 

CQ* 75%* 

EINLISITUNG 

Die grosse Bedeutung der cluantitativen Bestimmung von Adrenalin (A), 
Noradrenalin (WA) und Dopamin (D) bei pharmakologischen Untersuchungen sowie 
in der Diagnostik geht aus den zahlreichen Publikationen hervor, die sic11 Jahr ftir 
Jahr mit diesem Problem befassen, Die derzeit gebr%uchlichen Standardmcthoden 
scheinen noch nicht voll zu befriedigen, da stgndig Varianten zu ihrer Verbesserung 
--. 

l Teilcrgcbnissc clcr Dissertation H. E. C;cisslcr, in Vorbcrcitung. 
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vorgeschlagen werden. Die friiher oft eingesetzten biologischen Verfahren sind zwar 
sehr empiindlich, andererseits aber such sehr aufwendig. In zunehmendem Masse 
werden daher chemisch-physikalische Bestimmungsmethoden benutzt. Diesen ist 
gemeinsam, dass zun&chst eine Abtrennung der Catecholamine von Begleitsubstanzen 
an Aluminiumoxid, Ionenaustauschern oder durch Extraktion erfolgt (vgl. z.B. 
Lit. 1-5). Bei den “klassischen Verfahren” wird anschliessend die eigentliche 
LMessung so durchgefiihrt, dass man die Catecholamine nebeneinander fluorimetrisch 
in derselben Liisung bestimmt. Ferner besteht die Mijglichkeit, durch Papier-, Diinn- 
schicht- oder Gaschromatographie das Catecholamingemisch in die Einzelkomponen- 
ten. aufzutrennen und diese isoliert zu erfassen. Die Auswertung der Papier- und Diinn- 
scl~ichtchromatogramme wurde bisher dadurch erschwert, dass die Substanxen nach 
der Trennung aus den entsprechenden Chromatogrammzonen eluiert werden muss- 
ter). Dieser Nachteil wiirde bei einer direkten Auswertung entfallen. In den letzten 
Jahren wurden z.B. von CHOULIS~ mit reinen Testliisungen der Catecholamine im 
Mikrogrammbereich densitometrische Messungen vorgenommen. Im Nanogramm- 
bereich fiihrten SISILER’ UND WIIXHMANN mit DANS-Adrenalinlijsungen direkte 
fluorimetrische Bestimmungen durch. Aufgrund unserer guten Erfahrungen bei der 
Direktauswertung von Diinnschichtchromatogrammen mittels Remissions- und 
Fluoreszenzmessungens-‘2 versuchten wir, dieses Verfahren such ftir die gleichzeitige 
quantitative Bestimmung von Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin aus dem Harn 
einzusetzen. Wir erwarteten von dieser Methode eine grijssere Selektivit%.t als bei den 
klassischen Bestimmungsverfahren und eine hiihere Genauigkeit im Vergleich zur 
Gaschromatographie. 

METHODIK 

Allgemeine Beschreibung &s Un.tarsaccIaac~a,osgangcs 
Der zur Untersuchung vorbereitete Harn wird zun5chst zur Adsorption der zu 

bestimmenden Catecholamine A, NA und D iiber eine Aluminiumoxid-S%ule gegeben. 
Die Amine werden anschliessend mit Essig&ure eluiert und mit Essigs%ureanhydrid 
in gesgttigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung nach WELSHES zu den 03,0”, N- 
Triacetyl-Derivaten umgesetzt, Die Triacetyl-Verbindungen werden mit Dichlor- 
methan ausgeschiittelt und nach dem Einengen auf eine mit Kieselgel beschichtete 
Diinnschichtplatte aufgetragen. Auf die gleiche Platte werden EichlBsungen mit den 
Triacetylverbindungen der drei Substanzen A, NA und D aufgetragen. Nach dem 
Entwickeln der DC-Platte wird mit einem Hexacyanoferrat(III)-iithylencliamin- 
Reagens bespriiht. In der W$-me entwickeln sich fluoreszierende Kondensations- 
produkte, die fiir eine fluorimetrische Bestimmung geeignet sind. Die Fluoreszenz- 
intensitsten der einzelnen Substanzflecke werden mit dem Chromatogramm-Spektral- 
photometer (s.u.) gemessen. Die Auswertung erfolgt iiber eine Eichgerade aus den 
mitbestimmten Eichsubstanzen, 

GcvHte wzd Mat&a2 
Chromatogramm-Spektralphotometer (Carl Zeiss, Oberkochen) mit Servogor- 

Kompensations-Linienschreiber RE 511 (Metrawatt AG., Niirnberg). 
Desaga-Mikrodosierspritze mit Motorantrieb (Eigenbau) : Auf der Mikro- 

meterschraube der Spritze wurde ein Rad befestigt, das tiber einen Keilriemen von 
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einem stark untersetzten Motor angetrieben wird. Die stufenlose Regelung der Dreh- 
geschwindigkeit erfolgt fiber einen Schiebewiderstand. Die Kaniile ist an der Spitse 
schrgg abgefeilt, sodass si& mit der DC-Platte etwa einen Winkel von 30” bildet. Da- 
durch kann die Lijsung einerseits ungehindert ausfliessen, andererseits wird bereits 
bei leichtem Kontakt mit der DC-Platte das “Hochkriegen” der Lijsung an der 
Kaniile vcrhindert. 

DC-Platten “Merck” ohne Fluoreszenzindikator (20 >c 20 cm). 
Multifix-Motorpumpe mit einem Desaga-DC-Spriiher, 
Szcbstamen. Aceton, Dichlormethan, EDTA-Dinatriumsalz, Essigsgure, Essig- 

ssureanhydrid, I<aliumliesacyanoferrat (I I,I), Kaliumnatriumtartrat , Methanol, 
Natriumacetat, Natriumcarbonat, Natriumhydrogencarbonat, Natriumsulfat sicc., 
Natriumsulfit (s&ntlich p-A. “Merck”), 

Aluminiumosid : Aluminiumosid neutral “ Woelm” wird in einer Sgule mit 
Glassinterplatte mit I N HCl und anschliessend his zur neutralen Reaktion mit 
Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen bei 150~ wird das Aluminiumoxid gesiebt. 
Die Siebfraktion mit der Teilchengrtisse IOO-150 ,um wird fiir die Eestimmung ver- 
wendet. 

Athylendiamin: Athylendiamin techn. ca. 97% wird destilliert und verschlossen 
unter Lichtschutz aufbewahrt. 

Natriumacetat-Natriumsulfit-EDTA-Lijsung : 27.2 g (0.2 Mol) Natriumace- 
tat ‘3 H,O, 0.5 g Natriumsulfit und I g EDTA-Dinatriumsalz werden in IOOO ml Wasser 
gcliist. Die Ltisung wird mit 0.5 n/r Natriumcarbonat-L8sung gegen Phenolphtl~alein 
auf einen pH-Wert von S-g gebracht. Sie ist nur eine Woche haltbar. 

Catecholamin-Stammlijsung: xG.SS mg Adrenalinbitartrat’, 17.47 mg Nor- 
adrenalinbitartrat l , und 49.52 mg Dopaminhydrochlorid werden mit IOO pl I N HCl 
versetzt, mit Wasser auf 100.0 ml aufgefiillt und im Eisschrank bei +4” aufbewahrt. 
Die Liisung ist mindestens 2-3 Wochen stabil. Vcrgleichsl6sung der Triacetyl-Ver- 
bindungen: 1.00 ml Catecholamin-Stammlijsung wird mit 9 ml Wasser, 2.0 g Natriurn- 
hydrogenkarbonat und I ml ISssigs%ureanhydrid versetzt, 5 ma1 mit je IO ml Dichlor- 
methan ausgeschtittelt und tiller IO g Natriumsulfat getrocknet. Das Trockenmittel 
wird 2 ma1 mit je IO ml Dichlorme&an nachgewaschen, anschliessend werden die 
vereinigten Dichlormethanausziige im Wasserbad bei cn. 50” eingedampft. Dieser 
Vorgang wird insgesamt 3 ma1 ausgefiihrt. Die 3 Riickst%nde werden in Dichlor- 
methan gel&t, vereinigt und bei 20~ auf 100.0 ml aufgeftillt. IO ~1 dieser Lijsung ent- 
halten i20 ng D, 30 ng NA und 30 ng A. Die Vergleichsliisung wird in Portionen von 
etwa I ml in der Tiefl;iihltruhe aufbewahrt. Innerhalb eines Monats konnte bei den 
VergleichslBsungen keine Gellaltsminderung festgestellt werden. 

Der Harn wird. mit 0,1(x., ~DTA-Dinatritlmsnlss und o.o5”A, NatriumsulQt ver- 
setzt und 30 Min. bei 5000 UpM zentrifugiert. 5.0 ml Ham (bei Harnen mit geringerer 
Dichte IO ml) werden rnit IO ml Natriumacetat-Natriumsulfit-EDTA-LGsung, I 

Tropfen I%iger ~thanolischer Phenolpl~thalein-Lijsullg und 0.5 nd Natriumcarbonat- 
L&utlg his zum Umschlag des Tndikators versetzt. 



274 H. B. GIXSSLEIC, E. MUTSCHLISH 

Sofort nach dem Alkalisieren werden die Catecholamine an einer Aluminium- 
oxid-Saule adsorbiert. Dazu dient eine 25 cm lange Glassaule mit einem inneren 
Durchmesser von 5 mm, die oben einen Glockentrichter von etwa 50 ml besitzt und 
am unteren Ende zu einer Spitze ausgezogen ist 14. In die Spitze wird etwas Glaswolle 
gebracht, auf die 0.7 g Aluminiumoxid trocken aufgeschichtet werden. 5 bis IO ml 
Natriumacetat-Natriumsulfit-EDTA-L6sung werden in die Saule aufgesaugt. 
Nach dem Abtropfen der Liisung wird der praparierte Harn tiber die S&iule gegeben 
und die %i.ule danach mit 5 ml einer Losung nachgewaschen, die o.oI~/~ EDTA- 
Dinatriumsalz und 0.005% Natriumsulfit enthalt und mit Natriumcarbonat bis 
zum Umschlagspunkt von Phenolphthalein alkalisiert wurde. Sofort danach werden 
die Catecholamine mit IO,O ml I M Essigsaure von der Saule eluiert. 

Acctylierztng 
Das essigsaure Eluat wird in einem 50 ml Erlenmeyerk8lbchen mit I Tropfen 

L M Kaliumnatriumtartrat-Lijsung versetzt. Anschliessend werden in kleinen An- 
teilen 2.7 g Natriumhydrogencarbonat und 1.0 ml Essigsaureanhydrid zugeftigt. 
Gegen Ende der Reaktion muss eventuell etwas erwarmt werden, damit das Natrium- 
hydrogenkarbonat vollstandig in Losung geht. Wenn kein CO, mehr entweicht, wird 
5 ma1 mit je IO ml Dichlormethan ausgeschtittelt und tiber IO g Natriumsulfat ge- 
trocknet. Das Natriumsulfat wird 2 ma1 mit je IO ml Dichlormethan nachgewaschen. 
Die vereinigten Dichlormethan-Ausztige werden im Wasserbad bei etwa 50” einge- 
engt. Die eingeengte Liisung wird in einem 15 ml fassenden Glas, das an einer unten 
angebrachten, auf etwa 4 mm verjtingten Spitze eine 500~~1 Marke besitzt, im Wasser- 
bad bis zur Trockne eingedampft. Die GefZsswand wird z bis 3 ma1 mit Dichlormethan 
nachgesptilt. Der eingedampfte Rtickstand wird schliesslich mit Dichlormethan bei 
etwa 20~ bis zur Marke aufgeftillt. 

Clwomatogra$&ie wzd I;Zuoreszenzrea/2tion 
Stir die Ermittlung der Eichgeraden werden z verschiedene Catecholamin- 

Konzentrationen auf je 3 Startpunkten aufgetragen. Aliquote Teile der Untersuch- 
ungslijsung tr2igt man daneben auf 3 Startpunkte auf, Beispiel: 3 ma1 IO ,ul Vergleichs- 
lijsung (= je IZO ng D, 30 ng A und 30 ng NA), 3 ma1 30 ,ul Vergleichslijsung (= je 
360 ng D, 120 ng A und 120 ng NA) und 3 ma1 50 ~1 Untersuchungslijsung. Die 
Chromatographie erfolgt auf Kieselgel-Fertigplatten ohne FluoreszenzindikatoIr 
“Merck” unter Standardbedingungenl”. Laufstrecke = IG cm. 

Fliessmittel : Aceton-Dichlormethan-Essigsaure (20 : So :4). Nach dem En t- 
wickeln wird’die DC-Platte 5 Min. an der Luft getrocknet und anschliessend mit ei- 
nem Reagens aus So ml Methanol, 20 ml Athylendiamin und 20 ml o.5°/oiger wassri- 
ger Kaliumhexacyanoferrat (III)-Lijsung besprtih t . (Das Reagens wird j eweils frisch 
bereitet. Das Methanol wird mit dem Athylendiamin vermischt, dann erst wird die 
Hexacyanoferrat-Losung zugegeben.) 

Das Reagens wird mit Pressluft durch einen DC-Sprtiher sehr fein zerstaubt 
und aus einem Abstand von 10-20 cm aufgesprtiht, bis die Sorptionsschicht gleich- 
mgssig durchfeuchtet ist. Die Kondensationsreaktion erfolgt wahrend 30 Min. bei 65” 
im Trockenschrank. 
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Fig. I, ZJnkorrigicrtu, auf clcn Untcrgruncl clcr DC-Platte bczopzne l~szitationsspcktrcn (A) uncl 

uncl ~~missionsspqktrell (U) dcr ‘l’rincctyl-Dcrivntc van Aclrcnalin (I), Noratlrcnalin (2) und 

Dopamin (2) mit hthylcncliarnit~. Fl. = l~luorcszcnzintcnsit~t; 19 = \Vcllenxalil [cm-l] angcgcbcn 
in ICI< = Ixlloknyscr. Die Exzitationsspclitrcll wurclcn mit l-lilfc ciner Smon-Lnmpe LS 501 
(Z&s) mit clcru Chrornatogratnm-Spclctralpl~otomctor aufgcnonin7cn. Motioclironiatorspa.lt, 
O,I mm; Sperrliltcr PI, 56. l3ci cler Aufnahmc clcr Emissionsspclctrcn rwurde mit clcr I-&-Linic 
24,Gg kIC =L 405 nm anjgcrcgt ; hlotiocliromatorspalt: 0.8 mm. 

Xp-Werte dcr Triacetyl-Derivate sind: D = 0.4G; A = 0.35; NA = 0.22. Vor 
der Messung bleiben die Platten etwa 15 Min. zur &luilibrierung im Messraum. 

Zur Fluoreszenzmessung wird ein Chromatogrammfleck durch monochromati- 
s&es Licht mijglichst im Exzitationsmaximum angeregt und die Intensitgt der Emis- 
sionsstrahlung durch einen Photoelektronenvervielfacher gemessen. In Fig. I sind 
die Ihzitations- und Emissionsspektren der nach dem oben beschriebenen Verfahren 

0 

A 

NA 

Fig. 2. I;luorcsrcnsintclisitiits-Ortslcurvc:i van Aclrcnalin (A), Noratlrcnalin (NR) untl l>opnrnin 
(II). 1% Aufnnhnic crfolgtc mittcls cincs Spnltcs. 
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erhaltenen Kondensationsprodukte der 03,0 4, N-Triacetvl-Derivate von Adrenalin, 
Noradrenalin und Dopamin mit Athylendiamin dargestellt. 

Die Messfl%he auf den Chromatogrammen kann entweder durch Vertinderung 
einer Kreisblende oder des 1Monochromatorspaltes variiert werden. Die LZnge des 
Spaltbildes des Monochromatorspaltes wird durch Einsteckblenden begrenzt. Wir 
verwendeten bei unscren Messungen ein Spaltbild von 6 mm LBnge. Zur Fluoreszenz- 
Anregung verwendeten wir die Hg-Mitteldrucklampe St. 41 und zur Messung des 
Fluoreszenzlichtes den Sekund$i.relektronenvervielfacher 1P28 der RCA. 

Bei der Messung wird das Chromatogramm durch den Motorantrieb des Kreuz- 
tisches so bewegt, dass die einzelnen Flecke nacheinander in Laufrichtung des 
Chromatogramms von dkm Spaltbild (oder der durch die Kreisblende begrenzten 
Kreisfigche) erfasst werden. Der Schreiber zeichnet in Abhsngigkeit vorn Ort Flue- 
reszenzintensitgts-Ortskurven auf (Fig. 2). 

Bei der Messung mit der Kreisblende gibt die Peakh8he der zugehtirigen Kurve 
die gesamte Fluoreszenzintensitgt eines Pleckes wieder. Bei der Messung mit dem 
Spalt, die eine grijssere Empfindlichkeit gewZhrleistet, stellt die von der Kurve um- 
schlossene Fl%che (errechnet aus Halbwertsbreite ma1 H8he) ein Mass fiir die Flue- 
reszenzintensitgt des gesarnten Pleckes dar. Bei gleichm%ssig entwickelten Chromato- 
grammen gentigt es, lediglich das Peakmaximum zu bestimmen, das der Fluoreszenz- 
intensit%t eines durch den Fleckmittelpunkt gehenden spaltfGrmigen Segmentes ent- 
spricht. Wir erhielten auf diese Weise genauere Ergebnisse als durch die Integration, 
da sic11 bei den in der Praxis vorkommenden Kurven die Peakhiihe fehlerloser fest- 
stellen l&St als die von einer Kurve umschlossene Fltiche. 

Aufnahmebedingungen : Durchl&sigkeit des Monochromators flir Emissions- 
licht der Wellenzahl 22.2 kK (= 495 nm) ; Spaltbild, o.S x 6 mm ; Anregung mit der 
durch den Monochromatfilter ausgesonderten Hg-Linie 24.69 kK (= 405 nm) ; 

Tischvorschub Stufe 3 (= 30 mm/Min.) ; Vorschub des Schreibers 30 mm/lMin. ; 
Verstgrkung, je nach Fluoreszenzintensitgt cles substanzreichsten Flecks, zwischen 
10/2/11/A und IO/~/II/A. 

Durch Auswertung der Testflecke erhtilt man ftir jede der zu bestimmenden 
Substanzen 2 aus je 3 Bestimmungen gemittelte LMesspunkte zur Aufstellung der 
Eichgeraden. Zwei Kurvenpunkte geniigen hierfiir, da zwischen der Substanzmenge 
und der FluoreszenzintensitZt iiber 3 Zehnerpotenzen LinearitZt besteht. 

ERGEBNISSE 

Der Messwert fiir eine bestimmte Menge eines Catecholamins gndert sich durch 
Vergnderung der Konzentrationen der anderen Catecholamine nicht. Zur Ermittlung 
der Wiederfindungsrate und der Reproduzierbarkeit der Bestimmungen wurde eine 
grijssere Harnmenge durch Passage iiber zwei Alurniniumoxidsgulen zun&chst van 
den natiirlich vorhandenen Catecholaminen befreit. Dann wurden pro 0.5 ml Ham 
50 ng NA, 50 ng A und 200 ng D zugefiigt und IO Bestimmungen ausgefiihrt (Ta- 
belle I). Die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde ausserdem mit G Harn- 
proben vorgenommen, die pro 0.5 ml Harn IO ng NA, IO ng A und 40 ng D enthielten. 
Diese Proben zeigten inncrhalb der Fehlergrenze die gleiche prozentuale Wiederfin- 
dungsrate. Die Priifung auf Reproduzierbarkeit der Catecholaminbestimmungen in 
unvorbehandelten Harnproben fiihrte zu gleichen Ergebnissen, 

J. Ch'OMltO&V., 56 (1~371) 27X-279 
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:atcchol~Lmintncns:c pro 0.5 ~1 : NA LIIIC~ A jc 50 no: 1) ,200 ng. 

- .---_1.-1_-.-.--- __-.- -- ___-.. -.- ___.___ -_-__.___ _-.-_ _.._. _ .-.-. -.- ------ -- --.-.- .._..__ -_ .-.._-___________._.__.___ 
1vo I I,1f.icc~i!r.jil:fii~dc!,rrc! Ccif~~clrrrlo~r?i~rrr~ic~r~~l~ /I ImwicAt~ng vom iI,1 ilti~lwryt 
clcl --_~_._------_--_..___ -_---_.----. _. -_- (‘%) 
13L!stiru- ‘rug ‘z: 
WI L’t1.g __-__--__---_- .-_ ~_._-_ ._- _ __._-_ .__----__-__________ 

I 

2 

3 
4 
5 
0 

7 
x 
9 

IO 

NIittclwcrtc 

36.5 
37.3 
3s.o 

37-o 
37.5 
36.5 
38.X 
37.0 
39.5 
34.7 

37.28 

4 I.3 

39.3 
35.5 
40.7 
3fi.5 
36.5 
35.” 
as.0 

3x.5 
3s.5 
36.0 

37.45 

& 1.s 

135 
1.16 
I.51 
138 
143 
139 
I62 
x.52 
152 

136 

145~-l 

-& 2. I 

73.0 
74.0 
76.0 
74.0 
75-C’ 
73.0 
77.6 
74.0 
79-o 
69.4 

74.50 

- 

7S.G 
71.0 
HI.4 
73.0 
73.0 
70.0 

70.0 
77.0 
77.0 
72.0 

07.5 
73.” 
75.5 
ocj.0 
71.5 
N.5 
81.0 

_iG.O 

70.0 
OS.0 

Bei den llerkijmmlichen fluorimetrischen Verfahren zur Eestimmung der 
Catccholamine erfolgt die Differenzierung awisclien den einzelnen Catecllolarnilien 
und fluoreszierenden 13egleitstoffen im wesentlichen durch: Osidation bei verschie- 
denem pH ; l;luoreszenzmessung nacll verschiedener Reaktionszeit ; Ausnutzung der 
unterschiedlichen Excitations- und Ernissionsspektrell ; unterschiedliche Stabilisie- 
rung der fluoreszierenden Produkte ; oder durch papierchromatographische Trennung 
unci 13estimmung nach der Elution. 

Der Vorteil des bier verwendeten Verfallrens gegeniiber den “klassischen” 
fluorimetrischen Methoden besteht darin, dass die einzelnen Catecholamine auf dem 
Chromatogramm getrennt voneinander und getrennt von fluoreszierenden Begleit- 
stoffen vorliegen und ohne Elution aus der Sorptionsschicht-somit verlustfrei-di- 
rekt bestimmt werden kijnnen. Die schwache Untergrundfluoresxenz der Diinn- 
schicht-Platten stilt-t nicht, da sie bei der Fluoreszenzmessung der Chroi17atogramnlc 
tiber l’luoreszenzintensit%ts-Ortskurven ~1s gerade Basislinie auftritt, auf die sic11 der 
durcll die 1;luoreszenz des jeweiligen Catecholamins hervorgerufene Peal; iiberlagert. 

Die Aufbereitung des Harns vor der eigentlichen Messung erfolgte nach be- 
kannten Methoden, die geringfiigig rnodifixiert wurden. Der frische I-Tarn wird mit 
EDTA uncl Sulfit versetxt, um die 13ilclung cities gelatinBsen Nieclerschlagcs vnn 
Calcium-Magnesium-Phospllat zu verhinclern~ uncl die Catecl~oluniine vor cler Osi- 
dation zu scl~iitzcn~f~~*7. Die Vortrennung van A, NA und D van nnderen Harnbe- 
standteilen erfolgt an einer Aluminiumosicls5ule 14, 13ei diesem Scllritt treten haupt- 
s2chlich die Vcriustc des Verfallrens auf. Wegen ihrcr lcichten Osidierbarkeit und 
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ihrer starken Hydrophilie sind die Cntecholamine aus einer wgssrigen Untersuchungs- 
fltissigkeit nur schwer quantitativ auf einen eng begrenzten Startfleck einer DC-Platte 
zu konzentrieren. Beide Probleme werden durch die Acetylierung der Catecholaminel3 
gelost. Die 03,04, N-Triacetyl-Verbindungen sind einmal gegentiber oxidativen Ein- 
fltissen stabiler und zum anderen in organischen Lasungsmitteln (wie z.B. Dichlor- 
methan) gut lijslich. 

GOLDSTEIN et a1.5 trennten 1959 die aus dem Harn ausgeschtittelten Triacetate 
auf Papier und set&en sie nach der Elution zu fluoreszierenden Produkten urn. In 
einer Losung, die neben den Catecholaminen Natriumacetat, Natriumhydrogencar- 
bonat und Essigsaureanhydrid in geeigneten Konzentrationen enthalt, fiihrt die 
Acetylierung quantitativ zu den 03,04,N-Triacetyl-Verbindungen. WELSHES fordert 
die Abwesenheit von Bisulfit, da es katalytisch eine beschleunigte Zersetzung des 
Anhydrids hervorruft. Wir kijnnen diese Stijrung der Reaktion durch Sulfit bestgti- 
gen. Bei Anwesenheit von 0.1% Natriumsulfit ftihrte die sonst eindeutig verlaufende 
Reaktion mit A, NA und D zu vier statt drei Reaktionsprodukten. Geringe Mengen 
von Sulfit, die durch das Nachwaschen der Aluminiumoxids3ule vor der Elution mit 
einer o.oo5°/o Natriumsulfit enthaltenden Ltjsung in das Reaktionsgemisch gelangen, 
rufen diese Stijrung jedoch nicht hervor. 

Nach der chromatographischen Trennung werden die Triacetyl-Derivate mit 
einer wassrig-methanolischen Lijsung von I<aliumhexacyanoferrat(III) und #thyl- 
endiamin besprtiht. Ein ghnliches Sprtihreagens haben SCHNEIDER UND GILLIS~~ zur 
Detektion der Catecholamine eingesetzt. NATIXLSON et al.10 hatten entdeckt, dass 
Adrenalin und Noradrenalin mit Athylendiamin fluoreszierende Produkte bilden, 
die sich ftir eine quantitative Bestimmung verwenden lassen. Diese Methode wurde 
besonders von WIXL-MALHIZRBE ausgearbeitet 20. Die Reaktion kisst sich such mit 
Dopamin ausfiihren. Sie beruht im wesentlichen darauf, dass die Catecholamine als 
o-Diphenole leicht oxidativ in die o-Chinone iiberftihrt werden, die dann mit Ethyl- 
endiamin unter Ringschluss kondensieren. Der neugebildete Ring wird durch weitere 
Dehydrierung aromatisch21. Es ist anzunehmen, dass die Triacetyl-Verbindungen 
nach einer im Alkalischen zumindest an den beiden phenolischen Gruppen stattfin- 
denden Desacylierung vergleichbar reagieren. 
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o// 0 
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/ NH2 
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Die entstandenen fluoreszierenden Stoffe kijnnen noch Stunden nach der Reaktion 
bestimmt werden. Bei langerer Aufbewahrung wird die Fluoreszenzintensit$t niedri- 
ger, was sich in einer verringerten Steigung der Eichgeraden aussert. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Adrhalin, Noradrenalin und Dopamin wurden aus Harn an Aluminiumosid- 
Stiulen adsorbiert, nach der Elution zu den 0”,04,N-Triacctyl-Derivaten umgesetzt 
und diinnscl~icl~tcl~romatograpl~iscl~ getrennt. Die Triacetylverbindungen wurdcn auf 
der Dihnschicht-Platte mit ~thylendiamin zu fluoreszierenden Produkten konden- 
siert und mit dem Chromatogramm-Spektralphotometer (Carl Zeiss, Oberkochcn) 
direkt yuantitativ bestimmt. Der Vorteil dieses Verfahrens gegentiber den herk8mm- 
licllen fluorimetriscllen Bestimmungen der Catecholamine aus derselben Lijsung be- 
steht darin, dass die einzelnen Catecholamine auf clem Chromatogramm getrennt 
voneinancler uncl getrennt von fluoressllierenden Begleitstoffen vorliegen und ohne 
Elution aus der Sorptionsschicht, d.11. verlustlos, bestimmt werden k%men. Gegen- 
tiller gaschromatograpllischen Bestimmungsmethoden aus dem Warn ist die Genauig- 
keit grijsser. Die relative Standardabweichung fiir die Bestimmung der einzelnen 
Catecholamine liegt bei j= s%, die Wieclerfindungsrate bei physiologiscllen Konzen- 
trationen urn 75%. 
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