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SUMMARY 

Quantitative analysis of &a.minofaevuliiric acid in native urine samples by thin-layer 
chromatography 

A method for the quantitative determination of S-aminolaevulinic acid in non- 
pretreated urine samples by means of one-dimensional thin-layer chromatography is 
described. The free amino acid is transformed by dry heating in the presence of ethyl 
acetoacetate into the corresponding pyrrole, the isolation of which is carried out in a 
tetrachloromethane-methanol system. The quantitation is based on the modified 
Ehrlich reaction according to Mauzerall and Granick. In comparison with their 
method, there was a correlation coefficient r= 0.986. The accuracy and precision are 
well within the 5% range. 

EINLEITUNG 

Seit der ersten VerLiffentlichung von Haegerl im Jahre 1957 iiber das Vor- 
kommen von S-Aminollvulinsiiure (ALA) im Urin -als Zeichen einer durch Blei 
verursachten Htimsynthesestijrung- war der von ihr beniitzte slulenchromato- 
graphische Nachweis, den Mauzerall und Granick’ ein Jahr zuvor beschrieben hatten, 
allgemein als Standardmethode im Gebrauch. Vereinfachende Modifikationen, welche 
die prtiventivmedizinische ALA-Bestimmung im Rahmen ausgedehnter Reihenunter- 
suchungen erleichtern sollten, so vor allem die von Grabecki et aZ.j ausgearbeitete 
Reagenzglasmethode, konnten den geforderten Anspriichen an Spezifitiit und Richtig- 
keit nicht geniigen, weshalb such die letztgenannten Autoren im eigenen Laborato- 
rium weiterhin nach der Originalmethode arbeiteten 4. Andererseits erwies sich die 
Verwendung vorfabrizierter Siiulen’ als fiir den Masseneinsatz zu kostspielig. Aus 
diesem Grunde suchten wir nach einer priiparativ einfachen und zugleich methodisch 
exakten Nachweismeglichkeit fiir ALA in unbehandelten Urinproben, Wir ent- 
wickelten zun&chst eine diinnschichtchromatographische Screeningmethode nach 
dem im folgenden zu erliiuternden Prinzip. Sie gestattet eine semiquantitative Ab- 
schgtzung des ALA-Gehaltes der Proben mit dem Ziel, unn&ig viele quantitative 
Bestimmungen zu vermeiden ‘. Die nachfolgende Beschreibung der quantitativen 
Bestimmung sol1 zugleich die Giiltigkeit der Screeningmethode aufzeigen. 
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METWODIK* 

GCt%X? 
Hitzeschrank mit kiinstlicher LuftumwWung 

G. KUFNER, H. SCHLEGEL 

(Horo 035); Diinnschichtchro- 
matographie-Ausriistung (Camag); 25-,ul Konstriktionspipette (Eppendorf); Spektral- 
Photometer (Beckman, Model1 DB); Mikroktivetten (n= 2 cm). 

ALA-HCI (Fu. Schuchardt, Miimlm, S.R.D.). Nach Umkristallisation aus 
Dkithyhither-Methanol erwies sich die Substanz chromatographisch rein. 

Amilloacefor?. Synthese nach Gabriel und Colman’ (sehr hygroskopische Kris- 
talle, bereits bei Zimmertemperatur zerfliessend). Das Prtiparat war chromatogra- 
phisch einheitlich. 

Car~biirltoxypyrrol. Synthese nach Mauzerall und Granick’. Die Verbindung 
war chromatographisch einheitlich. Schmelzpunkt, 162.5”; Molgewicht, 221.15. 

DMAB. p.a. (E. Merck, Darmstadt, B.R.D.). 
Kieselgel H (Typ 60). Nacb Stahl (E. Merck). 
Ldwngsrnitfel. Sfimtliche von E. Merck, von p.a. Reinheitsgrad. Butanol-1, 

AEE, Methanol, Tetrachlorkohlenstoff, Eisessig 99-loo%, Perchlors&ue 70%, 
SalzsHure 36% (e twa I2 IV), 

Liisurlgsr?litle/s_vsrer7le. Liisungsmittelsystem I : Butanol-1-Eisessig (99-loo%)- 
AEE-A.D. (1: 1: 1 :l). LGsungsmittelsystem 2: Tetrachlorkohlenstoff-Methanol 
(70: 30). 

ElutionsltZsung (Essigshre 15.7 N). A.D. I20 ml, Eisessig 99-100% ad 1000 ml. 
Uberpriifung mittels Titration, 

Modify,-iertes Reagem rtack Mauzcrall urtd Granick’. DMAB (1 ,g) wird mit 
30 ml ElutionsliSsung gel&t, 17 ml PerchlorsZiure 70% hinzugeftigt, mit Elutions- 
losung aufgefiillt ad 100 ml, D&s so bereitete Reagenz wird sorgfCiltig gemischt und in 
etwa 3-ml Portionen abgeftillt (Tiefgefroren unbeschrtinkt haltbar). Das Reagenz 
wird vor Gebrauch auf Zimmertemperatur gebracht. Reste werden nach Gebrauch 
verworfen. 

Spriihreugcnz. DMAB (I5 g), Salzstiure (6 N) ad 100 ml. (Treibgas: Stickstoff 
oder Pressluft.) 

Starnrnliisurig ( & 100 mg/I ALA). ALA-HCI (12.78 mg), Methanol ad 100 ml 
oder 100 ml Nntriumacetat-Puffer, pH 4.62 (1 M) (Bei 4” mindestens ein Jahr haltbar). 

Starsdardliisung ( e 10 mg/l ALA). Stammliisung (1.0 ml), A.D. ad IO ml (wird 
vor Gebrauch frisch bereitet). 

Sol~ptionsschiclzt. Kieselgel H wird mit A.D. (I : 2.4) vermischt und als homogene 
Suspension auf entfetteten Glasplatten (20 x 20 cm) ausgestrichen. Schichtdicke: 0.3 
mm. Zur Verwendung gelangen aktivierte Schichten (30 min bei 170”)s. 

PRINZIP DER METHODE 

Knorr-Syntkeseg wd Ehrliclz’sclte Reaktiorl 
Auf Kieselgel kondensieren in trockener Hitze ALA und AEE zu einem 

l Abkiirzungcn : ALA= S-Aminolitvnlinsiiure (4-Kcto-S-amino-n-valcrinnsliure); ALA-NC1 
=Hydrochlorid dcr B-AminollvulinsUurc; Carb&hoxypyrrol= 2-Methyl-3-carblthoxy-4-(3- 
propionstiure)pyrrol; DMAB=p_Dimethylaminobenzaldehyd; A.D.= dcionisicrtcs 
AEEL Acetessigs&,weiithylcster. 

Wasser; 
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Carbtithoxypyrrol: 
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In einer wiederholten, eindimensionalen Diinnschichtchromatographie erfolgen 
Synthese und nachfolgende Abtrennung des Carbtithoxypyrrols von interferierenden 
Begleitsubstanzen. Die freie ac-Stellung des Pyrrols reagiert in einer typischen Ehrlich’- 
schen Reaktion zu einem roten Farbsalz mit hohem Extinktionskoeffizienten. 
Diese Umsetzung erfolgt direkt mit dem Sprtihreagenz und indirekt -fiir die quan- 
titative Bestimmung- mit dem modifizierten Mauzerall und Granick-Reagenz, 

DURCWFUHRUNG UND BESTIMMUNG 

In die Sorptionsschicht einer beschichteten Glasplatte werden 10 Bahnen a 
2 cm eingeritzt (Bleistift), Nr. l-10 (siehe Fig. 1). Der Auftragepunkt der jeweiligen 
Bahn ist 2.5 cm vom unteren Plattenrand entfernt. Die Laufstrecke betrlgt 11 cm. 

Ein teilung der Bahnen 
Nr. 1 und 10 sind Referenzbahnen; als Referenzprobe kann jede Urinprobe 

oder die Standardlasung verwendet werden. Je eine Bahn ist ftir Leerwert und Stan- 
dard vorgesehen. Die iibrigen 6 Bahnen werden fiir die zu analysierenden Urinproben 
verwendet. 

Techik des Auftragens, der Clwomatograpkie und dcs Tl*ansfers von Kieseigcl 
Nativer Urin (bzw. Standardltisung) (25 ~1) wird mit der Konstriktions- 

pipette punktfi5rmig in den Startpunkt aufgetragen (Durchmesser der entstandenen 
Startzone etwa 2 cm). Diese von der iiblichen strichfiirmigen Auftragetechnik ab- 
weichende Applikation ist hier gerechtfertigt, da diese Zone wiihrend den Entwick- 
lungen weitgehend zu einer bandfiirmigen umgestaltet wird (siehe Fig. 1). Die gut 
luftgetrockneten Zonen (evtl. FBhn) werden anschliessend 5 min im LiSsungsmittel- 
system 1 chromatographiert. Die LiSsemittelfront iiberfliesst dabei etwa 2.5 cm, 
gerechnet vom Startpunkt. Des weiteren wird das nasse Chromatogramm 5 min im 
Hitzeschrank bei 145” exponiert. Das Abktlhlen der Glasplatte erfolgt an einem vor 
direktem Sonnenlicht (UV-Licht) geschiltzten Ort. Die Handhabung der heissen 
Platten wird durch ALU-Schalen-Camag sehr erleichtert, zudem erfolgt gute Wtirme- 
ableitung; das Abkiihlen des Glases wird dadurch beschleunigt. 

Die zweite Chromatographie wird bei Raumtemperatur in Bquilibrierter 
Atmosphare (Filterpapierauskleidung des Entwicklungstanks) durchgefiihrt; Dauer 
etwa 40 min. 

Nach kurzer Lufttrocknung werden die Bahnen Nr. 2-9 mittels Glasplatte 
abgedeckt und die Referenzbahnen mit dem Spriihreagenz entwickelt (siehe Fig. 1): 
Harnstoff erscheint prompt als gelbgeftirbte Verbindung (Rp 0.32); etwas verzbgert 
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Fig. I. T>pisches Chromatoernmm und Bahncntcilung. Abuelchcnd zur Bcschrclbun~ Ixurdcn 
hicr die Rahncn I-9 zus:ltzllch ml1 dcm Sprtihrcagcw cntuickclt. DIG qutlnulnritc ALA-Be 
slImmung mill& Dilnn;chichrchr~malopraplric crgalr: Bahn 2. 7. I mgil t Urlnl: Bahn 3, 43.2 mg,ll 
fUrin): Bahn 4. 10.1 mg.1 (Ulinj: Balm 5, I.3 rnpll (Urin): Unlrn G. $.I mg’l (Llrin). Bahn 7, 
13.7 mg.‘l illrinj: B,ihn 8. 9.9 mp,‘l ISlnndordlowng): Bnhn 9. Lccrrrcrl. Als Rclixcnz ~llrdcn 
vcrucndcl: Bahn I. S!,lndnrdlc&unc ClO.0 mc.‘l,: Buhn IO. Urin 1J3.2 mg’lr. 

erfolgt die Darstcllung de5 rot-vtolet t gcfarbten Citrb;ltho\l pyrrols (R, 0.45-0.50). 
Aufgrund de5 dJrgcstelltcn Plrrols wcrden im Abstand Len et!\cl 0.8 cm ober- und 
untcrhalb dicser Porition die auf gleicher Hiihc llcgcnden Gelbezirkc der tibrlgen 
Bnhncn (Nr. 2-9) durch Emrltzen dcr Schicltt (Blelst ift) lokalisiert. Diesc Tcchntk ist 
hier problemlos. da untcrhslb der Pyrrolzonc an den nicht bcsprlihten Bithncn. nnch 
\‘crfhicht~gung des Lti~ungrmtttcl~. “weissc Zoncn” nuftrcten. die elnc zu$ltzliche 
Oricntwxung4liIfe bcdcuten. Die tibbcrftihrung dlcser PJ rrol-Adsorbatc in Zent ri- 
fugenrijhrchen crlblgt mittcls Rasicrklingc. \‘or dicscm Schrttt entfernen \i tr die 
umgcbcnden Gclzonen -zin4~licssltch dcr Refcrcnzbahnen-. ichaben die Ad- 
sorbnte bis unmittelbar \or den Pl3ttcnrnnd und iibcrflihren ion hlcr in “klcinen 
Schritten” da5 Gel in das an den Cilasrnnd nngelegte Rtihrchcn. Dadurch \\ird ein 
Trrrnsfcrtrichter iiberflcissig. und cs gelingt bcl cinfncher Tcchnik tin zufriedenstel- 
lcndes quantlteti\cs Arbeiten. Dcr Rijhrchen~nhalt wird mit 1700 jrl Elutionslbsung 
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vermischt und leicht aufgeschtittelt; dabei geht das Pyrrol sofort und quantitativ in 
L6sung. 

Nach 2 min werden 300 ,ul modifiziertes Reagenz nach Mauzerall und Granick 
hinzugefiigt und durch leichtes Schiitteln vermischt. Die Extinktion des Farbsalzes 
erreicht nach 5 min ihr Optimum und zeigt anschliessend eine abfallende Drift von 
0.5% pro Stunde. Nach Hinzufiigen des Reagenz wird das Reaktionsgemisch 5 min 
zentrifugiert (3OOOxg). Der uberstand wird in Kiivetten (d=2 cm) dekantiert und 
bei 551 (546) nm photometrisch gegen den Reagenzienblindwert bestimmt. 

Bercchnung 
Sie erfolgt entsprechend der Lambert-Beer’schen Beziehung (I=lc= 10 --se*; 

E= 1 og lo/Z) unter Berticksichtigung folgender Bedingungen : 
Molarer Extinktionskoeffizient (6) 9.6* lo4 cm2*mol” 
Schichtdicke der Ktivette (d) 2cm 
Molgewicht der ALA 131.15 
Auftragevolumen der Probe 25 jJ1 
Gesamtvolumen (ReaktionsliSsung) 2000 ,ul 
Standardltisung 10 mg/l 
Korrigierte Extinktion: 
(Exe m Probe bzw. Standard - Ext ’ Lccrwcrt) AE 

Berechnung mi ttels Standard : 

A&obc 

AEStmdnrd 
l lO=mg/l 

Berechnung mittels molarem Extinktionskoeffizienten : 

AE*2000*106 
9.6.10”.25.2 =~molll 

oder : A E * 42 1 = pmol/l 

AE~2000~103~131.15 
9.6-104.25*2 

= mg/l 

oder: AE, 54.6 = mg/l 
biquivalenz von ALA und Carbtithoxypyrrol: 10 mg/l ALA=76 pmol/l= 16.9 

mg/l Carbiitboxypyrrol; AE=O. 183. 
Umrechnung von Extinktion in molaren Extinktionskoeffizienten unter 

Versuchsbedingungen (76 ,umol) : .* 

AE~2000*106 

76-25.2 
= 5.26* 10’ (Umrechnungsfaktor). 

VORVERSUCWE 

Wuhl des /9-Ketons 
Die von Mauzerall und Granick’ angegebenen &Ketone fiir die ALA-Analytik 

sind Acetylaceton und AEE. Nachstehend sol1 eine Ubersicht die Eigenschaften dieser 
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Ketone und deren Pyrrole am Kieselgel. aufzeigen: 
Aceiylacetorr AEE 

Eigcnfarbc im LBsungsmittclsystcm I Gclblich Kcine 
Auftrctcn von interfcricrcnden Substanzcn Ja Ncin 

Aceiylacdon-Pyrrol . Carbdtltoxypyrrol 
Spotform Dilfus Scharfc Konturcn 
Sichtbarc Nachweisgrcnze Etwa 10 mg/l (50 ng) Etwa I m&1(5 ng) 
Tailing Ab 20 mg/l (100 ng) Kcincs 

Weil fiir das Carb%thoxypyrrol aus der Literatur such ein ht5herer molarer 
Extinktionskoefiizient zu erwarten war’ und dartibcr hinaus die ftir unser Vorhaben 
giinstigeren Eigenschaften aufwies, wurden die wciteren ~berlegungen mit AEE 
durchgeftihrt. 

Waltl des Reagenz fiir die Ehrlich’sche Reaktiort 
Das original Ehrlich’sche Reagenz (2% DMAB in 6 IV HCI) konnte fiir die 

vorliegenden Bedingungen wegen Jnstabilit&t des Farbsalzes und Mitreaktion des 
Kieselgels (hohe Leerwert-Absorption) nicht adaptiert werden. Das original Mauzer- 
all-Granick-Reagenz erwies sich erst geeignet, als das VerhBltnis Essig&iure-Per- 
chlors%ure vergndert wurde. Der DMAB-Anteil konnte auf das 6-fache gesenkt 
werden, so dass die Kieselgel-Leerwert-Absorption fast vernachhissigbar wurde. 

Endkonzentrationen der ReagenzNsungen in den entsprechenden Reaktions- 
liisungen : 

Original Modi$ziertes 
Marrzerall-Granick-ReajienG Reagcnz 

DMAB 1.0% 0.16% 
Essigsiiure 7.7 N 15.7 N 
Pcrchlorsaure l.ON 0.3 N 

Ermittiurtg des molaren Extirlktionskoe~=ientert 
Carb%thoxypyrrol(76 pmol/l) wurde in Methanol gel&t und 25 ,ul davon wurden 

in Reagenzghiser pipettiert und unter Stickstoff zur Trockne gebracht. Anschliessetid 
wurden 1700 ,ul Elutionsliisung und 300 ,ul modifiziertes Reagenz hinzugefiigt. Aus 
der gemessenen Extinktion (E=0.209) errechnete sich ein E= ll.O.lO*, Dieser Ex- 
tinktionskoeffizient ist urn l/2 haher als vergleichsweise der von Mauzerall und 
Granick fiir das CarbiUhoxypyrrol angegebene (7.2 *lo”). 

Tcmperaiur-Optiintrm- Versuche 
Die Bedingungen der Knorr-Synthese wurden am Kieselgel ohne Migration 

und mit Migration untersucht. 
Ohnc Migration. ALA (10 mg/l; 76 ,umol/l) wurden im Liisungsmittelsystem 1 

gel&t und 25 ,ul davon auf 4 cm2 KieselgelllHche aufgetragen. Jeder Versuch wurde 
als Triplewert durchgeftihrt, Ats Vertinderliche gait die trockene Lufttemperatur im 
Hitzeschrank, konstant war die Erhitzungsdauer: 5 min. Die Extinktionen wurden in 
Extinktionskoeffizienten umgerechnet (siehe Fig. 2, Kurve A). 

Mit Migration. ALA wurde in der gleichen Konzentration wie oben angegeben 
in Methanol gelast. Durchftihrung dieses Versuches entspricht der unter Durch- 
fiihrung und Bestimmung angegebenen Vorschrift, Pro Versuch wurden 8~ 25 ,~l 
aufgetragen, der Extinktionskoeffizient wurdc als Mittelwert und f 1 s errechnet 
(siehe Fig. 2, Kurve B). 
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Fig. 2. Ermittlung dcs gtinstigstcn Tempcraturbcrcichcs fbr die Knorr-Synthcse am Kiesclgel bei 
trockcner Lufttcmpcratur (Hitzcschrank). Kurve A: ohnc Migration. Kurve B: nach Migration 
im L6sungsmittclsystem 2. Worizontalc Bercichsgrenzcn: Temperaturdiffcrenz (Mittelwcrt). Ver- 
tikalc Bcreichsgrenzcn: Xt4 1 s. 

Die notwendige Aktivierungsenergie setzt bei 80” ein und erreicht mit 125” 
ein Plateau, das bis 145” reicht. Bei 150” erfolgt Kurvenabfall mit Schulterbildung 
urn 165” (Schmelzpunktbereich). Dartiber hinaus kommt es entweder zur Ver- 
fliichtigung oder Zersetzung der Pyrrolverbindung. 

Der maximale Extinktionskoeffizient stellt sich zwischen 125 und 145” dar: 
e= ll.O*lO”. 

Somit herrscht Ubereinstimmung Bquimolarer Mengen an Carbtithoxypyrrol 
und der aus ALA und AEE auf Kieselgel kondensierten Verbindung. Aus den Kurven- 
bildern wird ersiclitlicb, dass nach Migration (Kurve B) Verluste auftreten. Die 
Ausbeute verringert sich urn 13%. Der resultierende Extinktionskoeffizient ffillt von 
11.0 auf 9.6-10”. In einem Bilanzversuch (100 pug ALA) wurden in der Startzone 
lediglich 0.35% ALA (als Amino&ire) gefunden. Demnach verkiuft die Pyrrol- 
Synthese mit > 99% quantitativ. Der Extinktionsabfall (13%) nach Chromatographie 
dtirfte somit als Migrationsverlust zu verstehen sein.. ._ 
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UNTERSUCI-IUNGEN MIT URIN 

Auftragenmge 
Die TrennkapazitZit der stationZiren Phase wird mit 35 ,ul Urin iiberschritten. 

Die im Startbereich befindliclzen Substanzen behindern dann die Migration im 
Ltisungsmittelsystem 2. Eine gtinstige Auftragemenge wurde mit 25 ,ul ermittelt. 
Unterschiedliches spezilisches Gewicht besitzt keinen signifikanten Eintluss auf 
Migration und quantitatives Ergebnis. 

Idcntitiit 
Die aus Urin (ALA 97 m&/l nach Mauzerall und Granick) isolierte carbgthoxy- 

pyrrol-lhnliche Verbindung wurde nach pmparativer Dlinnschicbtchromato- 
graphie gewonnen und qualitativ mit authentischem Carbfithoxypyrrol verglichen. 
Ubereinstimmung herrschte in den ultraviolett(UV)- und infrarot(IR)-Spektren. 
Nach Reaktion mit dem modifizierten Reagenz nach Mauzerall und Granick wurde 
das sichtbare Spektrum beider Verbindungen aufgezeichnet. Die Kurven sind iden- 
tisch (siehe Fig. 3 und 4). 

Spezijitiit 
Durch die Umwandlung der ALA in ein gquivalentes Pyrrol, chromatographi- 

sche Isolierung sowie nachfolgende Ehrlich’sche Reaktion mit Messung im Extink- 
tionsmaximum des fiir das Carb%thoxypyrrol typischen Absorptionsspektrums ist 
die Methode fiir im Urin vorkommende ALA spezifisch. Aminoaceton und Porpho- 
bilinogen haben unterschiedliche RF-Werte (siehe Fig. 5). 

Konzentrationsbersiclt 
Die Lambert-Beer’sche Beziehung gilt bis E- 1.2 (P 65 mg/l ALA). H6here 

Konzentrationen kijnnen entweder durch Probenverdtinnung mit A.D., durch 
geringeres Auftragevolumen oder Verringerung des Lichtweges (d= 1 cm) erfasst 
werden. Parallele Bestimmungen verdlinnter LiSsungen sowie verringertem Auftrage- 
volumen der jeweiligen Urinproben erbrachten iibereinstimmende Werte: r=0.990 
bei 10 Paaren. Der Kieselgel-Leerwert zeigt Absorptionen von E-O.001 bis 0.003. 

Fig, 3. IR-Spektren. Die stark ausgezogcnc Kurve entspricht dcr Vcrbindung, w&he aus Urin 
(97 mg/l nach Mauzerall und Granick bestimmt) isoliert wurdc. Zum Vergleich das Spcktrum dcs 
authentischen Carblithoxypyrrols. (Gertit: Perkin-Elmer, Model1 Nr. 21, KBr Pressling). 
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Fig. 4. Sichtbares Spektrum des Carbiithoxypyrrols nach Umsetzung mit modifiztertcm Mauzerall- 
Granick-Reagenz, Kurve A: authcntischcs Carblthoxypyrrol (300 ,umol/l). Kurve B: Verbindung 
aus dem gleichcn (siehe Fig. 3). jedoch verdlinnten Urin nach Chromatographie. 

Hbhere Extinktionen deuten auf Verunreinigungen oder in die Kiivette mitver- 
schlepptes Kieselgel hin. Die noch messbare, von Null unterscheidbare ALA-Menge 
nehmen wir mit 0.60 mg/l an: dE=O.OlO. Eine Steigerung der Nachweisempfindlich- 
keit kann erreicht werden, wenn 2 Bahnen identer Urinproben bei der Anatyse 
vereinigt werden. Unter Einhaltung der Standardbedingungen wird die Analyse mit 
etwa 8 cm2 Gelfltiche limitiert. GriSssere Gelfltichen miissen vor der Analyse mit 
Methanol eluiert werden. Analyse erfolgt nach Verfliichtigung des LiSsungsmittels. 

Richtigkeit 
Die Wiederfindung zugeftigter ALA betr&gt 98-101% (n = 10). Desgleichen 

wurden Mischversuche mit Urinen verschiedener spezifischer Gewichte mit unter- 
schiedlichen ALA-Gehalten durchgeftihrt. Die errechneten Werte stimmten mit den 
gefundenen,_iberein : Y =0.993 bei 10 Paaren. Ein weiterer Beweis wurde in Vergleichs- 
bestimmungen von Urinen mit der Mauzerall und Granick-Methode gesucht (& 
Keton : Acetylaceton) I’ = 0.986 bei n = 31 (siehe Fig. 6). 
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Fig. 5. Qualitatilc Darstcllung dcr 3 \~ichligstcn Plrrol-lcrbindungen im Urin mit dcm SprUhre- 
aecnz noch Chromatographic. Nr. 2: Porphobtllnogcn. LC~SCIZI sich Inklgc Hltzcclnuirkung in 
zu Cl Spolf I’ P 5 mp.‘lj. Nr. 3: P~rrol dcr ALA t,Cnrbdthox>p>rrolt & IO mg/l. Nr. 4: Plrrol des 
Amlnonccrons 12.4-Dlmclh:.l-3-cnrb~thou)p: rrolt: rchkhr dnr~wllbar. tluchtlp und lichtempfind- 
lich ( L 20 mgil). Nr. S: Urin (I.2 mc.‘l ALA r.xh DtinnschlchtchromatoC?rilplrle). Nr. 6: Urin 
nus Nr. S mlt den Vcrblndunprcn aus Nr. 2. 3 und 4 \crmwlrt. Nr. I und 7: Gcmisch dcr Vcr- 
blndunpcn nus Nr. 2. 3 und 4. 

Ein Urin-Pool mtt erhtihtem ALA-Gehztlt wurdc nul’ IO Einzelporttonen 
abgef%lIt und tiefgefrorcn. An wcimal 5 aufelnandcr folgenden Tapen vurde die 
aufgetoutc Probe zueifach bcstimmt. Berechnet wurden ~litteluvrt. Standardab- 
\\eiclwng und Variationskoefizicnt (VK): 

(a) van Tog zu Tag: .Y=25.2OtiO.61 mg ALA 
‘C’K = 2.4:,; (II= 10) 

(b1 in Serie an 1 Tag: E= 24.92-t-0.27 mg ALA 
VK= Ial:,, (rr=S) 
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ya0.30 + 0,97x 
r ~0.986 
n.31 

Fig. 6. Korrelationsgerade crmittclt an 31 Urinen, welche nach Mauzcrall und Granick (M-G) und 
dtknnschichtchromatographisch (DC) bestimmt wurden. 

Normalwsrte 
Als Stichprobe wurden folgende Klassenbreiten untersucht: 21-30, 31-40, 

41-50 Jahre. Pro Klassenbreite: n = 10. Gesamtuntersuchungen : n = 3 1. Die Werte 
wurden nur bei Mtinnern bestimmt. Die Personen schienen klinisch gesund, regel- 
m5issiger Alkoholkonsum wurde negiert. Ergebnis: Z=2.2240.61 (1 s). Verteilungs- 
tendenzen konnten nicht erkannt werden, dazu schien die Anzahl der Analysen 
nicht reprlsentativ genug zu sein. 

STdRUNGEN 

Die in der N&he des Pyrrols nach Bespriihung mit dem Sprtihreagenz bisweilen 
auftretenden bhiulichen Verbindungen (l-2% der F&lle) beeinflussen nicht die 
quantitative Analyse (Indole?). Stark stirrend sind hingegen Medikamente auf 
Nitrofurantoinbasis. Der intensiv gelbe Farbstoff wandert in 2 Fraktionen ober- und 
unterhalb des Carbiithoxypyrrols. Wohl herrscht keine I?,-ubereinstimmung, bei 
der Lokalisierung liisst sich jedoch keine exakte Isolierung durchftihren. Die nach- 
folgende Ehrlich’sche Reaktion ftihrt zur ‘Uberfiirbung des rot-violetten Farbtons 
des Carb&hoxypyrrols, S’olche Proben wird man entweder nach Mauzerall und 
Granick bestimmen oder in der erwlhnten ScreeningmethodeG halbquantitativ auf- 
grund bekannter ALA-Konzentrationen abschiitzen oder densitometrisch auswerten. 

Transparenzerscheinungen nach Chromatographie im LBsungsmittelsystem 2, 
die vorwiegend im RF-Bereich des Harnstoffes auftreten, verbunden mit schlechter 
Auftrennung, weisen auf erhahten Wassereinfluss hin. Dabei kann die Sorptions- 
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sc&cht zu “feucht” oder das Liisungsmittelsystem 2 iiber Methanol wasserhaltig 
werden. 

“Flammenbildungen” des Harnstoffes bis in die Pyrrolzone und gleichzeitiges 
“heading” der Pyrrolbande sind charakteristisch fiir eine Desaktivierung der Sorp- 
tionsschicht infolge HCI- oder Ammoniak-Dfimpfe. 

DISKUSSION 

Die direkte Bestimmung freier ALA aus nativen Urinproben gelingt kaum auf 
Kieselgel und wurde unseres Wissens such noch nicht beschrieben. Der hohe Salz- 
gehalt und die grosse Menge an hydrophilen Begleitsubstanzen (~.a. Aminostiuren) 
machen eine exakte und zufriedenstellende Trennung such nach Mehrfachentwick- 
lungen mit unterschiedlichen Laufmittelkombinationen nicht miiglich. Selbst elektro- 
phoretische Verfahren miissen zu “selektiven Reagenzien” greifen, urn die ALA 
ausreichend spezifisch erfassen zu kiinnen. Ein solches Verfahren, allerdings auf 
Cellulose, wurde von Samuels und Fisher beschrieben”. Die von Mauzernll und 
Granick angegebene Methode’ ist eine kombinierte Bestimmung fiir Porphobilinogen 
und ALA, Die Isolierung dieser beiden HHmpr%kursoren erfolgt iiber Ionenaustausch- 
Sliulen. Die nachfolgende Knorr-Synthese in wiissriger LBsung fiihrt zum entsprechen- 
den Pyrrol, welches Ehrlich’sche Reaktion ergibt. 1966 berichteten Marver und 
Tschudyl’ llber die umgekehrte Mi5glichkeit, gebildete Pyrrole iiber Siiulen zu trennen. 
Irving und Elliott12 verwenden hierfiir die Diinnsclrichtchromatographie auf Kiescl- 
gel. Eigene Vorversuche zeigten, dass Kieselgel fiir die Knorr-Synthese geeignet ist. 
Die Mobilittitseigenschaften der interessierenden Pyrrole auf dieser stationliren Phase 
ermijglichen deren einwandfreie Isolierung. voneinander sowie die Darstellung des 
Carbiithoxypyrrols von interferierenden Urinsubstanzen. Die grosse rcaktive Ober- 
flache des Kieselgels scheint die Kondensation der ALA zum Carbfithoxypyrrol stark 
zu begiinstigen. Im Vergleich zum Kochprozess in wZlissriger L8sung2, verbunden 
mit niedrigerer Ausbeute (~=7.2~ lo”), reagiert unter den beschriebenen Bedingungen 
die Derivatbildung in halber Zeit mit einem urn etwa 1,/2 hirheren Extinktionskoeffi- 
zienten (E = 11 .O* 10”). 

Das auf Kieselgel adsorbierte oder in ElutionsliSsung gelirste CarbMloxypyrrol 
reagiert empfindlich auf aktinische Einfliisse: Sonnenlicht und grelles Tageslicht 
vermindern die Ausbeute. Der kritische Wellenliingenbereich diirfte unter 400 nm 
liegen. Erst das nach Reaktion mit DMAB entstandene rot-violette Farbsalz’ ist 
stabil und unempfindlich gegeniiber UV-Licht-Einfluss. 

Die Ehrlich’sche Reaktion wird durch das Kieselgel nicht gehemmt. Es scheint 
im Gegenteil ein Trend h3herer Beschleunigung gegeniiber der Umwandlung ohne 
Gel vorhanden zu sein. Dieser Effekt liess sich allerdings infolge methodischer 
Schwierigkeiten nicht ausreichend statistisch sichern. Der durch Migration bedingte 
Verlust an Carbiithoxypyrrol ist analytisch tragbar, da er konstant zu sein scheint. 
Der Extinktionskoeffizient, welcher der Bestimmung zugrunde gelegt wurde (c = 9.6. 
104), ist unter konstanten Bedingungen reproduzierbar, wie die Qualit%tskontrolle 
ausweist. Der stets mitlaufende Standard (10 mg/l ALA) dient lediglich der Uber- 
priifung der Reaktionsbedingungen. 

* l- [p-Dimethylaminophenyl’J-2- [2-methyl-3-carb81hoxy-4-(3-propionsllure~-pyrryl]methin- 
perchlorat. 
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Die notwendige Temperatur fur die Knorr-Synthese liegt zwischen 120 und 
145”. 

Der von uns verwendete Hitzeschrank kompensiert einen Temperaturabfall 
urn 10” -bedingt durch das Einbringen des feuchten Chromatogramms und das 
Gffnen und Schliessen des Hitzescbrankes- innerhalb 2 min. Ein Temperaturabfall 
von etwa 20” (145-125”) unter den erwiihnten Bedingungen erlaubt bei Einsetzen der 
Gegenregulation des Gerates noch eine Berechnung mittels Extinktionskoefizienten. 
Ein Hitzeverlust unter diesen Bereich macht die Berechnung per Standardbeziehung 
notwendig,. Fur diese Reaktion scheinen allgemein Hitzeschriinke ohne Umluftein- 
richtung schlecht geeignet zu sein : Die Umwandlung Iauft ungleichmlssig ab, wie ein 
erhiShter Variationskoeffizient: 7.8% bei einer Bestimmung an einem Geriit ohne 
Umlufteinrichtung an 8 identen Proben aufzeigte. Die Normalwerte, allerdings nur 
bei Miinnern bestimmt, sind mit den Ergebnissen anderer Autoren, erstellt mit der 
Mauzerall und Granick-Methode*3-‘5, und der Davis-Variante’” vergleichbar. Be- 
deutungsvolle Unterschiede waren nicht erkennbar, was etwas ilberrascht, weil in 
deren Werte such Aminoaceton mit eingeht, eine Verbindung, die immerhin bis zu 
8O-9Oo/o das quantitative Ergebnis eines ALA-Normalwertes (Mauzerall und Granick- 
Methode) aufstocken sol12* 12.13. 

In einem einzigen Fall (etwa 0.01% der Screeningfiille) beobachteten wir eine 
Verbindung, die der Knorr-Synthese zugiinglich war, Ehrlich-positiv reagierte und 
nach Mauzerall und Granick einen erhiShten ALA-Befund ergab: 8.2 mg/l. In der 
Diinnschichtchromatographie wanderte diese Verbindung zwischen Harnstoff und 
Carblithoxypyrrol. Die quantitative Bestimmung zeigte an dieser Probe lediglich 
2.4 mg/l ALA auf. Die Menge dieser unbekannten und lagerungslabilen Verbindung 
wurde mit 6.0 mg/l als ALA bestimmt. Am selben Probanden war diese spater nicht 
mehr nachweisbar. 

Die Ergebnisse der Qualitatskontrolle entsprechen den Anforderungen der 
klinisch chemischen Analytik”. 

Zur isolierten ALA-Bestimmung ist das beschriebene chromatographische 
Verfahren, wie wir glauben, der Mauzerall und Granick-Methode bzw, Davis-Variante 
an Spezifitat, Schnelligkeit, Probenverbrauch und Wirtschaftlichkeit iiberlegen. 
Nachteilig empfinden wir Iediglich die UV-Labilitat des Carbiithoxypyrrols, die sich 
durch eine entsprechende Arbeitsweise ausgleichen hisst. 

DANK 

H. Dipl. Chem. P. Becher (Abteilung: Werkstoffpriifung) sind wir fur Synthese 
von Aminoaceton und 2-Methyl-3-carbkthoxy-(3-propions%ure)pyrrol und der 
Durchfiihrung der IR-Spektren sehr zu Dank verpflichtet. H. Dr. G. Miiller (Isotopen- 
laboratorium der Abteilung fur Chemie und Geologie der Universitat Stuttgart) 
stellte uns dankenswerterweise Porphobilinogen (aus Zellkulturen von Proprioni 
shermanit) zur Verftlgung. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird eine Methode fiir die quantitative Bestimmung der &Aminolii.vulin- 
siiure aus unbehandelten Urinproben mittels eindimensionaler Dtlnnschichtchroma- 
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tographie beschrieben. Die freie AminosZiure wird durch trockene Erhitzung in 
Anwesenheit von Acetessigsauretithylester in das entsprechende Pyrrol umgewandelt, 
dessen Isolierung in einem Losemittelsystem bestehend aus Tetrachlorkohlenstoff- 
Methanol durchgefiihrt wird. Die quantitative Bestimmung beruht auf der modifi- 
zierten Ehrlich’schen Reaktion nach Mauzerall and Granick. Im Vergleiclz mit deren 
Methode ergab sich ein Korrelationskoeffizient von r*=0.986. Richtigkeit und Ge- 
nauigkeit liegen innerhalb des 5%-Bereiches. 
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