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SUMMARY

Gas chromatographic estimation of acidic urinary metabolites after separation on prepacked
silica gel columns

The acidic ethylacetate extracts of 24-h urine specimens are evaporated and redissolved
in chloroform—methanol—acetic acid. The resulting solution is transferred to 2 prepacked
silica gel column. Elution takes 160 min using a specially designed chloroform—methanol—
acetic acid gradient. The eluate is divided into fractions (16 min each) which are evaporated
to dryness. The residues are silylated and determined quantitatively by gas chromatography.
The capacity of the silica gel column allows analysis of 30% of a 24-h urine specimen. In con-
sequence, metabolites can be quantitated at concentrations less than 1 mg per 24 h. The
method is suitable to obtain more detailed metabolic profiles of the carboxylic acids in
urine.

EINLEITUNG

Zur Diagnose einer Reihe von erblichen Stoffwechselstorungen wie Phenyl-
ketonurie, Tyrosindmie, Ahorn-Sirupkrankheit und zur Diagnose von einigen
Tumoren des Nervensystems versucht man eine oder einige wenige organische
Siduren aus dem Urin quantitaiiv zu bestimmen. Im Krankheitsfalle kann man
mit extrem erhohten Konzentrationen rechnen. Dies ermr 3glicht eine problem-
lose gaschromatographische (GC) Analyse, der meist eine Extraktion des
Urins vorangeht.

Daneben gibt es Stoffwechselsituationen, in denen man nur ganz gering-
fiigige Abweichungen des metabolischen Profils beobachtet, beispielsweise
bel varianten Formen der erwidhnien Aminosdurenabbaustorungen. Hier er-
weist es sich als zweckmdssig, moglichst viele Metaboliten der betrofienen
Aminosduren quantitativ zu erfassen [1]1

Fiir die GC-Analyse enststehen damit einige Probleme. Man muss dusserst
geringe Konzentrationen erfassen (zum Teil < 1 mg/1). Die Vielzahl der Ver-
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bindungen lisst selbst die GC mit der Glaskapillare oft an ihre Grenzen stos-
sen. Man steht manchmal vor der Aufgabe subnormale Ausscheidungen im
angegebenen Konzentrationsbereich nachzuweisen. Dabei hat man mit allen
Schwierigkeiten der Spurenanalyse zu kimpfen. Produkte des Bakterienstofi-
wechsels schliesslich kénnen das Bild noch komplizierter machen.

Konsequenterweise gehen einige Autoren dazu iiber, die blosse Extraktion
des Urins durch wirkungsvollere Vorreinigungsschritte zu ersetzen, um so die
GC zu entlasten. Horrocks et al [2] fraktionieren 5 ml Urinportionen an kleinen
Ionenaustauschersiulen. Melchert und Hoffmeister [3] reinigen Essigesterex-
trakte von Urin auf dem lipophilen Wege LLH 20 vor. Diese Arbeit setzt sich
mit einem jHirédie Urinanalyse bezeichnenden Problem auseinander: Es soll
die Vanillinmandelsiure auch bei Normalpersonen bestimmt werden, deren
Ausscheidungswerte liegen um 1 mg/l. Von dieser Substanz ist in keinem GC-
System mit ausreichender Sicherheit die Hippursiure zu trennen. Deren Kon-
zentration im Urin betrdgt gelegentlich bis zu 1 g/l.

Die hier beschrizbene Methode soll ein Beitrag zur L6sung dieser Probleme
liefern. Ich habe versucht, die schnelle Vorirennung eines Urinextraktes im
Praeparativiasstab zu erreichen (30% eines 24-h-Urins). Durch das gleichzeiti-
ge Verwenden zweier chromatographischer Systeme konnte hohe Nach weis-
empfindlichkeit zusammen mit hoher Trennleistung erreicht werden.

METHODE
Vorbereitung von Eichmessungen

Ungefihr 5 mg jeder Karbonsiure wurden in 60 ml Methanol gelost. Zur
Ermittlung einer Eichkurve wurden jeweils 2 X 8 ml, 5 ml, 4 ml, 3 m]l und 2
ml abpipettiert, abgedampft und in 5 ml Methanol w1eder aufgenommen. Das
_ganze Verfahren wurde zweimal durchgefuhrt.

Vorbereitung von Urinproben

24-Stunden-Urine wurden ohne Zusatz von Konservierungsmitteln gesam-
melt. Wahrend der 24-h Sammlungsperiode wurden die Urine eingefroren und
am folgendsn Tag analysiert. Fiir eine spezielle Fragestellung haben wir ins-
gesamt 40 24-Stunden-Urine analysiert. Es wurde dabei jeweils 30% des Ge-
samturins wie im folgenden beschrieben extrahiert. Der Urin wird auf pH 1—2
angesduert; 1:1 mit gesiittigter Natriumchlorid-Losung versetzt und zweimal
mit der doppelten Menge Essigsduredthylester ausgeschiittelt. Die Losung
wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft.  Als Kontrollbestim-
mung wurden bei jeder Harnanalyse 5% des Essigesterextraktes entnommen
und direkt fiir die GC vorbereitet. Der Trockenriickstand wurde in einem 1060
ml Spitzkolben mit dem unpolaren Anteil des Losungsmittelsystems (siche
unten) versetzt und unter 2-stiindigem Riihren geldst.

Die Saulenchromatog‘raphze

Als eigentliches Trennsystem wurde eine Kieselgelfertigsdule (Grosse B)
der Fa. Merck Kieselgel 60 verwendet. Dieser war eine weitere mit Kieselgel
60 (Korngrosse 0.2—0.5 mm; 30—70 mesh ASTM; Merck) gefiillte Sdule vorge-
schaltet (15 X ‘1 cm). Das Pumpsystem mit Pulsdimpfung war von der Fa.
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CFG Heidelberg. Die Photometereinheit war das Uvicord-System II, der Frak-
tionssammler vom Typ Ultrarac 7000, beide von der Fa. LKB. Letzterer wurde
so modifiziert, dass es moglich war, 10 Fraktionen mit beliebig grossen Volumi-
na aufzufangen. Ich habe wegen der grossen anfallenden Probenzahl in unserem
Experiment eine moglichst weit gehende Automatisierung mit dem LKB Gra-
dientenmischer Ulirograd 11300 angestrebt. In einem fritherem Stadium habe
ich jedoch gleich gute Trennleistung mit einem selbstgebauten einfachen Gra-
dientenmischer aus zwei Gefédssen (linearer Gradient) erreicht. Betriebsbedin-
gungen der Fertigsdule: Dwrchfluss, 5 ml/min; Druck, 4 atm (max); mobile
Phase, (unpolarer Anteil) 600 ml Chloroform, 6 ml Methanol, 0.8 ml Essig-
sdure und (polarer Anteil) 400 ml Chloroform 75 ml Methanol, 25 ml ESSlg

sdure.
Die Form des Gradienten ist Fig. 1 zu entnehmen. Die Vomule ist iiber

einen magnetisch betriebenen Dreiwegehahn mit der Trennsidule verbunden.
Nach 100 min wird dieser Hahn vom Ulirograd-Steuergeriit umgestellt, so dass
die mobile Phase nicht mehr iiber die Vorsiule sondern direkt auf die Fertig-
siule gepumpt wird. Diese wird so auch bei sehr hiufigem Gebrauch von
starker Verschmutzung frei gehalten. Die Fullung der Vorsiiule wird fiir jede
Angzlyse erneuert.

Aufgabe der Proben

Das Probenvolumen war immer 5 ml. Die Aufgabe erfolgte mit einer 500
ul SGE-Spritze durch ein handelsiibliches Septum fiir die GC in einen Injek-
tionsblock aus V4 A-Stahl.

Vorbereitung der Probe fiir die Gaschromatographie
Die einzelnen Fraktionen werden in Rundkolben aufgefangen und am Ro-
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Fig. 1. Programmkarte fiir den Gradzentenmxscher Der Verlauf der Grenzlinie zw:schen,
schraffiertem und.nicht schraffiertem Gehiet stellt die Anderung der Konzentration der
mobilen Phase in dér Zeiteinheit dar. x-Achse: 4 h, y-Achse: 7.5 sec.
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tationsverdampfer eingedampft. Durch zwei bis dreimaliges Zusetzen von Es-
sigsduredithylester und anschliessendes Einrotieren gelingt es, auch Spuren von
Essigsdure aus der Probe zu- entfernen. Der Trockenriickstand wird mit 1 ml
Reaktionslésung versetzt (10 m! Chloroform, 20 ml Acetonitril, 10 ml BSA,
60 ul Tetradecan). Die Proben wurden 1 h auf 40° erhitzt.

Gaschromatographie ‘ o .

Verwendetes Gerat: Pye Unicam 104, automatischer Probenaufgeber S 4,
elekironischer Integrator Vidar Modell 6300. Der Gaschromatograph war mit
2 Glassdulen von 2 m Linge und 2 mm L.D. ausgestattet. Sie waren gepackt
mit 3% OV-3 avf Chromosorb W HP (100—200 mesh). Durchfluss Wasserstoff,
28 ml/min;- Luft, 700/ml/min; Stickstoff, 12 ml/min. Der Injektionsblock
wurde bei 180° der Detektor bei 300° Zufluss gehalten. Temperatur-Programm:
£ min bei 100°, 4°/min, 5 min bei 250% Abschwiichung, 8 X 10?

Behandiung des Kieselgels

Verwendete man das Kieselgel G 60 in der Vorsiule ohne Vorbehandlung,
so zeigten alle Substanzen eine erh6hte Retention, dariiberhinaus erniedrigte
sich die Ausbeute fiir Benzoesiure, Phenylessigsiure, Mandelsiure und Vanil-
linmandelsidure auf rund die Hilfte. Zu den unten angegebenen Ausbeuten
kommen wir, wenn wir 200 g Kieselgel G 60 in 1 1 des polaren Anteils der
mobiien Phase waschen und anschliessend mit der unpolaren Komponente
auf den Anfangszustand des Chromatographiesystems einstellen. Um repro-
duzierbare Trenneigenschaften zu erreichen, mussten wir in Zhnlicher Weise
fir die Hauptsiule eine Desaktivierung vornehmen. Wir pumpten 3 h den polaren
Anteil des Elutioasmittels durch Siule 10 und stellten dan mit dem unpola-
ren Anteil den Ausgangszustand her. Die Retentionsvolumina blieben so fiir 20
Bestimmungen von 24-h-Urinen konstant. Wechsel der Fraktionen erfolgte
alle 16 min.

ERGEBNISSE

Tabelle I zeigt die Konstanten m und b der Regressionsgeraden bzw. die
Korrelationskoeffizienten r der von uns bearbeiteten aromatischen Karbon-
sduren. Es sind fiir jede Substanz die Variationskoeffizienten von 4 Wieder-
holungsmessungen bei den beiden angegebenen verschiedenen Konzentrationen
gezeigt (VK 1, VK 2). Die angegebenen Wiederfindungsraten sind aus den ein-
zelnen ‘Messpunkiten der Eichgeraden errechnet worden. Fig. 2 zeigt das Elu-
tionsdiagramm einer Standardmischung und eines 24-h Urins.

Fig. 3 zeigt die GC der einzelnen Fraktionen im Vergleich zum mcht vor-
behanJelten Extrakt.

Von den ausgewidhlien Verbmdungen sind in jedem -24-Stunden-Urin ein-
wandfrei messbar: 4-Hydroxyphenylessigsiure, 3-Hydroxyphenylessigsdure, 2-
Hydroxyphenylessigsiure, Phenylmilchsiure, Mandelsiure, Vanillinmandel-
sdure, Homovanillinmandelsiure, wenn man als Identifizierungsparameter das
Retentionsvolumen der Kieselgelchromatographie zusammen mit der Reten-
tionszeit der GC heranzieht. Dies sollte natiirlich abgesichert werden durch
massenspektroskopische Studien, womit dann auch schliissige .Betrachtungen
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in Bezug auf die vielen anderen organischen Siuren angestellt werden kénnten.
Auf jeden Fall erscheint es uns problematisch, wenn quantitative GC-Mes-
sungen von Karbonsiuren aus blessen Extrakten oder aus den die gesamten
saure und neutrale Frakfion enthalienen Ionenaustauschereluaten erstellt
werden. Dies sei an der Vanillinmandelsiure erldutert. Diese Substanz wird
in der 8. bis 10. Fraktion cluiert (siche Fig. 3, Peak 17); in der 2. Fraktion
wird mit der gleichen Retentionszeit (Peak 17') in etwa 10 mal hdherer Kon-
Zentration eine Substanz eluiert, bei der es sich natlirlich nicht um Vanillin-
mandelsiure handeln wird. Diese Verhilinisse wiederholen sich in unseren
Untersuchungen auch in etwa quantitativ bei allen 24-h-Urinen.

TABELLE I

KONSTANTEN DER EICHGERADE y = mx + b SOWIE KORRELATIONSKOEFFIZIENT r DER EINZEL-
NEN SUBSTANZEN

¥, Relative Inipulszahl; x, Konzentration in mg pro 2 mi.

Nr. Substanz m b r Einwaage VK1 Einwaage VK2 Wiedex- VK-Urin
1 (mg) 2 (mg) findung % (%)
1 Phenylessig- 39353 — 647 0.997 0.83 772 0.21 831 92.4
siure
2 Benzoesiure 29764 —1687 0944 0.75 10.83 0.19 10 85.7
"3 Zimtsdure 53043 —1849 0.992 0.58 3.98 0.15 15.67 1023
4 Veratrum- 31764 —1480 0996 0.70 . 180 0.18 1052 103.3
sdure
9 2-Hydroxy- 505040 -—5267 0.989 0.60 141 Q.15 18.76 749
hippursiure
6§ Homovanil- 72361 —4387 0.998 0.65 2.88 0.16 2.29 94.8 5.6
lins3ure
7 2-Hydroxy- 49597 —-8797 0999 0.78 1.39 0.20 101 89.1 9.3
phenylessig- .
8  Ferulasaure 0.66 0.17 67.0
9 4-Hydroxy- 42147 — 621 0.995 0.82 271 0.21 13.24 98.6
zimts3ure
10 3-Hydroxy- 54209 —2312 0997 0.63 361 0.186 161 941
- . zimtsiure
11 2,4-Dihydro- 45467 — 337 0997 0.73 2.41 0.18 741 838
xyhenzoesiure ’
12 4-Hydroxy- 68741 —2453 0.996 0.61 1,71 0.1i5 124 105.5 4.1
" phenylessig-
siure
13 3-Hydroxy- ~ 52806 —2318 0.995 0.90 - 0.30 023 - - 269 1019 6.2
p}xenylesig-' :
séure . .
14  3-Phenyl- 62948 — 412 0998 0.71 244 018 258 T72.4 ‘5.6
- milchsiure - K : ) .
- 15 Mandelsiure 653532 —1023 0997  0.71 3.45 0.18 112 79.2 104
16 2,6-Dihydro- 54486 —3280 0927 0.74 244 019 1084 839
- xyhenzoesiure ’
17 Vanillinman- 37573 —3231 0.971 - 0.85 7.51 0.21 : 9.44 84.7 7.5

delsiure
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Fig. 2. —Standardgemisch der Substanzen 1—17 (sxehe Tabelle I) ——30% eines  24-h-
Urins. UV-Elutlonsdmgram bei 280 nm.

Die Wiédetholbarkeit wurde nur fiir die identifizierten Verbindungen im
Urin ermittelt, und zwar jeweils aus 20 Doppelbestimmungen von 24-h-Urinen
{siche Tab. I). :

DISKUSSION

Durch Herabsetzen der Durchflussgeschwindigkeit erreicht man .in den er-
sten Fraktionen eme erhebliche bessere ‘Trennung. Den gleichen Effekt er-
zielt man durch Verwenden unpolarer Elutionsmittel. Die Methode erscheint
ebenfalls tauglich fiir die fliichtigeren sauren Komponenten des Urins, wenn
mann entsprechende GC-Bedingungen wihlt. Die Verwendung der: Fertigsdule
garantiert, dass man immer unter den gleichen Packungsbedingungen arbeitet.
Pump- und Detektionssestem sind in dieser ader dhmnlicher Ausfiihrung in den
meisten Laboratorien vorhanden. Sie sind vergleichsweise billig und technisch
- vollig unproblematisch. Vergleicht man das vorliegende Verfahren mit von
anderen Autoren beschriebenen [2, 3], so bleibt festzustellen, dass der zeit-
liche Aufwand nicht grosser ist, dass aber entweder die Trennlelstung ‘hoher
ist oder eine vielseitigere , Anwendbarkeit gegeben ist. Wegen der nicht sehr
spez:ahs1erten Ausriissung konnte es dariiberhinaus eine Alternative zu den
Vorschligen- von Alibert: und Morot-Gaudry [4—7] darstellen und: ‘somit einen
Beitrag zur Losung pflanzenphysiologischer Probleme liefern. Bemerkenswert
erscheint weiterhin die fiir eine Kieselgelsiule durchweg hohe Wiederfindung
bei den hier betrachteten Verbindungen.

i
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Unbeiandetter Extrakt ~ Ha Cufao

min 40 35 30 10 5 0
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Fig. 3. '

(Continued on D. 348)
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Fig. 3. Gaschromatogramme (a) von nicht vorhehandelten Urinextrakt und (b—f) von 5
Urinfraktionen 'in. denen einige bekannte Abbauprodukte von sromatischen Aminos3uren
zu erkennen waren. Die Identifizierung erfolgte nach den Retentionsvolumina der Kieselgel-
Chromatographie und der Retentionszeit in der GC. HA = Hippursairre; 6 = Homovanil-
linsdure; 7 = 2-hydroxyphenylessigsiure; 11 = 2,4-Dihydroxybenzoesiure; 12 = 4-Hydroxy-
phenylessigsiure; ,134"F‘3-Hydmxy'pheny!esejig‘£u_re; 14 = 3-Phenylmilchséure; 15 = Mandel-
dure; 17 = Vanillinmandelsiure; 17’ =" unbekannte Substanzen. 5% des fiir die Kieselgel-
Chromatographie - verwendeten Extraktes wurden ohne Vorbehandlung unter den angege-
'benen Bedingungen gaschromatographisch analysiert. ST

'S5 . [
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wird eine Methode beschrieben, in der Extracte aus 24-Stunden-Urinen
auf einer Kieselgelfertigsiule vorfraktioniert werden. Die eigentliche quanti-
tative Analyse erfolgt gaschromatographisch. 10 Fraktionen werden in 160
min abgenommen. Die Kapazitit der Kieselgelsiure ist so hoch, dass 30% eines
24-Stunden-Urins aufgegeben werden kdnnen. Dies erméglicht die Bestimmung
von sauren Urinmetaboliten im Bereich unfer 1 mg pro 24-h-Urin. Die An-
wendbarkeit fiir Studien von metabolischen Profilen wird diskutiert.

LITERATUR

1 E.C. Horning und M.G. Horning, Methods Med. Res., 12 (1970) 369.

2 R.H. Herrocks, EJ. Hindle, P.A. Lawson, D.H. Drell und A.J. Poole, Clin. Chim. Acta,
69 (1976) 93.

H.U. Melchert und H. Hoffmeister, J. Clin. Chem. Clin. Biochem., 15 (1977) 81.

G. Alibert, J. Chromatogr., 80 (1973) 173.

J.F. Morot-Ciaudry, M.Z. Nicol und E. Jolivet, J. Chromatogr., 87 (1973) 425.

J.F. Morot-Gaudry, M.Z. Nicol und E. Jolivet, J. Chromatogr., 100 (1974) 20C.

J.F. Morot-Gaudry, V. Fiala, J.C. Huet und E. Jolivet, J. Chromatogr., 117 (1976) 279.

W AV



