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SUMMARY 

Gas chromatographic estimation of acidic urinav metabolifes after separation OR prepaked 
silica gel columns 

The acidic ethylacetate extracts of 24-h urine specimens are evaporated and redissolved 
in chloroform-methanol~cetic acid. The resultii solution is transferred to a prepached 
silica gel column. Elution ta!ces 160 min using a specially designed chloroform~ethanol- 
acetic acid gradient. The eluate is divided into fractions (16 min each) which are evaporated 
to drynesv. 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 van erblichen Stoffwecbselstiirungen wie Phenyl- 

ketonurie, Tyrosiniimie, Ahorn-Sirupkrankheit und zur Diagnose von einigen 
Tumoren des Nervensystems versucht man eine oder einige wenige organ&he 
Skren aus dem Urin quantitativ zu bestimmen. Im Krankheitsfalle kann man 
mit extrem erhiihten Konzentrationen rechnen. Dies erngglicht eine problem- 
lose gaschromatographische (CC) 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 
bei varianten Formen der erwiihnten Aminos%renabbau&Z&ungen_ Hier er- 
weist es sich ais zwec&n&ig, mijglichst viele Metaboliten der betroffenen 
Aminosiiuren quantitativ zu er+ssen fll_ 

Fiir die GC-Analyse enststehen damit einige E?robleme. Man muss &sserst 
geringe Konzentrationen e&&en (zum Teil < 1 mg/l). Die Vielzahl der Ver- 
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bindungen kisst 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 kiimpfeu. Produkte des Bakterienstoff- 
wechsels schliesslich kijnnen das Bild noch komplizierter machen. 

Konsequenterweise gehen einige Autoren dazu iiber, die bIosse Extraktion 
des Urins durch wirkungsvollere Vorreinigungsschritte zu ersetzen, um so die 
GC zu entlazten_ Horrocks et al [ 21 fraktionieren 5 ml Urinportionen an kleinen 
Ionenaustauschetiulen. Melchert und Hoffmeister [3] reinigen Essigesterex- 
tmkte von Urin auf dem lipophilen Wege LH 20 vor. Diese Arbeit setzt sich 
mit &m-em ,m&lie Urinanalyse bezeichnenden Problem auseinander: Es soll die v ._ ---.:_::> 

amhmmandel&iure such bei Normalpersonen bestimmt werden, deren 
Ausscheidungswerte liegen urn 1 mg/l. Von dieser Substanz ist in keinem GC- 
system mit ausreichender Sicherheit die Hippu&iure zu trennen. Deren Kon- 
zentration im Urin betrZgt gelegentlich his zu 1 g/l. 

Die bier bescbriabene Methode soil ein Beitrag zur Lijsung dieser Probleme 
liefern. Ich habe versucht, die schnelle Vortrennung eines Urinextraktes im 
Praeparativmasstab zu erreichen (30% eines 24h-Urins). Durch das gleichzeiti- 
ge Verwenden zweier chromatographischer Systeme konnte hohe Nach weis- 
empfindhchkeit zusamm en mit hoher Trennleistung erreicht werden. 

METHODE 

Vorb&@i@ng von Eichmesszmten 
Ungefiihr 5 mg jeder Karbotiure wurden in 60 ml Methanol gel%. Zur 

Ermittlung einer Eichkurve wurden jeweils 2 X 8 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml und 2 
ml abpipettiert, abgedampft und in 5 ml Methanol wieder aufgenommen. Das 
ganze Verfahren wurde zweimal durchgefiihrt. 

Vorbereitung van Urinproben 
24-StundenUrine wurden ohne Zusatz von Konservierungsmitt gesam- 

melt. Whend de+ 24-h Sammlun&periode wurden die Urine eingefroren und 
am folgenden Tag analysiert. Fti eine spezielle Fragestellung hahen wir ins- 
gesamt 40 24Stunden-Urine analysiert. Es wurde dahei jeweils 30% des Ge- 
samturins wie im folgenden beschrieben extrahiert. Der Urin wird auf pH l-2 
angetiuert; 1:l mit ges%igter Natriumchlorid-Lijsung versetzt uud zweimal 
mit der doppelten Menge Essigr&re%hylester ausgeschiittelt. Die Lijsuug 
wurde .iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Als Kontrollbestim- 
mung wurden bei jeder Hamanalyse 5% des Essigester extmktes entnommen 
und direkt fiir die GC vorbereitet. Der Trockenriickstand wurde in einem 100 
nil Spitzkolben mit dem unpolaren Anteil des I&ungsmitteIsystem (siehe 
unten) versetzt und unter 2-stiindigem R&en gel&t. 

Die SSdenchromatographie 
Als eigentliches Trennsystem wurde eine Kieselgelfertig&iule (Grijsse B) 

der Fa. Merck Kieselgel 60 verwendet. Dieser war eine weitere mit Kieselgel 
60 (Korngriisse 0.2-0.5 mm; 30-70 mesh ASTM; Merck) gefate S5iule vorge- 
s+ltet (15 X 1 cm). Das Pumpsystem mit Pulsdiimpfung war von der Fa. 

, 
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CFG Heidelberg. Die Photometereinheit war das Uvicord-System II, der Frak- 
tionssammler vom Typ Ultxarac 7060, beide von der Fa. LKR. Letztcrer wurde 
so modifiziert, dass es miiglich war, 10 Fraktionen mit behebii grossen Volumi- 
na aufzufangen. Ich habe wegen der grossen anfallenden Probenzahl in unserem 
Experiment eine m~gZichst weit gehende Automatisierung mit dem LKB Gra- 
dientenmisc her Ultrograd 11300 angestrebt. In einem friiherem Stadium habe 
ich jedoch gleich gute Trennleistung mit emem selbstgebauten einfachen Gra- 
dientenmischer aus zwei Gef&sen @nearer Gradient) erreicht. Retriebsbedin- 
gungen der Fertigs&le: Dnrchfluss, 5 ml/min; Dmck, 4 atm (max); mobile 
Phase, (unpolarer Anteil) 600 ml Chloroform, 6 ml Methanol, 0.8 ml Essig- 
s&rre und (polarer Anteil) 400 ml Chloroform. 75 ml Methanol, 25 ml Essig- 
SiiUC?. . . 

Die Form des Gradienten ist Fig. 1 zu entnehmen. Die Votiule ist Uber 
einen magnetisch betriebenen Dreiwegehahn mit der Trenns%rle verbunden. 
Nach 100 min wird dieser Hahn vom Ultrograd-Steuergetit umgestellt,.so dass 
die mobile Phase nicht mehr iiber die Votiule sondem direkt auf die Fertig- 
s&le gepumpt wird. Diese wird so such bei sehr h%.rfigem Gebrauch von 
starker Verschmutzung frei gehalten. Die F3hmg der VorsZule &ird fiir jede 
Analyse erneuert. 

Aufgabe der Proben 
Das Probenvolumen war immer 5 ml. Die Aufgabe erfolgte tit einer 500 

~1 SGE-Spritze durch em hande=bliches Septum fiir die GC in einen liijek- 
tionsblock ausV4A-Stahl. 

Vorbereitung der Probe fir die Gaschromatogmphie 
Die einzelnen Fraktionen werden in Rundkolben aufgefangen und am Ro- 
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Fig. 1. &&mmka&e fiir den Gradientenmischer. De; Verlauf d&r Grenzknie ~zwische~ 
schraffiertem und. nicht s&raffi~ti Gebiet stellt die &de-g da‘ Ikonzentration de& 
mobikn Phase in de Zeiteinheit dar. x-Achse: 4 h, y-A&& 7.5 sec. 
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tationsverdampfer eingedampft. Durch zwei bis .dreimaIiges Zusetzen von Es- 
sigs%n&thylester und anschhessendes Einrotieren gehngt es, such Spuren von 
Essigs&ue aus der Probe zu- entfemen. Der Trockenriickstand wird mit 1 ml 
ReaktionsiSsung versetzt (10 ml chloroform, 20 ml AcetonitriI, 10 ml BSA, 
60 ~1 Tetrad&m). Die Prohen wurden 1 h auf 40” &.itzt. 

Verwendetes Getit: Pye Unicam 104, automat&her Probenaufgeber S 4, 
elektronischer Integrator Vidar ModeII 6300. Der Gaschromatograph war mit 
2 Glas&iuIen von .2 m L%ge und 2 mm I.D. ausgestattet. Sie waren gepackt 
mit 3% OV-3 auf Chromosorb W HP (100-200 mesh). DurchfIuss Wasserstoff, 
23 mI/mi.n; - Luft, 7OO/mI/min; Stick&off, 12 mI/m.in. Der Injektionsblock 
wurde bei 180°, der Detektor bei 300” Zufiuss gehaiten. Temperatur-Programm: 
5 min bei 100°, 4”/min, 5 min bei 250”; Abschwgchung, 8 X lo* 

Behandlung des Kiesetgels 
Verwendete man das Kieselgel G 60 in der Vorsiiule ohne Vorbehandkng, 

so zcigteri alle Substanzen eine erhiihte Retention, dariiberhinaus emiedrigte 
sich die Ausbeute fiir Benzoe&ure, PhenyIessigs%re, Mandels%re uud Van& 
iiumandeI&ne auf rund die H5Ifte. Zu den unten angegebenen Ausbeuten 
kommen wir, wenn wir 200 g KieseIgel G 60 in 1 1 des poleren Ant&Is der 
mobilen Phase waschen und anschhessend mit- der unpolaren Komponente 
auf .den Anfangszustand des Chromatographiesystems ei.nsteIIen. Urn repro- 
duzierbare Trenneigenschaften zu erreichen, mussten wir in &r&her Weise 
fiir die HauptiuIe eine Desaktivierung vomehmen. Wir pumpten 3 h denpolaren 
AnteiI des Elutiollsmittels durch S%rie 10 und &e&m dan mit dem unpola- 
ren Anteii den Ausgangszustand her. Die Retentionsvohunina bIieben so fiir 20 
Bestimmungen von 24-h-Urinen konstant. Wechsel der Fraktionen erfolgte 
ahe 16 min. 

ERGEBkJISSE 

TabeRe I zeigt die Konstanten m und b der Regressionsgeraden bzw. die 
,KorreIationskoeffizienten r der von uns bearbeiteten aromatischen Karbon- 
s&ren. Es sind fiir jede Substanz die Variationskoeffizienten von 4 Wieder- 
hohmgmressungen bei den beiden angegebenen verschiedenen Konzentrationen 
gezeigt (VK 1, VK 2). Die angegebenen Wiederfindungsraten sind aus den ein- 
zelnen .Messpunkten der Eichgeraden errechnet worden. Fig. 2 zeigt das EIu- 
tionsdiagramm einer Standardmischung und eines 24-h Urins. 

Fig. 3 zeigt die GC der einzelnen Fraktionen im VergIeich zum nicht vor- 
behandelten Extrakt. 

Von den ausgewmten Verbindungen sind in jedem -24-Stunden-Urin ein- 
wandfrei messbar: 4-Hydroxyphenylessigs&re, 3-HydroxyphenyIessigs%ure, 2- 
Hydroxyphenylessigtiure, PhenyhniIch&iure, MandeI&iure, Vani&ummdel- 
sgure, HomovamRmmandeIs&rre, wenn man aIs Identifizierungspa&meter das 
Retentionsvohunen der Kieselgelchromatographie zusamm en mit der Reten- 
tionszeit der GC heranzieht. Dies soIIte natiidich abgesichert werden du&h 
massenspektroskopische Studien, womit dann such s&his&e .Betrachtungen 
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in Bezug auf die vielen anderen organischen S&ren ange&llt werden ki5nnten. 
Auf jeden Fall erscheint es uns problem&&h, wenn quantitative GC-Mes- 

sungen von KarbonsZuren aus blossen Extrakten oder aus den die gesamten 
saure und neutrale E’raktion enthaltenen Ionenaustauxhereluaten erstellt 
werden. Dies sei an der V *“* deLGure erliiutert. Diese Substanz wird 
in der 8. his 10. FrakGon eltiert (siehe Fig. 3, peak 17); in der 2. F’rakCon 
w&d mit der gleichen Retentionszeit (Peak I?‘) in etwa LO mal h6herer Kon- 
zentration eine Substanz eluiert, bei der es sich natiirlich nicht um Vanillin- 
mandelsZuxe handeln wird. Diese -VerhGltnisse wiederholen sich in unseren 
Untersuchungen such in etwa quantitativ bei allen 24h-Urinen. 

TABELLEI 

KONSTANTENDEREICHGERADEy=mx + bSOWIEKORRELATIONSKOEFFIZIENTrDEREINZEL- 
NENSUBSTANZEN 

y,ReJativeImpukahI;x. Konzentrationinmg pro2mI. 

Nr. SUMJUt m b r Eii-aage VKl Einwaage VK2 W&b- VK-urin 
l(mg) 2&c) fiidurq?% (46) 

1 

2 
'3 
4 

5 

5 

7 

8 
9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

$6 

17 

Phenylessig- 39353 
&are 
Benwes%re 29764 
Zimtscue 53043 
Vt?l%iNUl- 31764 
due 
2-Hydroxy- 55040 
hippurs&ue 
Ho~oovaniI- 72361 
liiure 
2-Hydroxy- 49597 
phenylekg- 
sue 
Fen&&me 
4-Hydroxy- 42147 
zinltssre 
3-Hydroxy, 54209 
zirilblsue 
2&Dihydm- 45467 
xyberaoe&ure 
4-Hydroxy- 66741 
pheaylessig- 
sure 
t-Hydroxy- 52806 
PI==Ylcssig- 
ssse 
I-Phenyl- 629k8 
milchs%re 
I&mdeMure 53532 
2,6-Diiydro: 54486 
xybemlue _ - V8lUUXUa rI- 37573 
deI&ure 

- 647 o.g97 0.83 

-1687 0.944 0.75 
-1849 0.992 0.58 
-1480 0.996 0.70 

-5267 0.989 0.60 

-4387 0.998 0.65 

-8797 0.999 0.78 

- 621 0.995 

-2312 0.997 

- 337 0.997 

-2453 0.996‘ 

-2318 

- 412 0.998 

-1023 
-3280 

-3231 

0.997 
0.997 

0.971 

0.995 

0.66 0.17 67.0 
0.82 2.71 0.21 13.24 98.6 

0.63 3.61 0.16 1.61 94.1 

0.73 2.41 0.18 7.41 83.8 

0.61 1.71 0.15 1.24 105.5 4.1 

0.90 

0.71 

0.71 
0.74 

0.85 

7.72 0.21 8.31 92.4 

10.63 0.19 1.0 85.7 
3.98 0.15 15.67 102.3 
1.90 0.18 10.52 103.3 

1.41 0.15 18.76 74.9 

2.88 0.16 2.29 94.8 5.6 

1.39 0.20 1.01 69.1 9.3 

0.30 023 2.69 101.9 6.2 

2.44 0.18 268 72.4 -k.S 

3.45 0.18 1.12 79.2 10.4 
2.44 0.19 10.84 83.9 

7.51 0.21 9.44 64-7 7.5 



Fig. 2. -;--Standardgemiscb der Substanzen l-17 (siehe TabeUe I). -30% ekes- 24-h- 
Wins. W-Etu_tionsdiagmm bei 280 nm. 

Die Wiederholbarkeit wurde nur fiir die ~identifiiierten Verbindungen im 
Urin ermittelt, und zwar jeweils aus 20 Doppelbestimmungen von 24-h-Urinen 
(siehe Tab. I). 

DISKUSSICjN 

Durch Herabsetzen der Durchflussgeschwindigkeit erreicht man in den er- 
sten Fraktionen eine erhebliche bessere Trennung. Den gleichen Effekt es- 
zielt man durch Verwenden unpolarer ,Klutionsmittel. Die Methode emcheint 
ebenfalls tauglich fiir die fliichtigeren sauren Komponenten des Urins, wenn 
mann entsprechende GC-Bedingungen at. Die Verwendung der FertigsZule 
garantiert; dass man immer unter den gleichen Packungsbedingungen arbeitet. 
Pump- und Detektiowstem slnd in dieser oder Zlhnlicher Ausfilhrungin den 
me&ten Laboratorien vorhanden. Sie sipa vergleichsweise bii und. technisch 
vkig unproblematisch. Vergleicht man das vorliegende Verfahren mit von 
anderen Autoren besehriebenen [2, 33, so bleibt festzus&llen, dass ._de,r zeit- 
lithe Aufwand nicht g&ser ist, dass aber entweder die Trennleis~. hiiher 
ist oder eine vielseitigere,.AnWendbarkeit gseben ist, Wegen der nicht s&r 
speziahsier&n Ausri%ung k6nnte es dariiberhinau+ ‘eine Alter&&e .zu den 
Vorschliigen-.von Alibert und Morot-Gaudry :[ 4-73 darstellen undsomit einen 
Beitrag zur Liisung pflanzenphysiologischer Probleme liefern. Bemerk&swert 
erscheint weiterhin -die fiir eine KieselgelsZule durchweg hohe Wiederfindung 
bei den hier betrachteten Verbindungen. 

: 
. 



2. Fraktion 

(bl 

1-i 

J I 
min 16.. jg-- .30 -25. 20 IS IQ 5.. 0 ‘- 

Fig. 3. 

(Continued on p. 343) 



348 

min 40 

4. Fraktion 

i 

..: ,. . . 
mid0 35 30 25‘ 20 1S 10 r .O’ 

Fig. 3. ’ _ 
.- 

: 



,S.Fraktion . : 

:: .; .:. , : 

-.:_. 1’ : :. 

_ 

_ .:. 

_’ 

: A i 

min 40 35 30 25 20 15 10 5. -. 

_ 

8. Froktion 
1. 

.CuHaa / H 

(f) 

arnstoif 

A 

mh &I_ 35 30 25 20 1s 10 5 . 0 

Fig, 3. Gas&romatogrmuue (a) van &t&t vorbeb~delten Uriuextrakt und (b-f) van 5 
Uriufr+ktiosxen in. denen einig& .bekannte Abbauprodukte. v&n sromatischeu AminOSurelr 

zu erkennen :-en.. Die EdeiitXii&ung erfo!gte nach den Retent@svohmina der Kies&& 
C.hrotitog~~~+e tid -der R&entk&z& in der GC. -HA = ~Hippursiisrre; 6 = Komovanil- 
Iis&iur$7 .=- 2..hydroxyphenylessig&ure; 11 = 2.4~W@roxyhenzoe&iure; 12 A 4-Hydro~- 
phqyl~@+-e: 1s P 3-Hydr~xyphenyh+gsZ~_; 14 = 3-Phenyhx&hsEure; 15 = &udeL 
&$&-&i 117 .s V&Jlimn~d&s&re; 17’ =- uabekannte Substanzen. 5% des fiir die KieseIgeL 
~ti~~phie~p~endeten Extraktes Frmiden age Torbehamilung unter den angege+ 
b&W We= g&u+ogzaphi&~ aJiaty&e&. 

:_ -:. . ._ 
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ZUSkQMENFASSUNG 

Es wird eine Metbode bescbrieben, in der Extra&e aus 24&unden-Urinen 
auf einer Kieselgelfertigtiule vorfraktioniert werden. Die eigentliche quanti- 
tative Analyse erfo&$ gaschromatographisch. 10 Fraktionen werden in 160 
min abgetioven. Die KapazitSt der Kieselgels&tre ist so hoch, dass 30% eines 
24Stunden-Urins aufgegeben werden kiinnen, Dies ermijglicht die Bestimmung 
von sauxen Urinmetaboliten im Bereich unter 1 mg pro 24-h-Urin. Die An- 
wendbarkeit fiir Studien von metabolischen Profilen wird diskutiert. 
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