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Diinnschichtchromatographie von Aminosiuren und Aminen im Stuhl

Von F. Tancrepr!) und H.-Cx. Curtius

Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitits-Kinderklinik Ziirich ( Direktor: Prof. Dr. A. Prader)
(Eingegangen am 13. Juli 1966)

Es wird eine diinnschichtchromatographische Methode zur Bestimmung der Aminosiuren und Amine im Stuhl in Form ihrer DNP-
Derivate beschrieben. Die Methode gestattet eine einfache Abtrennung der Stdrsubstanzen und eine getrennte Bestimmung von Amino-
sduren und Aminen. Bei den untersuchten Normalfillen war das Spektrum an Aminosiuren und Aminen telativ einheitlich. Die Haupt-
menge der Stuhlaminosiuren besteht aus itherl8slichen; im siureldslichen Extrakt fanden wir bei den von uns untersuchten Stithlen
praktisch nur Arginin, Taurin, Cysteinsiure und ausnahmsweise Histidin. Die Hauptmenge der Stuhlamine besteht aus Putrescin und
Cadaverin.

A thin layer chromatographic method is described for the determination of feacal amino acids and amines as their DNP-detivatives. There
is a simple separation from interfering substances, followed by the separate measurement of amino acids and amines. In normal cases, the
pattern of amino acids and amines was relatively uniform. The majority of the faecal amino acids are ether-soluble; in the acid-soluble
extract of the faeces studied, we found practically only arginine, taurine, cysteic acid, while histidine was an exception. Puttescine and

cadaverine are the chief faecal amines.

Uber die im Stuhl vorhandenen Aminosiuren und Amine
liegen nur wenige Arbeiten vor (1, 2, 3). Grundsitzlich
konnen fiir deren Untersuchung die gleichen Methoden
in Betracht gezogen werden wie bei anderem biologi-
schen Material, z. B. Urin (4, 5, 6). Der Stuhl ist ein un-
homogenes Material, das gro8e Mengen von verschiede-
nen Substanzen enthilt, wie Eiweille, Fette, Kohlen-
hydrate, Pigmente, Cellulose, anorganische Salze usw.
Diese Stoffe miissen vor der Chromatographie ab-
getrennt werden. Zu diesem Zweck eignet sich die
Diinnschichtchromatographie der DNP-Aminosiuren
vorziglich. Bei diesem Verfahren werden die Amino-
sduren und Amine in die entsprechenden wasserun-
16slichen DNP-Derivate {iberfithrt und anschlieBend aus
dem wiBrigen Milieu extrahiert. Nach Abtrennung von
den festen Bestandteilen und Extraktion sollte es auch
beim Stuhl méglich sein, die Aminosiuren, Peptide und
Amine in ihrer dinitrophenylierten Form zu erfassen.

Fiir die Dinitrophenylierung und diinnschichtchromato-
graphische Auftrennung der ither- und siurelGslichen
DNP-Derivate haben Warz und Mitarbeiter (8) sowie
fiir die sdureldslichen auch Biurcr und Mitarbeiter (9)
Arbeitsvorschriften bekanntgegeben. Diese Methoden
wurden der vorliegenden Arbeit teilweise zugrunde ge-
legt. Die Amine wutden im Dioxan-Wasser-Gemisch

1) Stipendiat der Roche-Studienstiftung.

nach McINTIRE und Mitarbeitern (10) dinitrophenyliert
und anschlieBend in einem FlieBmittelsystem nach
Parakr (11) chromatographiett.

Methodik

Gerite

Ausriistung zur Diinnschichtchromatographie der Fa. Desaga,
Heidelberg (Chromatographieplatten 20X 20 cm).
Schiittelwasserbad (Arbeitstemperatur 60°).

Rotationsverdampfer der Fa. Biichi, Flawil

Trockenschrank (Arbeitstemperatur 110°).

Homogenisator der Fa. Silverson, London.

Chemikalien

2,4-Dinitrofluorbenzol, Fa. Fluka, Art.-Nt. A 53567; Putrescin,
Fa. Fluka, Art.-Nr. A 52777; Cadaverin, Fa. Fluka, Art.-Nr.
A 52820; Aceton, Fa. Merck, Art.-Nr. 14; Ammoniak 2,5-proz., Fa.
Merck, Art.-Nr. 5432; Athanol, Fa. Merck, Art.-Nr. 90972;
Athylacetat, Fa. Fluka, Art.-Nr. A 53848; Benzylalkohol, Fa.
Merck, Art.-Nr. 981; Benzol, Fa. Merck, Art.-Nr. 91783; n-
Butanol, Fa. Merck, Art.-Nr. 988; 2-Chlorithanol, Fa. Fluka,

JArt.-Nr. A 52005; Chloroform, Fa. Fluka, Art.-Nr. A 52219;

Dioxan, Fa. Fluka, Art.-Nr. A 53609; Eisessig, Fa. Merck, Att.-
Nr. 90058; Methanol, Fa. Merck, Art.-Nr. 6006; Natriumsulfat
wasserfrei, Fa. Fluka, Att.-Nr. A 56083; Natriumhydrogencar-
bonat, Fa. Merck, Art.=Nr. 6323; Natriumhydroxyd, Fa. Fluka,
Art.-Nr. A 56051; Pyridin, Fa. Merck, Art.-Nr. 7461; Toluol, Fa.
Merck, Art.-Nr. 98323; Tetrachlorithan, Fa. Fluka, Art.-Nr.
57512; Salzsiure, Fa. Merck, Art.-Nr. 312; Kongopapier-Phenol-
phthaleinpapier; Kieselgel G nach Stahl, Fa. Merck, Art.-Nr. 7731.
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Reagenzien

Natronlauge 58

Salzsiure 6N

Natriumhydrogencarbonat 0,1m

Karbonatpuffer pH 8,8:8,4 g NaHCO, in abgekochtem aqua dest.

auflésen (nicht erwirmen!) mit Natronlauge 5~ auf pH 8,8 ein-

stellen und mit H,O auf 100 m/ auffiillen.

DNFB-L6sung: 10-proz. Lésung in abs. Alkohol (jeweils frisch

bereiten)

Natronlauge 0,2~ in 60-proz. Dioxan

Essigsiureithylester/Butanol 1:1 (v:v)

Zubereitung der Sorptionsschicht: Die Herstellung der DC-Platten

crfolgte in der iiblichen Weisc mit Kieselgel G nach Stahl. Die

Platten wurden aber luftgetrocknet und offen aufbewahrt (7).

Testsubstanzen:

Die DNP-Aminosiuren wurden von der Fa. Serva AG, Heidelberg,

Art.-Nr. 39040 bezogen.

Flieffmittelt)

1: Toluol/2-Chlorithanol/Pyridin/Ammoniak 25-proz. 50:35:15:7

Vv

: Chloroform/Benzylalkohol/Eisessig 70:30:3 (v/v/v)

: Phenol/Wasser/Ammoniak 17-proz. 80:20:2 (g/v/v)

: 2-Chlorithanol/Toluol/Pyridin/Ammoniak 20-proz.50:35:15:10
(vv/v]v)

: Chloroform/Methanol/Eisessig 100:2:1 (v/v/v)

: Benzol/Athylacetat 1:1 (v/v)

: Pyridin

: n-Butylalkohol mit 25-proz. Ammoniak bei Zimmertemperatur
gesittigt.

Verwendete Abkiirzungen

Alanin (Ala)

B-Alanin (8-Ala)
a-Amino-Adipinsdure (Aad)
y-Aminobuttersdure (y-Abut)
B8-Aminoisobuttersaure (8-AiB)
Arginin (Arg)

Asparagin (Asp(NH,))
Asparaginsaure (Asp)
Cadaverin (Cad)

Citrullin (Cit)

S LN

0~ G\

Homocystin (H’Cys)
Hydroxylysin (Hylys)
Hydroxyprolin (Hypro)

, Isoleucin (Ileu)
Leucin (Leu)
Lysin (Lys)
Methionin (Met)
Ornithin (Orn)
Phenylalanin (Phe)
Phenyldathylamin (Pheta)

Cysteinsdure (CysSO,H) Prolin (Pro)
. Cystin (Cys), Putrescin (Put)
2,4-Dinitroanilin (DNP-NH,) Serin (Ser)

2,4-Dinitrophenol (DNP-OH)
Glutamin (Glu(NH,))
Glutaminsdure (Glu)

Taurin (Tau)
Threonin (Thr)
Tryptophan (Try)

Glycin (Gly) Tyramin (Tyra)
Histamin (Hista) Tyrosin (Tyr)
Histidin (His) Valin (Val)

Homoarginin (H’Arg)
Dinitrofluorbenzol = DNFB

Arbeitsvorschrift

Herstellung der DINP-Derivate aus synthetischen Aminen

Putrescin, Cadaverin, Tyramin, Phenylithylamin und Histamin
werden nach der Methode von McCINTIRE und Mitarbeitern (10)
dinitrophenyliert: 10 m/ einer 0,01-proz. wiBt. Lésung des je-
weiligen Amins werden in einem Erlenmeyerkolben mit 1 m/
10-proz DNFB und 2 m/ 0,1 NaHCO;-Lésung versetzt. Das Ge-
misch wird wihrend 20 Min. in einem Wasserbad von 60° geschiit-
telt; anschlieBend werden 10 m/ 0,28 NaOH in 60-proz. Dioxan
zugefiigt und wihrend einer Stunde bei 60° weitergeschiittelt. Das
auf Zimmertemperatur abgekiiblte Reaktionsgemisch wird mit
10 m/ aqua dest. versetzt und viermal mit 10 m/ Tetrachlorithan
extrahiert. Die die DNP-Amine enthaltenden vereinigten Extrakte
werden zur Trockene eingedampft. Zur Herstellung einer Ge-
brauchslésung wird der Riickstand in 1 m/ Tetrachlorithan auf-
genommen.

Extraktion des Stubls .
Man versetzt 10 g frischen Stuhl mit 100 m/ aqua dest. und homo-
genisiert die Mischung wihrend 10 Min. Das Homogenat wird
zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Das Zentrifugat wird
mit 100 m/ Wasser nachgewaschen. Die vereinigten wiBr. Extrakte

1) FlieBmittel 1,2, 7 und 8 nach Warz und Mitarbeitern; FlieB-
mittel 5 nach Paraxi und FlieBmittel 3 und 4 nach BurGr und
Mitarbeitern.
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werden durch Filterpapier filtriert und, wenn nicht sofort weiter-
verarbeitet, bei —20° aufbewahrt. Dicse Lésung wird dinitro-
phenyliert.

Dinitrophenylierung der Stubl-Aminosinren

a) Atherlésliche Aminosiuren (nach (7, 8))

20 m/ Stuhlextrakt werden mit 58 NaOH phenolphthalein-
alkalisch gemacht und mit 5 m/ Karbonatpuffer und 2 m/ frisch
bereiteter alkoholischer DNFB-Losung versetzt. Die Mischung
wird wihrend einer Stunde in einem geschlossenen Erlenmeyer-
kolben im Wasserbad von 40° geschiittelt. Das auf Zimmer-
temperatur abgekiihlte Reaktionsgemisch wird dreimal mit etwa
10 m/ Ather extrahiert. Die Atherextrakte werden verworfen, da sie
auBler dem iiberschiissigen DNFB im wesentlichen nur 2,4-Dinitro-
phenol enthalten®). Die wiBr. Lésung wird tropfenweise (CO,-
Entwicklungl) unter Umriihren mit 68 HCI bis zur deutlichen
Blaufitbung von Kongopapier angesiuert. Man extrahiert sie
sechsmal mit je 10 m/ Ather. Die vereinigten Atherextrakte,welche
die itherlSslichen Aminosduren enthalten, werden iiber ausge-
glithtem Na,SO, getrocknet, filtriert und eingedampft (Extraks 1).
Wird der Extrakt nicht sofort chromatographiert, muB er im
Dunkeln im Eisschrank (0—4°) aufbewahrt werden.

b) Saureldsliche Aminosiuren (nach (7, 8, 9))

Nach der Extraktion der dtherldslichen Aminosiuren wird die
wiBr. Phase sechsmal mit je 10 m/ eines aus gleichen Volumenteilen
bereiteten Gemisches von Essigester und n-Butanol extrahiert. Die
vereinigten Extrakte werden iiber ausgeglihtem Na,SO, ge-
trocknet und durch Watte filtriert. Man wischt Na,SO, und Filter-
watte mit etwas Essigester/Butanol aus und dampft das Filtrat zur
Trockene ein. Der Riickstand wird nochmals in 3 m/ Wasser gelost
und durch Watte filtriert. Nach Waschen der Watte mit Wasser,
dampft man das Filtrat zur Trockene ein (Ex#rakt 2). Der Extrakt
enthilt die siureldslichen Aminosiuren und wird, wenn nicht
sofort chromatographiert im Dunkeln bei 4° aufbewahrt.

Dinitrophenylierung der Stubl-Amine (nach (10))

20 m/ Stuhlextrakt werden in einem Erlenmeyerkolben mit 2,5 m/
10-proz. DNFB und 5 m/ 0,1a1 NaHCO,-Losung versetzt. Das Ge-
misch wird in einem Wasserbad (60°) wihrend 20 Min. geschiittelt;
dann fiigt man 30 m/ 0,2x NaOH in Dioxan zu und schiittelt noch
eine weitere Stunde bei 60°. Das auf Zimmertemperatur abgekiihlte
Gemisch wird mit 10 m/ H,O versetzt und viermal mit 10 m/
Tetrachlorithan extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden iiber
ausgeglithtem Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft
( Extrakt 3). Wenn man nicht sofort chromatographiert, wird detr
Riickstand im Dunkeln bei 4° aufbewahrt.

Diinnschichtchromatographie der DIN P-Aminosiuren

Fiir Einzelheiten der Technik weisen wir auf das neue Buch von
G. Pataxi1 (7) hin. Dort kdnnen alle Angaben iiber die Zubereitung
der Schicht, das Auftragen der Substanzen, die Kammersittigung
sowie die ein- und zweidimensionale Technik gefunden werden.

a) Atherldsliche DNP-Aminosiuren (nach (8)):

Extrakt 1 wird in 2 m/ Aceton aufgenommen. Von dieser Losung
werden zwei verschiedene Konzentrationen, nimlich 10 und 20 u/
auf die Diinnschicht-Platte aufgetragen. Man entwickelt diese
Platte zuerst im FlieBmittel 1; nach Zwischentrocknung (10 Min.
Luftstrom bis zum WeiBwerden der Schicht) wird die Entwicklung
im gleichen FlieBmittel in der gleichen Richtung wiederholt. Vor
dem Chromatographieren in der zweiten Dimension werden die
Platten gut getrocknet (10 Min. Luftstrom, 10 Min. Trocken-
schrank 60°, 15 Min. Luftstrom) und im FlieBmittel 2 entwickelt.

b) Siureldsliche DNP-Aminosiuren (nach (9)):

Extrak? 2 wird in 2 m/ Essigester/Butanol aufgenommen und zwei
verschiedene Konzentrationen, nimlich 40 und 80 w/, auf zwei
Platten aufgetragen. Man entwickelt zunichst im FlieBmittel 3 und
trocknet iiber Nacht bei Zimmertemperatur. Vor der Entwicklung
in der zweiten Dimension werden die Platten 10 Min. lang in den

2)“15ié. Amine Putrescin, Cadaverin, Tyramin, Histamin, Phenyl-
ithylamin reagieren nicht mit DNFB unter diesen Bedingungen.

14+
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Arbeits-Schema

Ausgangsmaterial Stuhl 10 g

Homogenisieren mit
2 x 100 ml H,0

|

verwerfen

20 ml waBr. Extrakt
dinitrophenylieren
in Wasser/Alkali fiir
Aminosduren

filtrieren
wéfr. Phase

v

dinitrophenylieren

20 ml waBr. Extrakt
dinitrophenylieren
in-Wasser/Dioxan/

Alkali fiir Amine

atherische Ather-Extraktion 1 waBr. | Tetéachlorithan-, |
Y xtraktion .
Phase wiBr. Phase Phase l or}g’igxsche
4 se
verwerfen ansduern verwerfen
L .
atherische Ather-Extraktion DNP-Amine
Phase waiBr. Phase
" 16slich - -
DN?’t-rE:n?:J:éi:ren ! Butanol-Essigester-
Butanol- Extraktion
Essigester- wiBr. Phase
Phase
{ + ’ L
Diinnschicht- sdureldsliche verwerfen Diinnschicht-
Chromatogramm DNP-Aminoséduren Chromatogramm

!

Diinnschicht-
Chromatogramm

Trockenschrank (60°) gestellt. AnschlieBend wird in der zweiten
Dimension im FlieBmittel 4 entwickelt (nach (8) entwickelt man
zweimal im FlieBmittel 7 und einmal im FlieBmitte] 8).

Diinnschichtchromatographie der DINP-Amine .

Der Extrakt 3 wird in 2 m/ Tetrachlorithan aufgenommen und auf
zwei Platten in zwei verschiedenen Konzentrationen, nimlich 10
und 20 u/aufgetragen. Die Chromatographie wird zweidimensional
durchgefiihrt: Erste Dimension im FlieBmittel 5, dann nach
Zwischentrocknung (10 Min. Luftstrom, 10 Min. Trocken-
schrank 60°, 10 Min. Luftstrom), zweite Dimension im FlieBmittel 6.

Interpretation der Chromatogramme

Das Identifizieren der DNP-Verbindungen auf den Chromato-
grammen bereitet in der Regel keine Schwierigkeiten und kann

anhand eines Fleckenmusters, das rhan durch Chromatographie
einer Standardmischung erhidlt, sehr vereinfacht werden. Die
unbekannten Flecken stéren im allgemeinen nicht.

In Abbildung 1 ist das Fleckenmuster von itherlslichen DNP-
Aminosiuren, in Abbildung 2 von siureléslichen DNP-Amino-
sduren und in Abbildung 3 von DNP-Aminen dargestellt. Das
Fleckenmuster der Amine ist unvollstindig und zeigt lediglich
5 Amine, die wir untersucht haben.

Dokumentation der Resultate

Die gelben DNP-Verbindungen lassen sich am besten auf ein
Transparent-Zeichenpapier kopieren, wenn die Platten mit weilem
Licht von unten beléuchtet werden. Fiir die Normallicht- und die
UV-Photographie weisen wit auf das Buch von G. Paraxr (7) hin.
(Abb. 4).

ONP-NH,
= Tyr-Lys
€
g ' i His "_,
= £ 1 H Pheta
o @orn pre lonle E @inrs o E . .
1 Hylys ® S| Arg .. . . Tau 2 @G
/) T @ oVl DNP-OH Fre Cit £ ' )
. o Met x : = Ca
His Agipro @ A-AiB .
Tyra
Th‘ Gly PY
o OHypro B-Ala O;y-Abut
Ser
Glu{NH,) . ®cyssoyn
AspiNe ) 4@ @ (H'Cys),
©ys), © Hista
Start © Aot Starte—— : Start
Asp Glu 1xFliessmittel 2 1x Fliessmittel 4 4x Fliessmittel 6
Abb. 1 Abb. 2 Abb. 3
Fleckenmuster Fleckenmuster fiir die sdure-

fiir die dtherloslichen DNP-Aminosduren

loslichen DNP-Aminosiurén

Fleckenmuster fiir die DNP-Amine
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1x Fliessmittel 2
Abb. 4
Normallicht-Photographie: itherldsliche DNP-
Aminosduren cines Stuhls
Ergebnisse

Wir haben den Stuhl von 8 Kindern im Alter zwischen
8 Monaten und 3 Jahren untersucht. Diese Patienten
waren in unserer Klinik wegen akuter Erkrankungen
hospitalisiert und befanden sich in der Erholungszeit.
Keines dieser Kinder hatte cine akute oder chronische
Darmstérung — alle wurden mit der normalen Spital-
kost ernihrt. In der Regel nahmen wir eine Portion des
Morgenstuhls, manchmal wurden aber auch zwei oder
drei Stithle desselben Kindes von verschiedenen Tagen
untersucht. Beim Vergleich von mehreren Stiihlen von
verschiedenen Kindern und von Stithlen vom gleichen
Kind haben wir gesehen, daf3 das Bild der Aminosiuren
iiberraschenderweise relativ konstant bleibt.

Um einen Extraktionsverlust auszuschlieBen, haben wir
die Stiithle auch im sauren (pH 2—3) und im alkalischen
Milieu (pH 9—10) homogenisiert. Die Extraktion ist im
alkalischen Milieu besser als im sauren, aber keineswegs
so gut wie im neutralen Milieu. Die Wiederauffindungs-

- rate dem Stuhl zugesetzter Aminosiuren ist bei der

Extraktion im sauren Milieu sehr niedrig; im alkalischen
Milieu etwa 70°/, und bei der Extraktion im neutralen
Bereich fast quantitativ.

In den Abbildungen 5, 6 und 7 werden einige unserer
Aminosiuren-Chromatogramme gezeigt.

Die Hauptmenge der Stuhl-Aminosiuren besteht aus
itherldslichen Aminosiuren. Im siureldslichen Extrakt
fanden wir bei unseren Stithlen und unseren chromato-
graphischen Konzentrationen praktisch nur Arginin,
Taurin, Cysteinsdure und ausnahmsweise Histidin, —
Im Chromatogramm der Ztherldslichen Aminosiuren
Abb. 5) erscheinen DNP-Lysin und DNP-Tyrosin nicht
getrennt. Auch die Trennung von DNP-Leucin und
DNP-Isoleucin ist meistens ungeniigend. Zur Trennung
dieser Verbindung vgl. (7).

In Abbildung 7 wird ein Chromatogramm der Stuhl-
amine gezeigt: Die Hauptmenge besteht aus Putrescin
und Cadaverin. Die unbekannten Flecken sind anschei-
nend auch Amine, wurden aber nicht identifiziert.

Diskussion

Es liegen nur wenige Arbeiten iiber den Aminosiure-
und Aminnachweis im Stuhl vor (1,2,7). Die bis-
herigen Methoden erfordern teilweise umfangreiche
Vorreinigungsarbeiten zur Entfernung der Storsub-
stanzen ; auch fallen Aminosiuren und Amine zusammen
an und eine saubere Trennung wird somit erschwert.

Mit der vorliegenden Methode kénnen die Aminosiuren
und Amine nach wiBriger Extraktion in DNP-Derivate
tiberfilhrt und ohne weitere Vorreinigung mit organi-
schen Losungsmitteln extrahiert werden. Die DNP-
Amine erscheinen im vorliegenden Arbeitsgang getrennt
von den Aminosiuren. Bei der Dinitrophenylierung in
rein wiBrigem alkalischen Milieu reagieren die Amine
nicht mit DNFB. Bei der Dinitrophenylierung der Amine
in Wasser-Dioxan-Alkali werden auch Aminosiuren,
allerdings nicht quantitativ, dinitrophenyliert. Da aber
im ersten Extraktionsgang die DNP-Amine und iiber-
schiissiges Dinitrofluorbenzol sowie Dinitrophenol aus

) ®
DNP-NH,
- Lg] o
2 = Oys 2
E Tyr+lys E E
2 ' LeusTleu tﬁ & “,
- Ph
2 O S 00 @ F ; 9
. DNP-OH -y ‘
Vai : Vo 2 Cad
) i Met
| (i His
. ‘ Pro
&y Ao
y
® ser 3 g oy O
@ Glu(NHy) w5 p-hla Rk Oy4
? @ cyss04H :
°~ASP (NHz)
Asy@D @ Glu Start ln Start 0"

1x Fligssmiﬂel 2

Abb. 5
Atherlosliche DNP-Aminosiuren eines
Stuhls; punktierte Flecken: nur in Spur
vorhanden

Abb.6
Siurelésliche DNP-Aminosiuren eines
Stuhls; punktierte Flecken: nur in Spur
vorhanden; nicht identifizierte Verbin-

1x Fliessmittel 6
Abb. 7
DNP-Amine eines Stuhls; punkticrte
Flecken: nur in Spur vorhanden; nicht
identifiziertc Verbindungen: Y;—Y;

1x Fliessmittel 4

dungen: Y,—Y,
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der alkalischen L&sung extrahiert werden, verbleiben
die Aminosiuren in der wiBrigen alkalischen Phase.
Man kann somit die Aminosiuren und die Amine ge-
trennt praktisch in einem Arbeitsgang bestimmen.

Die Methode erscheint zuverldssig und einfach durch-
fiihrbar. Eigenartigerweise waren die Muster an Amino-
siuren und Aminen bei unseren Normalfillen relativ
einheitlich. Wir erhielten kein véllig ungleichmiBiges
Kontinuum an Aminosiuren und Aminen, das wir

wegen der Einwirkung der Darmbakterien eigentlich
erwartet hatten. Wir konnten auch keine Peptide nach-
weisen — jedenfalls nicht in groBerer Konzentration.
Weitere Untersuchungen sind vor allem in pathologi-
schen Fillen von Dutrchfall und Malabsorption und bei
der Ciliakie notwendig. Auch reicht das untersuchte
Material nicht aus, um gesicherte Normalwerte an-
zugeben.
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Nachweis und Bestimmung von Phenacetin, N-Acetyl-p-aminophenol
sowie ihren Hauptumwandlungsprodukten in Harn und Serum
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Es werden Methoden zur Bestimmung von Phenacetin, N-Acetyl-p-aminophenol (,,NAPAP*), NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid
im Harn angegeben. Mit gleicher Methodik kénnen Phenacetin und NAPAP im Serum bestimmt werden. Die Bestimmbarkeitsgrenze fiir
Phenacetin und NAPAP liegt bei 4 mg % (im Harn) bzw. 1 mg % (im Serum). Die Nachweisbarkeitsgrenze betrigt fiir NAPAP mit
Folins Phenolreagenz 0,5 ug/Fleck und fiir Phenacetin im UV-Licht 2 ug/Fleck. NAPAP-sulfat und NAPAP-glucuronid kénnen im Harn
bis zu einer Konzentration von 20 mg % bestimmt und bis 2 ug/Fleck nachgewiesen werden. Nach Gabe von Phenacetin bzw. von
NAPAP an Ratten in Harn und Serum durchgefiihrte Bestimmungen zeigen, da8 sich die Verfahren infolge ihrer einfachen Handhabung
fiir Untersuchungen iiber den Stoffwechsel dieser beiden Pharmaka eignen.

Methods are given for the determination of penacetin, N-acetyl-p-aminophenol (,, NAPAP*), NAPAP-sulphate and NAPAP-glucuronide*
in urine. The same methods can be used for the determination of phenacetin and NAPAP in serum. The limits of measurement are 4 mg %

for phenacetin (in urine), and 1 mg% for NAPAP (in serum). The limits of detection are 0.5 ug/spot for NAPAP with Fo/in’s phenol

reagent, and 2 ug/fspot for phenacetin in UV-light. NAPAP-sulphate and NAPAP-glucuronide can be determined in urine down to a

concentration of 20 mg%, and detected as low as 2 ug/spot. Determinations in the urine and serum of rats after the administration of

phenacetin or NAPAP show that these methods, because of their easy operation, are suitable for investigations on the metabolism of these

two pharmaceuticals.

Ein einfaches Verfahren, das dem Toxikologen aus einer
Harnprobe von etwa 1,0 m/ indirekt den Nachweis und
die Bestimmung der hiufig verwendeten Analgetica
Phenacetin und N-Acetyl-p-aminophenol (,,NAPAP*)
erlaubt, haben wir kiirzlich beschrieben (2). Ermittelt
wird dabei p-Aminophenol, das durch salzsaure Hydro-
lyse aus den im Urin vorliegenden Hauptumwandlungs-
produkten der beiden Analgetica entsteht. Mit dieser
Methode konnen dem behandelnden Arzt nicht nur in
Vergiftungsfillen sondern auch bei chronischem Abusus
ausreichende Angaben iiber die Ausscheidung im Urin
gemacht werden.

Zum niheren Studium des Abbaues und der Aus-
scheidung dieser Stoffe haben wir nun Verfahren aus-
1) Ein Teil der Ergebnisse wurde auf der 6. Friihjahrstagung der

Deutschen Pharmakologischen Gesellschaft, Mainz 1965, vor-
getragen (1).

gearbeitet, welche es erlauben: 1. Phenacetin (,,I°) und
NAPAP (,,]I) im Serum und im Harn quantitativ zu
erfassen und 2. die Hauptumwandlungsprodukte (II-
sulfat und II-glucuronid) im Harn zu bestimmen. Mit
diesen Verfahren, die im folgenden beschrieben werden,
wurden bereits einige Untersuchungen sowohl bei der
Ratte als auch beim Menschen durchgefithrt (3—6).

Trennung und qualitativer Nachweis
Harn

"‘Die Trennung der zu analysierenden Produkte gelingt

mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie (DC).
Chromatographiert man Harnproben von Ratten, denen
2—4 Stdn. vorher NAPAP (bcispielsweise 150 mg/kg
i.p.) verabreicht worden war auf fluoreszierendem

‘Kieselgel mit einem neutralen FlieBmittel (Aceton/n-
. Butanol/Wasser = 50: 40:10), so siecht man bei Be-
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