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Bestimmung der Urinmetaboliten Hydroxyindolessigsaure, Vanillinmandelsaure und Homovanillin-
sdure mit lipophiler Gelchromatographie und Gaschromatographie
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(Eingegangen am 30. Juni/12. Oktober 1976)

Zusammenfassung: Es wird eine spezifische und praktikable Methode zur quantitativen Bestimmung von Phenol- und
Indolcarbonsduren im Harn beschrieben. Die hohe Spezifitdt wird durch eine Vortrennung der aus den Harnproben
extrahierten freien Sduren mit Hilfe der organophilen Gelchromatographie an Sephadex LH 20 und anschlieRender
gaschromatographischer Analyse der Silylderivate der Siuren erreicht. Die organophile Gelchromatographie der freien
Sduren zeichnet sich durch hohe Wiederfindungsraten im Mikro- und Submikrogrammbereich aus. Die von anderen
Techniken bekannten Schwierigkeiten bei der Derivatisierung und gaschromatographischen Trennung der einzelnen
Komponenten werden durch diese Vortrennung und Verwendung von N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid

als Derivatisierungsmittel iiberwunden.

Durch diese Aufbereitungstechnik und den Einsatz eines rechnergesteuerten Gaschromatographen mit automatischer
Probeneingabe wird eine hohe Richtigkeit und Prazision erreicht und die sichere Bestimmung einer Vielzah] aroma-

tischer Sduren im Harn ermdoglicht.

Determination of the urinary metabolites hydroxyindole-acetic acid, vanillyl mandelic acid and homovanillic acid
by means of lipophilic gel chromatography and gas chromatography

Summary: A specific and practicable method is described for the quantitative determination of urinary phenol-

and indole-carboxylic acids. High specificity is achieved by a preliminary separation of the free acids (extracted from
the urine sample) with the aid of organophilic gel chromatography on Sephadex LH 20, followed by gas chromato-
graphic analysis of the silyl derivatives of the acids. The organophilic gel chromatography of the free acids shows a
high recovery rate in the micro- and submicrogram range. The difficulties encountered in other techniques in the
derivatisation and gas chromatographic separation of the individual components are avoided by using the preliminary
separation, and by using N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide for the derivatisation.

Use of this preparation technique with a direct read-out gas chromatograph with automatic sample introduction,
gives high accuracy and precision, and a facility for the determination of a wide range of aromatic acids in urine.

Einfiihrung

Die qualitative und quantitative Bestimmung von aro-
matischen Séuren im Harn ist bei der Diagnostik von
catecholaminproduzierenden Tumoren, endokrin aktiven
Carcinoiden oder Aminosiure-Stoffwechselanomalien
von grofler Bedeutung. Bisher wurden in der Analytik
dieser Substanzen die Spektralphotometrie, Diinnschicht-
und Gaschromatographie sowie die Massenspektrometrie
bzw. -fragmentographie eingesetzt. H. Wisser & E. Knoll
(1) verdffentlichten 1973 eine gute Ubersicht iiber die
verschiedenen Bestimmungsverfahren. Wie aus verschie-
denen Untersuchungen (2) bekannt ist, wird die quanti-

_ tative Bestimmung der Vanillinmandelsiure nach der
Technik von Pisano (3) durch eine Anzahl von gingigen
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Arzneimitteln oder deren Metaboliten sowie korpereigene
Stoffwechselprodukte gestort. Durch diese Stérsub-
stanzen kann sowohl eine zu geringe, als auch eine zu
hohe Ausscheidung von Vanillinmandelsiure vorgetduscht
werden. Ahnliche Probleme bestehen bei der Bestim-
mung anderer Sduren des Harns. Die Diinnschichtchro-
matographie wird wegen der Instabilitdt der zu unter-
suchenden Substanzen auf der Diinnschichtchromato-
graphie-Platte und anderer Storeinfliisse vorwiegend als
halbquantitative Bestimmung durchgefiihrt. Der La
Brosse-Schnelltest zur Erkennung von Phiochromo-
cytomen und Neuroblastomen ist nach Untersuchungen
von R. E. Johnsonbaugh et al. (4) nicht empfindlich
genug und birgt die Gefahr falsch-negativer Aussagen.
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Die Gaschromatographie bzw. Gaschromatographie-
Massenspektrometrie-Koppelung bietet heute das wohl
zuverlissigste Instrument sowohl zur qualitativen als
auch zur quantitativen Bestimmung der Sduren im
Harn. Die bisher beschriebenen Methoden bendtigten
jedoch in fast allen Fillen zur Uberfithrung der nicht
fliichtigen Séuren in fir die Chromatographie geeignete
Derivate mehrere Derivatisierungsschritte, bei deren
Ausfithrung die Bildung unerwiinschter Nebenprodukte
nicht immer sicher auszuschliefien ist. So kommt es bei
der Methylierung mit Diazomethan leicht zur Bildung
von Methylidthern und bei der Derivatisierung mit
Trifluoressigsaureanhydrid kann nach Wilk et al. (5)
auch mit Nebenreaktionen gerechnet werden, wenn

die Derivatisierung des durch Perjodatoxidation aus
Vanillinmandelsdure gebildeten Vanillins vorgenommen
wird. v

Diese Schwierigkeiten und der fiir Routinezwecke
ungiinstige Einsatz des giftigen und explosiblen Dia-
zomethans fiihrte uns dazu, die Gaschromatographie
der Silylderivate durchzufiihren. Fiir die Silylierung
erwies sich das von M. Donike (6) beschriebene N-
Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid als besonders
geeignet, da es, bedingt durch die hohe eigene Fliichtig-
keit und die Flichtigkeit des bei der Reaktion entstehen-
den N-Methyl-trifluoracetamids, auch eine Bestimmung
der niedermolekularen Substanzen mit verhiltnismifig
kurzer Retentionszeit zuldfit. Die Gaschromatographie
einer Vielzahl von Siuren als Trimethylsilyl-Derivate
wurde bereits 1966 von C. E. Dalgliesh et al. (7), 1968
von W. Ruge (8) sowie 1969 von R. F. Coward

& P. Smith (9) beschrieben. 1969 wurde von T. J.
Sprinkle et al. (10) die Bestimmung von Vanillinmandel-
sdure und Homovanillinsdure durch Gaschromato-
graphie eines silylierten sauren Urinextraktes be-
schrieben. Diese Methode ist nach Untersuchungen von
A. Lanser et al. (11) nur zur Bestimmung stark erhéhter
Vanillinmandelsdure- bzw. Homovanillinsdurespiegel
brauchbar und nicht zur Ermittlung normalerweise vor-
liegender Konzentrationen. Wir konnen diese Unter-
suchungen bestétigen. Die bei dieser Technik storende
Komponente ist die Hippursiure, die in Mengen bis zu

1 g/24 h ausgeschieden wird.

Aus diesem Grunde, und um die Méglichkeit zu nutzen,
mit einer empfindlichen und spezifischen Methode ein
Profil der Sauren des Harns zu erstellen, wurde die
organophile Gelchromatographie an Sephadex LH 20
zur Vorfraktionierung der aus dem Harn extrahierten
freien Sduren verwendet. Der Einsatz von Sephadex
LH 20 hat sich bereits bei der Isolierung von Toco-
pherolen aus Pflanzenslen (12), Steroiden (13), Linol-
sduremethylésterhydroperoxiden (14) sowie von Digoxin
und Digoxin-Metaboliten (15) bewihrt.

Der 1970 von E. Anggard et al. (16) beschriebené Ein-
satz von LH 20 zur Gelchromatographie phenolischer
Sduren erfordert die Herstellung von Methylestern, in

der Regel mit Hilfe von Diazomethan, dessen Nachteile
schon erwihnt wurden. Die von uns gewahlte Arbeits-
technik ermdglicht die Chromatographie der freien aus
dem Harn extrahiérten Sduren an Sephadex LH 20 und
hat gegeniiber anderen Vorreinigungs- und Isolierungs-
techniken, welche den Einsatz von Ionenaustauschern
beschreiben (17), den Vorteil, dal die Substanzen in
leicht fliichtigem organischen Losungsmittel anfallen
und nach dem schnellen Abdestillieren des Elutions-
mittels sofort derivatisiert werden konnen.

Material und Methoden
Gerite
Schiittelmaschine W 3, Fa. Hormuth-Vetter, Wiésloch.

Chromatographiesiule Chromatronix-Cheminert Typ LC 1/2-13,
Fa. Latek, Heidelberg.

Fraktionssammler Linear II, Fa. Serva, ﬁ'eidelberg.
DurchfluBphotometer Uvicord I. Fa. LKB, Grifelfing.
Gaschromatograph Typ 5830 mit Probéngeber 7661 A, Fa.
Hewlett-Packard, Boblingen.

Die Probenaufgabe erfolgte mit Hamilton-Mikroliterspitzen
vom Typ 701 N.

Chémikalien

m-Hydroxyphenylessigsiure, D, L-3,4-Dihydroxymandelsiure,
4-Hydroxy-3-methoxyphenylessigsiure (Homovanillinsdure),
D,L-4-Hydroxy-3-methoxymandelsidure (Vanillinmandelsdure),
Phenylbrenztraubenséiure, pHydroxyphenylbrenztraubensiure,
2,5-Dihydroxyphenylessigsdure (Homogentisinsdure), Salicyl-
ursdure, 3-Indolylessigsdure, D,L-3-(3-Indolyl)-milchsiure,
S-Hydroxy-3-indolylessigsdure, aile von EGA-Chemie, Stein-
heim/Albuch. 3,4-Diliydroxyphenylessigsiure, Carl Roth,
Karlsruhe. 3-Phenyl-milchsiure, 3-Hydroxy-4-methoxymandel-
sdure (iso-Vanillinmandelsiure), Fluka Feinchemikalien GmbH,
Neu-Ulm.

Sephadex LH 20, Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala.
N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid, OV 101, OV 17, '
Gas-Chrom Q, alle von Macherey-Nagel & Co., Diiren.

UCW 982, Chromosorb WAW DMCS, Serva International,
Heidelberg.

Alle anderen Chemikalien waren von der Qualitdt z. A. und
wurden von E. Merck, Darmstadt, bezogen.

Ausfithrung und Bestimmung

Die folgende Darstellung zeigt die einzelnen Arbeitsschritte
des Analysenganges, deren Ausfiilhrung dann im einzelnen be-
schrieben wird.

Extraktion

10 ml eines 24-Stunden-Harns (mit HCl auf pH 1 eingestelit)
werden mit NaCl gesittigt und unter Verwendung einer Schiittel-
maschine zweimal fiir drei Minuten mit je 20 ml Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten Ethylacetatphasen werden ebenfalls
fiir drei Minuten zweimal mit je 10 ml einer NaHCO3/K,CO3-
Ldsung (50 g NaHCO3 und 50 g K, COj3 in 1 | Wasser) extra-
hiert und die organische Phase verworfen. Die wifirige Phase
wird mit konz. HC] auf pH 1 gebracht und NaCl bis zur Satti-
gung zugefiigt. Dann wird erneut zweimal fiir drei Minuten mit
je 20 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten Ethylacetat-

. phasen werden mit wasserfreiem Na, SO, getrocknet, tiber

Quarzwatte in einen Kolben mit ausgezogener Spitze filtriert
und bei einer Wasserbadtemperatur von maximal 35 °C unter
Wasserstrahlvakuum abdestilliert. Der verbliebene Riickstand
wird mit 1 ml CHCl3/Ethanol (Volumina, 4 mi + 1 ml) aufge-
nommen und 0,5 ml davon zur Gelchromatographie verwendet.

4
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URIN (pH1-2)

EXTRAKTION

SAUREN

LH 20- GELCHROMATOGRAPHIE

HVS- VMS -
FRAKTION FRAKTION

5-HIES
FRAKTION

SILYLIERUNG UND GASCHROMATOGRAPHIE

qualitatives und quantitatives Ergebnis

Schema des Analysenverfahrens

Die iibrige Losung kann nach Abdestillieren des Losungsmittels
und Silylierung mit 500 ul N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluorace-
tamid zur Erstellung eines qualitativen Ubersichtsspektrums der
Siuren der Harnprobe verwendet werden.

Gelchromatographie

Die Gelchromatographie an Sephadex LH 20 wird in einem
Chromatographierohr durchgefiihrt, das mit zwei Durchfluft-
adaptern ausgeriistet ist. Das Gelbett hatte eine Linge von

17,3 cm. Das entspricht einem Gelbettvolumen von 22 ml.

Die Zu- und Ableitungen bestanden aus Teflon-Schlduchen

von 0,8 mm Innendurchmesser. Als Elutionsmittel diente ein
CHCl3/C, Hs OH-Gemisch (200 ml CHCl; + 50 ml C; Hs OH).
Die Durchflufigeschwindigkeit betrug 30—35 ml/h. Die Elutions-
volumina der einzelnen Substanzen sind von der Flie3-
geschwindigkeit weitgehend unabhingig. Das Eluat wurde mit
einem Fraktionssammler aufgefangen. Zur Ermittiung der
Elutionsvolumina wurde die UV-Absorption des Eluats bei

254 nm kontinuierlich gemessen und als Elutionsdiagramm
registriert (Abb. 1). Unter den von uns gewihlten Bedingungen
zeigte die LH 20-S4ule iiber bisher 12 Monate keine Verdnderung
der Trenneigenschaften und der Elutionsvolumina der einzelnen
Substanzen.

Derivatisierung und Gaschromatographie

Die nach volistindigem Abdestillieren des Elutionsmittels
verbliebenen Riickstinde der LH 20-Fraktionen werden mit
250 ul N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid versetzt und
30 Minuten auf 60 °C erhitzt. Die entstehenden Silylderivate
sind bei Feuchtigkeitsausschluf fiir mindestens eine Woche
stabil.

Beim Einsatz dieses Derivatisierungsmittels treten Ablagérungen
von SiO, im Flammenionisationsdetektor nach einem Dauer-
betrieb von 14 Tagen nur i geringer Menge auf. Die Derivate
eignen sich gut zum Einsatz im automatischen Probengeber.
Die Gaschromatographie wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt.

Siulen: 1. Stahl, 180 cm lang, 1/8" ¢, 3% OV 17 auf

Gas-Chrom Q 100—-120 mesh

2. Stahl, 50 cm lang, 1/8" ¢, 3% OV 101 auf
Gas-Chrom Q 100—120 mesh

3. Stahl, 180 cm lang, 1/8" ¢, 10% UCW 982
auf Chromosorb W AW DMCS 80—-100 mesh

Sgule 1: 35 ml/min N,

Sédule 2: 20 ml/min N,

Sidule 3: 36 ml/min Ny

Tréagergas:

Brenngas:

’
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Brennluft: 180 ml/min Prefluft
Ofenraum: Sédule 1: 1 Minute isotherm bei 155 °C dann mit
einer Heizrate von 6 °C/min bis 250 °C,
dann 10 Minuten bei 250 °C
Sdule 2: 1 Minute isotherm bei 120 °C dann mit
einer Heizrate von 6 °C/min bis 220 °C,
dann § Minuten bei 220 °C
Sdule 3: wie Sédule 1
Detektor: FID 260 °C

Einspritzblock: 250 °C

Als Bezugssubstanzen fiir die Sicherung der qualitativen Aussage
eignen sich die im Urin regelmifig vorkommende Hippursiure
und p-Hydroxyphenylessigsiure. Auch Phenylpropionsiure bzw.
aliphatische Kohlenwasserstoffe wie z. B. Tetracosan eignen sich
als Bezugssubstanzen. Diese kdnnen bei der Derivatisierung leicht
als Standards zugefiigt werden.

Die qqzmtitative Auswertung der Gaschromatogramme erfolgte
mit Hilfe von Standardgeraden, welche fiir die einzelnen Sub-
stanzen erstellt wurden.

Ergebnisse

Die Abbildung 1 zeigt die Elutionsdiagramme eines
Gemisches von Testsubstanzen und eines Urinextraktes
sowie die Schnittstellen fiir die Gewinnung der einzelnen
Fraktionen (sieche Schema zur Ausfithrung der Bestim-
mung). Die mit Hilfe der Testverbindungen einmal er-
mittelten Elutionsvolumina blieben iiber den Zeitraum
eines Jahres konstant, so daf} die Verwendung eines
Fraktionssammlers nach Festlegung der Elutionsvolu-
mina entbehrlich ist. Die aufgefangenen Fraktionen
werden bei einer Wasserbadtemperatur von maximal

35 °C unter Wasserstrahlvakuum vollstindig vom
Elutionsmittel befreit. Der im Spitzkolben verbliebene
Riickstand wird dann zur Silylierung und anschliefenden
Gaschromatographie verwendet.

Die Abbildung 2 zeigt das Gaschromatogramm einer
Anzahl von Testverbindungen auf der OV 17-Siule.
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Abb. 1. Elutionsdiagramme eines Gemisches von je 500 ug
Carotin (1), Homovanillinsiure (2), Vanillinmandel-
sdure (3), 5-Hydroxyindolessigsiure (4), 3,4-Dihydroxy-
mandelsiure (§) (—) und eines Urinextraktes (..... )

X = Fraktionsschnittstellen.
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Tab. 1. Elutionsvolumina und Retentionszeiten von Test-
verbindungen.
Substanz Elutions- Retentionszeiten [min]
volumen OV 17- oV 101-
1 [ml]] Sdule Sdule
2 - -
Phenylbrenz- 9-15 16,62 12,72
traubensiure
3 Phenylessigsdure  13-21 1,81 1,15
Benzoesiure 14-22 1,37 0,89
= Hippursiure 14-24 9,60 (7,99 6,98
b Homovanillinsdure 15-25 7,14 6,46
S Phenylmilchsdure 16-25 4,01 3,85
= Salicylursdure 17-29 12,21 (3,35 +9,61) 10,39 (3,16)
5 Vanillinsiure 19-30 6,81 6,40
4 6 4 Salicylsiure 19-27 3,35 3,16
Mandelsdure 20-31 3,02 2,81
3-Indolylessigsdure 21-37 10,84 8,82
2-Hydroxyphényl- 25-28 4,03 3,79
essigsdure ‘ .
3-Hydroxyphenyl- 25-38 4,27 4,52
essigsdure
4-Hydroxyphenyl- 29-39 491 4,68
u U U u U ) essigsiure ’
i il ] Vanillinmandel- 26—45 8,38 8,34
0 5 10 15 sdure
Retentionszeit (min) Indolylmilchsdure 29-50 13,25 12,20
iso-Vanillin- 32-49 8,81 8,37
. . . delsdure
Abb. 2. Gaschromatogramm eines Testgemisches von je 250 ng man ,
der Trimethylsilylderivate von Phenylessigsdure (1), 3’4}31?5’;:::;‘&2}1& 45-65 7,20 7,51
Salicylsiure (2), p-Hydroxyphenylessigsidure (3), " ) ;
Homovanillinsdure (4), Vanillinmandelsiure (5), 5-H:’s<ijrgc_>s7gj;x;d01- 51-75 14,09 12,57
zl::x?(:i leyrle(.«;s\n{gi'%;irsc:i ‘(l?g und 5-Hydroxyindolessigsiure (7) Homog’e’n' tisinsiure 55—76 7,35 7,53
: 4-Hydroxyphenyl- 56—90 10,30 10,60
brenztrauben-
sdure
Die Tabelle 1 zeigt, nach Elutionsvolumina geordnet, 3,4-Dihydroxy- ~ 85-110 8,36 9,30
die Elutionsvolumina und die Retentionszeiten von mandelsdure _ _‘
Testverbindungen.
Zur Gaschromatographie der Homovanillinsiure-
Fraktion eignen sich unpolare Trennfliissigkeiten, wie
z. B. OV 101 oder UCW 982. Die Abbildung 3 zeigt die °
silylierten Sduren eines Urinextraktes aus einem Kon- :;: -
troll-Urin der Firma Lederle mit erh6hten Werten fiir ko3 3
Vanillinmandelséure (13 mg/l) und 5-Hydroxy-3- 3 £
indolylessigsdure (21 mg/l) sowie einer normalerweise S
im Harn nicht vorliegenden Substanz, nimlich die
Salicylsdure (230 mg/1). ' ®
=
Die Abbildung 4 zeigt die aus diesem Kontroll-Urin iso- g =
lierte Homovanillinsédurefraktion, welche Vanillinmandel- B 4 = %
sdure und 5-Hydroxy-3-indolylessigsiure nicht mehr 2 g g 2 g
enthilt. Diese beiden Chromatogramme wurden auf der E s 2| g 2
Séule 3 erhalten. Zur Messung der Vanillinmandelsiure- £ g £ z
bzw. 5-Hydroxy-3-indolyl-essigsiurefraktion werden T g Z s
besser polarere Trennfliissigkeiten, wie z. B. OV 17, = 7 T
eingesetzt. So zeigt die Abbildung 5 die silylierte Vanil-
linmandelsdurefraktion eines durch LH 20-Chromato-
graphije vorgetrennten Urinextraktes. Die stérenden
Hippur- und Salicyl- bzw. Salicylursaure-Peaks sind hier
nicht mehr vorhanden. o : . l | -
Die Abbildung 6 schlieBlich zeigt die silylierte S-Hydroxy- 0 5 10 5 0

. . . . o Retentionszeit (min]
3-indolyl-essigsdurefraktion, welche fast ausschliefilich :

den Peak der 5-Hydroxy-3-indolylessigsdure enthilt. Den

Abb. 3. Gaschromatogramm der silylierteii .Siiuren eines Urin-
Erfolg der Vortrennung durch die Gelchromatographie

extraktes auf der UCW '982-Siule.

s
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Abb. 4. Gaschromatogramm der silylierten Sauren der Homo-
vanillinsdurefraktion eines Urinextraktes auf der UCW
982-Sidule.

zeigt deutlich ein Vergleich der Abbildungen 5 und 6

mit der folgenden Abbildung 7, bei welcher die gesamten
durch Extraktion aus dem Harn isolierten Sauren silyliert
und auf der OV 17-Sdule gaschromatographisch getrennt
wurden.

p-Hydroxyphenylessigsdure
Vanillinmandelsdure

Intensitat

I 1 1 !
0 5 W 15
Retentionszeit [min]

Abb. 5. Gaschromatogramm der silylierten Sduren der Vanillin-
mandelsiurefraktion eines Urinextraktes (X = unbe-
kannte Substanz mit dhnlicher Retentionszeit wie
Homovanillinsiure, jedoech mit anderem Elutions-
volumen) auf der OV 17-Siule.
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5-Hydroxyindolessigsaure

Intensitat

—

J L 1 1
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Retentionszeit [min]

Abb. 6. Gaschromatogramm der silylierten Sauren der 5-
Hydroxyindolessigsdurefraktion eines Urinextraktes
auf der OV 17-Siule.
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Abb. 7. Gaschromatogramm der silylierten Sauren eines Urin-
extraktes auf der OV 17-Siule.

Qualitdtskriterien

Zur Kontrolle der Richtigkeit wurden mit Homovanillin-
sdure, Vanillinmandelsiure und 5-Hydroxy-3-indolylessig-
siure Wiederfindungsversuche durchgefiihrt. Es zeigte sich,
daf} bei der LH 20-Chromatographie Mengen von

25—100 ug Homovanillinsiure und Vanillinmandelsdure
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als underivatisierte Substanzen mit Wiederfindungs-
raten von 95—100% und 25—100 ug S-Hydroxy-3-
indolylessigsdure mit Wiederfindungsraten von
83—-92 % chromatographiert werden konnen.

Die Wiederfindungsraten fiir den gesamten Analyséngang
einschliefflich der Extraktion aus dem Harn, bestimmt
fiir zwei verschiedene Substanzmengen, zeigt die fol-
gende Aufstellung:

wiedergefundener
Anteil

zugefiigte
Mengen

Substanz

Homovanillinsiure 25 ug bzw. 100 ug 91 % bzw. 95%

Vanillinmandelsdure 25 pg bzw. 100 ug  89% bzw. 95%
5-Hydroxy-3- 25 ug bzw. 100 ug 80%bzw. 88%
indolylessigsdure

Bei der Verwendung von Diethyléither als Extrak- °
tionsmittel erhielten wir bei der Wiederfindung von
5-Hydroxy-3-indolyl-essigsiure Wiederfindungsraten von
84% bzw. 90%.

Die Prizision wurde durch 10 Einzelmessungén an fiinf
verschiedenen Tagen aus der gleichen Kontroll-Urin-
probe ermittelt. Dabei ergaben sich folgende Werte:

Substanz X s VK
Homovanillinsiure 6,95 mg/l 0,32mg/l 4,6%
Vanillinmandelsdure: 9,44 mg/l 0,56 mg/l 5,9%
5-Hydroxy-3- 20,25 mg/l1 1,34 mg/l 6,6%
indolylessigsdure

Diskussion

Die wesentlichen Vorteile dieses Bestimmungsverfahrens
gegeniiber den meisten bisher eingesetzten liegen

— in der hohen Spezifitit, gekoppelt mit hoher Emp-
findlichkeit,
— in einer guten Richtigkeit und Prizision,

— in der Méglichkeit, eine Vielzahl weiterer Sauren
qualitativ und quantitativ zu bestimmen, sowie

— in der einfachen und routinemégigen Durchfihrbar-
keit der Analysen.

Die hohe Spezifitit wird durch den Einsatz zwei ver-
schiedener chromatographischer Verfahren erreicht.
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Wie aus der Zusammenstellung der Elutionsvolumina
und Retentionszeiten der Testverbindungen zu ersehen
ist, ist die Trennung der aufgefithrten Verbindungen
weitgehend problemlos. Substanzen, die im gaschro-
matographischen Trennsystem nur schwer zu trennen
sind (z. B. Vanillinmandelsiure und 3,4-Dihydroxy-
mandelsdure auf OV 17 oder Phenylmilchsiure und
o-Hydroxyphenylessigsiure auf OV 101) liegen in ihren
Elutionsvolumina soweit auseinander, daf® durch die
Gelchromatographie eine ausreichende Vortrennung
moglich ist. Die ungewdhnlich starke Retardierung
einiger Substanzen bei der Gelchromatographie ist
offenbar durch einen Adsorptionseffekt hervorgerufen,
der durch die Anzahl der freien OH-Gruppen bedingt
ist, wie er bereits von W. Wachs (12) und H.-U. Melchert
(18) fiir Tocopherole und Antioxidantien beschrieben
wurde. Richtigkeit und Prézision werden im wesent-
lichen durch die giinstigen Eigenschaften der Gel- und
Gaschromatographie bestimmt. Besonders hervorzu-
heben ist hierbei die Stabilitit der Elutionsvolumina
sowie der Retentionszéiten. Voraussetzung fiir die
reproduzierbare Durchfithrung der Gelchromatographie
ist die Verwendung von Chromatographiesiulén mit
zwei DurchfluBBadaptern, welche die Stabilitit des Gel-
bettes gewihrleisten. Das Auswaschen von Substanzen
aus dem LH 20-Gel, welche die gaschromatographische
Analyse beeintrichtigen wiirden, konnte nicht
beobachtet werden. Die Prizision der gaschromato-
graphischen Analysen wird durch den Einsatz eines
automatischen Probengebers wesentlich verbessert.

Diese Art der Analytik bietet die Mdglichkeit, eine Viel-
zahl von sauren, basischen oder neutralen Komponenten
— bei geringer Modifizierung der Aufarbeitung der
Probe — im Harn qualitativ und quantitativ zu bestim-
men.

Daher ist zu erwarten, daf} chromatographische Tech-
niken kiinftig in steigendem Umfang auch fiir die
Routineanalytik zu nutzen sind.
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