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Aus dem Institut fir gerichtliche Medizin der Universitat Erlangen
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. WeImNIG)

Papierchromatographische Vorprobe
bei der toxikologischen Harnanalyse*

Von
G6. ScHMIDT
Mit 1 Textabbildung

Wenn man die zahlreichen Publikationen zum papierchromato-
graphischen Nachweis toxikologisch bedeutsamer organischer Sub-
stanzen tberblickt, so verwirrt die Fiille unterschiedlicher Arbeits-
vorschriften. Es sind uns beispielsweise etwa 30 Laufmittelgemische
fir die Trennung der Barbiturate bekannt, die unter anderem von
folgenden Autoren stammen: ArLGERT und WALKER, ALLGEN, BUR-
MESTER, DEININGER, GoLDSCHMIDT und WEnR, HiBNER und PrFEIL,
RavENTOs, RoMaNo, SEIFERT, WICKSTROM und SALVESEN.

Auch fiir die Trennung der Alkaloide sind mehrere Methoden an-
gegeben worden, von denen bereits LEDERER 1953 MUNIER-MACHE-
BOEUF, FosTER, MAacDONALD und JonEs, Lussmaxy, KiroH und WEB-
STER, CARLESS und WoopHEAD, WERLE und Kocn, EspEN, CHRISTEN-
SEN und JENSEN, REIMERS und Gorrries, DENOEL, JAMINET, PHILIPPOT
und DALLEMAGNE anfiihrt. _

Das Bemiihen der Analytiker ging vor allem darauf hin, die Spezifitit
der Methoden zu erhdhen. Sie beschrinkten sich daher vorwiegend auf
den Nachweis einer Gruppe chemisch verwandter Substanzen, etwa auf
Barbiturate, Opiate, Pyrazolonkérper oder Phenothiazinderivate. Aus
der Vielzahl der Namen nenne ich nur ALcerl und WALKER, BicmHr,
u. Soriva, BUurRGER, DECKER, DEINTNGER, DIETZ u. SOEHRING, FREY,
JarzrEwWITZ, KArsEr, MomRscHULZ, PALMIERI, ROMANO, SEIFERT,
Vipic, WAGNER.

Die zunehmende Verbreitung des ArzneimittelmiBbrauches und die
standig wachsende Zahl neuer Arzneimittel 146t die Anwendung von
Vorproben in der toxikologischen Harnanalyse als zweckmiBig er-
scheinen.

Eine brauchbare Vorprobe mull vielseitig und materialsparend sein,
sie mul sich fiir die Routineuntersuchung eignen und reproduzierbare

* Vortrag anlaBlich der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir gerichtliche und
soziale Medizin in Ziirich, September 1958,
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Ergebnisse liefern. Diese Voraussetzungen bietet die Papierchromato-
graphie in nahezu idealer Weise. Man muf} sich nur der Grenzen ihrer
Spezifitdt bewuBt sein. ScHEIBE hat mit Recht vor einer Uberbewertung
papierchromatographischer Ergebnisse im Sinne des spezifischen Nach-
weises gewarnt. Besondere Bedeutung haben bei der Harnanalyse die
Umwandlungsprodukte (Metaboliten) der Gifte und die Ausscheidungs-
produkte (Paarlinge mit Glucuronséure oder Schwefelsdure). Diese Sub-
stanzen sind noch zu wenig bearbeitet; sie erhéhen die Anzahl der in
einer Harnprobe zu erwartenden Substanzen. Als einfaches Beispiel sei
der Befund nach Aufnahme von Pyramidon und Evipan nebeneinander
angefithrt: Vom Pyramidon kénnen etwa 6 und vom Evipan 4 Aus-
scheidungsprodukte vorliegen. Nach Aufnahme von Kombinations-
priparaten mit drei und mehr Komponenten kénnen die Ausscheidungs-
verhiltnisse noch komplizierter sein.

Jede Neuerung auf dem noch in der Entwicklung begriffenen Gebiet
der papierchromatographischen Analyse ist zu begriien. Will man aber
iiber Jahre hinweg vergleichbare Ergebnisse erhalten, so miissen stets
gleichbleibende Untersuchungsbedingungen gewéhlt werden. Wir haben
deshalb in dieser speziellen Hinsicht bewuBt auf die Einfiihrung neuer
Gemische verzichtet und uns auf zwei Standardgemische beschrinkt,
nimlich das von AregRT und WALKER 1952 fiir Barbiturate angegebene
und das von JarzrEwITZ 1953 fiir sog. basische Suchtmittel verwendete.

Hierzu seien die methodischen Daten kurz angegeben.

Aufsteigende eindimensionale Papierchromatographie:

1. Alkalisches Gemisch nach ALcERT und WALKER 1952: n-Butanol gesattigt mit
5 n Ammoniak.

II. Saures Gemisch nach JaTzREwITZ 1953: n-Butanol: 15% Ameisenséure:
Wasser (12:1:7 Volumteile).

Es wird die Oberphase verwendet, die Unterphase nicht abgetrennt. Schleicher
& Schiill-Papier Nr. 2043b Mgl. Temperatur 18—22°. Aufsteigende Entwicklung.

Laufstrecke im alkalischen Gemisch 22 cm und im sauren Gemisch 25 cm in
jeweils 12 Std (iber Nacht).

Wenn diese Laufmittelgemische urspriinglich auch nur fiir jeweils
810 Substanzen gepriift worden sind, so haben sie gerade bei der
Harnanalyse eine viel groBere Anwendungsbreite, besonders bei ge-
eigneter Auswahl von Reagentien zur Sichtbarmachung. Der Unter-
suchungsgang wird durch Abb. 1 veranschaulicht:

Ahnlich der fraktionierenden Ausschiittelung nach Stas-OrTo gehen wir so vor,
daB zuerst 10 ml Harn nach Jarzrewirz sodaalkalisch mit Amylacetat und an-
schlieBend weinsauer mit Essigester extrahiert werden. Dem Amylacetat-Extrakt
werden mit einer geringen Menge (0,2 ml) Ameisenséure die basischen Substanzen
und dem Essigester-Extrakt mit 0,2 m] Ammoniaklosung die sauren Substanzen
nach Schiitteln und Zentrifugieren entzogen. Beide wiafirigen Endlosungen werden
mit je 1/, und #/;, der Menge auf je zwei Flecken und zwei Papiere aufgetragen,
wonach ein Papier in das Jatzkewitz-Gemisch, das andere in das Algeri-Walker-
Gemisch eingetaucht wird.
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Nach dieser Extraktionstechnik kénnen folgende Substanzgruppen
erfallt werden:

Alkaloide, insbesondere Opium-, China-, Strychnos- und Mutter-
kornalkaloide, sowie Nicotin, Analgetica der Polamidon- und Morphin-
anreihe, Lokalanaesthetica, Phenothiazine, Acridinderivate, Weckamine
und Stimulantien.

Diese Gruppen erscheinen, soweit sie im Harn zur Ausscheidung ge-
langen, im Jatzkewitz-Extrakt.

wmlHarn
»20ml Amylacetat i Moy Sty Frockren
* Jody s gy 0 wgemlL MW 5% — @)
!
schifieh, schitfeln,
Frennen zenfrfigreren
W, ;
29 ml Attylocetat % it Nay Sty trocknen
+Weinsdure bis By ? sqrml W00 1%

-
//\

7 g R > st
saurgs Gamisch akalisches Gemisch
rach ATZREWNTZ noch ALGFRI v WALKER

Abb. 1. Extraktionstechnik und Verteilung der Endlésungen auf die Startflecke

Schlaf- und Narkosemittel der Barbitursdure- und Thiobarbitursiure-
reihe, auBerdem Persedon, Noludar, Doriden, Valamin. Antipyretica,
Hydantoinderivate, Sulfonamide, Bakteriostatica.

Diese Gruppen erscheinen in dem bei saurer Reaktion gewonnenen
Extrakt. AuBerdem sind eine groBe Anzahl von Harnausscheidungs-
produkten nachweisbar und schlielich kérpereigene Substanzen, deren
Unterscheidung von Fremdsubstanzen notwendig ist. Einzelheiten
kénnen aus der Tabelle entnommen werden.

Von den bekannten Reagentien zur Sichtbarmachung papierchromatographisch
getrennter Substanzflecken haben sich fiir unsere Zwecke besonders bewédhrt:

Ultrawioleties Licht verschiedener Wellenlinge fiir fluorescierende und absor-
bierende Substanzen.

Wismutsubnitrat und Kaliumjodid in Eisessig (Munier-Macheboeufs Reagens)
fiir Alkaloide und andere Stickstoffbasen.

Diazotierte Sulfanilsiure in alkalischer Lisung oder Eisen-III-chlorid fiir Sub-
stanzen mit phenolischer Hydroxylgruppe.
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matographischen Auswertung mehrerer Charakteristica die Identifizie-
rung der aufgenommenen Substanzen. Oft geben die fiir bestimmte
Ausscheidungsprodukte und Reinsubstanzen typischen Fleckenkombi-
nationen Hinweise auf die aufgenommenen Substanzen. Wir haben bei
Schlafmitteln &dhnliche Ergebnisse wie MoOHRSCHULZ erzielt, der sich
besonders der Erfassung von Ausscheidungssubstanzen gewidmet hat.

Wenn die Identifizierung nach der Anwendung unserer Vorprobe
nicht gesichert erscheint, so kénnen nunmehr gezielte Untersuchungen
angeschlossen werden, etwa bei schwer trennbaren Gemischen die pri-
parative Chromatographie oder andere geeignete Isolierungs- und
Reinigungsmethoden.

Die Anwendung der beschriebenen Vorprobe in vielen Fillen der
Harnuntersuchung, sei es bei klinischem Vergiftungsverdacht, zur
Stichtigenkontrolle oder zur Priifung der Ausscheidung von Arznei-
substanzen, hat sich bei uns in den letzten Jahren gut bewihrt. Wenn
man an einer Standardmethode festhélt, hat man die Moglichkeit, die
Ergebnisse zu vergleichen und kann mit zunehmender Erfahrung sozu-
sagen auf einen Blick die Verdnderungen in einer Harnprobe erfassen.
Diese Harndiagnostik erstreckt sich nicht nur auf den Nachweis von
Giftsubstanzen und ihren Ausscheidungsprodukten, sondern auch auf die
Erkennung normaler und pathologischer korpereigener Substanzen; z. B.
kann man bei Siichtigen eine ganz andere Verteilung der normalen orga-
nischen Sduren im Harn, besonders der Benzoe-, Hippur- und Phen-
acetursdure als beim Nichtsiichtigen finden, oder man kann den Alte-
rungsgrad einer Harnprobe gut abschétzen an der Harnstoffmenge, die
die Flissigkeit noch enthélt.

Die von uns verwendete papierchromatographische Vorprobe gibt
aus kleinen Materialmengen einen guten Uberblick iiber die im Harn
enthaltenen Substanzen, der sonst erst beim Stas-Otto-Untersuchungsgang
zu erreichen wire. Verlustreiche Reinigungsmalnahmen und zeit-
raubende detaillierte Arbeitsginge konnen damit zunéichst vermieden
werden. Darin sehen wir den besonderen Vorteil der papierchromato-
graphischen Technik bei der Anwendung dieser Vorprobe auf foren-
sischem Gebiet.

Summary

For the purpose of toxicologic analysis of urine, especially in forensic
cases, it is desirable to have a simple and extensive method for tracing
the possibly present poisons, which are mostly unknown. We use a
paperchromatographic method with two solvent systems: An acid
mixture (according to JATzZREWITZ) and a basic mixture (according to
ArgerI and WALKER). Reagents which can detect very small amounts of
different poisons, respectively groups, are used to prove the substances
which are in the material. Frequently one can identify the poison at
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once, but if not, the scientist now can employ approved methods for the
individual substance. In this way time and material are saved. This
method has been tested in clinical and forensic cases when there was
suspicion of poisoning, and also in the control of disease and in experi-
mental studies.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir verstdndnisvolle Unter-
stiitzung und zahlreichen pharmazeutischen Firmen fir die Uberlassung von
Handelspriparaten und Reinsubstanzen.
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