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Papierehromatographische Vorprobe 
bei der toxikologischen Harnanalyse* 

Von 

GG. SCHMIDT 

Mit 1 Textabbildung 

Wenn man die zahlreichen Publikationen zum papierchromato- 
graphischen Nachweis toxikologisch bedeutsamer organischer Sub- 
stanzen fiberblickt, so verwirrt die Ffille unterschiedlicher Arbeits- 
vorschriften. Es sind uns beispielsweise etwa 30 Laufmittelgemische 
ffir die Trennung der Barbiturate bekannt, die unter anderem yon 
folgenden Autoren s tammen:  ALCE~I und WALKER, ALLG]~N, BVR- 
MESTER, DEININGER, GOLDSOIIMIDT und WEHR, HOEN~R und PFEIL, 
I~AYENTSS, ROMANO, SEIFERT, WICKSTROM und SALVESEN. 

Auch ffir die Trennung der Alkaloide sind mehrere Methoden an- 
gegeben worden, yon denen bereits LEDERER 1953 MUmER-MAc~E- 
BOEUF, FOSTER, MACDONALD und JonEs,  LVSSMANN, KIRCH und WEB- 
STER, CARLESS und WOODttEAD, WERLE und Koch,  ESPEN, CHRISTEN- 
SEN und JENSEN, REIMERS und GOTTLIEB, DENOEL, JAMINET, PItILIP]?OT 
und DALLEMAGNE anffihrt. 

Das Bemiihen der Analytiker ging vor allem darauf hin, die Spezifitiit 
der Methoden zu erhShen. Sie beschri~nkten sich daher vorwiegend auf 
den Naehweis einer Gruppe chemisch verwandter Substanzen, etwa auf 
Barbiturate,  Opiate, Pyrazolonk6rper oder Phenothiazinderivate. Aus 
der Vielzahl der Namen nenne ich nur ALGERI und WALKER, BOcItI, 
U. SOLI~VA, BURGER, ])ECKER, DEININGER, DIETZ U. SOEttRING, FREu 
JATZKEWITZ, KAISER, ~r ~ALMIERI, ROMANO, SEIFERT, 
VIDIO, WAGNER. 

Die zunehmende Verbreitung des Arzneimittelmigbrauches und die 
st~ndig waehsende Zahl neuer Arzneimittel 1/igt die Anwendung yon 
Vorproben in der toxikologisehen t tarnanalyse als zweckm~Big er- 
scheinen. 

Eine brauchbare Vorprobe muB vielseitig und materialsparend sein, 
sic muB sich ffir die l%outineuntersuehung eignen und reproduzierbare 

* Vortrag anl/~l~lich 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 mu2 sich nur der Grenzen ihrer 
Spezifit/~t bewuBt sein. SC~]~IBE hat mit Recht vor einer Uberbewertung 
papierchromatographischer Ergebnisse im Sinne des spezifischen Nach- 
weises gewarnt. Besondere Bedeutung haben bei der Harnanalyse die 
Umwandlungsprodukte (MetabiJliten) der Gifte und die Ausscheidungs- 
produkte (Paarlinge mit Glueurons/~ure oder Schwefels/iure). Diese Sub- 
stanzen sind noeh zu wenig bearbeitet; sie erh6hen die Anzahl der in 
einer Harnprobe zu erwartenden Substanzen. Als einfaches Beispiel sei 
der Befund naeh Aufnahme yon Pyramidon und Evipan nebeneinander 
angeffihrt: Veto Pyramidon kSnnen etwa 6 und veto Evipan 4 Aus- 
seheidungsprodukte vor]iegen. Naeh Aufnahme yon Kombinations- 
pr/iparaten mit drei und mehr Komponenten kSnnen die Ausseheidungs- 
verhi~ltnisse noch komplizierter sein. 

Jede Neuerung auf dem noch in der Entwieklung begriffenen Gebiet 
der papierehromatographisehen Analyse ist zu begrfil3en. Will man aber 
fiber Jahre hinweg vergleichbare Ergebnisse erhalten, so mfissen stets 
gleiehbleibende Untersuchungsbedingungen gew//hlt werden. Wir haben 
desha]b in dieser speziellen ttinsicht bewuBt auf die Einffihrung neuer 
Gemische verzichtet und uns auf zwei Standardgemische beschr/inkt, 
n/~mlich das yon ALGE~I und WALKE~ 1952 ffir Barbiturate angegebene 
und das yon JATZKEWITZ 1953 fiir sog. basische Suehtmittel verwendete. 

Hierzu seien die methodischen Daten kurz angegeben. 
Au#teigende eindimensionale Papierchromatographie: 
I. Alkalisches Gemisch nach ALGERI und WALKER 1952: n-Butanol gesi~ttigt mit 

5 n Ammoniak. 
II.  Naures Ge~,isch nach JATZKEWlTZ 1953: n-Butanol: 15 % Ameisensaure : 

Wasser (12:1 : 7 Volumtefle). 
Es wird die Oberphase verwendet, die Unterphase nieht abgetrennt. Sehleicher 

& Schfill-Papier Nr. 2043b Mg]. Temperatur 18--22 ~ Aufsteigende Entwieklung. 
Laufstreeke im alkalisehen Gemiseh 22 cm und im sauren Gemisch 25 cm in 
jeweils 12 Std (fiber Naeht). 

Wenn diese Laufmittelgemische ursprfinglich auch nur ffir jeweils 
8--10 Substanzen geprfift worden sind, so haben sie gerade bei der 
Harnanalyse eine viel grSltere Anwendungsbreite, besonders bei ge- 
eigneter Auswahl yon l%eagentien zur Sichtbarmaehung. Der Unter- 
suchungsgang wird durch Abb. 1 veranschaulieht : 

Ahnlieh der fraktionierenden Ausschiittelung nach STAS-OTTo gehen wir so vor, 
dab zuerst 10 ml Itarn nach JATZKEWITZ sodaalkaliseh mit Amylacetat und an- 
sehlieBend weinsauer mit Essigester extrahiert werden. Dem Amylacetat-Extrakt 
werden mit einer geringen Menge (0,2 ml)Ameisens~ure die basisehen Substanzen 
und dem Essigester-Extrakt mit 0,2 ml AmmoniaklSsung die sauren Substanzen 
naeh Schtitteln und Zentrifugieren entzogen. Beide wa6rigen EndlSsmlgen werden 
mit je 1/10 und a/10 der Menge auf je zwei Fleeken und zwei Papiere aufgetragen, 
wonach ein Papier in das Jatzkewitz-Gemiseh, das andere in das Algeri-Walker- 
Gemiseh eingetaucht wird. 
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Nach dieser ExtrMctionstechnik kSnnen folgende Substanzgruppen 
errant werden : 

Allcaloide, insbesondere Opium-, China-, Strychnos- und Mutter- 
kornMkMoide, sowie Nicotin, Analgetica der Polamidon- und Morphin- 
anreihe, Lolcalanaesthetica, Phenothiazine, Acridinderivate, Weclcamine 
und Stimulantien. 

Diese Gruppen erscheinen, soweit sie im t ta rn  zur Ausscheidung ge- 
]angen, im Jatzkewitz-Extrakt .  

ZO~ Warn 

+ 5od~ b:'s :://z +o:~ //:UO// :s% . 

I 
sch~#ek~, schb/Mn, 
/l'snnen z.on//,i':u]/~ren 

1 
+ Z:m. ; A'lhj:/s.cela: ~ ~ m# l/a,~ ,~ /fgcknen 

i: J ~ :o ~., j :, J :, ~: ::s: 
sautes &m/~ch ufkah~ches :em:~ch 

noch .~TZI(E#/ITZ nsch AI~ER/ u. ~ALEER 
Abb.  1. Ex t rak t ions teehn ik  und  Verte i lung der EndlSsungen auf die Star t f lecke 

Schla/- und Narkosemittel der Barbitursiiure- und Thiobarbiturs/~ure- 
reihe, aul~erdcm Persedon, Noludar, Doriden, VMamin. Antipyretica, 
Hydantoinderivate, Sul]onamide, Bakteriostatica. 

Diese Gruppen erscheinen in dem bei 8aurer Realction gewonnencn 
Extrakt. Aul~erdem sind eine grol~e Anzahl yon Harnausscheidungs- 
produkten nachweisbar und schlie~lich kSrpereigene Substanzen, deren 
Unterscheidung yon Fremdsubstanzen notwendig ist. Einzelheiten 
kSnnen aus der Tabelle entnommen werden. 

Von den bekannten Reagentien zur Sichtbarmachung p~pierchromatographisch 
getrennter Substanzflecken haben sich fiir unsere Zwecke besonders bew/~hrt: 

Ultravlolettes Licht verschiedener Wellenl/~nge ftir fluorescierende und absor- 
bierende Substanzen. 

Wismutsubnitrat und Kalium]odid in Eisessig (Munier-Macheboeufs l~eagens) 
fiir Alkaloide und ~ndere Stickstoffbasen. 

Diazotierte Sul]anilsiiure in alkalischer LSsung oder Eisen-IIl-chlorid fiir Sub- 
stanzen mit phenolischer Hydroxylgruppe. 
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Quecksilber-I-nitrat fiir 
Barbiturate und reduzierende 
Substanzen. 

p- Di meth yla minobenzalde- 
hyd in salzsaurer LSsung (Ehr- 
lichs Reagens) fiir Pyrazolon- 
derivate und verschiedene 
kSrpereigene Substanzen. 

Kaliumpermanganat ffir 
Substanzen mit  unges~ttigten 
Bindungen. 

Auf dem gleichen Papier 
k5nnen naeheinander folgende 
Kombinationen yon Reagen- 
tien angewendet werden, wo- 
durch die Beweiskraft erhSht 
wird: 

A. 1. Ultraviolettes Licht 
2. Muniers Reagens 
3. Diazotierte Sulfanfl- 

s~ure oder Ehrlichs 
Reagens 

B. 1. Ultraviolettes Licht 
2. Quecksilber-I-nitrat 
3. Ehrlichs Reagens 

C. 1. Ultraviolettes Lieht 
2. Quecksilber-I-nitrat 
3. Kaliumpermanganat 

Aueh das HerauslSsen yon 
Fleeken und die naehfolgende 
spektrophotometrische Mes- 
sung der Lichtabsorption oder 
die direkte Vakuumsubtim~- 
tion der Papierstfieke haben 
sich fiir die Identifizierung 
bew~hrt. Die direkte Absorp- 
tions- und Reflexionsmessung, 
die bisher an der unzureiehen- 
den Empfindlichkeit der zu- 
g~nglichen Apparatur sehei- 
terte, kann naeh neuen Unter- 
suchungen vie]leicht bald eine 
weitere Vereinfachung und 
Verbesserung des spezifisehen 
Substanznachweises bringen. 
Auf die VerSffentlichung von 
KORTE fiber Messungen mit  
einer Reflexionskugel sei ver- 
wiesen. 

Hs  ge l ing t  bere i t s  
auf  G r u n d  der  papie rchro-  
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matographischen Auswertung mehrerer Charakteristica die Identifizic- 
rung der aufgenommenen Snbstanzen. Oft geben die ffir best immte 
Ausscheidungsprodukte und Reinsubstanzen typischen Fleclcenlcombi- 
nationen Hinweise auf die aufgenommenen Substanzen. Wir haben bci 
Schlafmitteln ~hnliche Ergebnisse wie MOHRSC~VLZ erzielt, der sieh 
besonders der Erfassung yon Ausscheidungssubstanzen gewidmet hat. 

Wenn die Identifizierung nach der Anwendung unserer Vorprobe 
nicht gesichert erscheint, so k6nnen nunmehr gezielte Untersuchungen 
angesehlossen werden, etwa bei sehwer trennbaren Gemischen die pri~- 
parative Chromatographie oder andere geeignete Isolierungs- and 
l%einigungsmethoden. 

Die Anwendung der beschriebenen Vorprobe in vielen F/~llen der 
Harnuntersuchung, sei es bei klinischem Vergiftungsverdacht, zur 
Siichtigenkontrolle oder zur Prfifung der Ausscheidung yon Arznei- 
substanzen, hat  sich bei uns in den letzten Jahren gut bewi~hrt. Wenn 
man an einer Standardmethode festh~ilt, hat  man die M6glichkeit, die 
Ergebnisse zu vergleichen und kann mit  zunehmender Erfahrung sozu- 
sagen auf einen Blick die Ver~nderungen in einer Harnprobe erfassen. 
Diese Harndiagnostik erstreckt sich nicht nur auf den Nachweis yon 
Giftsubstanzen und ihren Ausscheidungsprodukten, sondern auch auf die 
Erkennung normaler und pathol0gischer k6rpereigener Substanzen; z. B. 
kann man bei Sfichtigen eine ganz andere Verteilung der normalen orga- 
nischen S~uren im H a m ,  besonders der Benzoe-, Hippur- und Phen- 
aeeturs~ure als beim ~ichtsfichtigen linden, oder man kann den Alte- 
rungsgrad einer Harnprobe gut absch/~tzen an der Harnstoffmenge, die 
die Fliissigkeit noch enth~lt. 

Die yon uns verwendete papierehromatographische Vorprobe gibt 
aus kleinen Materialmengen einen guten Uberblicl~ i~ber die im Ham 
enthaltenen Substanzen, der sonst erst beim Stas-Otto-Untersuchungsgang 
zu erreichen w~re. Verlustreiche ReinigungsmaBnahmen und zeit- 
raubende detMllierte Arbeitsg~nge k6nnen damit  zun~chst vermieden 
werden. Darin sehen wir den besonderen Vorteil dcr 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 most ly  unknown. We use a 
paperchromatographic method with two solvent systems: An acid 
mixture (according to JATZKEWITZ) and a basic mixture (according to 
ALGnRI and WALK~R). l%eagents which can detect  very smM1 amounts of 
different poisons, respectively groups, are used to prove the substances 
which are in the material.  Frequently one can identi iy the poison a t  
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once ,  b u t  if n o t ,  t h e  s c i e n t i s t  n o w  c a n  e m p l o y  a p p r o v e d  m e t h o d s  for  t h e  

i n d i v i d u a l  s u b s t a n c e .  I n  t h i s  w a y  t i m e  a n d  m a t e r i a l  a re  s a v e d .  T h i s  

m e t h o d  h a s  b e e n  t e s t e d  i n  c l in ica l  a n d  f o r e n s i c  cases  w h e n  t h e r e  was  

s u s p i c i o n  of p o i s o n i n g ,  a n d  a l so  i n  t h e  c o n t r o l  of d i s ea se  a n d  in  exper i -  

m e n t a l  s t u d i e s .  

Der Deutschen l%rschungsgemeinschaft  danken wir ffir verst~ndnisvollc Unter- 
stfitzung und  zahlreiehen pharmazeutisehen Firmen ffir die ~berlassung yon 
Handelspr~paraten und  Reinsubstanzen.  
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