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TRENNUNG UND CHARAKTERISIERUNG SAURER HARNBESTAND- 
TEILE 
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Lehrsfuhl fib- Organische Chemie I, Universith’t Bnyreuth, Uniuersith’tsstrasse 30, 8580 
Bayr-euth (B.R.D.) 

(Eingegangen am 23. April 1979) 

SUMMARY 

Separation and characterization of acidic urine constituents 

The acidic compounds of urine were separated by thin-layer chromatography in eight 
fractions. Each fraction was investigated separately by the combination glass capillary gas 

chromatography-mass spectrometry. About 500 compounds were detected, 215 of these 

could be characterized by their mass spectra. Retention data and key fragments of the mass 
spectra were tabulated_ Many of the detected compounds are still unknown. 

EINLEITUNG 

Endprodukte physiologischer und pathologischer Stoffwechselprodukte 
sind vielfach SBuren, die durch Aufnahme von “Profilen” gaschromatographisch 
fassbar sind [l-14] . Da einige Sfiuren hohe Wasserltislichkeit besitzen, ist 
eine direkte Analyse der Gesamtfraktion, z.B. durch Ausschiitteln mit organi- 
schen LGsungsmitteln und anschliessender Gaschromatographie (GC)-Analyse, 
nicht miiglich. Zweckm&sigerweise wird die Gesamtsiiurefraktion enzymatisch 
hydrolysiert, dann adsorbiert man die S&ren an Ionenaustauschern und 
iiberfiihrt sie nach Elution mit Diazomethan in die Methylester, urn sie so als 
fliichtige Derivate gaschromatographisch trennen zu kiinnen. Da die enzyma- 
tische Hydrolyse im wesentlichen dazu dient, phenolische Sguren, die als 
Glucuronide und Sulfate vorliegen kijnnen, zu spa&en, kann man, wenn man 
diese nicht vollstindig erfassen will, auf den Schritt der enzymatischen Hydro- 
lyse verzichten. Teilweise werden bei diesem Verfahren such Phenole -heraus- 
geholt, doch staren diese nicht sehr. 

Mit Hilfe der Gaschromatographie 12&t sich zwar eine weitgehende Tren- 
nung der komplexen S%urefraktion erzielen, doch gelingt diese selbst unter 
Verwendung von Glaskapillarshulen nicht vollscindig: Massenspektren, die von 
einheitlich erscheinenden GC-Peaks aufgenommen werden, zeigen oft die 
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Uberlagerung mehrerer Komponenten. Dies macht selbst etie halbyuantitative 
Auswertung der Gaschromatogramme problematisch und erschwert vor allem 
die Strukturbestimmung der zahlreichen uns noch unbekannten Harnbestand- 
teile. Deshdb ist eine Vortrennung des SBuregemisches - etwa durch Chroma- 
tographie an Diinnschichtplatten - fiir eine nachfolgende Identifizierung in 
der Kombination GC-Massenspektrometrie (MS) notwendig. 

Ziel unserer Arbeiten ist es, diese unbekannten Verbindungen in ihrer 
Struktur aufzukkiren, ihre physiologische Bedeutung abzukk-en und durch 
Kenntnis ihrer Massenspektren die Voraussetzungen fiir eine quantitative 
Erfassung mit der multiple ion detection (MID)-Methode zu schaffen. 

Urn besseren Einblick in das komplexe S&regemisch erhalten zu konnen, 
trennten wir die Sgurefraktion diinnschichtchromatographisch in einzelne 
Zonen auf und untersuchten dann diese mit Hilfe der Kombination Glaska- 
pillargaschromatbgraphie-Massenspektrometrie. Interessante Verbindungen 
wurden durch prgparative GC soweit angereichert, dass zur Aufnahme von 
Massenspektren mit Hochauflijsung durch die peak-matching Technik zur 
Bestimmung von Bruttoformeln ausreichende Probenmengen zur Verfiigung 
standen. Liess sich trotz Kenntnis der Bruttoformel eine Struktur nicht bestim- 
men, wurden Proben zu Messungen von anderen spektroskopischen D&en 
und fiir Abbaureaktionen im Mikromassstab am praparativen Gaschromato- 
graphen gesammelt. 

AUFARBEITUNG 

Harnproben wurden in frisch gereinigten und mit aqua dest. ausgespiilten 
Polyethylenflaschen gesarnmelt und entweder sofort weiterverarbeitet oder 
bei -25” geIagert. (Bereits nach kurzer Lagerung bei Raumtemperatur beob- 
achtete man die Zersetzung von Aminos&rekonjugaten: als Indikator fiir 
Zersetzung wurde das Auftreten von Benzoes%.ue gewertet, die in frischem 
Harn nur in Spuren oder gar nicht vorhanden ist.) 

W%hrend filr die Aufnahme einzelner Ubersichtschromatogramme die Auf- 
arbeitung von 5-10 ml Urin geniigt, wurden zur Identifizierung von Neben- 
bestandteilen durch Diinnschichtchromatographie und zur Substanzisolierung 
jeweils mehrere Portionen von je 800 ml, Urin aufgetrennt. 

Da die fiir die Spaltung der Konjugate .einzusetzenden Enzyme durch Harn- 
bestand+le gehemmt werden, wurden diese und vorhandene Salze zungchst 
durch Ubeilaufen iiber eine XAD 4 Saule entfernt. Beim Nachwaschen der 
S&le mit Wasser werden nach Elution der Salze such stark polare Stoffe 
(z-B_ Zitronensgure) von der Sgule mit heruntergewaschen. Deshalb miissen 
T- wenn das Salz entfernt ist - die angegebenen Liisungsmittel-Volumina ein- 
gshalten werden. 

Zur Entsalzung des Urins wird ein Aliquot von 10 ml mit 2 N HCl auf pH 1 
eingestellt und auf eine mit XAD 4 beschickte Saule gebracht. Die Glas&ule 
hat einen Durchmesser van 1 cm, die Lange betrggt 80. cm, am Auslauf befin- 
det sich ein silanisierter Glaswollepfropfen. Die S&le ist mit einem Teflon- 
hahn bestiickt. Das Bettvolumsn betragt 40 ml, das entspricht einer Fiillhijhe 
von 50 cm. Die S&le wird vor Gebrauch mit 50 ml 5% Natriumchlorid- 
Losung gewasohen. 
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Die Adsorptionsgeschwindigkeit fiir die Urinprobe wird so gew&lt, dass 
eine Durchlaufrate von 0.5 ml/min eingehalten werden kann. Danach wird 
portionsweise so lange mit Wasser (2 ml/min) nachgewaschen, bis am Aus- 
lauf der Sgule kein Chlorid mehr nachgewiesen werden kann. Die zuriickge- 
haltenen Stoffe werden mit 150 ml iiber Weinsgure destilliertem Methanol 
mit einer Tropfgeschwindigkeit von 3 ml/min eluiert. Sowohl die w%srige 
Phase des Urins als such das nachgespiilte Wasser werden getrenn’t aufgefangen. 
Zur Verbesserung des Adsorptionsergebnisses wird die wiissrige Phase noch 
einmal iiber die Sgule geschickt. Das Methanoleluat wird dem ersten hinzuge- 
IQ& Zur Erfassung von leichter fliichtigen S&n-en karm mit Ether statt mit 
Methanol eluiert werden, da beim anschliessenden Eindampfen des Ether- 
eluats am Rotationsverdampfer geringere Verluste an leicht fhichtigen Kom- 
ponenten auftreten als bei Verwendung des schwerer fliichtigen Methanols. 
Hierbei wird die S&le vor dem Eluieren trocken gesaugt und nach Zugabe 
einer kleinen Menge Ether so lange geschiittelt, his alle Luftblasen verschwun- 
den sind. Urn beim Schiitteln keine Verunreinigungen einzuschleppen, ist es 
giinstig, Sgulen zu verwenden, die mit einem Schliffstopfen verschliessbar 
sind. 

Der Extrakt wird in 30 ml 0.5 M Natriumacetatpuffer (41 g Natriumacetat + 
30 ml Eisessig auf 1 1 Wasser) aufgenommen und mit 0.1 mI Helicase (0.052 U 

p-Glucuronidase, 0.026 U Arylsulfatase pro ml) unter einem Stickstoffstrom 
drei Tage bei 37” irn Wasserbad inkubiert. Die Abtrennung des Enzyms erfolgt 
wiederum uber XAD 4 in der geschilderten Weise. 

Zur Abtrennung der Neutralteile und Basen wird die methanolische bzw. 
etherische Liisung auf einen Ionenaustauscher (Amberlite A-26, Serva, Heidel- 
berg, B.R.D.) gebracht. Die Tropfgeschwindigkeit betragt 0.5 ml/min. Der 
Ionenaustauscher wird vor der Benutzung mit 0.1 N WC1 und 0.1 N NaOH 
regeneriert. Fiir 10 ml Urin reichen 10 cm3 Amberlite A-26 in der OH--Form 
in methanolischer bzw. etherischer Lijsung aus. Die Neutralstoffe und Basen 
werden mit 50 ml Methanol entfernt und die Sguren dann mit 100 ml Ether 
bzw. Methanol, das mit HCl-Gas bis zu einer 0.1 N Losung angereichert ist, 
eluiert. Wahrend der Elution wird der pH-Wert am Auslauf der Saule mit 
Pyridin auf pH 5 eingestellt. 

Zur Aufarbeitung grijsserer Urinmengen wird in etwas abgeanderter Weise 
vorgegangen: 800-1000 ml Urin werden mit 6 N HCi auf pH 1 eingestellt 
und mit 500 g XAD 4 in einem 2-Liter Rundkolben am Rotationsverdamp- 
fer fiir 2 h bei 0”geriihrt. In einer geeigneten Glassgule werden die Salze wie 
oben beschrieben abgetrennt und die Neutralteile und Siiuren mit 1.5 1 Metha- - 
no1 eluiert. Der eingedampfte Extrakt wird mit 1 ml Helicase versetzt und bei 
pH 4.5 drei Tage inkubiert. Das Enzym wird wie oben beschrieben abgetrennt 
und die methanolische L&ung mit 70 ml Ionenaustauscher Amberlite A-26 auf 
Sauren aufgearbeitet. Zur Elution werden 1.5 1 methanolischer 0.1 N HCl be- 
not&. Das LGsungsmittel wird vorsichtig am Rotationsverdampfer abgezogen 
und der Rickstand im Kiihlschrank bis zur Derivatisierung aufbewahrt. 

DERIVATISIERUNG 

Die Methylierung wird mit Diazomethan [l, 31 ausgefiihrt. Dazu wird die 
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methanol&he Lijsung mit so vie1 Diazomethan in ether&her L&sung iibergos- 
sen, his die gelbe Farbe bestehen bleibt. Nach 30 Sekunden wird vorsichtig 
unter einem Stickstoffstrom eingedampft. Zur Methylierung von phenolischer 
OH-Gruppen I&t man die Diazomethanlijsung im grossen Uberschuss ca. 12 
h bei 5” einwirken. 

DtiNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE 

Eine verdiinnte LGsung der Methylester wurde entweder auf eine selbst pi-g- 
parierte Diinnschichtplatte 20 X 20 cm, 1 mm Schichtdicke (Kieselgel 60 
DF254+366) oder auf eine Merck Fertigplatte (Kieselgel 60 F254+366) aufge- 
tragen und in Ether-Cyclohexan (4:5 j zweimal chromatographiert. 

Die Diinnschichtplatten wurden unter UV-Licht bei 366 nm in 8 Zonen ein- 
geteilt: 

Zone RpWert 

DC0 0.36-0.87 
DC1 0.87-0.77 
DC2 0.77-0.66 
DC3 0.66-0.56 
DC4 0.56-0.46 
DC5 0.46--0.29 
DC6 0.29-0.21 
DC7 0.21-0.04 

Die Zonen wurden einzeln von der Platte isoliert und das Kieselgel im Soxhlet 
mit Methanol 5 h extrahiert. 

Zur Isolierung von Reinsubstanzen wurden die Fraktionen DC 0 bis DC 7 
entweder mehrfach diinnscbichtchromatographisch aufgetrennt oder die ge- 
suchte Komponente iiber einen prsparativen Gaschromatographen angereichert. 
In manchen Fallen wurden beide Trennverfahren kombiniert. 

AUFNAHMEBEDINGUNGEN DER MASSENSPEKTREN UND GASCHROMATOGRAM - 
ME 

Massetxpektrometridaschromatographie 
LKB-2091 -Ger% mit getrennten ijldiffusionspumpen (150 l/set Sauglei- 

stung) fti Quelle und Einlass. E.I.-Ionenquelle, 250”, Elektronenenergie 70 eV, 
Beschleunigungsspannung 3.5 kV, TIC-Signal bei 20 eV_ registriert. Separator: 
2-stufiger Molekiil-Jet-Separator (nach Becker-Ryhage) und “sliding valve” 
zur Trennung von GC- und MS-Teil, Temperatur 250” 

Gaschromatograph: Pye-Unicam Ein-S&lengergt, Temperaturprogramm: 
2”/min, SBule: Diinnfilm-Glaskapillarsaule 25 m, OV-101, Trggergas: Helium 
(2 ml/min). 

Schreiber: UV-Schreiber 1600 Hz mit drei Empfindlichkeitsspuren 1:10:100, 
oder Potentiometer-Schreiber LKB-Biocal 2066; Bereich 100 mV, Papiervor- 
schub 0.5 cm/min; Papierbreite 25 cm_ 

Datensystem: LKB 2130, PDP-11 Rechner (16-bit Memory) mit Disk-Sy- 
stem der Firma Digital Equipment Corporation, Sichtschirm Tektronix 4012 
und Versatec-Plotter. 
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Gaschromatographie 

Carlo Erba Modell 2301; Doppelsaulenger%t mit Flammenionisationsdetek- 
tar. TrSigergas: Wasserstoff (2 ml/mix-r). S&le: 25 m OV-101 Diinnfilmglas- 
kapillars%de mit Platinkapillaranschlss. Injizierte Menge: 0.2-0.8 ~1, Injek- 
tor-Temperatur: 275”) Detektor-Temperatur: 275”, Ofen-Temperatur: 75”, 7 
min isotherm, Temperaturprogramm: 2” /min bis 280” ; Splitverh$iltnis: 1:20, 
AbschwHcher (attenuator): 32. 

Praparativer Gaschromatograph: Carlo Erba Fractovap 2400 T. S&le: 1.5 
m, 6 mm Durchmesser, gefiillt mit 3% SE-30 auf Supelcoport (80-100 mesh). 
Injizierte Menge: 30 ~1, Injektor-Temperatur: 275”) Detektor-Temperatu: 
275”) Ofen-Temperatur: 100”) Temperaturprogramm: 100”) 2 min isotherm, 
3”/min his 2’70”; Splitverh%ltnis: l:lOO, Abschwacher (attenuator): 64. 

ERGEBNIBSE 

Fig. 1 zeigt das Glaskapillargaschromatogramm einer aus Ham isolierten 
Gesamtfraktion nach dem Umsatz mit Diazomethan. Die angezeigten Kompo- 
nenten wurden - soweit sie durch Massenspektren erfasst werden konnten - 
nach steigenden Retentionsindices durchnummeriert. Retentionsindices, Mole- 
kulargewicht und Schliisselionen (Intensitiitswert in Klammem) sind in Tabelle 
I zusammengestellt. Die Tabelle enthat ferner - soweit bekannt - die voll- 
stsndige oder teilweise Struktur und Summenformel sowie Literaturangaben.. 
Strukturen, die durch Vergleichsmessungen eindeutig abgesichert wurden, sind 
durch Stemchen gekennzeichnet, vermutete Strukturen wurden mit einem 
Fragezeichen versehen. Das Vorliegen von Gemischen ist, soweit dies erkennbar 
ist, ebenfalls vermerkt. 

Im Gaschromatogramm der Gesamtfraktion sind viele in geringer Menge 
vorliegende Verbindungen von anderen iiberlagert, so dass sie nicht auffind- 
bar sind. Sie erscheinen aber, wenn man die auf einer Diinnschichtplatte ge- 
trennte S$nefraktion isoliert und in gleicher Weise wie die Hauptfraktion 
untersucht. 

In der ersten und zweiten Zone (Fig. 2 und 3) DC 0 und DC 1, sind haupt- 
sachlich Dicarbon&uren, Cresole, die Fentylurofurans%ure und andere wenig 
polare Verbindunaen angereichert. Die Zonen drei und vier (Fig. 4 und 5) 
DC 2 und DC 3, enthalten vorwiegend aromatische und heterocyclische S%.rren 
und nicht abgetrennte Phenole. In den Zonen fiinf und sechs (Fig. 6 und 7) 
DC 4 und DC 5, findet man vorzugsweise Hydroxysauren, Citronensaure und 
Hippur&ure, wiiln-end in den Zonen sieben und acht (Fig. 8 und 9) DC 6 und 
DC -7, Aminosaurekonjugate iiberwiegen. 

Uber die Strukturuntersuchung der einzelnen Verbindungsklassen wird an 
anderer Stelle berichtet [64J . 
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DISKUSSION 

Mit den hier vorgefiihrten Aufarbeitungs- und Trennverfahren lassen sich 
etwa 500 saure Komponenten im Ham nachweisen. Etwa Z/5 davon konnten 
durch Aufi-mbme von Massenspektren charakterisiert werden. Sicher ist die 
Zahl der im Harn enthaltenen gaschromatographisch erfassbaren Verbmdungen 
noch weit hiiher, wenn Trenn- und Nachweisverfahren noch verbessert werden. 

Die Zahl der fassbaren Komponenten h%ngt such sebr von der Art der Auf- 
arbeitung und Derivatisierung ab. Beispielsweise wurden bei der hier angewand- 
ten Aufarbeitung such Phenole und Aminoshuren gefunden, die bei anderen 
Verfahren abtrennbar sind, manchmal erfolgt bei der Derivatisierung nur eine 
teilweise Umsetzung oder eine, die verschiedene Produkte ergibt, so dass eine 
urspriinglich vorhandene Komponente durch zwei oder mehrere Peaks ange- 
zeigt wird (Beispiel: HarnsCre). 

Umgekehrt werden bei der Derivatisierung aromatische Sauren, die als 
Phenole und Phenolmethylether auftreten kiinnen, nur in Form ihrer Phenol- 
methylether gefasst. Diese Nachteile der Derivatisierungsverfahren wurden 
bewusst in Kauf genommen, da die Massenspektren der unbekannten Stoffe 
als Methylderivate wesentlich leichter auswertbar sind als in Form anderer 
Derivate. 

Im wesentlichen gehijren die aufgefundenen Verbindungen den folgenden 
Verbindungsklassen an: Monocarbonsauren; Dicarbonszuren; Tricarbonsguren; 
HydroxysZuren; Lactone; Dihydroxys&ren; KetosZiuren; Aromatische S&ren; 
Heterocyclische SZiuren, insbesondere FurancarbonsZnen; AminosIiuren; 
Konjugate von AminosZuren; Phenole und verschiedenartige Verbindungen. 

Als Harnbestandteile sind die gesattigten Monocarbons%uren Pentadecan- 
sgure (Nr. 186), Palmitins&re (Nr. 199) und die unge&tigte Glsaure (Nr. 
219) schon lange bekannt. Auch Stearins?iure wird hgufig gefunden (Nr. 202). 

Da das Aufarbeitungsverfabren vorzugsweise zur Erfassung schwer fliichtiger 
Verbindungen angelegt war, wurden von den gesgttigten unverzweigten Dicar- 
bonsguren Oxals%re und ~MalonsZu-e nicht erfasst. Gefunden wurden aber 
die schon als Harnbestandteile bekannten gesattigten Dicarbonsauren von der 
Bernsteinsaure (Nr. 10) ilber die Glutarsaure (Nr. 26), Adipinsaure (Nr. 40), 
Pimelins%iure (Nr. 62), Korksaure (Nr. 86) und Azelainsaure (Nr. 125) bis wr 
Sebacinsaure (Nr. 150). Bekannt ist such das Vorkommen von Dicarbonsau- 
ren mit einer Verzweigung in Stellung 3. Nachweisbar waren die 3Methyl- 
glutarsaure (Nr. 30), die 3-MethyladipinsZure (Nr. 50), die 3&Iethylpimelin- 
s&re (Nr. 72) und die 3Methylkorksaure (Nr. 104). 

Von zwei Methylcarbons%rren war bisher nur die 2-Methylbernsteinsgure 
(Nr_ 16) als Harnbestandteil beschrieben. Offenbar enthZlt Ham aber such die 
hiiheren homologe Z-Methyladipinssture (Nr. 47), sowie die 2,4-Dimethyl- 
adipins%re (Nr 52) und wahrscheinlich 2,4-DimethylpimelinsZure (Nr. 79), die 
alle durch charakteristische Ionen der Masse 88 in ihren Massenspektren ge- 
kennzeichnet sind. 

Dariiber hinaus sind weitere gesgttigte Dicarbonsiiuren mit Seitenketten 
vorhanden (Nr. 11, 42, 48, 53, 67, 75, 82, 92, 95, 98, 10’9, 117, 137, 
138, 148), von denen bisher nur EthylmalonsCre (Nr. 11) eindeutig identifi- 



ziert werden konnte. Die hohen Schliisselionen der Masse 116 in den ‘Spek- 
tren der gesattigten Dicarbonsauren Nr. 75, 109 und 114 deuten auf das 
magliche Vorliegen von S%n-en mit einem C, Substituenten an C-2. Eine Be- 
statigung dieser Annahme durch Synthese und Aufnahme von Vergleichs- 
spektren steht allerdings noch aus. 

Neben den gesattigten SBuren enthalt Harn in kleiner Menge etwa 30 un- 
gesgttigte DicarbonJuren, von denen bisher nur wenige bekannt war-en. Die 
Strukturableitung der unbekannten Sauren ist nur durch Synthese- und Ver- 
gleichsmessungen miiglich. Bisher steht lediglich fest, dass es sich nicht urn 
einfache (Y, p-ungessttigte Dicarbon&iuren handelt. Auch ar-Methyl-verzweigte 
ungesattigte Sauren wurden gefunden (Nr. 111, 139). 

Als dreifach ungesgttigte Verbindung wurde die Verbindung Nr. 153 iden- 
tifiziert. Eine dazu isomere Verbindung Nr. 144 tritt ebenfalls auf. 

Hydroxymonocarbonsauren wie die fi-Hydroxy-isovaleriansaure (Nr. 2) 
sind schon von friiheren Untersuchungen als Harnausscheidungsprodukte be- 
kannt, fiir einige weitere (Nr. 3 und 4) konnten hier Strukturvorschlage ge- 
macht werden. Nachteilig wirkt sich aus, dass gesattigte P-Hydroxysguren (Nr. 
19, 45) so leicht im Massenspektrometer em Schliisselion der IMasse 103 bilden, 
dass keine Molekiilionen erkennbar sind. Eine starke Anreicherung dieser 
Sguren haben wir bei einer bisher nicht identifizierten Stoffwechselerkrankung 
gefunden [Sl] . 

Eine grosse Gruppe von Verbindungen stellen die Hydroxydicarbons%_rren 
dar, von denen bisher nur cr-Methyl%pfelsaure (Nr. 25) und p-Hydroxy-p-me- 
thyl-glutars&me (Nr. 38) als Hamkomponenten bekannt war-en. Die Struktur- 
aufkkirung einer Reihe hoher aIkylsubstituierter @Alkylapfels&uen (Nr. 35, 
48, 68) und P-Hydroxy-glutarsguren (Nr. 76) wird an anderer Stelle beschrie- 
ben 1641, gemeinsam mit der Strukturaufkl%ung einer Reihe hijherer @-Hydroxy- 
tricarbons%rren (Nr. 112, 115, 120), die verwandtschaftliche Beziehung zur 
Citronen&ure (Nr. 91) und Isocitronensaure (Nr. 94) zeigen. Zur gleichen 
Gruppe von Verbindungen diirften such die in Peak Nr. 100 enthahenen Ver- 
unreinigungen mit den Schliisselionen der Masse 189, 157 und 125 sowie die 
S&ren Nr_ 105, 174, 189, 194, 195 und 202 geh&-en, von denen die Ver- 
bindungen Nr. 174 und 189 noch eine zusatzliche Doppelbindung enthalten 
diirften. Dicarbons&uen mit unbekannter Stellung der Hydroxylgruppe und 
zusatzlichen Doppelbindungen diirften die Ssuren Nr. 90, 101,146,154,155, 
163,171,174,179,X34 und 210 sein. 

Eine Dihydroxymonocarbonsgurestruktur kijnnte den Verbindungen zu- 
kommen, deren Spektren durch ein intensives Schliisselion der Masse 75 ge- 
kennzeichnet sind (1, 28, 126, 131 und 148). Als Dihydroxydicarbons%uren 
wurden D,L-Weinsaure (Nr. 36), ihr Methyl- (Nr. 43) und ihr Dimethylether 
(Nr. 44), die offenbar bei der Methylierung von Weins%_ue durch Alkylienmg 
der Hydroxylgruppen entstehen, identifiziert. 

Eine weitere Gruppe von Verbindungen ist durch intensive Schliisselionen 
der Masse 85 bzw. 99 gekennzeichnet (Nr. 21, 54, 60, 168, 207). Bei diesen 
sollte es sich urn -f- bzw. b-Lactone handeln, die moghcherweise aus entspre- 
chenden Hydroxys%_nen gebildet wurden. Dieser Verbindungsklasse gehSrt 
offenbar such die Verbindung Nr. 211 an. 

Die hier angewandte Methode der Aufarbeitung ist nicht zur Erfassung von 
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Ketos%ren gee&net. Daher konnte neben L%ulinsZre (Nr. 7) und der 2- 
Keto-glutar@iure in Form ihres Enol-methylesters (Nr. 56) nur eine weitere _ 
Siiure erfasst werden, die wahrscheinlich eine KetosZure darstellt (Nr. 89). 

Eine umfangreiche Gruppe stellen die aromatischen und heteroaromatischen 
Verbindungen dar, die wohl grossteils mit der Nahrung in den KGrper ge- 
langen (Nr. 8, 17, 20, 24, 27, 32, 41, 63, 64, 70, 78, 83, 87, 88, 102, 106, 
116, 124, 127, 128, 130, 133, 135, 136, 141, 142, 145, 149, 151, 156, 157, 
161, 162, 165, 166, 167, 175, 176, 183, 190, 193, 196, 197, 200, 204, 205, 
208,209,211,214,215,217,223,224,225,227,228, und 229): 

Bisher waren nur wenige Furancarbonsguren als Harnbestandteile bekannt, 
wie die Furan-2,5-dicarbons&re (Nr. 71), die Furan-2-carbons&u-e und deren 
Glycin-Konjugat, sowie die 5-Hydroxymethyl-furan-2-carbonsZure (Nr. 57). 
Im Zuge dieser Untersuchungen wurden weitere Furancarbons%uren entdeckt, 
z.B. konnte das Auftreten der Furylessigsgure (Nr. 46) und der 5-Methyl- 
furan-2-carbons&re (Nr. 18) und des 5-Carboxy-2-furyl-glycins (Nr. 191) 
nachgewiesen werden. Interesse verdient vor allem eine Klasse von tetrasub- 
stituierten FurandicarbonsZuren, iiber deren Strukturaufkl%ung an anderer 
Stelle gesondert berichtet wird [65] (Nr. 180, 188, 203, 218,221,222,231). 
Auch die Verbindungen Nr. 99 und 169 diirften Furanderivate sein. 

Bei der Methylierung mit Diazomethan werden Aminosiiuren nicht nur 
verestert, sondern such an der Aminogruppe methyliert, so dass Mono- und 
DimethylaminosZureester gebildet werden, wie z.B. beim Leucin (Nr. 12 und 
23). Als Dimethylaminoverbindungen wurden such Tyrosin (Nr. 167) und 
Tryptophan (Nr. 217) gefunden. Interessant ist das Vorliegen eirier acetylier- 
ten Aminos’dure, der wahrscheinlich die Struktur einer N-Acetylar-amino- 
octan&ure (Nr. 134) zukommt. Auch die Verbindung Nr. 58 diirfte eine 
Aminoskxe sein. Als aromatische AminoGure wurde Anthranilskre (Nr. 

63) gefunden. MGglicherweise hat die Verbindung Nr. 65 eine ghnliche Struk- 
tur. 

Eine Reihe von SZuren liegt in Form von Konjugaten mit Glycin vor, wie die 
MethylcrotonsZure (Nr. 80), die Hippur&ure in Form des Methyl- (Nr. 162), 
des Ethyl- (Nr. 175) und des Propylesters (Nr. 181), ihr N-Methylderivat (Nr. 
151), ein Artefakt, sowie ihr m- ucd p-Hydroxyderivat (die Hydroxylgruppe 
wird bei der Aufarbeitung ebenfalls methyliert, Nr. 197 und 205), und ihr 
3,4_Dihydroxyderivat (Nr. 223), sowie die Furan-2-carbonssure (Nr. 110) 
und die Furan-2,5-dicarbons&re (Nr. 191). Unbekannt war bisher das Auf- 
treten des Konjugates der a-PicolinsZure (Nr. 157). 

Phenylessigs?iure bildet mit verschiedenen Aminosguren Konjugate, z.B. 
mit Glutaminsgure, das als Dimethyl- (Nr. 220) und Methylethylester (Nr. 
225) gefunden wurde. 

Bisher unbekannt geblieben scheint das Vorhandensein der Pyroglutamin- 
sZure als Konjugate der PhenylessigsZiure (Nr. 208). Glutaminszure bildet 
such ein Konjugat mit einer C,H,&OOH-!%ure (Nr. 213). 

Ein Konjugat diirfte such in der Verbindung Nr. 147 und 229 vorliegen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die in der Skrefraktion des Harns enthaltenen Komponenten wurden nacb 
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Veresterung mit Diazomethan 
trennt. Jede Fraktion wurde in der Komhinstion Glaskapillargaschromato- 
graph-Massenspektrometer konnten etwa 500 
Verbindungen nachgewiesen werden, etwa 200 sich durch Aufnahme 
von Massenspektren charakterisieren. Die Retentionsindices 
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