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sorptionszeit des Glycins zu erkliren. Die Glucose-
Mobilisation ist bei intravenéser Verabreichung von
Aminosiuren stirker als bei oraler Gabe (4). Der
Blutzuckeranstieg als Ausdruck einer Glukoneogenese
nach Verabreichung der glukoplastischen Aminosiure
Glycin ist jedoch durch die Versuchsergebnisse nicht
ausgeschlossen.

Die beobachtete Glykimie nach gleichzeitiger Auf-
nahme von Alkohol und Aminosiuren und die in allen
3 Versuchsgruppen von 30 Min. nach Trinkende an
praktisch gleich hohen Blutalkoholkonzentrationen

sprechen gegen eine etwaige chemische Bindung
zwischen Aminosiure und Alkohol (2, 3).

Die nach Glycin-Gabe beobachtete Glykimie senkt
nicht den Spiegel der freien Fettsiuren im Plasma und
vermindert somit nicht das Angebot von freien Fett-
siuren an die Leber. Fiir eine Schutzwirkung der
Aminosiure Glycin bei der Entwicklung einer alko-
holinduzierten Fettleber wihrend der Phase des Al-
koholabbaues ergeben sich weder aus dem Verhalten
der Energielieferanten im Plasma noch aus der Hohe der
Blutalkoholkonzentration irgendwelche Anhaltspunkte.
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Es wird eine Methode zur diinnschichtchromatographischen Trennung und quantitativen Analyse der Faeceslipide beschrieben, die sich
fiir Routinezwecke eignet. Die Untersuchungsbefunde von 18 gesunden Probanden werden mitgeteilt und mit den bisher bekannten

Daten verglichen.

The investigation of faecal lipids by thin layer chromatography. Methodology, and the results from normal probands

A method is described for the separation and .quantitative determination of faecal lipids by thin layer chromatography, which is
suitable for routine work. The results from 18 healthy probands are reported and compared with existing data.

Die Einfilhrung der Diinnschichtchromatographie
durch StanL (1—4) hat die Analyse von Lipidgemischen
erheblich vereinfacht. Mit Hilfe dieser Methode lassen
sich nicht nur Gruppentrennungen der verschiedenen
Hauptlipidfraktionen, sondern auch weitergehende Dif-
ferenzierungen (z. B. Auftrennung der Phospholipide,
Sterinester und Fettsiuren) durchfiihren.
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In der vorliegenden Arbeit soll iber methodische
Einzelheiten diinnschichtchromatographischer - Analy-
sen von phospholipidfreien Lipidextrakten mensch-
licher Faeces sowie iiber die Zusammensetzung des
Stuhlfettes gesunder Probanden berichtet werden.
Systematische Untersuchungen hieriiber standen bisher
noch aus.
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Methodik

Lipidextraktion - .
2-Tagesstuhlportionen werden mindestens 10 Min. lang um-
gerithrt und so lange mit physiol. Kochsalzlosung versetzt, bis
eine diinnbreiige Konsistenz erreicht ist. AnschlieBend erfolgt die
Homogenisierung der Stuhlprobe iiber 2 Stdn. im automatischen
Rithrgerit (Ultra-Turrax Fa. Janke u. Kunkel). Von der Probe
werden 6 g abgewogen und fiir die Lipidextraktion nach Forcu
und Mitarbeitern (5, 6) in der Modifikation von BOHLE und
StarRck (7) eingesetzt. Dabei wird die Stuhlprobe 30 Min. mit
250 m/ Chloroform-Methanol 1:1 am RiickfluBkiihler extrahiert,
der Extrakt filtriert und der Riickstand nochmals mit 150 m/
Chloroform ausgeschiittelt und filtriert. Der Chloroform-Methanol-
Extrakt wird anschlieBend mit 80 m/ 0,01proz. CaCl,-Losung
geschiittelt, und nach Phasentrennung (iiber Nacht) die Chloro-
formphase gewonnen und am Rotationsverdampfer (Biichi) bis
zur Trockene eingedampft. Da mit diesem Arbeitsgang eine
vollstindige Lipidextraktion nicht gewihrleistet ist, wird zur
Spaltung der Seifen der gesammelte Riickstand mit 5 m/ 25proz.
HCI angesiuert, 5 Min. zum Sieden erhitzt und nach Abkiihlen
mit Petrolither ausgeschiittelt. Der Petrolitherextrakt witd nach
Filtration ebenfalls eingedampft und mit dem Chloroform-
Methanol-Extrakt vereinigt.

Abtrennung der Phospholipide

AnschlieBend erfolgt mit Hilfe der Siulenchromatographie an
Kieselgel (Mallinckrodt 100 mesh) die Abtrennung der Phos-
pholipide von den iibrigen Lipiden (,,Nicht-PL*). Dabei werden
zuerst mit Chloroform die ,,Nicht-PL%“, als zweite Fraktion die
Phospholipide mittels Chloroform-Methanol 1:9 elujert. Aus
aliquoten Teilen beider Fraktionen lassen sich gravimetrisch die
,,Nicht-PL“ und Phospholipide getrennt bestimmen und die
Gesamt-Lipidmenge pro 24 Stdn. etrechnen. Die Fraktion der
,»,Nicht-PL“ wird anschlieBend diinnschichtchromatographisch
weiter verarbeitet.

Diinnschichtchromatographie

Die Vorbercitung nund Beschichtung der Dinnschicht-Chromato-
graphie-Platten erfolgt in iiblicher Weise mit dem Geridtesatz der
Firma Desaga. Wir verwenden Kieselgel nach Stanr (2, 3) in
einer Schichtdicke von 0,25 mm auf Platten der GrdBe 40 X
200 mm.

Da Verunreinigungen des Kieselgels bei der diinnschichtchromato-
graphischen Trennung mit der FlieBmittelfront wandern und bei
der Auswertung storende Dunkelfirbungen im Bereich der
Sterinester verursachen konnen, werden die Platten nach SEHER (8)
zunichst leer mit Chloroform entwickelt. Hierdurch gelangen die
Verunreinigungen in den oberen Teil der Platte, der bei der
eigentlichen Chromatographie nicht benutzt witrd und zur Be-
schriftung dient. Durch dieses Verfahren entfillt die Reinigung
des Kieselgels vor der Beschichtung, wie sie von Brank und
Mitarbeitern (9) beschtieben wurde.

Zum Auftragen der Lipidexirakte eignet sich die Spriihpistole der
Firma Desaga, die unter Verwendung einer Maske mit schmalem
Spalt ein gleichmiBiges Auftragen obne Verletzung der empfind-
lichen Kieselgelschicht gewihtleistet. Ein quantitatives Auf-
tragen von Lipidgemischen ist auf diese Weise jedoch nicht
moglich. ’

Als Fliefimittel fix die Trennung von Lipidgemischen in der
qualitativen Zusammensetzung des Stuhlfettes eignet sich, wie in
Vorversuchen festgestellt wurde, besonders die Mischung Hexan/
Diithylather/Eisessig (80:20:1,5 v/v) nach P1 und GinNer (10). Wie
Abbildung 1 zeigt, ist fiir eine optimale Trennung der einzelnen
Fraktionen der Atheranteil im FlieBmittel von entscheidender Be-
deutung. Durch steigende Atherkonzentrationen im FlieBmittel
gelingt in zunehmendem MaBe eine Trennung der freien Sterine,
freien Fettsiuren und Triglyceride im mittleren Bereich der
Platte, in dem bekanntlich die Bedingungen fiir die Auswertung
am giinstigsten sind (11, 12). Der Zusatz von Essigsiure verhindert
die storende Schleppenbildung der freien Fettsiuren.

A B C D

Abb. 1

biinnschicht-Chromatogramme von Faeces-Lipidextrakten. FlieB-
mittel: n-Hexan [ Didthylather / Eisessig in verschiedener Zusammen-
setzung
Zusammensetzung des FlieBmittels (v/v):
A) 90:10:1,5
B) 85:15:1,5
C) 80:20:1,5
D) 70:30:1,5
Fraktionen:

I Freie Sterine + (1) Mono- + (2) Diglyceride
II Freie Fettsduren

IIT Triglyceride

IV Fettsauren-Methylester

V Sterinester

Die Identifizierung der Fraktionen wurde mit verschiedenen Me-
thoden vorgenommen. Durch Vergleich mit Testsubstanzen, die
neben dem Lipidextrakt aufgetragen werden, lassen sich die
entsprechenden Fraktionen lokalisieren. Weiterhin zeigen Sterine
und ihte Ester nach Besprithen mit wiBr. Schwefelsiurelosung
(etwa 2N) und anschlieBendem Erhitzen bei 100° eine intensive
rote bis violette Firbung. SchlieBlich konnen die einzelnen
Fraktionen durch Besprithen mit Rhodamin B unter U.V.-Licht
sichtbar gemacht und markiert werden. Dieses Verfahren eignet
sich besonders zur priparativen Gewinnung und chemischen
Analyse der verschiedenen Lipide.

Abb. 2
Diinnschichtchromatogramm der Faeceslipide eines Gesunden.
FlieBmittel Diadthyldther / n-Hexan | Eisessig (20:80:1,5 v/v)
1. Sterinester
2. Fettsduren-Methylester
3. Triglyceride
4. freie Fettsdauren
5. freie Sterine 4 Diglyceride + Monoglyceride

Die Auftrennung der Faeces-Lipid-Fraktionen (Abb. 2) erfolgt nach
fallenden Ry-Werten in der Reihenfolge: Sterinester, Fettsduren -
Methylester, Triglyceride, freie Fettsduren, freie Sterine + Mono-
und Diglyceride.

Die freien Sterine zeigen dabei mehrere Banden. Die stirkste
Fraktion mit dem groBten Ryp-Wert entspricht dem Koprosterin,
die nichstfolgende dem Cholesterin. Die weiteten Fraktionen

* bestehen aus Steringemischen, wie gaschromatographische Ana-

lysen gezeigt haben.

Die freien Sterine kontaminieren mit Partialglyceriden (Digly-
ceride und Monoglyceride), deren Anteil etwa 5—109, der
Gesamtfraktion der freien Sterine ausmacht, Chiemische Analysen
ergaben im Bereich der freien Sterine sowohl Glycerid-Glycerin
als auch Esterfettsiuren, deren Relation 1:1,62 betrug. Gegen die
Annahme, daB es sich bei diesen Glyceriden um mitgeschleppte
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Triglyceride handelt, spricht nicht nur detr Quotient Glycerid-
Glycerin:Esterfettsiuren, sondern auch die Tatsache, daB8 die vor
den freien Sterinen wandernde Fraktion der freien Fettsiuren
kein Glycerid-Glycerin enthilt. AuBerdem konaten die ent-
sprechenden Rp-Werte fiir Mono- und Diglyceride mit Hilfe von
Testsubstanzen (Monopalmitat— Dipalmitat, Firma Setva, Heidel-
berg) ermittelt und im Bereich der freien Sterine nachgewiesen
werden.

Bei Routineanalysen erfolgte keine Differenzierung in freie
Sterine und Partialglyceride. Unter Vernachlissigung der letzteren
wurde der Gesamtkomplex als , freie Sterine* bezeichnet.

Die Lokalisation der freien Fettsiuren, der Triglyceride und der
Sterinesterfraktion beteitet keine Schwierigkeit.

Problematisch erschien dagegen das Vorkommen von Fett-
siuren-Methylester in den Faeces-Lipiden. Die Klirung dieser
Frage gelang in der Weise, daB von mehteren Stiihlen die Lipid-
extraktion einmal in der eingangs beschriebenen Weise, zum
anderen mit Diithylither : Athanol (3:1) durchgefiihrt wurde.
Nach der diinnschicht-chromatographischen Trennung enthielt
der Chloroform-Methanol-Extrakt die Fettsiuren-Methylestes-
fraktion, in dem Athanol-Atherextrakt war sie nicht vorhanden.
Es handelt sich demnach um ein Artefakt (13). Wie dutch ge-
trennte Diinnschichtchtomatographie der Extrakte 1 und 2 fest-
gestellt werden konnte, entstehen die Fettsiuren-Methylester z. T.
durch Methylierung beim Ethitzen des angesiuerten Riickstandes
nach der ersten Extraktion. Infolgedessen ist bei der Alkohol-
Ather-Extraktion die Fraktion der freien Fettsiuren groBer, bei
der Chloroform-Methanol-Extraktion geringer. Im letzten Fall
erscheint ein Teil der freien Fettsiuren als Methylester. In den
iibrigen Fraktionen ergaben sich bei beiden Extraktionsverfahren
keine Unterschiede. Bei Routineanalysen wurden die Fettsduren-
Methylester den freien Fettsiuren zugerechnet.

Zur gquantitativen Auswertung von Diinnschichtchromatogrammen
werden verschiedene Moglichkeiten diskutiert. Neben dem
Nachweisverfahren nach Wiedergewinnung der Lipidfraktionen
von Diinnschichtchromatographie-Platten mittels gravimetrischer
bzw. kolorimetrischer Methoden (14, 15, 16—18) oder spektro-
photometrischer (19) und radiometrischer (14, 15, 20—22) Ver-
fahren eignen sich Methoden zur direkten quantitativen Analyse
der einzelnen Fraktionen. Von Purpy und TRUTER (23, 24) sowie
SEHER (25, 26) wutde gepriift, ob die Bestimmung der Flecken-
groBe der einzelnen Fraktionen eine quantitative Aussage etlaubt.
Auch photoreflektorische Vetfahren (27), spektrophotofluoti-
metrische (28) und photodensitometrische Messungen (9, 11, 12)
fanden Verwendung.

Wit haben das letztgenannte Verfahten eingehend gepriift. Hier-
bei wurden gut getrocknete Chromatographieplatten mit 20proz.
H,SO,-Lésung bespriiht. AnschlieBend erfolgte Erhitzung der
Chromatogramme auf 180° fiir 90 Min. im Brutschrank. Zur Ver-
meidung von Substanzverlusten durch Verdampfen sollen nach
Privert und Mitarbeitern (11, 12) hohete Temperaturen als

" 200° nicht angewendet werden.

Die Dauer des Erhitzens ist wesentlich, damit eine vollstandlge
Verkohlung der Lipide erreicht wird. Es hat sich gezeigt (Abb. 3),
daB die einzelnen Lipidfraktionen in dieser Hinsicht verschieden
reagieren. Bei vergleichenden Untetsuchungen von Chromato-
grammen eines konstanten Testgemisches ergab sich mit stei-
gender Erhitzungsdauer ein unterschiedlich rascher Anstieg der
photometrisch etfaBbaten GroBe der verschiedenen Fraktionen.
Dabei erreichen die freien Fettsiuren nach mehr als einer Stunde;
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also deutlich spiter als die iibrigen Fraktionen, ihr Maximum,
Sterine und Triglyceride verkohlten demgegeniiber zeitlich
schneller.

Um festzustellen, ob identische Mengen verschiedener Substanz-
gruppen vergleichbare Werte ergeben, wurden Gemische von
Testsubstanzen : Cholerinester. Cholesterin, Triolein und Pal-
mitin- bzw. Linolensiure (Firma Serva, Heidelberg) im Ver-
hiltnis 1:1:1:1 aufgetragen, entwickelt und ausgewertet. Die
Ergebnisse in Tabelle 1 zeigen eine befriedigende Ubereinstim-
mung.

Weiterhin wurde zur Klirung der Frage, ob bei ansteigenden
Mengen der gleichen Substanz die Auswertungsergebnisse
kotrespondierend ansteigen, von jeweils einer Substanz ver-
schiedene Konzentrationen auf eine Platte 50 x 200 mm auf-
getragen, Diese Platte wurde in das FlieBmittel gebracht, damit die
Substanz bis zur Plattenmitte wandert. Die Chromatographie
war notig, weil bei alleinigem Auftragen der Substanz keine be-
friedigende Auswertung erzielt werden konnte. Solche Versuche
wutden mit Cholesterin, Cholesterylpalmitat, Palmitinsdure und
Triolein durchgefiithrt und Auftragsmengen im Verhiltnis 3:5:7:9
gewihlt. Hierbei ergab sich in allen Fillen ein fast lineares Ver-
hiltnis von Auftragsmenge und Planimeterwert, wie es fiir Chol-
esterin in Abbildung 4 dargestellt ist.
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Abb. 4

Verhiltnis von aufgetragener Substanzmenge zu Planimeterwert fiir
Cholesterin. Verkohlungsdauer 90 Min.
Ordinate: Menge in ul einer 1proz. Lésung

Tab. 1

Dunnschxchtchromatographlsche Trennung eines Testgemisches mit gleichen Anteilen der einzelnen Lipide. (Testsubstanzen der Firma SERVA)
PlL-W. = Plammeterwert

Untersuchung Nr.
111

I 11 v v —V
Substanz PlL-W. % PL-W, % . PL-W. % PL-W. % PL-W. % Mittelwert %
33 26,6 30 253 2,0 235 43 251 84 263 25,3
gla‘.?rl:lst‘:;rs‘:ure 30 242 2,6 219 18 212 40 22,6 83 260 232
Cholesteryl-Palmitat 3,1 25,0 32 270 23 211 42 24,6 82 257 23
Triolein 30 305 257 24 282 46 26,9 70 21,9 X
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Tab. 2
Faeceslipidanalysen bei 18 gesunden Probanden. Freie, gemischte Kost, 1500—2500 Kalorien

Stuhlifett freie Stergne

Sterinester

Triglyceride freie Fettsduren Phospholipide

g/24 Stdn. @ (%) ® (%) ® (%) ®) (% ® (%
Mittelwert 4,49 1,89 42,1 042 94 0,40 89 1,50 33,3 0,28 6,3
Standardabweichung 6,20 262 6,85 1,24 - 4,67 1,32 563 3,18 542 0,26 230
Hochster Wert 11,38 384 588 1,55 189 1,62 20,5 3,82 45,0 0,44 12,1
Niedrigster Wert 182 0,73 - 29,1 0,05 27 006 1,4 0,66 232 0,13 21

Diese Befunde zeigten, daB das beschriebene Auswerteverfahren
sowohl hinsichtlich steigender Konzentrationen der einzelnen
Lipidfraktionen als auch beim Vergleich verschiedener Lipide
eine hinreichende Genauigkeit bietet, sofern die Voraussetzungen
einer geniigend langen Verkohlungszeit erfiillt sind.
Der photometrischen Auswertung schlieBt sich die Planimetrie
der Kurven an.
Det methodische Febler wurde an Hand von 10 Doppelbestimmungen
ZA4i

2n
technet. Er belduft sich auf 1,49, fiir die Fraktion der freien
Sterine (einschlieBlich Mono- und Diglyceride), auf 3,19, fiir
freie Fettsiuren - Fettsiduren-Methylester, 1,69, fiir Triglyceride,
1,09% fiir Sterinester und 0,5%, fiir Phospholipide.

der Faeceslipide von Gesunden nach der Formel er-

Ergebnisse

Mit der beschriebenen Methodik wurden Stuhlproben
von 18 gesunden Probanden untersucht, die eine freie
gemischte Kost (1500—2500 Kalorien) zu sich
nahmen.

Die Menge des 24-Stunden-Feuchtstuhles schwankte
erheblich, sie lag zwischen 85 und 176'g, im Mittel bei
122 g. Die Gesamtlipidmenge in den Faeces pro 24 Stdn.
errechnete sich auf Werte zwischen 1,82 und 11,38 g
bei einem Mittelwert von 4,49 g. In den meisten Fillen
(14 von 18) lag die Stuhlfettmenge unter 6 g/24 Stdn.
Die diinnschichtchromatographischen Analysen der
Faeceslipide und die Bestimmungen des Phospholipid-
gehaltes ergaben die in Tabelle 2 zusammengestellten
Befunde.

Die prozentuale Zusammensetzung der Faeceslipid-
- fraktionen zeigt geringe Abweichungen. Berechnet man
dagegen aus den prozentualen Anteilen die Menge der
pro 24 Stdn. ausgeschiedenen Lipidfraktionen, so er-
geben sich infolge der stark differierenden Gesamtfett-
menge im Stuhl von Fall zu Fall erheblich gréBere
Unterschiede.

Diskussion

Die Diinnschichtchromatographie von Faeceslipiden
und die quantitative Auswertung der einzelnen Frak-
tionen nach dem geschilderten Verfahren ergeben gut
reproduzierbare Daten. Die Methode eignet sich fiir
Routineanalysen im klinischen Labor.

Es hat sich in unseren Untersuchungen an gesunden
Probanden gezeigt, daB nicht nur die GroBe der fikalen
Lipidausscheidung von Mensch zu Mensch erheblich
schwankt, sondern daB auch die Zusammensetzung der
Stuhlfette stirkeren individuellen Variationen unter-
liegt. Das gilt insbesondere fiir die freien Sterine und
freien Fettsiuren. Trotzdem ergibt die Berechnung der
Standardabweichungen verhiltnismiBig enge Grenzen

bei prozentualer Auswertung der Faeces-Lipid-Frak-
tion. Insofern scheint das Verhiltnis der einzelnen
Fraktionen zueinander relativ konstant zu sein. Dem-
gegenjiber ist die gewichtsmiBige  Verteilung der
Fraktionen durch ¢ine wesentlich groBere Streubreite
infolge erheblicher Unterschiede in den 24-Stunden-

Stuhlportionen ausgezeichnet. Es kann angenommen.

werden, daB hierbei in erster Linie die unterschiedliche
Ernihrung eine Rolle spielt.

Soweit vergleichbare Angaben aus der Literatur vor-
liegen, stimmen unsere Befunde vor allem mit den
bisher bekannten Daten (29, 30, 31) iiber die mit dem
Stuhl ausgeschiedene Gesamtfettmenge pro 24 Stdn.
gut iiberein. Unterschiede ergeben sich demgegeniiber
in der GroBe der einzelnen Lipidfraktionen. WiLLiams

‘und Mitarbeiter (18) fanden mit Hilfe diinnschicht-

chromatographischer Untersuchungen bei Gesunden
lediglich 10—159, freie Sterine und 12—209, freie
Fettsiuren, daneben zwei nicht identifizierte Fraktionen
in der GroBenordnung von 22—329, bzw. 10—159,.
Es diirfte sich hierbei ebenfalls um Sterine und Fett-
siuren handeln. Unter dieser Voraussetzung weichen
die Ergebnisse dieser Autoren von den unserigen auch
im Hinblick auf die ibrigen Lipidfraktionen nur un-
wesentlich voneinander ab.

Quantitative Analysen der freien Sterine im Stuhl ge-
sunder Probanden wurden von Kinserr und Mit-

arbeitern (32) MIeTTINEN und Mitarbeitern (33) und

Moore und Mitarbeitern (34) durchgefiithrt. Die von
diesen Autoren angegebenen Tagesausscheidungen
(0,48—1,47 g) liegen im allgemeinen unterhalb der von
uns ermittelten Werte. Auch nach den Untersuchungen
von BOHLE und StArRck (7) ergeben sich im Vergleich
zu den hier mitgeteilten Befunden niedrigere prozen-
tuale und absolute Werte fiir freie Sterine. Diese Unter-
schiede gehen in erster Linie auf methodische Be-
sonderheiten zuriick. BOHLE und StArck (7) isolierten
die einzelnen Faeces-Lipid-Fraktionen mittels Siulen-
chromatographie.

Hierbei erfolgt die Elution der Partialglyceride zu-
sammen mit den Triglyceriden. Bei der von uns an-
gegebenen Methode werden demgegeniiber die Digly-
ceride und Monoglyceride mit den freien Sterinen zu-

sammen erfaBt. Infolgedessen liegen unsere Werte fiir

freie Sterine hoher und fiir Triglyceride niedriger als
die von BSHLE und StARCK (7). Der Anteil der Phos-
pholipide und Sterinester ist demgegeniiber in beiden
Fillen identisch. ' '

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der deutschen
Forschungsgemeinschaft (Bo 150/10) durchgefiihrt. -
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Analyse der Erythrocytenporphyrine

Von M. Doss und U. Bope

Aus dem Hygiene-Institut und Mediginaluntersuchungsamt der Universitit Marburg (Labn)
( Direktor: Prof. Dr. R. Siegert)

(Eingegangen am 18. Mirz 1968)

Die Porphyrine von Erythrocyten des Menschen wurden nach diinnschichtchromatographischer Trennung spektrophotometrisch als

Methylester analysiert.

Untersuchungen von 59 Petsonen ergaben einen Normalbereich des Erythrocytenprotoporphyrins von 5 bis 80 ug/100 m/ Erythrocyten.
Die Protoporphyrinwerte des vorliegenden Probekollektivs zeigen eine log-normale Verteilung.

The analysis of the porphyrins of erythrocytes

methyl esters.

. The porphyrins of human erythrocytes were separated by thin layer chromatography and determined spectrophotometncally as their

From a study of 59 persons, the normal range of erythrocyte protopotphyrin was 5—80 ug/m/of erythrocytes. The protoporphyrin values

of the collective samples showed a log-normal distribution.

Die Methodik, freie Porphyrine im biologischen
Material in Methylester zu iberfithren und durch
Diinnschichtchtomatographie an Kieselgel H (1, 2) zu
isolieren, wurde zur quantitativen Analyse der Porphy-
rine von Erythrocyten des Menschen angewandt.

Material und Methoden

Die Erythrocyten aus 10 oder 20 m/ Venenblut (Abnahme mit
0,1 [0,2] m/ Liquemin) himatologisch gesunder Personen wetrden
mit physiol. NaCl-Lésung gewaschen, gefriergetrocknet und mit
Methanol-H,SO, 95:5 (v/v) versetzt. Nach 12 bis 14 Stdn. bei
Raumtemperatur haben sich die Tetrapyrrolmethylester gebildet,
die nach Abtrepnung der corpuskuliren Teile (Zentrifugation
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bei 25000 g, 10 Min.) und Zugabe von Wasser mit Chloroform
ausgeschiittelt werden. Den neutralisierten, gewaschenen und auf
etwa 2 m/ eingeengten Gesamtextrakt trigt man auf eine Kieselgel-
H-Platte (Breite X Hohe: 40 X 20 cm; Schichtdicke 2 mm)
streifenformig auf und entwickelt das Chromatogramm im Lo-
sungsmittelsystem Benzol/Essigsiureithylester/Methanol 85:13,3:
1,7 (v/v) zweimal bis zu einer Hohe von 13 (15) cm. Die unter dem
UV-Licht (355'nm) rotfluoreszierenden Zonen der Trigerschicht
werden in ein Glasgerit mit eingelassener Fritte (3) gesaugt, aus
dem man Protoporphyrin- und Kopropotphyrinmethylester mit
Chloroform eluiert. Die spektrophotometrische Messung der
Porphyrine erfolgt am jeweiligen Absorptionsmaximum (Soret-
Bande). Fiir die Quantifizierung der Methylester stehen milli-
molare Extinktionskoeffizienten zur Verfiigung (4). Der Por-
phytingehalt der Erythrocyten wurde nach folgender Formel
berechnet:
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