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sionen, in Abhingigkeit von Zeit und Temperatur, in
den bei Zimmertemperatur veresterten Ansitzen um
209, weniger Protoporphyrin gefunden wurde. Proto-
porphyrin allein wird auch bei —20° in 36 Stdn. quanti-
tativ in Methylester tiberfiihrt. Die Ausbeute fiir Proto-
porphyrin (Extraktion, Chromatographie) betrigt bei
1 ug 60%, bei 10 ug 709 und bei 5—10 mg (ein-
schlieBlich Veresterung) gravimetrisch bestimmt iber

80%.

Die Verfasser sind Dr. AMy BeNnson, Department of Chemical
Pathology, University College Hospital Medical School, London,
und Dr. R. J. Porra, C.S.1 R. O., Division of Plant Industry,
Canberra (Australia) fiir die Uberlassung von Uroporphyrin-IIT
Testsubstanz, Dr. June Lascerres, Department of Bacteriology,
University of California, Los Angeles, fiir die Uberlassung von
Coproporphyrin-III Testsubstanz zu Dank verpflichtet.

Die Messung der Absorptionstnaxima wurde mit freundlicher
Uriterstiitzung durch Herrn Prof. Dr. H. WirzeL, Biochemische
Abteilung des Chemischen Instituts der Universitit Marburg,
durchgefiihrt.
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Quantitative Etfassung und klinische Bedeutung der Betaninurie

Von M. GELDMACHER-vV. MALLINCKRODT, M. TH. A1Lr0o und M. V. A1ELLOY)

Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizgin und Kriminalistik der Universitit Erlangen-Niirnberg
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Weinig)

(Eingegangen am 17:' Februar 1967)

Es ist seit langem bekannt, daB gelegentlich nach GenuB von Roten Riiben (Beta sulgaris) rot gefirbter Urin ausgeschieden wird. Dies kann
den Verdacht einer Himaturie oder der Ausscheidung bestimmter Medikamente erwecken. Bei dem ausgeschiedenen roten Farbstoff
handelt es sich um Betanin. Wihrend bisher angenommen wurde, daB nicht alle Personen ,,Ausscheider* sind, sondern das Phinomen
abhingig sei vom pH-Wert des Urins, von genetischen Gegebenheiten, Permeabilititsstérungen der Niere, allergischen Erscheinungen,
bestimmten Animieformen oder auch dem Farbstoffgehalt der Roten Riiben bzw. der aufgenommenen Riibenmenge, konnten wir bei allen
untersuchten gesunden Personen mit einem empfindlichen siulenchromatographischen Verfahren nach Rote Riibéri-Aufnahme Betanin,
wenn auch z. T. in sehr geringer Menge im Harn nachweisen. Bei ein- und derselben Person zeigten sich von Tag zu Tag starke Schwan-
kungen sowohl beziiglich der ausgeschiedenen Menge als auch der Konzentration. Tégliche Aufnahme iiber 47—66 Tage fithrte zu keiner
nennenswerten Anderung etwa im Sinne einer Fermentadaptation. Damit 148t sich die Einteilung in Betanin-,, Ausscheider* und -,,Nicht-
ausscheider nicht aufrechterhalten, die Fihigkeit zur Resorption und Ausscheidung von Betanin scheint vielmehr grundsitzlich gegeben
zu sein, wenn auch quantitative Unterschiede auftreten. Selbst bei stirkerer Ausscheidung von Betanin im Harn konnte im Serum Betanin
nicht nachgewiesen werden.

It has been known for a long time that the urine may sometimes become red after the ingestion of beetroot (Beta sulgaris). This recalls
the condition of hematuria or the excretion of certain drugs. The excreted red pigment is betanine. It has been hitherto assumed that
not all persons are “excreters”, but that the phenomenon depends on the pH of the urine, genetic predisposition, faulty permeability in
the kidneys, allergy, certain forms of anaemia, or even the pigment content of the beet or the amount of beet eaten. With the aid of 2
sensitive column chromatographic procedure, however, we have detected betanine, albeit sometimes in very small amounts, in the urine
of all investigated healthy persons after the ingestion of beet. Each individual shows marked variations from day to day in both the
amount and concentration of excreted pigment. Daily ingestion for 47—66 days caused no significant changes, and there was no indication
of enzyme adaptation. Thus the classification into betanine “excreters” and “non-excretets” is false; the ability to absorb and excrete
betanine appeats to be subject to more fundamental factors, even though there are quantitative variations. Betanine could not be detected
in the serum, even when the urinary betanine excretion was very high.

Betanin im Harn

Es ist seit langem bekannt, dafl manche Personen nach
GenuBl von Roten Riiben (Beta vulgaris) rot gefirbten
Urin ausscheiden. Dies Phinomen kann den Verdacht
1) Die Arbeit wurde mit Hilfe der Deutschen Forschungsgemein-

schaft durchgefiihrt, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren besten
Dank aussprechen.

einer Himaturie oder einer Aufnahme bestimmter
Medikamente erwecken. Von vornherein wurde ver-
mutet, dal die Rotfirbung durch Betanin, den Farbstoff
der Roten Riiben, verursacht wird. A

Die Konstitution von Betanin ist erst 1965 durch die
Arbeitsgruppe um Wyrer und DrempinG (1) endgiiltig
geklirt worden. Danach handelt es sich nicht — -wie
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Abb. 1

Strukturformel des Betanidin nach WiLcox, WyLER und DREIDING
1965 (1)

frither angenommen — um ein Anthocyan (Grundsub-
stanz der meisten Bliitenfarbstoffe), sondern um eine
Verbindung mit véllig andersartiger Konstitution, nim-
lich Betanidin (Abb. 1), das nach ScuupeL (2), AINLEY
und RosiNsoN (3), PucHer, Curtis und VICKERY (4, 5),
Reznik (6), WyrLErR und Mitarbeiter 1959 (7) sowie
Scumipr, BECcHER und HiuBNER (8) glykosidisch an
Glucose gebunden ist. GELDMACHER-v. MALLINCK-
rRODT und MENDNER (1965) (9) zeigten papierchromato-
graphisch, siulenchromatographisch und spektophoto-
metrisch (vgl. M. Tu. Armiro (10)) die Uberein-
stimmung des Farbstoffes in Ausscheiderharn mit un-
verindertem Betanin. o

Fiir das Auftreten einer Betaninurie werden sehr unter-
schiedliche: Faktoren verantwortlich gemacht:

Schon Hess und MEeyers (1919) (11) hatten beobachtet, daB3 be-
stimmte gesunde Kinder nach Aufnahme von Roten Riiben.einen
roten Farbstoff im Urin ausschieden, wihrend bei anderen-die Auf-
nahme ungewohnlich grofier Riiben-Mengen oder von Riibensaft
symptomlos blieb. Sie fiithrten dies auf eine individuelle Variation
in der Absorption des Farbstoffes zuriick. Auch RuH und GArviN
(12) berichteten 1924 tiber die Ausscheidung von rot gefirbtem
Urin bei 30 Kindern nach Aufnahme von Roten Riiben. Eine
Wiederholung des Phinomens gelang ihnen nur in 8 von 15 Fillen.
Sie schlossen daraus, dafl weder eine individuelle Variation in der
Absorption des Farbstoffes, noch eine Idiosynkrasie fiir das
Phinomen verantwortlich sei, sondern der Farbstoffgehalt der
Riiben und die aufgenommene Riibenmenge. CATHALA, MARTROU
und GRras (13) beobachteten 1939 ein gesundes Kind mit Betanin-
urie ohne weitere klinische Symptome und konnten bei nochmaliger
Gabe von Roten Riiben das Phinomen reproduzieren. Sie stellten
fest, daB3 der Urin dabei stark sauer war. Nach Hervorrufen eines
stark sauren Urins bei 3 anderen Kindern (ketogene Diit, Calcium-
chlorid und Phosphorsiure; pH 4,6 bzw. 4,4) bernerkten sie nach
Gabe von 125 g Roter Riiben in 2 Fillen gleichfalls eine Betanin-
urie. Deshalb nahmen sie an, daB3 Betaninurie nur bei stark saurem
Urin zu beobachten sei, wihrend bei einem normalen pH-Wert von
etwa 6 der Farbstoff zerstért werde. — Fille von Betaninurie bei
gesunden Kindern und Erwachsenen wurden auch 1936 von
MaraEsoN (14), 1938 von HarLE und GirarD (15) und 1942 von
JAcosseN (16) beschrieben.

Andere Autoren halten die Ausscheidung von Betanin nach Genuf3
von Roten Riiben fiir eine erblich bedingte Eigenschaft. ALrison
und McWHIRTER (1956) (17) kamen zu dieser Annahme aufgrund
der Untersuchung von 104 Einzelpersonen sowie 15 Familien mit
insgesamt 32 Kindern. Unter Beriicksichtigung der Familiendaten
nahmen sie einen rezessiv autosomalen Erbgang an. Die Haufigkeit
der Ausscheider-Eigenschaft wurde fiir die englische Bevolkerung
mit 109 angegeben. Ahnliche Untersuchungen fiihrten SALDANHA
und Mitarbeiter 1960 (18) und 1961 (19) u. a. bei 18 Familien mit
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insgesamt 111 Kindern einer hollindischen Einwanderergfuppe in
Brasilien durch. Hierbei konnten sie eine Ausscheiderhaufigkeit
von etwa 309, feststellen. Allerdings fanden sich einige Ausnahmen
von der aufgestellten Erbregel. Bei Absenken des pH-Wertes im
Urin bis nahe pH 5 bei der Nichtausscheidergruppe trat keinerlei
Rotfirbung nach Rote Riiben-GenufB auf. Bei der Ausscheider-
gruppe mubBte der pH-Wert auf 8 gesteigert werden, um die Rot-
firbung zum Verschwinden zu bringen. Daraus schlieBen sie, daf
der pH-Wert die Ergebnisse nicht wesentlich beeinflut. Eine Ab-
hingigkeit von Alter und Geschlecht wurde gleichfalls nicht ge-
funden, wohl aber eine gewisse Rassenabhingigkeit: Sie geben eine
Ausscheiderhiufigkeit von 44,2%, bei Japanern, 32%, bei Negern
und 30,8%, bei WeiBen an.

Der Annahme eciner erblichen Bedingtheit der Ausscheidung von
Betanin im Harn nach GenuB von Roten Riiben stehen eine gréBere
Anzahl von Veréffentlichungen seit dem Jahr 1914 gegeniiber, die
das Phinomen in Zusammenhang mit pathologischen Erscheinun-
gen bringen. Der erste derartige Bericht stammt von JErvis (1914)
(20). Er beschteibt das Auftreten bei einem 7 Jahre alten Midchen,
das daneben Kopfschmerzen, Leibschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen,
Fieber und Acetonausscheidung zeigte, nachdem sie am Vortag
eine groBe Menge Rote Riiben gegessen hatte. JErvis sieht die
Ursache fiir das schwere Erscheinungsbild in der Aufnahme von
Roten Riiben. PooLE (1927) (21) gab einem 6-jihrigen Jungen, der
nach einer Scharlachinfektion wiederholt rot gefirbten Urin aus-
geschieden hatte, nach einem Rote-Riiben-freien Intervall 3 mal
tiglich Rote Riiben. Der Urin des Patienten zeigte bis 24 Stdn.
nach der letzten Rote Riiben-Aufnahme einen rosa bis tiefroten
Farbton. Die Betanin-Ausscheidung soll Folge einer Permeabili-
titsstorung der Nieren nach vorhergegangener Nephritis sein.
Laur (1949) (22) fithrte Versuche unter Gabe von 1/, / Saft oder
150 g geriebcnen Roten Riiben bei Patienten mit den folgenden Er-
krankungen durch: Hepatitis, Lebercirrhose, Nierenkrankheit,
Enteritis, Typhus, Dyspepsie, Subileus, Gastritis, Ulcus, Magen-
resektion, Colitis mucosa, Ruhr, Ascaridiasis, Perniciosa, Alters-
kachexie, Lungen-Tbc, Pernitoneal-Tbc, Darm-Tbc, Morbus
Boeck, Pneumonie, Thyreotoxikose, Vagotonie, Urticaria, Poly-
arthritis, Sepsis, Herzinsuffizienz, Tumoren, Morbus Hodgkin. Es
zeigte sich, daB das Phinomen der Betaninurie nicht eindeutig
parallel ging mit einer einzelnen faBbaren Stoffwechselstdrung oder
-Leistung. Das Gleiche lie sich fiir eine gréBere Reihe von Medi-
kamenten sagen, die wihrend der Versuche appliziert wurden, und
keinen nachweislichen EinfluB auf die Betaninurie erkennen lieBen.
Mehrere Patienten mit bestimmten Darmerkrankungen (Typhus in
der 2. Woche; Enterocolitis) erhielten jeweils !/, / wiBrige Betanin-
16sung (PreBsaft) und zeigten eine Rotfirbung des Harns. Mit dem
Eintreten der klinischen Besserung sistierte die Rotfirbung und
blieb an den folgenden Tagen aus. Weitere 9 Typhuskranke in der
3.—5. Woche zeigten bei jeweils 3 Tage lang durchgefiihrten Ver-
suchen keine Harnfirbung. In der Normalisierung der Darmflora,
wie sie sich der klinischen Besserung entsprechend vollziehen
diirfte, sieht LAUR aber nur einen sekundiren, die Abheilung der
Schleimhaut begleitenden Vorgang. Primir entscheidend sei die
Permeabilitit der resorbierenden Darmwand. Eine erhShte Durch-
lissigkeit der Diinndarmwand fiir Betanin nimmt er nicht nur bei
Erkrankungen der Darmwand selbst oder mit engen Beziehungen
zu ihr an, sondern auch in einem auffallend hohen Prozentsatz von
Malignomen verschiedenster Art.

ZinoLer und Corovos (1950) (23) berichteten iiber 28 Fille von
Betaninurie. 26 traten in Verbindung mit Allergie gegen Rote
Riiben auf und 2 schienen an die Aufnahme von Roten Riiben zu-
sammen mit Nahrungsmitteln, die als Allergene bekannt waren,

gekniipft zu sein. Sie deuten das Phinomen als Folge einer Re-
sorption von Betanin iiber den Intestinaltrakt wihrend der aller-

gischen Reaktion und nehmen an, daB3 gesunde Individuen hoch-

stens nicht nachweisbare Betaninmengen resorbieren, was sie durch

weitere Versuche erhirteten. Auch nach Gabe von Ammoniumchlo-

rid, wobei ein pH-Wert des Urins von 4,5 erreicht wurde, konnten

sie bei vollig gesunden Kontrollpersonen keine Betaninausschei-

dung erreichen. Luxe und WATsoN (1963) (24) berichteten iiber eine

Patientin, die nach einer Rote Riiben-Mahlzeit am Abend zuvor

das Bild eines schweren anaphylaktischen Schocks mit gleich-
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zeitiger Betaninurie bot. Auch Warson, Luke und INALL (1963)
(25) erwihnen einen entsprechenden Fall. Versuche mit Rote
Riiben-Mahlzeiten bei Gesunden (58), Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen (48) sowie verschiedenen Anidmieformen (7)
fiihrten in allen drei Gruppen in etwa 139, der Fille zu einer
Betaninausscheidung im Harn. Patienten mit penicitser Animie,
Eisenmangelanimie und Malabsorptionssyndrom dagegen zeigten
Betaninurie in etwa 46, 39 bzw. 499, der Fille. Bei Personen mit

Eisenmangel, die noch keine Eisenpriparate erhalten hatten, betrug

die Hiufigkeit sogar 80%. Am niedrigsten lag die Rate det Aus-
scheider bei anidmischen Patienten, die eine Eisentherapie erhielten.
Daraus schlieBen die Autoren, daB Betaninurie in der Zeit des
Eisenhungers auftritt und daB u. U. ein Wettstreit zwischen Eisen
und Betanin fiir eine bestimmte Substanz (Apoferritin?) vorliegt,
bei dem Eisen bevorzugt wird. Auch die Betaninausscheidung bei
den 139, gesunder Personen glauben sie auf die fluktuierende
Natur der Eisenresorption bei normalen Personen zuriickfithren zu
kénnen. Daneben gibe es auch die Moglichkeit des Vorkommens
einer Betaninurie bei idiopathischen Enteropathien.

Alle genannten Autoren beurteilten das Vorliegen einer
Harnverfirbung nach rot nur visuell und setzten einen
" nicht gefirbten Harn mit einer fehlenden Betaninaus-
scheidung gleich. Die meisten verwendeten zur quali-
tativen Sicherung die schon von ScHUDEL (2) beschrie-
bene Eigenschaft des Betanins, im alkalischen Milieu
einen gelben Farbton anzunehmen und bei Wieder-
ansiuren seine rote Farbe wiederzugewinnen. Einige,
wie z. B. ZiNnpLER und Corovos (23), sicherten eine
Betaninausscheidung im Urin auch spektrophoto-
metrisch. Viele der aufgefithrten Versuchsergebnisse und
Deutungsversuche widersprechen einander. Der Ge-
danke lag nahe, dies auf die zum Teil sehr groben Me-
thoden zum Nachweis einer Betaninausscheidung im
Harn zuriickzufiihren. GELDMACHER-v. MALLINCK-
RoDT und MENDNER (9) hatten deshalb ein empfindliches
Verfahren zur Priifung auf Betanin im Harn ausgearbei-
tet:

Hierzu werden 20 m/ des filtrierten, ungefihr neutralen Harns ohne
weitere Vorbereitung auf eine mit Al,O, sauer gefiillte Chromato-
graphiesiule gegeben. Betanin wandert in einer relativ scharf
begrenzten rotvioletten Zone nach unten und wird dabei an-
gereichert. '

Damit fithrten sie Versuche bei 60 erwachsenen gesunden
Personen durch, die Leerharn sammelten, abends 250 g
gekochte Rote Riiben aBen und auch den Morgenharn
zur Untersuchung brachten. Der pH-Wert lag bis auf
zwei Ausnahmen stets bei 6. Bei keinem der vor der
Mahlzeit gelassenen Harne war hierbei eine dem Betanin
entsprechende Zone festzustellen. Im Morgenharn war
bei allen Versuchspersonen Betanin nachweisbar, selbst
wenn der Harn bei visueller Betrachtung ungefirbt er-
schien. Bei der Untersuchung einiger starker Ausscheider
wihrend mehrerer Wochen in lingeren Zeitabstinden
konnte nur je einmal bei zwei Personen, wohl infolge
alkalischer Harnreaktion (Cystitis) keine Ausscheidung
festgestellt werden, ebenso je einmal bei 3 weiteren, was
mit der Einnahme von Tabletten wegen leichteren Un-
wohlseins zusammenfiel.

Hiernach waren a//e untersuchten gesunden Personen in
der Lage, nach Rote Riiben-Aufnahme Betanin im Harn
auszuscheiden, wenn auch in verschiedener Menge oder
Konzentration. Danach muB die Ausscheidung von
Betanin im Harn weder genetisch bedingt, noch ab-

hingig von einem stark sauren pH-Wert des Urins,
allergischen Reaktionen, Nieren- oder Darmerkrankun-
gen oder bestimmten Animieformen sein. Sie scheint
vielmehr die Regel zu sein, obwohl erhebliche Unter-
schiede in-der ausgeschiedenen Betaninmenge sowie
seiner Konzentration bestehen. Diese Annahme wurde
durch Versuche weiter gesichert.

Zur gualitativen Sicherung einer Betaninausscheidung im
Harn diente dabei seine Indikatoreigenschaft sowie die
Siulenchromatographie an Al,O, (vgl. hierzu (9)). Fiir
eine direkte spektrophotometrische quantitative Be-
stimmung war die ausgeschiedene Betaninkonzentration
selbst bei statker Ausscheidung praktisch immer zu
gering.

Zur  halbguantitativen Bestimmung eignete sich eine
Weiterentwicklung des von MENDNER (26) beschriebe-
nen siulenchromatographischen Verfahrens. Versuche,
die in der Siule sichtbare Betaninfraktion spezifisch zu
eluieren und sodann eine spektrophotometrische Mes-
sung durchzufiihren, oder storende Harnpigmente vor-
her auf der Siule mechanisch abzutrennen und an-
schlieBend eine Messung durchzufithren, fithrten zu
keinem empfindlichen Verfahren (10). Dagegen lieB sich
das folgende einfache und sehr schnell arbeitende Ver-
fahren anwenden:

Die neutrale Harnprobe wurde nach Filtration auf eine
mit Aluminiumoxyd sauer (Gurrini) gefiillte Siule
(0,5 x 10 cm) gegeben. Sodann wurde die Harnmenge
festgestellt, die durchtropfen muBte, bis der violette
Betaninring zum ersten Mal deutlich sichtbar war. Die
hierzu erforderliche durchlaufende Harnmenge wurde
fiir jede Probe wiederholt bestimmt; sie betrug-maximal
20 m/, in denen noch 7—8 ug Betanin erkannt werden
konnten. Die Betaninmenge wurde dann an einer Eich-
kurve abgelesen, die auf die folgende Weise gewonnen
worden war: Wir stellten aus Leerharn durch Zusatz
von kristallisiertem Betanin Haroproben her, die 50 bis
750 ug Betanin in 100 m/ enthielten und arbeiteten in der
eben beschriebenen Weise. Den fiir jede Betaninkon-
zentration erforderlichen Urindurchlauf in m/ (Mittelwert
aus 3 Einzelbestimmungen) trugen wir gegen die Be-
taninkonzentration (ug/100 m/) auf. An der erhaltenen
Eichkurve konnte eine Betaninkonzentration bis etwa
40 pg/100 m/ Harn abgelesen werden'). Aufgrund der
Gesamtharnmenge konnte auch die in jeder Harnprobe
ausgeschiedene Gesamtbetaninmenge ermittelt werden.
Mit dieser Methode wurden die folgenden Untersuchun-
gen durchgefiihrt.

Betanin im Harn

Zeitlicher Verlauf der Betaninausscheidung nach Aufnabme
von 250 g gekochter Roter Riiben

"13 gesunde Personen im Alter von 14—47 Jahren

(11 g, 2 Q) sammelten am Morgen eine Urinprobe (Leer-
wert) und nahmen sodann niichtern 250 g gekochte
Rote Riiben zu sich. AnschlieBend wurde in méglichst

1) Als Testsubstanz diente kristallisiertes Betanin (K-Salz des
Glykosids), das uns freundlicherweise von Herrn Prof. O. Th.
Scumiot, Heidelberg, zur Verfiigung gestellt wurde.
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Tab. 1

Betaninausscheidung im Harn bei 13 Versuchspersonen nach einmaliger Gabe von 250 g Roter Riiben;

der héchste Stundenwert ist kursiv gesetzt

Ausgeschiedene Betaninmenge in ug wihrend der

1. Std. 2, Std. 3. Std. 4. Std. 5. Std. 6. Std. 7. Std. . 8. Std. 9. Std. ersten sieben Stunden
148 108 69 98 39 39 39 532
117 608 456 150 62 62 62 1517
158 600 458 326 306 306 306 306 306 2458
158 262 296 292 232 232 232 48 48 1704

210 115 82 82 105 105 105 0 799

0 82 86 35 0 203

0 115 240 126 92 58 58 0 689

0 25 82 92 54 54 0 307

0 0 . 700 80 0 180

65 48 15 15 143

58 46 0 104

700 92 48 0 240

0 0 0 0 0 0 0
Tab. 2

Betaninmenge und Betaninkonzentration im Harn von 10 Versuchspersonen bis zu 4 Stunden nach einmaliger Gabe von 250 g Roter Riiben.
kursiv = groBte ausgeschiedene Betaninmenge in 1 Stunde; unterstrichen == gréBte Betaninkonzentration

1. Stunde 2.Stunde 3.Stunde 4. Stunde
Harnmenge Betanin Harnmenge Betanin Harnmenge Betanin Harnmenge Betanin
mi ng #g[100 m! ml ng #g/100 ml ml 1e #g/100 m! ml ng #g/100 ml
110 297 270 90 270 300 55 138 250 0 0 0
25 31 125 30 15 250 25 68 270 25 68 270
140 245 175 60 255 425 149 536 360 105 263 250
65 146 225 36 108 300 25 68 270 51 98 190
55 116 210 162 607 375 152 456 300 50 150 300
62 150 225 60 351 585 54 316 585 109 545 495
75 157 210 104 262 250 110 297 270 nicht 233
) - gemessen
0 0 0 100 210 210 55 116 210 27 68 250
0 0 0 80 68 85 50 88 175 30 75 250
0 0 0 55 148 270 44 122 270 76 132 175

Tab. 3
Betaninausscheidung im Harn bei mehrmaliger Rote Riiben-Aufnahme im Abstand von mindestens 8 Tagen

Ausgeschiedene Betaninmenge in ug wéhrend der

Versuchsperson  Versuch Nr. 1. Std. 2. Std. 3. Std. 4, Std. 5. Std. 6. Std. 7. Std. 8. Std.
A 1 30 60 60 50 14 0 0
2 34 70 65 65
3 150 115 150 85 180
B 1 130 325 400 260
2 115 610 450 150 65 65
3 80 100 225 330 100 100 100
Cc 1 18 80 70 22 5
2 40 105 55 0
3 250 384 400 110
D 1 0 0 0 0 0 0
2 10 25 52 60 90 70
3 0 110 175 140
E 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 150 110 75 98 38 38
F 1 0 0 56 32 0
2 .0 20 0 0 0
3 106 216 324 206 56 38 30 25
4 290 150 72 65 46 26
5 120 242 366 160 36 0
G 1 72 148 122 132 48 44 35 34
2 156 262 298 244 232 232 232
3 150 150 172 104 104
4 34 68 60 170 54 48
5 0 74 148 0 0
H 1 32 176 140 66 105 0
2 0 15 0
3 0 28 48 70 60 24
4 32 41 84 116 64
5 22 48 64 88 84 42

1-stiindigen Abstinden durch Miktion Harn gewonnen.
Der pH-Wert der Proben lag stets zwischen 6 und 7.
Nach Durchfiihrung der Indikatorprobe auf Betanin in
sichtbar rot gefirbten Harnen und gegebenenfalls Neu-
tralisation wurde sofort siulenchromatographisch der
Betaningehalt festgestellt (der Betaningehalt nimmt
schon innerhalb einiger Stunden deutlich ab) und die
jeweils ausgeschiedene Gesamt-Betaninmenge ermittelt
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(Tab. 1). Bei 12 der untersuchten Personen konnte Be-
tanin im Harn gefunden werden. In einem Fall war mit
unserer Methode kein Betanin zu ermitteln, was aber
auch so gedeutet werden kann, dal der Gehalt unter
40 ug/100 m/ lag; diese Versuchsperson schied in

spiteren Versuchen mefBbare Betaninmengen aus. Das

Maximum der Betaninausscheidung (bezogen auf die
Betaninmenge) lag einmal in der ersten, fiinfmal in der
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zweiten, viermal in der dritten und zweimal in der vierten
Stunde nach der Mahlzeit. Die in den ersten 7 Stdn. aus-
geschiedene Gesamtmenge an Betanin lag zwischen
0 und 2,46 mg. Nach dieser Zeit war in den meisten
Fillen die meBbare Ausscheidung beendet. Bei Ver-
suchsperson 3 allerdings war noch nach insgesamt
18 Stdn. Betanin im Harn nachweisbar.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde bei 10 der Ver-
suchspersonen nach Aufnahme von 250 g Roten Riiben
unter den oben genannten Versuchsbedingungen und
zusitzlicher Fettkarenz wihrend 24 Stdn. vorher die
Betaninausscheidung iiber 4 Stdn. verfolgt, wobei auf-
grund der gelassenen Harnmenge die pro Std. aus-
geschiedene Betaninmenge und Betaninkonzentration
bestimmt wurden (Tab. 2). Das Maximum der Betanin-
ausscheidung deckte sich nicht immer mit der héchsten
Betaninkonzentration, sondern lag neunmal friiher und
einmal spiter. Eine geringe Betaninausscheidung ist
nicht gleichbedeutend mit einer niedrigen Betaninkon-
zentration.

Viele der in Tabelle 1 und 2 aufgefiithrten Harnproben
erschienen bei visueller Bewertung ungefirbt, obwohl
Betanin in nicht unbetrichtlicher Menge enthalten war.
Zusatzversuche lieBen erkennen, dafBl je nach der Eigen-
farbe des Harns eine Betaninkonzentration von etwa
75—750 ug/100 m/ Urin eben als Rotfirbung erkannt
wird.

Wiederholte Bestimmung der Betaninausscheidung im Harn in
grofieren geitlichen Abstinden '

Die Zeitabstinde betrugen dabei mindestens 8 Tage, um
cine etwaige Fermentadaptation zu vermeiden. Ubrige
Versuchsbedingungen wie vorher. Die wiederholte Auf-
nahme von Rotén Riiben bei ein- und derselben Person

wurde in zwei Gruppen durchgefithrt. Die erste Gruppe.
bestand aus 5 gesunden erwachsenen Personen (A—E), -

die je dreimal im Abstand von etwa 14 Tagen untersucht
wurden, die zweite Gruppe aus drei gesunden er-
- wachsenen Personen (F—H), die in 5, mindestens eine
Woche auseinander liegenden Versuchen getestet wur-
den. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 wiedergegeben.
Daraus ist abzulesen, daf3 bei derselben Person das Aus-
scheidungsmaximum zeitlich unterschiedlich liegen kann
(2—4 Stdn.). Weiter zeigte sich, was im Hinblick auf eine
genetische Auswertung wichtig erscheint, daB zwei Ver-
suchspetsonen, die bei der ersten und einmal auch bei der
zweiten Untersuchung als Nichtausschieider eingestuft

worden waren, bei der folgenden Untersuchung deutlich
Betanin im Harn ausschieden, so daB also alle diese
Fihigkeit besaBen. Der negative Befund kann durch eine
nicht ausreichende Empfindlichkeit des Bestimmungs-
verfahrens bedingt gewesen sein.

Tigliche Aufnabme von Roten Riiben jiber 47—66 Tage

In einer weiteren Versuchsreihe wurde bei 3 gesunden
erwachsenen Personen (I—K; 2 3, 1 @) die Ausscheidung
von Betanin im Harn bei einer tiglichen Rote Riiben-
Mahlzeit iiber mindestens 47 Tage gemessen, um zu
priifen, ob bei der Ausscheidung des Betanins eine Fer-
mentadaptation — an die schon Laur dachte — eine
Rolle spielen konnte. Hier erfolgte die Bestimmung der
ausgeschiedenen Betaninmenge nur im Morgenharn. Der
Zeitpunkt zwischen der Einnahme der Roten Riiben und
dem Auffangen des Morgenharnes bewegte sich immer
zwischen 8 und 10 Stdn. Auch am Abend vor Sonn- und
Feiertagen wurden regelmiBig 125 g Riiben eingenom-
men, so daB die Zufuhr konstant blieb, allerdings wurde
im Morgenharn keine quantitative Bestimmung durch-
gefiihrt. Um neben den Unterschieden in der Betanin-
ausscheidung einzelner Personen auch die davon un-
abhingigen Schwankungen in der Konzentration zu de-
monstrieren, wurden auch die jeweiligen Harnmengen
mit aufgefithrt (Tab. 4). Wie aus der Tabelle hervor-
geht, besteht keinerlei GesetzmiBigkeit in der Betanin-
ausscheidung hinsichtlich Menge oder Konzentration,
noch ist wenigstens in dem von uns verfolgten Abschnitt
eine adaptive Fermentreaktion zu beobachten. Bei Ver-
suchsperson K. war am 38. und 39. Tag des laufenden
Versuches kein Betanin nachzuweisen. Dies hitte als eine
adaptive Fermentreaktion gedeutet werden kénnen.
Weitere Aufnahme von Roten Riiben brachte aber in den
nichsten Tagen eine starke Betaninausscheidung, wobei
sogar Betaninmengen erreicht wurden, die hsher lagen
als zuvor.

Betaninansscheidung bei Erhibung der Riibenmenge

Am letzten Versuchstag nahm jede der 3 Personen die
dreifache Menge Roter Riiben, also 375 g, zu sich, um zu
priifen, ob die Betaninausscheidung mit der aufgenom-
menen Riibenmenge parallel geht. Bei Aufnahme der
dreifachen Rote Riiben-Menge am letzten Versuchstag
war nur ein sehr geringfiigiger oder gar kein Anstieg der
ausgeschiedenen Betaninmenge zu verzeichnen (vgl.
Tab. 4).

Tab. 4
Betanin im Harn nach tiglicher Aufnahme von 125 g Roter Riiben iiber 47—66 Tage,

am letzten Tage nach Aufnahme der dreifachen Riibenmenge

Betanin im Morgenharn

Versuchsperson Versuchsdauer Versuchstag Morgenharn
Tage ml ug ngl 1-_00 ml
1. 350 745 216
| e} 47 2.—45. 150—580 360—1080 100—570
’ 46. 320 960 300
47. 150 225 150
1. 490 588 118
JQ . 66 2.—64. 165—460 225—1425 75—500
65. 250 50 300
66. 230 978 425
1. 420 1050 250
Ko 61 2.—59. 290—830 0—2175 0—328
60. 600 3480 580
61.

520 2210 B 425
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Betanin im Serum

Uber den Betaninspiegel im Blut nach Aufnahme von
Roten Riiben liegen nur wenige Beobachtungen vor.

Hess und Myers (11) erwihnen eine Rotfirbung von Urin und
Plasma nach Aufnahme von Roten Riiben bei manchen Kindern.
Auch Run und GARvIN (12) stellten in 3 Fillen von Betaninurie
4 Stdn. nach der Ritbenaufnahme im Serum eine Rotfirbung fest.
JaxoBsen (16) dagegen konnte bei einer 33 jihrigen Frau, die
2 bis mindestens 18 Stdn. nach dem Essen von Roten Riiben einen
stark rot gefirbten Urin ausschied, 4 Stdn. nach der Mahlzeit keine
rote Tonung des Serums feststellen. ZinpLER und Corovos (23)
priiften bei 9 ihrer ,,Nichtausscheider* vor sowie 2, 4 und 8 Stdn.
nach der Rote Riiben-Mahlzeit entnommene Plasmaproben und
fanden alle frei von einer roten Verfirbung. In diesem Zusammen-
hang interessant sind die Versuche von LAuR (22) der bei in vitro-
Versuchen fand, daB frisches Blutserum sowie das Sediment der
roten und weiBlen BlutkSrperchen allein keine Verinderung von
zugesetztem Betanin bewirkten.

Die widersprechenden Angaben tiber das Vorkommen
von Betanin im Serum gaben den AnlaB zu eigenen

Untersuchungen (27), wobei jeweils zum Nachweis einer

Resorption auch der Betanin-Gehalt des Harnes be-
stimmt wurde. Da die siulenchromatographische An-
reicherung und Abtrennung des Betanin im Serum nicht
moglich war, verwendeten wir die spektrophotometri-
sche Bestimmung?), wobei Betanin aufgrund seiner
Absorption mit einem Maximum bei 538 nm nach-
gewiesen werden kann.

In Zusatzversuchen war Betanin nach EnteiweiBung von
Serum durch Zusatz der gleichen Menge 20proz.” Tri-
chloressigsdure und Zentrifugieren deutlich an seinem
rotlichen Farbton zu erkennen und noch bis zu einer
Konzentration von 7 ug/m/ spektrophotometrisch zu er-
fassen. Empfindlicher war es, das Serum direkt ohne die
zur EnteiweiBung notwendige Verdiinnung spektro-
photometrisch zu untersuchen. So konnten in Zusatz-
versuchen noch 3 ug Betanin/m/ in nicht himolytischen
Seren nachgewiesen werden. Bei diesem Vorgehen kann
schon ein sehr geringer Himoglobin-Gehalt des Serums,
der mit bloBem Auge nicht mehr erkennbar ist, starke
Stdérungen verursachen, da das Absorptionsmaximum
der f-Bande des Oxyhimoglobin bei 541 nm praktisch
mit demjenigen des Betanin zusammenfillt. Zur Eli-
minierung dieses Stdrfaktors wurde die sogenannte
,Differentialanalyse angewandt. Dazu wird zunichst
die Absorptionskurve einer Serumprobe im sichtbaren
Bereich gegen Wasser als Vergleichswert aufgenommen.
576 nm (Himoglobin) auf, so dient diese Serumprobe
in der folgenden Messung als Vergleichswert. Gegen
diesen wird die Absorption der auf Betanin zu priifenden
Serumprobe gemessen. Zeigen sich Maxima bei 541 und
576 nm, so wird in die Vergleichskiivette vorsichtig
tropfenweise soviel einer verdiinnten Himoglobinlésung
gegeben, bis das Maximum bei 576nm eben ver-
schwindet. Eine Absorption bei 538 nm kann jetzt auf
Betanin bezogen werden. Die Nachweisgrenze liegt hier
bei 3 ug Betanin/m/ Serum.

1y Selbstregistricrendes Spektralphotometer Modell ,,DK 2% der
Fa. Beckman Instruments, Miinchen.
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Als storend erwies sich eine Lipimie. Deshalb nahmen
die Versuchspersonen einen Tag vor dem geplanten Ver-
such keine fetten Speisen zu sich. Am nichsten Morgen
wurden nach der Entnahme einer Blutprobe innerhalb
von 10—15 Min. 250 g gekochte Rote Riiben aufge-
nommen. Vom Ende der Mahlzeit an wurden iiber
4 Stdn. stiindlich 10 m/ Blut entnommen. Etwa zur
gleichen Zeit wurde Spontanharn gesammelt und mit der
zuvor beschriebenen siulenchromatographischen Me-
thode die Betaninkonzentration im Urin bestimmt.
Hierbei wurden die in Tabelle 2 wiedergegebenen Werte
erhalten. Trotz der deutlichen Betaninausscheidung im
Urin war bei keiner der Versuchspersonen Betanin im
Serum festzustellen. Daraus ergibt sich, daB der Betanin-
blutspiegel unter 300 xg9%, liegen muB. Die Priifung auf
Betanin im enteiweiten Serum der Versuchspersonen
brachte gleichfalls ein negatives Ergebnis.

Diskussion

Nach unseren Untersuchungen scheidet praktisch jede
gesunde Person nach Gabe von Roten Riiben Betanin im
Harn aus. Die ausgeschiedene Betaninmenge ist schon
bei ein- und derselben Person selbst nach Aufnahme
gleicher Riibenmengen sehr unterschiedlich. Die Zu-
fihrung einer groBeren Riibenmenge fithrte nicht zu
einer Erhohung der Ausscheidung. Viele der Harn-
proben, die quantitativ bestimmbare Betaninmengen ent-
hielten, waren visuell nicht von betaninfreien Harnen zu
unterscheiden, da die Betaninkonzentration zu niedtig
lag, um eine sichtbare Rotfirbung zu bewirken. Die Aus-
scheidung von Betanin in geringer Konzentration ist
aber nicht gleichbedeutend mit der Ausscheidung einer
geringen Betaninmenge, da neben der Konzentration
auch das Harnvolumen eine Rolle spielt. DaB bei unseren
Versuchen in wenigen Einzelfillen kein Betanin nach-
weisbar war, kann durch die Nachweisgrenze unseres
Bestimmungsverfahrens bedingt sein. Es ist deshalb hier
eine Betaninausscheidung nicht auszuschlieBen. Die
quantitative Verfolgung der Ausscheidung zeigte, daB3
sicher nur ein sehr kleiner Teil des aufgenommenen
Betanins im Harn erscheint, wihrend der groBte Anteil
wohl mit den Faeces abgegeben wird.

Direkt in den groBen Kreislauf gebrachtes Betanin er-
scheint nach kurzer Zeit praktisch quantitativim Harn,
wie LAUR beim Menschen sowie WaTsoN bei Ratten und
Menschen durch i. v.-Gabe von BetaninlGsung gezeigt
haben. Unsere Ergebnisse lassen sich am einfachsten mit
der Annahme deuten, daB8 AusmaB und Geschwindigkeit
der Resorption im Darm fiir das Ausmal der Aus-
scheidung von Betanin im Harn verantwortlich sind, wie
dies grundsitzlich schon LAUR angenommen hat. Ob
Zusammenhinge mit der Eisenresorption bestehen, was
WatsoN, Luke und INaLL fiir méglich halten, 146t sich
damit noch nicht entscheiden. Die Annahme eines
,,Nichtausscheiders* in anderen Arbeiten erklirt sich
durch die angewandte Methodik der visuellen Einstufung
einer Harnprobe, wobei von einem nicht rot gefirbten
Harn auf eine fehlende Betaninausscheidung geschlossen
wurde. Wieweit unter Beriicksichtigung der von uns er-
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arbeiteten quantitativen Verhiltnisse eine verstirkte oder
verminderte Betaninausscheidung durch allergische Er-
scheinungen verursacht sein kann, liBt sich noch nicht
sagen. Genetische Faktoren scheinen keine Rolle zu
spielen. Ebensowenig ist fiir die Betaninausscheidung
ein stark saurer Urin Voraussetzung; dagegen kann in
einem stirker alkalischen Urin Betanin zerstort werden.
Eine Fermentadaptation als Utsache fiir einen schnellen
Abbau resorbierten Betanins, wodurch das Erscheinungs-

bild des ,,Nichtausscheiders* entstehen kénnte, scheint,
wie aus unseren Langzeitversuchen hervorgeht, keine
Rolle zu spielen. Im Serum konnten wir nach Rote
Riiben-Aufnahme und Sicherung der Resorption von
Betanin durch Nachweis von Betanin im Harn Betanin
nicht nachweisen, damit lag die Konzentration sicher
unter 300 ug%. Friihere Arbeitsergebnisse erscheinen
unsicher, da ein Himoglobingehalt des Serums Betanin
vortiuscher kann.
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Ein optischer Test zur Bestimmung der Kreatin-Phosphokinase

Von M. Feraupt und K. Harm
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg-Eppendorf ( Direktor: Prof. Dr. J. Kihnan)
(Eingegangen am 4. Februar 1967)

Es wird die Zusammensetzung eines optischen Tests zur Bestimmung der CPK (2. 7. 3. 2 ATP: Kreatin-Phosphotransferase) nach dem
Reaktionsschema von M. L. Tanzer und CH. GILVARG angegeben. Durch die Ermittlung optimaler Reaktionsbedingungen hat der Test
eine wesentlich hohere Empfindlichkeit als die bisher bekannten Verfahren. Die gemessene Aktivitit ist der Enzymkonzentration in der
Kiivette proportional, und zwar bei Einsatz von kristalliner CPK im Bereich von 0,06 bis 0,004 x#Mol/(Min. - m/) und bei Einsatz von
menschlichem Serum im Bereich von 0,005 bis 0,0001 xMol/(Min, - m/).

A procedure is described for the coupled photometric measurement of CPK (2. 7. 3. 2 ATP: creatine phosphotransferase) according to
the reaction mechanism of M. L. Tanzer and Cu. GILVARG. By establishing optimal reaction conditions the sensivity of the method was
markely increased. The activity level measured is proportional to the concentration of enzyme in the cuvettes for crystallized CPK in the
range 0,06—0,004 umol/(min - m/) and for human serum in the range 0,005—0,0001 xmol/(min - m/).

Es gibt verschiedene Verfahren (1, 2, 3, 4, 5), um die
Aktivitit der CPK (2.7.3.2-ATP: Kreatin-Phospho-

transferase) im optischen Test zu messen. Jedoch fehlen
Angaben dariiber, wie die Zusammensetzung der ein-

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem./5. Jahrg. 1967/Heft 5



