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Detection of boric acid in urine using turmeric test strips -
implications for immunological ethyl glucuronide screening
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Background: Ethylglucuronide (EtG) in urine is considered a marker of ethanol consumption or exposition.
Immunological EtG screenings are effected by high concentrations of boric acid, but these are not detected by
common urine sample checks. We have tested turmeric paper for the detection of boric acid in urine. Methods:
EtG-free urines with different creatinine concentrations and without or with EtG-spiking were sampled in boric
acid tubes (Urin Monovette 10 mL Borsaure, Sarstedt, Niimbrecht, Germany), diluted to achieve boric acid con-
centrations between 1 mg/L and 15.000 mg/L and checked by turmeric paper (Macherey-Nagel, Diren, Germa-
ny). The DRI EIA ethyl glucuronide and the creatinine assay were from ThermoFisher Scientific Microgenics
(Passau, Germany) and run on an AU680 analyzer (Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Results: At pH 1-2
(first step), boric acid concentrations of approx. 500 mg/L and higher were indicated by a color shift from yellow
to orange-red. After adding 1 M NaOH to the dried paper (second step), a color shift from orange-red to green-
black indicated boric acid concentrations of approx. 5000 mg/L and greater. The detection limit of approx. 5000
mg/L was independent from the urine concentration. False-negative EtG screenings were obtained, however, al-
ready at boric acid concentrations of approx. 500 mg/L. Conclusion: The turmeric paper can reliably identify
urine samples with high boric acid concentrations (=5000 mg/L), e. g. from urine containers with boric acid pre-
servatives. However, since false-negative EtG screenings by the DRI EIA EtG assay may already occur by boric
acid concentrations of 500 mg/L and since these remain undetected by the turmeric paper, visual control of the
urine void remains imperative for valid EtG testing.

1. Einleitung

Ethylglukuronid (EtG) im Urin gilt als KenngroRRe einer Ethanolaufnahme oder -exposition
[1]. Die enzymatische Bestimmung mit dem DRI EIA Ethylglucuronid Assay von Thermo
Fisher Scientific Microgenics kann durch Borsdaure in der Urinmatrix gestort werden [2],
wobei die im immunologischen Drogenscreening tblichen Urinverfalschungstests unphysio-
logisch hohe Borsédure-Konzentrationen nicht erkennen [3].

Dieses ist unbefriedigend, weil erhéhte Borsaure-Konzentrationen
im Urin nicht nur durch die Verwendung von Urinréhrchen mit
~ Borséure-Zusatz fir die Mikrobiologie resultieren kénnen, sondern
auch durch Manipulation der Urinproben mit Borsdure. Unabhangig
hiervon wird Uber suizidale und akzidentielle Borséure-Intoxikatio-
nen durch Pestizide oder Reinigungsmittel berichtet [4-6]. Ein Bor-
saure-Schnelltest, zum Beispiel mit Curcuma-Papier von Macherey-
Nagel (Abb. 1), kdnnte somit auch jenseits des EtG-Screenings von
Interesse sein. Das Testpapier ist mit Curcumin getrankt, welches in
Gegenwart von Borsdure und Boraten pH-abhdngig einen orange-
roten bzw. griin-schwarzen Borséure-Curcumin-Komplex bildet [7].

Abb. 1. Curcuma-Papier (Macherey-Nagel) zum Nachweis von Borséure/ Boraten.

Ziel unserer Untersuchungen war, zu prifen, ob Borsaure im menschlichen Urin mit dem zum
Nachweis von Borsaure in salzsauren Losungen ausgelegten Curcuma-Papier nachweisbar ist,
ob dies von der Urinkonzentration abh&ngt und ab welcher Borsaure- bzw. EtG-Konzentration
falsch-negative Immunoassay-EtG-Screenings zu erwarten sind.
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2. Material und Methoden

Test auf Borséure/ Borate mit Curcuma-Papier (Macherey-Nagel, Diren): Anséuern der Urine mit 3M HCI auf
pH 1-2, Eintauchen des Papiers, abhdangig vom Borsaure-Gehalt verfarbt sich das gelbe Papier orange bis rot
(Abb. 2, links), Lufttrocknung, Aufgabe von 1 M NaOH, abhéngig von der Borat-Konzentration verfarbt sich das
Papier von orange-rot nach griin-schwarz (Abb. 2, rechts). Oxidantien und lodid kénnen den Test stéren [7].

Die Sensitivitat des Curcuma-Papiers in Urin wurde wie folgt untersucht: 4 EtG-freie Urine wurden entspre-
chend der Testanleitung des Herstellers auf einen pH-Wert von 1-2 eingestellt und in Urin Monovetten 10 mL
Borsdure (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) aufgezogen. Eine vollstdndige Fullung ergibt eine Borséure-
Konzentration von 15000 mg/L. AnschlieBend wurden jeweils 10 Verdlnnungsstufen zwischen ca. 1 und 15000
mg/L Borséure durch serielle Verdiinnung mit dem zugehdrigen nativen Urin hergestellt. Anmerkung: Die Kon-
zentration von 1 mg/L Borsdure ist eine rechnerische Angabe mit einer fur die 4 nativen Urine angenommenen
(nicht gemessenen) physiologischen Borsaure-Konzentration von 0 mg/L.

Ein mdglicher Einfluss der Urinkonzentration auf den Curcuma-Test wurde mit Urinen mit Kreatinin-Konzen-
trationen von 172 bis 3080 mg/L geprift (Referenzbereich Manner 390-2590 mg/L, Frauen 260-2170 mg/L [8]).

Eine mdgliche Beziehung zwischen falsch-negativen DRI EIA EtG-Ergebnissen und der Borséure-Konzentration
im Urin wurde anhand EtG-dotierter Urine getestet. Hierzu wurde ein EtG-freier Urin mit EtG auf 0,1 mg/L
(forensischer Cut-off), 0,5 mg/L (vom Hersteller empfohlener Cut-off) und 1 mg/L eingestellt und in o. g. Bor-
saure-Urinréhrchen aufgezogen. Anschlieend wurden 10 Verdlnnungsstufen zwischen 1 und 15000 mg/L Bor-
saure durch serielle Verdiinnung mit Urin mit identischer EtG-Konzentration und physiologischem Borsaure-
Gehalt hergestellt und auf EtG getestet (Abb. 3). Urine ausgewahlter Borséure-Konzentrationen (0, 100, 500 und
1000 mg/L) wurden einer 10-fach EtG-Bestimmung unterzogen (Abb. 4).

EtG und Kreatinin wurden mit dem DRI EIA EtG-Assay und dem Kreatinin-Assay (kinetisch Jaffe) von Thermo
Fisher Scientific Microgenics (Passau) auf einem AU680 (Beckman Coulter, Krefeld) nach DIN 17025 akkre-
ditierten Protokollen bestimmt.

3. Ergebnisse

Abbildung 2 zeigt den zweistufigen Farbnachweis von Borséure/ Borat mit Curcuma-Papier
fiir vier unterschiedlich konzentrierte Urine.
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Abb. 2. Borsaurenachweis in Urin mit Curcuma-Papier. Links: nach Eintauchen des Papiers in die auf pH 1 bis 2
angesauerten Urine, Rechts: nach Trocknung und anschlieBendem Auftropfen von 1 M NaOH. Der Farb-
umschlag von gelb nach orange-rot im sauren pH-Bereich (links) und dann von orange-rot nach griin-schwarz
bei basischem pH (rechts) gilt als Borséure/ Borat-Nachweis.
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Das Ergebnis des EtG-Immunoassays in Gegenwart unphysiologisch hoher Borsaure-Konzen-
trationen (s. u.) hangt stark von der EtG-Konzentration des Urins ab (Abb. 3). Fur die niedrige
EtG-Konzentration von 0,1 mg/L fiihren schon ca. 500 mg/L Borséure zu einem falsch-
negativen Befund, bei 0,5 mg/L EtG tritt ein solcher erst ab 5000 mg/L ein, bei einer EtG-
Konzentration von 1 mg/L erst ab 10000 mg/L Borsaure (Abb. 3).
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Abb. 3. Einfluss der Borséure-Konzentration auf den Befund des immunologischen EtG-Screenings in Abhén-
gigkeit von der EtG-Konzentration.

Von der Messunsicherheit unabhangige falsch-negative EtG-Immunoassay-Ergebnisse lagen
ab einer Borsaure-Konzentration von 500 mg/L vor (Mann-Whitney-Test, Signifikanzniveau
a = 0,05; Abb. 4). Anmerkung: 0 mg/L Borsdure wird fur den nativen Urin ohne Zugabe von
Borsaure definiert. Die physiologische Borsdure-Konzentration der Urine wurde nicht ermittelt.
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Abb. 4. EtG-Screening mit dem DRI EIA EtG-Assay: Mittelwerte (n = 10) aus dem EtG-Screening fur EtG-
dotierten Urin (links 0,1 mg/L, rechts 0,5 mg/L) bei Borsaure-Konzentrationen von 0 mg/L (wei3), 100 mg/L
(hellgrau), 500 mg/L (dunkelgrau) und 1000 mg/L (schwarz).
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4. Diskussion

In Anwesenheit von Boraten bildet Curcumin einen Komplex mit Bor als Zentralatom und 2
Curcumin-Liganden (Abb. 5). Die Farbe des Komplexes, auch Rosocyanin genannt, héngt
vom pH-Wert ab [9,10]. Bei saurem pH ist sie orange bis rot, bei basischem pH griin-schwarz.
Auf diesem Phanomen beruht auch das von uns getestete Curcuma-Papier [7]. Schon im Jahr
1836 wurde ein Nachweis von Borsduren und Boraten mit Curcuma-Papier beschrieben [11].
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Abb. 5. Links: Keto-Enol-Tautomerie des Curcumins (nach [9]), rechts: Curcumin-Borat-Komplex (Rosocyanin)
(nach [10]).

Die von uns untersuchten Borséure-Urinréhrchen von Sarstedt ergeben laut

Hersteller bei kompletter Befuillung mit 10 mL Urin eine Borséure-Konzen-

tration von 15000 mg/L [12]. Diese Réhrchen werden im mikrobiologischen
i Labor zur Stabilisierung von Urinproben eingesetzt, um die Vermehrung von
k u. U. einzelnen Bakterienstdmmen zu Lasten anderer zu unterbinden und
k- damit das in vivo Besiedlungsprofil flr einen Zeitraum von circa 48 Stunden
bei Raumtemperatur zu konservieren [12]. Werden solche Urinréhrchen irr-
timlich zur EtG-Analyse eingesandt und wird der grine Aufdruck ,,Bor-
saure* auf dem Rdéhrchen (Abb. 6) vom Einsender mit dem Barcode-Etikett
, uberklebt und deshalb im Labor nicht erkannt, sind falsch-niedrige bzw.
‘ : falsch-negative EtG-Immunoassay-Ergebnisse zu erwarten [2,3].

jml

Abb. 6. Sarstedt Urin-Monovette 10 mL fir klinische Chemie und Toxikologie (gelb) und
Sarstedt Urin-Monovette 10 mL Borsaure fir die Mikrobiologie (rechts).

Unsere Ergebnisse bestatigen diese Befunde, wobei bei niedrigen EtG-Konzentrationen von
0,1 und 0,5 mg/L bei einem Cut-off von 0,1 mg/L schon ab Borsdure-Konzentrationen von
circa 500 mg/L falsch-negative Befunde zu erwarten sind (Abb. 3 und 4), ohne dass diese mit
dem von uns getesteten Curcuma-Papier sicher nachgewiesen werden kdnnen (Abb. 2).

Physiologische Borsaure-Gehalte im Urin werden durch das von uns verwendete Curcuma-
Papier nicht angezeigt. Allerdings differieren die Angaben zur physiologischen Borséure-
Ausscheidung im Urin: Wallace et al. [13] ermittelten zum Beispiel eine mittlere Bor(!)-
Ausscheidung von 0,80 bzw. 0,88 mg/L im 24-Stunden-Urin von 15 jungen Ménnern. Baselt
zitiert diese Arbeit und gibt eine mittlere Bor-Konzentration im Urin (,,expressed as borate®)
von 2,2 mg/L an [4], was sich durch den Umrechnungsfaktor zwischen Borat und Bor jedoch
nicht erklaren lasst. Laut Tietz [14] liegt die Borat-Ausscheidung im Urin erwachsener
Manner bei weniger als 2 mg/L.
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Unabhangig hiervon ist ganz offensichtlich die von uns ermittelte ,,kritische* Konzentration
fur den Borsdure/ Borat-Nachweis von circa 5000 mg/L um ein Vielfaches hoher als die
physiologische Borséure-Ausscheidung. Sie ist auch hoéher als die vom Hersteller fir salz-
saure LAsungen angegebene Nachweisgrenze von 20 mg/L Bor [7] bzw. daraus berechnet 115
mg/L Borséure. Die Ursache flr diesen Befund bleibt unklar. Mdéglicherweise sind hierfur
Matrixeffekte, nicht aber die Urinkonzentration als solche, verantwortlich.

So lassen sich schon ab 500 mg/L Borséure leichte Verfarbungen des Curcuma-Papiers im
sauren Milieu erkennen (Abb. 1, links), ein deutlicher Umschlag, insbesondere nach griin-
schwarz im basischen pH-Bereich jedoch erst ab 5000 mg/L (Abb. 1, rechts). Dabei ist uner-
heblich, ob ein gering konzentrierter (170 mg Kreatinin/L) oder hochkonzentrierter (3080 mg
Kreatinin/L) Urin vorliegt (Abb. 2). Zu alternativen photometrischen Verfahren siehe [15,16].
Eine Borsaure-Bestimmung mit ICP-MS wird in [6] beschrieben.

Eine umfassende Darstellung der Anwendung von Borverbindungen und ihren physiologi-
schen Wirkungen in Biologie, Medizin und Pharmakologie gibt [17]. Bor wird vom Menschen
mit dem Trinkwasser, Mineralwéssern und der Nahrung aufgenommen. Weitere Quellen sind
Arzneimittel, Kosmetika, Bedarfsgegenstande in Kontakt mit Lebensmitteln, Spielzeug,
Waschmittel, Klebstoffe und Teppiche. Sie enthalten Borverbindungen wegen der antisep-
tischen, konservierenden, weichmachenden und flammenhemmenden Eigenschaften [18].

Der Trinkwasser-Grenzwert flr Bor liegt in Deutschland bei 1 mg/L [19]. Fir Lebensmittel
ist Borsaure als Konservierungsmittel E284 nur flr Storrogen (Kaviar) zugelassen (Grenzwert
4 g/kg) [20]. Nach der europdischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA - European
Food Safety Authority) liegt fur den Erwachsenen die maximale tdgliche, nicht zu Gesund-
heitsrisiken fuhrende, Bor-Aufnahmemenge (tolerable upper intake level, UL) bei 10 mg [18].
Einnahmen von zusétzlich bis 30 mg/Tag durch Nahrungserganzungsmittel wurden fur Body-
builder berichtet [18]. Borsdure wird nicht im Korper akkumuliert, sondern zu 85-100%
innerhalb von 5 bis 7 Tagen renal eliminiert [4]. Hieraus wird Klar: Borsaure-Ausscheidungen
im Urin von 5000 mg/L sind unter Normalbedingungen nicht zu erwarten.

5. Zusammenfassung

Durch die hohe Nachweisgrenze im Urin werden physiologische Borsdure-Konzentrationen
mit dem Curcuma-Papier nicht angezeigt. Dies vermeidet ,,Fehlalarme® in Hinsicht auf eine
Intoxikation mit Boraten oder eine Borsaure-Urinmanipulation, birgt aber gleichzeitig das Ri-
siko, moderate Borsdure-Belastungen oder ,intelligente” Manipulationen des Urins mit Bor-
séure zu Ubersehen. Wird zum Beispiel Urin mit Borsdaure derart manipuliert, dass sich eine
Borsaure-Konzentration von circa 500 bis 5000 mg/L einstellt und wird gleichzeitig auf eine
Sichtkontrolle wahrend der Urinabgabe verzichtet, bliebe dieser Manipulationsversuch unent-
deckt und es ware mit falsch-niedrigen, abhangig von der EtG-Konzentration sogar falsch-
negativen EtG-Immunoassay-Ergebnissen zu rechnen.

6. Schlussfolgerung

Das Curcuma-Papier ist als Schnelltest zur Erkennung von borséurehaltigen Urinen, z. B. aus
den von uns gepriften Sarstedt Urin Monovette 10 mL Borsdure Réhrchen, geeignet.

Da Borsédure-Konzentrationen ab 500 mg/L bereits zu falsch-negativen EtG-Immunoassay-
Befunden fiihren kénnen, vom Curcuma-Papier aber nicht sicher erkannt werden, bleibt die
sichtkontrollierte Urinabgabe eine unverzichtbare Pramisse fiir ein valides EtG-Screening.
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7. Botanischer Nachtrag (unter Verwendung von Angaben in [21])

Curcumin ist ein wichtiger Inhaltsstoff der Rhizome der zur Familie der Ingwergewdachse
(Zingiberaceae) gehdrenden Kurkumapflanze (Curcuma domestica, friher C. longa; engl.
Turmeric plant). Der Gehalt an Curcumin in den Rhizomen nimmt wéhrend der Vegeta-
tionsperiode zu. Der hochste Gehalt von 4,0 bis 8,6% des Trockengewichts wird kurz vor der
Reife, d. h. ca. 22 bis 26 Wochen nach der Pflanzung erreicht. Die Droge Curcumae rhizoma
(Curcuma-Wourzelstock) enthalt 3 bis 5% Curcuminoide, u. a. Curcumin.

Im Haushalt wird das gepulverte Rhizom als Gewiirz
und gelber Farbstoff eingesetzt, z. B. in Curry und
Senf. In der Industrie wird Curcumin aus Curcuma-
Rhizomen isoliert und als Farbstoff flir zum Beispiel
Textilien, Leder, Holz, Wachse, Butter, Kase, Geback,
Likor und Kosmetika verwendet.

Curcumin werden choleritische (den Gallenfluss for-
dernde), cholikinetische (die Gallenblasenentleerung
fordernde), antihepatotoxische, antihyperlipidamische,
antiinflammatorische, anticarcinogene und antimikro-
bielle Effekte zugeschrieben.

Abb. 7. Curcuma longa L. (aus Kohler's Medizinalpflanzen
[22]). Urspriinglich wurde Kurkuma von Linné als Curcuma
longa L. beschrieben. Im Jahr 1918 wurde dies auf Curcuma do-
mestica VAL. korrigiert [21].

Die Datenlage zu den o. g. pharmakologischen Wirkungen ist fur den Menschen nicht selten
unsicher. Die Droge findet deshalb vor allem in den Ursprungsléandern Indien und Indonesien
vielféltige Anwendungen, insbesondere bei gastrointestinalen Beschwerden. Selbst Dosen von
einigen Gramm/Tag sollen keine akuten oder chronischen toxischen Effekte ausldsen.

Dass die Familie der Ingwergewdchse nicht nur
pharmakologisch und aus Ernahrungssicht interes-
sante Vertreter wie Curcuma domestica und Ingwer
(Zingiber officinale) umfasst und dass die Bearbei-
tung von toxikologischen Fragestellungen Uber das
eigentliche Thema hinaus immer wieder inspirierend
sein kann, soll abschliefend das Foto einer im Zu-
sammenhang mit dieser Arbeit erworbenen und nun
bei einem der Autoren blihenden Curcuma alisma-
tifolia zeigen (Abb. 8).

Dabei sind die rosafarbigen ,,Bluten” im botanischen
Sinn keine Bluten, sondern Hoch- bzw. Deckbléatter
wie bei dem Weihnachtsstern (Euphorbia pulcher-
rima); so wie die im Handel erhdltlichen Kurkuma-
wurzeln botanisch betrachtet keine Wurzeln, sondern
unterirdische Rhizome (Sprosse) sind.

Abb. 8. Curcuma alismatifolia Gagnep. (Foto TA).
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