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Nachweis von Patacetamol im Utrin
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Es wird eine einfache Methode zum diinnschichtchromatographischen Nachweis von Paracetamol im Utin angegeben. Der Urin wird bei
einem pH von 3 direkt mit Chloroform extrahiert, der Harnextrakt chromatographiert und die Platte mit Silbernitratreagenz bespriiht.
Das Verfahren ist an Urinproben mehrerer Versuchspersonen angewandt worden. Ferner wurden die Urinextrakte nach Bropie und

AxELROD spektralphotometrisch untetsucht.

The demonstration of paracetamol in the urine following the ingestion of therapeutic doses of phenacetin-containing analgesics

A simple method is described for the detection of urinary paracetamol by thin layer chromatography. The utine is extracted with chloro-
form at pH 3, the extract is chromatographed and the plate is sprayed with silver nitrate reagent. The method was applied to urine samples
from several experimental persons. The urine extracts were also studied by the specttophotometric method of BRODIE and AXELROD.

Eine groBe Zahl von Kombinationspriparaten - der
Gruppe der Analgetika enthilt Phenacetin. (I). Diese
Pharmaka finden breite Anwendung. Uber den MiB-
brauch von phenacetinhaltigen Priparaten und seine
Folgen ist mehtfach berichtet worden (1—5). Bei den
Kraftfahrern stehen die Analgetika im Gebrauch weit
an der Spitze (6, 7). Vielfach ist es deshalb im Zusammen-
hang mit einer verkehrsmedizinischen Beurteilung eines
Kraftfahrers wichtig, die Einnahme phenacetinhaltiger
Arzneimittel nachzuweisen.

Etwa 60—809%, des verabreichten Phenacetins (I)
werden als Paracetamol (II) iiberwiegend konjugiert im
Harn wiedergefunden, wihrend nur etwa 0,29 der
eingenommenen Phenacetinmenge unverindert ausge-
schieden wird (8, 9). Ferner treten 0,1—0,29, der
Dosis als p-Athoxyanilin (p-Phenetidin) (V) im Urin
auf (Abb. 1). JacENBURG und Toczko (10) fanden
auBerdem, daB etwa 29, des verabreichten Phenacetins
als S-(1-Acetamido-4-hydroxyphenyl)-cystein im Utrin
auftritt. ‘
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Abb. 1. Biochemischer Umbau von Phenacetin im Organismus (11)

Nach Einnahme von Phenacetin findet man im Harn
nach saurer Hydrolyse p-Aminophenol (VI). Diese
Substanz entsteht sowohl aus dem freien Paracetamol —
durch Abspaltung der Acetylgruppe — als auch aus den
Konjugaten — durch zusitzliche Abspaltung des
Sulfat- oder Glucuronid-Restes. Die bisher angegebenen
Nachweismethoden (8, 9, 12—15) sind fiir die Routine
zu umstindlich und eignen sich nur zur Durchfithrung
einer gezielten Untersuchung.

Oft fehlen dem Toxikologen aber Angaben iiber die
Art des eingenommenen Medikamentes oder dieselben
entsprechen nicht der Wahrheit (16). Es muBl deshalb
eine einfache Methode gefunden werden, die — routine-
miBig ausgefithrt — nicht nur auf den Nachweis der
Stoffwechselprodukte des Phenacetins bzw. ihres Hy-
drolyseproduktes abgestellt ist, sondern auch bei der
Untersuchung auf andere Pharmaka angewandt werden
kann. Dariiber hinaus soll es auch mdglich sein, nicht

nur bei Vergiftungen oder bei chronischem Abusus, .

sondern auch bei therapeutischem Gebrauch eine Phe-
nacetineinnahme nachzuweisen.

Im allgemeinen geht man so vor, daB man die Harn-
proben ansiuert und zunichst mit Ather oder Chloro-
form ausschiittelt (6, 14, 16, 17, 18, 19); der Ver-
dampfungsriickstand wird anschlieBend chromatogra-
phisch untersucht.

Phenacetin, Paracetamol sowie ihr Hydrolyseprodukt
p-Aminophenol kénnen auf Fluoreszenzschichten (12,
19, 20) oder nach Bésprithen des Chromatogramms mit
ammoniakalischer Fluoresceinlésung (21) unter UV-
Licht erkannt werden. Auch Dragendorff- (22) und
Ehtlich-Reagens (22) sowie Chlor-Benzidin (23), Di-

- chromat-Schwefelsdure (23), Kaliumpermanganat/Ka-

liumcarbonat und Jodatmosphire (24) u. a. m. sind
verwendet worden. Alle diese Nachweismethoden sind
wenig spezifisch; viele andere Arzneimittel und korper-
cigene Stoffe kénnen dabei siehtbar gemacht werden.
Auch mit Eisen[III]-chlorid lassen sich auBler Phe-
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nacetin und Paracetamol (25, 26) andere Arzneistoffe
anfirben (27, 28).

GroBere Spezifitit besitzt das Silbernitratreagenz (25,
26); mit diesem Sprithmittel kénnen 0,2 ug Paracetamol
nachgewiesen werden. Phenacetin wird mit der Silber-
nitratldsung nicht angefirbt; diese Substanz wird jedoch
nur in sehr geringen Mengen unverindert ausgeschieden,
so daB der Nachweis einer Phenacetineinnahme im
Urin am besten iiber das Stoffwechselprodukt — Para-
cetamol (II) — gelingen witd.

So konnten wir in den bei saurer Reaktion erhaltenen
Chloroformextrakten von Urinproben mehrerer Ver-
suchspersonen Paracetamol nachweisen, nachdem die
Probanden therapeutische Einzeldosen eines phena-
cetinhaltigen Kombinationspriparates eingenommen
hatten. )
Paracetamol wurde auBerdem in den bei saurer Reaktion
erhaltenen Harnextrakten nach dem Verfahren von
Bropie und AxerLrop (8) spektralphotometrisch be-
stimmt.

Arbeitsmethodik

Extraktion des Utrins

25 m/ Harn wurden mit der dreifachen Menge einer Puffetlésung
vom pH 3 (Puffer-Titrisol, E. Merck, Darmstadt) versetzt und
dreimal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroform-
l6sungen wurden mit demselben Lésungsmittel auf 200 m/ auf-
gefiillt und danach in zwei gleiche Portionen aufgeteilt; die eine
Hilfte wurde nach dem Abdampfen des Lésungsmittels diinn-
schichtchromatographisch untersucht, wihrend die andere Hilfte
fiir die quantitative Bestimmung verwendet wurde.

Diinnschichtchromatographie

Es wurden Platten von 200 X 200 mm verwendet, dxe mit Kiesel-
gel G nach dem Standardvetfahren von StanL (29) beschichtet
waten. Die Chromatographie erfolgte nach dem Verfahten der
zweidimensionalen Trennung (29).

Fliefimittel

Richtung 1: Chloroform/Aceton (90:10, v/v) (29)

Richtung 2: Chloroform/Benzol/Aceton (65:5:30, v/v).

Nach der Entwicklung des Chromatogramms in Richtung 1
wurde die Platte mit Hilfe eines Haartrockners getrocknet, die

Vergleichslésung aufgetragen und dann in Richtung 2 erpeut
chromatographiert. Laufstrecke: jeweils étwa 16 cm.

Nachweisreagens

10proz. wiBr. Silbernitratldsung (25, 30). Flecke treten bei Raum-
temperatur nach 45—20 Min. — je nach Men_ge —_ a}lf.

Spektralphotometrische Bestimmung

Der nach Destillation des Chloroforms erhaltene Riickstand wurde
mit 5m/ IN Salzsiure versetzt und abfiltriert; nach 1stdg. Be-
handlung des Filtrates im siedenden Wasserbad wurde die
quantitative Bestimmung nach dem Verfahren von Bropie und
AxeLrop (8) durchgefithet. Die Extinktion wurde in 10 mm-
Halbmikrokiivetten bei 570 nm gegen einen gleichbchandelten
Bilanzansatz gemessen, in dem die Analyseldsung durch ein
gleiches Volumen dest. Wasser ersetzt worden war.

Zur Auswertung stellt man mit Hilfe von Standardlésungen —
entsprechend 20 bis 1400 ug Paracetamol — , die nach vorstehender
Vorschrift behandelt wurden, eine Eichkutve auf. Die Messung
etfolgte mit einem Unicam-Leitz-Spektralphotometér Modell
SP 800 B.
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Ergebnisse und Diskussion

Der Nachweis und die Bestimmung der Stoffwechsel-
produkte des Phenacetin ist mehrfach in Sammelurinen
von 8 bzw. 24 Stunden (8, 12) durchgefiihrt worden.
WeLcH und ConNNEeY (15) bestimmten die 2stdg. Aus-
scheidung von Paracetamol. Dusachu (13) fiihrte seine
Untersuchungen sowohl an Spontanurin als auch an
Sammelurinen durch.

In der Regel stehen dem Toxikologen keine Sammel-
urine zur Verfiigung. Deshalb wurde von uns nur
Spontanurin untersucht; wir haben die Probanden
veranlaBt, jhrem normalen Bediirfnis entsprechend die
vier der Einnahme des Analgetikums folgenden Harne
einzeln zu asservieren.

Fiir unsere Untersuchungen stellten sich sechs Petsonen zutr Ver-
fiigung, zwei weibliche und vier minnliche. Iht Alter lag zwischen
22 und 35 Jahren. Als phenacetinhaltige Analgetika wihlten wir die
Kombinationspriparate Quadronal und Dolviran, denn sowohl der
chromatographische Paracetamolnachweis als auch seine photo-
metrische Bestimmung sollten in Gegenwatt von Stoffwechsel-
produkten anderer Pharmaka etfolgen, so wie es in der Praxis oft
der Fall ist. Jede Versuchsperson fithtte je einen Versuch mit
jedem Kombinationsptiparat durch. Die Einnahme von jeweils
zwei Tabletten erfolgte morgens nach dem Friihstiick.

1 Dragee Quadronal (Asta, Brackwede) enthilt: Phenyldimethyl-
pyrazolon 100 mg, Phenacetin 100 mg, Lactylphenetidin 1,5 mg
und Coffeinum anhydr. 50 mg.

1 Tablette Dolviran (Bayer) enthilt: Aspirin 200 mg, Phenacetin
200 mg, Codein. phosphoric. 10 mg, Coffeinum anhydr. 50 mg,
Luminal 25 mg.

Ungeachtet des gelassenen Harnvolumens wurden zur
Untersuchung jeweils 25 m/ Utrin bei einem pH von 3
mit Chloroform extrahiert. Die Hilfte des Chloroform-
extraktes (entsprechend 12,5 m/ Urin) wurde diinn-
schichtchromatographisch auf Paracetamol untersucht,
wihrend die andere Hilfte zur spektralphotometrischen
Bestimmung des Paracetamols diente. Die Diinn-
schichtchromatographie wurde nach dem Verfahren der
zweidimensionalen Trennung durchgefiihrt, da sich bei
der eindimensionalen Chromatographie erhebliche Sto-
rungen des Paracetamolnachweises durch die Ballast-
stoffe des Harnextraktes zeigten.

Bei allen durchgefiihrten Versuchen konnte Paracetamol
schon im ersten Utin (1,54 Stdn. nach der Einnahme)
festgestellt werden. Im vierten Urin (8—9 Stdn. nach
der Einnahme) war der Paracetamolnachweis auch im
Quadronalversuch — entsprechend 200 mg Phe-
nacetin — positiv. Die Ergebnisse der Chromatographie

" der Harnextrakte sind in den Tabelle 1 und 2 wieder-

gegeben,

Adalin und Bromural sowie die Hydantoinderivate
Revertonal wei und Revertonal braun werden eben-
falls mit dem Silbernitratreagens angefirbt (31); mit den
hier verwendeten FlieBmitteln zeigt das Paracetamol
einen Ry-Wert, der weit unter dem der anderen mit
Silbernitratreagenz anfirbbaren Substanzen liegt, so daB3
die Unterscheidung keinerlei Schwierigkeiten bereitet.
AuBerdem zeigten friihere Untersuchungen, daB Adalin
und Bromural in therapeutischen Mengen eingenommen
im Utrin nicht nachgewiesen werden kénnen (30); somit
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Tab. 1

DC-Nachweis von Paracetamol im Harn nach Einnahme von 2 Dra-
gees Quadronal (entsprechend 200 mg Phenacetin)

Versuch  Harnprobe Harn- Stunden Para-
volumen nach cetamol-
(Gesamt) Einnahme nachweis

1 I 145"'m! 1Y, +
11 175 ml 43/, +
111 250 ml 6/, +
v 165 ml 8/, +
2 1 90 ml 2 +
I 75 ml 5 +
111 135 ml 8 +
v — —_ —
3 1 70 ml 2, +
11 265 ml 5%/, +

111 325 ml 7 (+)

v 300 m! 81/, (+)
4 1 45 ml 1Y/, +
I1 55 ml 23/, +
111 75 ml - 41, +
v 60 ml 6!/, +
5 1 245 ml 3 +
11 130 ml 43/, +

11 325 ml 7 (+)

v 180 ml 8y, (+)

6 I 180 mi 1Y/, (+)

11 240 ml 3y, (+)
111 70 ml +
VIV 180 ml 7, +

Tab. 2

DC-Nachweis von Paracetamol im Harn nach Einnahme von
2 Tabletten Dolviran (entsprechend 400 mg Phenacetin)

Stunden Para-

Versuch  Harnprobe Harn-
volumen nach cetamol-
(Gesamt) Einnahme nachweis
1 I 135 m! 4 +
11 185 ml 6/, +
111 205 m! 9.4 +
v 235 ml 10Y/, +
2 1 41 mi ) +
11 210 m!/ 4, +
111 215 ml 6%/, +
v 75 ml 8y, +
3 1 1156 mi- 2 +
I1 225 ml 4 +
11 240 ml 6 +
v 255 ml 8/, +
4 1 80 ml .2y +
1 63 m! 51/, +
111 60 mi 1Y, +
v 68 ml 10 +
5 I 175 ml 3
11 125 ml 53/, i
111 135 ml A +
v 105 m! 9 +
6 1 115 ml 1Y,
11 270 m! 31;: i
111 115 ml 41, +
v 80 ml 6 +

kommt eine Stérung des Paracetamolnachweises durch
diese Verbindungen nicht in Betracht.

Unsere Untersuchungen haben auBerdem ergeben, daB
p-Aminophenol auch mit dem Silbernitratreagenz ange-
farbt wird. Diese Substanz erscheint jedoch sofort beim
Besprithen des Chromatogramms als grauschwarzer
Fleck; der Paracetamolfleck dagegen tritt erst nach
10—40 Min. — je nach Menge — auf. p-Aminophenol
weist ferner mit den hier verwendeten FlieBmitteln einen
hoheren Re-Wert als Paracetamol auf. Beide Stoffe
lassen sich gut voneinander unterscheiden.

Die Chloroformextrakte wurden zur weiteten Sicherung
und Spezifizierung des DC-Befundes nach dem Ver-
fahren von BropiE und AxerLrop (8) spektralphoto-
metrisch untersucht. In den Riickstinden der ersten zwei

Urine nach der Einnalime des Analgetikums fand man
ethebliche Mengen Paracetamol; die Bestimmung
muBte deshalb mehrmals mit 1 bzw. 5 m/ Urin anstatt
mit 12,5 m/ du:chgefuhrt werden. Die bei allen Ver-
suchen durchschnittlich festgestellte Paracetamolmenge
betrug in den ersten zwei Urinen (11/,—6'/, Stdn. nach"
der Einnahme) zusammen etwa 119, der eingenommenen
Dosis. In den folgenden Urinen nahmen die Paracetamol-
mengen bei den meisten Probanden rasch ab und im
vierten Urin war die quantitative Erfassung des Para-
cetamols — in 12,5 m/ Urin — oft nicht méglich, ob-
wohl der diinnschichtchromatographische Nachweis
eindeutig das Vorliegen des Stoffwechselproduktes von
Phenacetin zeigte. In solchen Fillen konnte jedoch im
Chloroformextrakt des Gesamturins Paracetamol spek-
tralphotometrisch bestimmt werden. Eine Ausnahme
vom allgemeinen Verhalten zeigte die Versuchsperson
5 bei dem Versuch mit Quadronal (Tab. 1). Bei der
Chromatographie der Harnextrakte 1 und 2 war der
Paracetamolfleck schwach. Die quantitative Bestimmung
in den ersten zwei Urinen ergab nur geringe Meéngen
Paracetamol, wihrend in der 3. und 4. Urinprobe
899, der verabreichten Dosis festgestellt werden
konnten.

WEeELcr und ConnEy (15) und spiter Bticu, HAusEr,
PrLEGER und RipiGer (12) fanden, daB in den ersten
8 Stdn. nach der Einnahme von Phenacetin 40—609,
der Dosis ausgeschieden wird. Sie bestimmen dabei das
freie sowie das konjugierte Paracetamol. Bei dem von
uns angewandten Verfahren wird ein Teil des Para-
cetamols nicht érfaBt, da hier keine saure Hydrolyse
vorgenommen wird; mit unseren Versuchen sollte
festgestellt werden, ob eine Einnahme therapeutischer
Mengen Phenacetins auch dann nachgewiesen werden
kann, wenn man die Urinprobe in bekannter Weise
direkt ausschiittelt.

Bei der direkten Extraktion des Urins mit Chioroform
bei einem pH von 3 wird offensichtlich ein Teil des als
Konjugat vorliegenden Paracetamols in die organische
Phase tiberfiihrt und somit quantitativ mitbestimmt,
denn die von uns festgestellten Ausscheidungsquoten
liegen schon in den ersten Stunden erheblich héher als
diejenigen, die von Brobie und Axerrop (8) fiir das
freie Paracetamol angegeben werden; sie fanden in
24-Stundenurin nur 3,5%, des applizierten Phenacetms
als freies Paracetamol im Urin.

Die direkte Extraktion des Harnes beim pH 3 und die
anschlieBende Chromatographie des Chloroformex-
triktes mit der Silbernitratldsung als Nachweisreagenz
stellen ein einfaches und spezifisches Nachweisverfahren
fir Paracetamol dar. Der erhaltene Chloroformextrakt
kann auch fiir die chromatographische Vorprobe auf
andere Arzneistoffe (Barbiturate, Bromureide u. a. m.)
verwendet werden. Der bei saurem pH mit Chloroform
extralierte Urin kann auBerdem in der diblichen Weise
einer fraktionierenden Extraktion im sodaalkalischen
und natriumbicarbonatalkalischen Medium unterworfen
und die erhaltenen Extraktriickstinde konnen auf
basische Arzneistoffe untersucht werden.
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Obwohl nach unserem Verfahren vorwiegend das freie,
nichtkonjugierte Paracetamol erfaBt wird, kann eine
einmalige Einnahme eines phenacetinhaltigen Anal-
getikums entsprechend 200 mg Phenacetin nach etwa
8 Stdn. in 12—13 m/ Urin nachgewiesen werden; es
ist somit nicht erforderlich, fiir den qualitativen Nachweis

einer Phenacetineinnahme eine Hydrolyse des Harnes

vorzunehmen. AuBerdem besteht auch die Moglichkeit,
das als Konjugat vorliegende Paracetamol quantitativ
zu bestimmen, indem man den extrahierten Harn zu-
sitzlich einer sauren Hydrolyse unterwirft; damit
werden Paracetamolsulfat und Paracetamolglucuronid
in p-Aminophenol iberfithrt und dieses kann in der
iiblichen Weise quantitativ bestimmt werden.
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