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Bestimmung von Phenacetin und N-Acetyl-p-aminophenol
iiber Stoffwechselprodukte im Harn”)

Von H. Biica, H. HAuseRr, K. PFLEGER und W. RUDIGER

Aus dem Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie (Direktor: Prof. Dr. W. Rummel) und dems Institut fiir Biochemie
(Direktor: Prof. Dr. H.-J. Bielig) der Universitit des Saarlandes, Flomburg/Saar

(Eingegangen am 7. Dezember 1965)

Es wird eine Methode zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von Phenacetin und N-Acetyl-p-amino-
phenol (NAPAP) nach Uberfiihrung ihrer Stoffwechselprodukte im Hatn in p-Aminophenol angegeben. Die Be-
stimmbatkeitsgrenze liegt bei 20 mg %, die Nachweisgtenze bei 1 mg %, p-Aminophenol. Die Bildung eines gelben
Phenoxazon-Detivates aus Phenacetin etlaubt zu entscheiden, ob der Patient Phenacetin oder NAPAP eingenommen
hat. Bereits therapeutische Einzeldosen von 200—600 mg dieser Analgetica sind bis zu 12 Stunden nach Einnahme

bestimmbat, bis zu 48 Stunden nachweisbat.

A method is described for the detection and quantitative determination of phenacetin and N-acetyl-p-aminophenol
(NAPAP); their urinary metabolites are converted into p-aminophenol. The limit of the quantitative determination
is 20 mg 9%, of p-aminophenol; 1 mg 9, can be detected. From the formation of a yellow phenoxazone derivative
from phenacetin, it is possible to decide whether the patient has taken phenacetin or NAPAP. Single therapeutic
doses of 200—600mg of these analgetics can be determined up to 12 hours after dosage and detected up to 48 houts.

Die Schwierigkeiten beim Nachweis von Phenacetin und
N-Acetyl-p-aminophenol (,,NAPAP*) beruhen darauf,
daB sie nur zum geringeren Teil unverindert im Harn
auftreten; Umwandlungsprodukte machen den groSten
Teil der ausgeschiedenen Menge aus. Untersuchungen
von BropiE und Axerrop (1) sowie von Smrre und
Wirriams (2) zeigen, daB nach der K&rperpassage von
Phenacetin als Hauptausscheidungsprodukt (bis zu
809, der verabreichten Dosis) NAPAP — iiberwiegend
konjugiert — im Harn erscheint. Auch nach Verab-
reichung von NAPAP selbst, das aufgrund seiner wesent-
lich geringeren Toxizitit (3, 4) zunehmend hiufiger in
Kombinationspriparaten verwendet wird, treten die
gleichen Konjugate auf. — Bisher beschriebene Nach-
weismethoden fiir diese Analgetica (1,2, 5) beruhen
entweder auf dem Auswigen der isolierten Aus-
scheidungsprodukte oder auf Farbreaktionen der durch
Hydrolyse erhaltenen freien Aminoverbindungen nach
deten Trennung durch Verteilungsverfahren. Diese
Methoden erfordern jedoch relativ viel Material, sind
langwierig und zum Teil unspezifisch.

Hier wird eine einfache, schnelle und genaue Bestim-
mungsmethode angegeben, bei der man mit etwa 1 m/des
zu untersuchenden Harns auskommt. Das Prinzip der
Methode ist folgendes: nach Einnahme von Phenacetin
oder NAPAP ist im Harn nach Hydrolyse mit Salzsiure
das gleiche Spaltprodukt, nimlich p-Awminophenol, ent-
halten. Es entsteht aus freiem NAPAP durch Abspaltung
der Acetylgruppe und aus den Konjugaten durch zu-
sitzliche Abspaltung des Sulfat- bzw. Glucuronid-
Restes. Nach der diinnschichtchromatographischen Auf-
trennung des Urinhydrolysates ist p-Aminophenol auf-

grund seiner UV-Absorption und seiner Braunfirbung.

an der Luft nachweisbar. Es kann nach Elution durch
spektrophotometrische Messung der Extinktion bei
240 my quantitativ bestimmt werden.

1) Ein Teil dieser Ergebnisse wutde auf der 6. Friihjahrstagung der
Deutschen Pharmakologischen Gesellschaft, Mainz 1965, vor-
getragen.

Methode

Hydrolyse und Diinnschichtchromatographie

0,8 m/ Urin werdén nach Zugabe von 0,2 m/ konz. Salzsiure in
einem Reagenzglas eingeschmolzen. Die Hydrolyse wird bei 110°
im Trockenschrank wihrend 90 Min. durchgefiihtt. Danach wet-
den ansteigende Mengen (0,02, 0,05 und 0,10 m/) des Hydrolysates
bandférmig (nicht mehr als 0,01 m/ pro Auftragstelle) auf Diinn-
schichtplatten (Kieselgel GF,;,, Schichtdicke 0,25 mm) auf-
getragen. Die DC-Platten werden nach der Methode von StAHL (6)
hergestellt und aufbewahtt. Die DC-Platten werden 30 Min. bei
105° im Trockenschrank aktiviert.

Die Auftrennung des Hydrolysates erfolgt durch aufsteigende
Chromatographie mit dem FlieBmittel iso-Propanol/Chloroform/
33-proz. Ammoniak (7:2:1). Eine Laufstrecke von 10 cm wird
bei Kammersittigung in ungefihr 60 Min. erreicht.

Qualitative und quantitative Erfassung

Nach dem Trocknen der DC-Platten kann p-Aminophenol als
dunkler Fleck auf dem im UV-Licht fluoreszierenden Untergrund
anhand der mitgelaufenen Testsubstanz (z. B. gewonnen aus
NAPAP durch Hydrolyse mit Salzsiure) leicht lokalisiert werden.
Innerhalb von 1 bis 2 Stunden witd der p-Aminophenol-Fleck zu-
nehmend braun und 1Bt sich dann auch im sichtbaren Licht er-
kennen. Zur weiteren Kennzeichnung kann die Blaufirbung mit
dem Phenolreagenz von ForiN und CrocArTEU herarigezogen
werden: nach Besprithen mit 5-proz. Na,CO;-Losung und
kurzem Trocknen wird eine 20-proz. wiBr. Lsung des Phenol-
reagenzes (Fa. Merck) aufgespriiht.

Zur quantitativen Bestimmung wird zunichst die Lage der p-
Aminophenol-Flecke der aufgetragenen Proben im UV-Licht
durch Umranden gekennzeichnet. Nach Ablésen des Kieselgels
wird das p-Aminophenol jeweils mit 5 m/ 0,58 NaOH eluiert.
Nach Klirung des Eluates durch Zentrifugieren wird die Ex-
tinktion in Quarzkiivettén (d = 1 cm) mit einem Spektralphoto-
meter (Zeiss PQM II) bei 240 my gegen eine Blindprobe bestimmt.
Zur Aufstellung einer Eichkurve (Ordinate log I,/I bei 240 my)
werden steigende Mengen einer frisch bereiteten Losung von p-
Aminophenol in 2~ HCI (10—100 ug/Fleck) auf DC-Platten auf-
getragen, chromatographiert und bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Nach Einnabme von NAPAP findet man nach diinn-
schichtchromatographischer Auftrennung des Urin-
hydrolysates nur p-Aminophenol (Rr = 0,80). Die
Nachweisbarkeitsgrenze betrigt im UV-Licht 2 ug/
Fleck, im sichtbaren Licht nach Braunfirbung 1 ug/Fleck
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und nach Blaufirbung mit dem Phenolreagenz 0,1 ug
p-Aminophenol/Fleck. Da gegeniiber einer direkten
Verdiinnungsreihe von p-Aminophenol in 0,58 NaOH
(EY/s . = 900 bei 240 mu) bei der Chromatographie ein
Verlust von'etwa 109%, an'p-Aminophenol auftritt, emp-
fiehlt es sich,"stets eine Eichkurve aufzustellen. Die bei
diesem Vorgehen erhaltene Streuung betrigt etwa + 5%,
Der Verlust an p-Aminophenol unter den Hydrolyse-
bedingungen (< 0,5%,) kann vernachlissigt werden. Die
untere Bestimmbarkeitsgrenze im Harn liegt bei 20 mg9,
p-Aminophenol. In 0,1 m/ Hydrolysat miissen also
mindestens 15 ug p-Aminophenol zur Messung nach
diinnschichtchromatographischer Auftrennung verfiig-
bar sein. ‘

Nach Einnahme von Phenacetin findet man auf dem Diinn-
schichtchromatogramm des Urinhydrolysates auler p-
Aminophenol noch mehrere Farbstoffe (griin R¢ = 0,68,
violett Ry = 0,86 und gelb Ry = 0,96). Der gelbe
Hauptfarbstoff, 3-Amino-7-ithoxy-phenoxazon-(2), den
man auch nach kleinen Phenacetin-Dosen auf dem
Chromatogramm erkennen kann, entsteht folgender-
maflen: die primdren Ausscheidungsprodukte des
Phenacetins — p-Athoxy-o-sulfonyloxy-anilin und p-
Athoxy-o-hydroxy-acetanilid (7) — werden zu p-
Athoxy-o-hydroxyanilin hydrolysiert. 2 Molekiile dieser
Substanz kondensieren auf der DC-Platte im alkalischen
FlieBmittel zu dem angegebenen Phenoxazon-Derivat

®):
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Ein Fehlen des Phenoxazon-Fleckes bedeutet also, daf
das nachgewiesene p-Aminophenol #ich# aus Phenacetin
entstanden sein kann.

p-Phenetidin (Rp = 0,91), das nach Phenacetin-Ein-
nahme im hydrolysierten Harn zusitzlich vorhanden ist
(1) und unter unseren Bedingungen (durch die salzsaure
Hydrolyse) aus unverindert ausgeschiedenem Phenacetin
entsteht, kann man aufgrund seiner geringen Konzen-
tration (< 19, bez. auf die verabreichte Dosis) auf der
DC-Platte unter den angegebenen Bedingungen nicht
erkennen.

p-Aminophenol wird mit dem beschriebenen FlieB-
mittel diinnschichtchromatographisch sicher von fol-
genden u. U. im Harn anwesenden Barbituraten ab-
getrennt: Phenobarbital (Rr = 0,48), Barbital (Ry =
0,60) und Methylphenobarbital (Rr = 0,64), die ein
UV-Maximum zwischen 245 und 255 my aufweisen.
Thiopental (Rr=0,77), das im Gegensatz zu den
ibrigen Barbituraten eine positive Folin-Ciocalten-Reak-
tion (schwache Blaufirbung) gibt, witrd von p-Amino-
phenol nicht getrennt. Die Unterscheidung gelingt iiber
die UV-Absorptionskurve zwischen 360 und 230 my:
In 0,058 NaOH hat Thiopental ein einziges Maximum bei
305 my, p-Aminophenol ein Hauptmaximum (4 max, =
240 mu) und ein Nebenmaximum (A max, = 315 my)
mit E,:E, = 3,7.

Anwendung

Bei einer Reihe von Versuchspersonen wurde nach
oraler Gabe von 1g (5,6 mMol) Phenacetin bzw. 2 g
(13,2 mMol) N-Acetyl-p-aminophenol (NAPAP) das in
8 bzw. 6 Stunden im Urin auftretende, nicht-konjugierte
bzw. konjugierte NAPAP als Summe des durch Hydrolyse
entstandenen p-Aminophenols gemessen (Tab. 1 u. 2).

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, daBl in 8 Stunden bei
Menschen mit einem mittleren Harnvolumen von 485 m/

Tab. 1: Ausscheidungsverhiltnisse nach oraler Gabe von 1 g (5,6 mMol) Phenacetin (in 8 Stdn. ausgeschieden)

Versuchs- Harn NAPAP %
person m/ konjug. u. nicht-konjug. der gegebenen Dosis
(best. als p-Aminophenol)
_ o mMol _
I 245 2,15 38
II 275 2,02 36
oI 1120 3,51 62
v 300 1,00 18
Mitselwert: 485 217 39

Tab. 2: Ausscheidungsverhiltnisse nach oraler Gabe von 2 g (13,2 mMol) NAPAP (in 6 Stdn. ausgeschieden)

Versuchs- Harn - NAPAP %
petsoni m/ konjug. u. nicht-konjug. der gegebenen Dosis
" (best. als p-Aminophenol)
mMol o
I 397 5,65 43
II 169 2,51 19
I 238 3,22 24
v 211 3,04 23
v 246 3,34 25
Mittelwert: 252 3,55 27
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Sitzmann: Mikromethode zur Chloridbestimmung

rund 399, der verabreichten Phenacetin-Dosis als kon-
jugiertes bzw. nicht-konjugiertes NAPAP mit der an-
gegebenen Methode als p-Aminophenol erfal3t werden.
Aus Tabelle 2 geht hervor, daB8 6 Stunden nach Verab-
reichung von NAPAP sich in einem mittleren Harn-
volumen von 252 m/ rund 279%, der verabreichten Dosis
(2 g) mit der neuen Methode auffinden lassen. Da 20
mgY%, p-Aminophenol im Harn quantitativ, 1 mg%, noch
qualitativ erfaBbar sind, ergibt sich, daBl therapeutische
Einzeldosen von 200—600 mg Phenacetin bzw. NAPAP
bis zu 12 Stunden nach Einnahme bestimmbar, bis zu 48
Stunden nach Einnahme nachweisbar sind. In allen
Urinproben war nach Gabe von Phenacetin auerdem
das gelbe Phenoxazon-Derivat nachweisbar.

Somit liegt eine Methode vor, die es gestattet, unter
Zuhilfenahme der Diinnschichtchromatographie und

der Spektrophotometrie sichere Angaben iiber die Ein-
nahme von Phenacetin oder NAPAP zu machen. Bei
einer Intoxikation mit diesen Analgetica 4Bt sich durch
quantitative Bestimmung im 24-Stunden-Urin dber
mehrere Tage und Addition der gemessenen p-Amino-
phenol-Mengen die eingenommene NAPAP- oder
Phenacetin-Dosis ziemlich genau ermitteln. Bei der-
artigen - Bilanzuntersuchurigen mufl nach Phenacetin-
Einnahme beriicksichtigt werden, dafl die Ausscheidung
an p-Athoxy-o-sulfonyloxy-anilin in 8 Stunden rund 89,
— bezogen auf die eingenommene Dosis — betrigt (7).
Dagegen kann man die Ausscheidung von unverinder-
tem Phenacetin und von p-Phenetidin — zusammen
< 1Y%, bezogen auf die eingenommene Dosis — die
die p-Aminophenol-Bestimmung ebenfalls nicht erfafit,
vernachlissigen.
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Mikromethode zur quantitativen Chloridbestimmung

Von F. C. SrrzMANN
Aus der Universititskinderklinik Erlangen-Niirnberg ( Direktor: Prof. Dr. A. Windorfer)

(Eingegangen am 23. Dezember 1965)

Es witd iiber eine einfache, rasche und genaue Mikromethode zur Chloridbestimmung in Serum, Schweif3 und Urin
berichtet. Die Methode beruht auf der photometrischen Messung der durch Chlorionen freigesetzten Chloranilsdure
aus Quecksilberchloranilat im sauren Medium. Die Zuverlissigkeit der Methode wurde iiberpriift. Die gefundenen
Notmalwerte liegen durch die EnteiweiBung des Serums niedriger (81—103 mval//). Wegen der geringen Unter-
suchungsmenge kann diese Methode fiir die Kinderklinik empfolilen werden.

A simple, rapid and precise micromethod for the determination of chloride in serum, sweat and urine is described.
The method is based on the photometric measurement of chloranilic acid, which is formed from mercury chloranilate
in the presence of chloride ions in acid media. The reliability of the method is discussed. The miethod is recommen-
ded for the pediatric clinic, because the necessary amount of serum is small; the normal value, found by this

method, is 81—103 meq.//.

Die fiir quantitative Bestimmungen notwendigen Serum-
mengen stehen in der Kinderklinik nicht immer zur Ver-
fiigung; bei Friihgeborenen und jungen Siuglingen be-
reitet ihre Gewinnung oft erhebliche Schwierigkeiten.
Andererseits verlangen die Stoffwechselstérungen in
dieser Altersklasse einen genauen Blick in die vorliegende
Ionenverschiebung. Man sucht besonders in der Kinder-
heilkunde daher nach Mikro- und Ultramikromethoden.
Auch zur Chloriduntersuchung im Schweil, einer
wichtigen Methode zur Diagnose der Mucoviscidose,
wird man sich einer Mikromethode bedienen miissen, da
die gewonnenen SchweiSmengen oft unter 0,5 m/ liegen
(1). Bisher entwickelte Mikro- und Ultramikromethoden,
die wir auch RicuTERICH (2) verdanken, haben sich gut
eingefiihrt und im Labor bewihrt.

BarnNey (3) und BerrtoraciNi (4) haben 1957 vor-
geschlagen, die Chlorionen in der Reaktion mit dem
Silbersalz der Chloranilsiure zu bestimmen. Die auf diese
Weise freigesetzte Chloranilsiure wird dann photo-
metrisch gemessen. BaziNnsk1 und Mitarbeiter (5) haben
die Chloridbestimmung nach diesem Reaktionsschema
in groBen Untersuchungsreihen durchgefiihrt. Dabei
wurde jedoch das Quecksilbersalz der Chloranilsiure
genommen, da das entstehende Quecksilberchlorid nur
wenig dissoziiert (modifizierte Methode nach LaNG (6)).
Da hierbei auch bei sehr wenig Untersuchungsmaterial
zuverlissige Werte erhalten werden, haben wir diese
Methode iberpriift und vergleichende Untersuchungen
mit der von uns bisher angewandten Methode vor-
genommen, wobei die elektrometrische Titration mit
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