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Es wurde ein einfaches Verfahren zur Bestimmung von Benzoesdure im Urin ausgearbeitet.
Benzoesidure wird aus den Bindungen durch Erhitzen eines Natriumhydroxid mit einer Kon-
zentration von 25 Gew.%/Vol. enthaltenden Reaktionsgemisches im siedenden Wasserbad
wihrend 20 Minuten in Frejheit gesetzt. Nach dem Erkalten, Ansduern mit Schwefelsdure und
Séttigen mit Ammoniumsulfat wird das Reaktionsgemisch einstufig mit Acetophenon als Innen-
standard enthaltendem Athylacetat extrahiert. Die in den Extrakt {ibergegangene Benzoesiure
wird mit Diazomethan esterifiziert und der entstandene Methylester wird mit 10%igem Poly-
dthylenglykol 1500 unter Verwendung eines lonisations-Flammendetektors bei 130°C chromato-
graphiert. Die Eichkurve weist im Gesamtbereich von 0—5 mg Benzoesiure/ml Urin einen
linearen Verlauf auf. Die Methode ermdglicht nicht nur neben normalen Komponenten des
Urins, sondern auch neben Methylbenzoe- und Hydroxybenzoesiuren eine schnelle und spezi-
fische Benzoesdurebestimmung. o

Die Benzoesdure, der Hauptmetabolit des Toluols, scheidet sich mit dem Urin als Hippursédure
oder als Benzoylglucuronsdure aus® ~®. Im Urin der Pflanzenfresser findet sich nur Hippursiure,
cinige fleischfressenden Lebewesen konnen fast die gleiche Menge beider genannten Stoffe aus-
scheiden®. Bei Menschen wird die Art der Benzoesdurebindung gewdhnlich vom Grad der Be-
lastung des Organismus beeinfluBt. Bei geringfiigiger Belastung scheidet sich ausschlieBlich
Hippursiure aus, bei hoher Belastung kann sich im Urin auch Benzoylglucuronsiure vorfinden!»2.
Als Expositionstest fir Toluol dient entweder die Hippursiurebestimmung oder die Summen-
bestimmung der Benzoesiure im Urin, Die Benzoesiure wird aus der Bindung durch alkalische”'8
oder saure” Hydrolyse in Freiheit gesetzt, durch Extraktion isoliert und volumetrisch”*® oder
gravimetrisch® bestimmt. Bei einer anderen Methode wird sie durch Einwirkung von Oxydations-
mitteln in Salicylsiure, die photometrisch bestimmt wird“’, uiberfithrt, Man bedient sich auch der
Uberfithrung in das Mononitroderivat, das photometrisch bestimmt wird!!, fallweise weiterer
Methoden2. Wiewohl sich diese Methoden in der klinischen Praxis voll bewihren, kann man sie
trotzdem nicht als vollkommen spezifisch bezeichnen. Es muB stets die Moglichkeit in Betracht

* V. Mitteilung: diese Zeitschrift 35, 3265 (1970).
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gezogen werden, daf3 zahlreiche aromatische Sduren die normale oder gelegentlich auftretende
Komponenten des Urins bilden, gleichzeitig mit Benzoesiure bestimmt werden; in der Mehrzahl
der Fille ist jedoch der Fehler mit Ricksicht auf die relativ kleinen Mengen vernachléssigbar.

In der Mitteilung!? wurde von uns die spezifische Hippursiurebestimmung im Urin
mittels der Gaschromatographie beschrieben. Eines dhnlichen Verfahrens bedienten
wir uns nun auch {ir die Summenbestimmung der Benzoesiaure, nachdem sie vorher
aus der konjugierten Form mittels alkalischer Hydrolyse in Freiheit gesetzt worden
war.

EXPERIMENTELLER TEIL

Chemikalien und Apparate

Die ‘wiBrige Hippursiurestammldsung (0,7336 g Hippursdure und 0,5 mi 50 Gew. %/Vol.
Natriumhydroxid wurden mit redestilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt) enthielt in 1 ml
7,336 mg Hippursdure (entspricht 5,0 mg Benzoesdure). Die Hippursidurestandardiésungen
wurdeén durch entsprechende Verdinnung so hergestellt, daB sie in 1 ml Hippursaure dquivalente
a)0,2,0,4,0,6,0,8 und 1 mg, 6) 1,2, 3,4 und 5mg Benzoesaure enthielten, Die Acetophenonstamm-
l6sung (Innenstandard) in Athylacetat wurde durch Einwagen von 1 ml frischdestilliertem Aceto-
phenon und Auffiillen mit Athylacetat auf 100 ml hergestellt. Aus dieser Stammldsung wurden
durch Verdiinnen mit Athylacetat Losungen bereitet, die in 1 ml a) 250 pg, b) 1250 pg Aceto-
phenon enthielten. Desweiteren gelangten zur Anwendung: verdiinnte Schwefelsdure (40 ml
96,0%ige Schwefelsiure wurden mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt), eine waBrige
Natrium -und Kaliumhydroxidlosung (50 g Substanz wurden nach dem Lésen mit destillier-
tem Wasser auf 100 ml aufgefiillt), Essigsiure, Didthyldther, Athylacetat, Ammoniumsulfat
p.a. und N-Nitrosomethylharnstoﬂ14. '

Der Esterifizierungsapparat wurde in der Mitteilung‘3 beschrieben, Desweiteren wurden
der mit einem lonisations-Flammendetektor versehene Chromatograph, Modell GD, der Firma
Carlo Erba, eine aus nichtrostendem Stahl hergestellte, 2 m lange Kolonne mit einem Innendurch-
messer von 2 mm, die mit 10% Polydthylen-Glykol 1500 an Chromosorb W mit einer Kérnung
von ‘60— 80 Siebmaschen gefiillt war, herangezogen. Die Arbeitstemperatur betrug 130°C, die
Temiperatur des Einspritzraums 180°C. Als Trigergas diente Stickstoff (25 ml/min), die Hilfs-
gase, Wasserstoff (20 m]/min) und Luft (300 mi/min), wurden vor dem Eintritt in den Apparat
durch Fithren iiber die Saule eines Molekularsiebs gereinigt. Das Einspritzen der Probe mit einem
Volumen von 5ul wurde mit Hilfe der Hamiltonschen Mikroinjektionsspritze durchgefiihrt.
Die Chromatogramme wurden mittels Honeywell-Schreibers mit einem MeBbereich von 2,5 mV
beim Eintrittswiderstand von 10'° Ohm und bei 1/8 bis 1/32 Vollempfindlichkeit durchgefiihrt.
Die Papierverschiebung betrug 12,7 mm/min.

Arbeitsgang

In einem 25 mi-Schliffkolben werden 2 ml des zu priifenden Urins und 2 ml Natriumhydroxid
eingemessen, worauf der Inhalt gemischt wird. Der Kolben wird 20 Minuten in ein siedendes
Wasserbad getaucht und nach dem Herausnehmen gekithlt, worauf unter dauerndem Durch-
schiitteln und Kiihlen 2 ml verdiinnte Schwefelsiure zugegeben werden, Das gekiihlte Reaktions-
gemisch wird mit 2 g Ammoniumsulfat versetzt und nach griindlichem Durchmischen werden
5 ml Acetophenonldsung in Athylacetat zugegeben, wobei bei niedrigeren Benzoesiurekonzen-
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trationen eine Lsung mit dem Gehalt von 250 pg Acetophenon/ml, bei hoheren Konzentrationen
1250 ug Acetophenon/ml zugesetzt werden. Der Kolbeninhalt wird 1 Minute durchgeschiittelt
und nach Trennen der Schichten wird ein Teil des Athylacetatextraktes in ein Esterifizierungs-
Reagenzglas tibertragen. Die Esterifizierung wird mit Riicksicht auf die hohe Toxizitdt des Diazo-
methans im Digestorium durchgefithrt. Der Esterifizierungsapparat wird aus drei mit Seitenrohr
versehenen Reagenzgldsern in der Weise zusammengestellt, dal3 sich das Reagenzglas mit dem aus
dem Urin gewonnenen Extrakt in der Mitte befindet; in das erste Entwicklungspriifglas wigt man
ungefihr 0,1 g N-Nitrosomethylharnstoff ein, worauf 2 ml Didthylither zugegehen werden.
In das dritte Indikationsreagenzglas werden auch ungefihr 2 ml Didthyldther eingemessen.
Nach Zusammenstellen des Apparats wird in das Entwicklungspriifglas 1 m! Kaliumhydroxid-
16sung eingebracht und das Reagenzglas wird sofort unter Zuhilfenahme eines mit einem Glas-
rohrchen versehenen Gummistopfens verschlossen, worauf der Stickstoffstrom mit einer Ge-
schwindigkeit von ungefihr einem Bldschen in der Sekunde eingefiihrt wird. Die Esterifizierung
der im Extrakt befindlichen Sauren ist beendet, sowie der Diidthyldther im dritten Reagenzglas
eine Gelbfarbung annimmt. Das nichtverbrauchte Diazomethan aus dem ersten und dritten
Reagenzglas wird mit Hilfe von Essigsiure unschidlich gemacht. Aus dem mittleren Reagens-
glase beseitigen wir das nichtverbrauchte Diazomethan mittels Aeration von Stickstoff, es werden
5 ul in die Mikroinjektionsspritze gefiillt und nach dem Einspritzen wird das Chromatogramm
verzeichnet. Es werden die Hohen (Flachen) der Wellen des Benzoesiuremethylesters und des
Acetophenons gemessen, es wird ihr itiges Verhiltnis (I idard = 1) berechnet und
aus der auf gleiche Weise konstruierten Eichkurve wird die Benzoesdurekonzentration im zu
analysierenden Urin gemessen.

Eichkurve

Die Eichkurve wird in zwei Bereichen zusammengestellt, u.zw. firr die Bestimmung des normalen
Benzoesiureniveaus im Urin im Bereich von 0—1 mg/m! und fiir die Harnanalyse mit hoherem
Benzoesiuregehalt im Bereich von 0— 5 mg/ml.

In einem Satz von 25 ml-SchliffmaBkolben werden 2 ml Natriumhydroxidlosyng und 2 ml
Hippursiurestandardlosungen pipettiert, worauf weiter nach dem ,,Arbeitsgang'* vorgegangen
wird, Bei der Extraktion werden fiir den Bereich der Eichkurve von 0— 1 mg Benzoesiure/ml,
Athylacetat mit einem Gehalt von 250 pg Acetophenon/ml, fiir den Bereich von 0—S5 mg/ml
mit einem Gehalt von 1250 pg/ml herangezogen. Das Verhiltnis der Hohen (Flichen) der chro-
matographischen Wellen (Innenstandard = 1) wird in das Diagramm gegen die Benzoesdure-
konzentration eingetragen (Abb. 1). Der Blindversuch wird auf gleiche Weise durchgéfiihrt,
anstatt 2 ml Standardlosung werden 2 ml destilliertes Wasser verwendet.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Hydrolyse der gebundenen Benzoesdure

Bei unseren Versuchen wurden vorerst die Bedingungen fiir die quantitative Hydrolyse
der Hippursdure bei verschiedener Alkalitdt des Reaktionsgemisches (10, 15, 20
und 25 Gew. %[Vol. der Natriumhydroxidkonzentration) und bei abgestufter Er-
hitzungsdauer untersucht. Die Gemische wurden am siedenden Wasserbad wéhrend
einer genau gemessenen Zeit erhitzt, dann abgekiihlt und unter dauerndem Schiitteln
und Kiihlen mit 2 m] verdiinnter Schwefelsdure versetzt, wobei die Schwefelsdure-

Collection Czechoslov. Chem. Commun. /Vol. 36/ (1971)




Bestimmung toxischer Substanzen und ihrer Metaboliten 3111

konzentration so gewiahlt wurde, daB das resultierende Gemisch sauer reagierte.
Die nichthydrolysierte Hippursidure wurde dann mittels des in der Mitteilung'?
beschriebenen Verfahrens bestimmt. Wie aus dem Kurvenverlauf in Abb. 2 hervor-
geht, ist die Geschwindigkeit der Hippursdaurehydrolyse von der Alkalitit des Reak-
tionsgemisches sehr abhingig. Bei niedriger Alkalitat verlauft die Reaktion nur sehr
langsam, bei héherer Alkalitat erhoht sich die Geschwindigkeit und die Reaktions-
dauer verkiirzt sich.

Fiir den Standardarbeitsgang wurde von uns das Reaktionsgemisch mit einer
Natriumhydroxidkonzentration von 25 Gew. %/Vol. und eine Erhitzungsdauer von
20 Minuten gewahlt. Die Korrektheit der Bestimmung der Hydrolysenbedingungen
wurde durch Versuche mit verschieden konzentrierten Hippursaureldsungen iiber-
priift. Die Hippursaurehydrolyse verlief unter den angefiihrten Bedingungen quanti-
tativ, in allen Fillen wurde die stochiometrische Benzoesiuremenge bestimmt.

Die Benzoylglucuronsiure wird leichter als die Hippursiaure hydrolysiert: ihre
Destruktion erfolgt bei wesentlich miBigeren Bedingungen®:®:'*. Durch die Wahl
der bei der Hippursdurehydrolyse herrschenden Bedingungen wird daher auch das
quantitative Freiwerden der Benzoesdure aus der Bindung zu Glucuronsdure voll
gewihrleistet.

05 - 7

o 500 aug/ml 1000

Asg. 1
Eichkurve fir die Benzoesdurebestimmung
R ist das Verhiltnis der Hohen der
chromatographischen Wellen des Benzoe-
sduremethylesters und des Innenstandards.
Die Benzoesiurekonzentration ist in pg/mi
der untersuchten Proben angegeben.

ABB. 2

Verlauf der Hippursdurchydrolyse bei ver-
schiedener Alkalitit des Reaktionsgemisches

Hippursdurehydrolyse, ausgedriickt in %,
Reaktionsdauer in Minuten. Die einzelnen
Kurven entsprechen der Natriumhydroxid-
konzentration von 10, 15,20 und 25 Gew. % [
| Vol.
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Extraktion der Benzoesdure und ihre Uberfithrung in Methylester

Wie von uns nachgewiesen wurde, kann die Benzoesdure aus der mit Ammonium-
sulfat gesittigten, wiBrigen Phase mit Hilfe von Athylacetat quantitativ extrahiert
werden. Die Ausbeuten der einstufigen Extraktion sind nicht nur hoch (99,7%),
sondern auch vollkommen reproduzierbar. Die Uberfiihrung der Benzoesiure
in Methylester verluft, dhnlich wie bei der Hippursiure'?, bereits nach kurzer Zeit
quantitativ.

Wahl des Innenstandards und der Bedingungen der chromatographischen Be-
stimmung

Als Innenstandard wurde Acetophenon gewiihlt, das in unmittelbarer Nahe der Welle
des Benzoesduremethylesters eluiert wird. Es ist in Wasser unldslich und in hoher
Reinheit erhaltlich. Als geeigneteste stationdre Phase erwies sich Polyathylenglykol
1500, bei dessen Verwendung vollkommen symmetrische Wellen des Methylesters
und Innenstandards gewonnen werden. Die Auswertung des Chromatogramms auf
Grund der Hohe der chromatographischen Wellen war nicht nur bequemer, sondern
auch exakter als die Auswertung auf Grund der Flichen®.

Selektivitdt der Methode und Storeinfliisse

Bei unseren Versuchen richteten wir unsere Aufmerksamkeit vor allem auf einige
Homologe und Derivate der Benzoesdure, die entweder als normale Komponenten
des Urins oder dann auftreten konnen, wenn Personen bestimmte Medikamente
einnahmen oder den Ddmpfen gewisser aromatischer Kohlenwasserstoffe ausgesetzt
waren; ggf. kénnen sie auch durch Hydrolyse einiger im Urin befindlichen Siuren
entstehen. Mittels des Standardarbeitsganges wurden die o-, m- und p-Methyl-
benzoesdure und die o-, m- und p-Hydroxybenzoesdure bestimmt. Wie vort uns
nachgewiesen wurde, bendtigen die Methylester der angefiihrten Sduren eine ldngere
Elutionsdauer als der Benzoesauremethylester und Acetophenon (Innenstandard), so
daB durch sie die Benzoesaurebestimmung nicht gestdrt wird. Die Tatsache, daBl durch
die Methylbenzoesduren die Benzoesdurebestimmung nicht gestdrt wird, ist besonders
wichtig, da die genannten Sauren durch Hydrolyse der Methylhippursauren, der
Metaboliten der Xylole, entstehen.

Unsere Aufmerksamkeit richteten wir auch auf die Gegenwart von Phenol und
p-Kresol, die normale Komponenten des Urins bilden. Die Hydroxylgruppe des
Phenols und p-Kresols geht durch Einwirkung von Diazomethan in die Methoxy-
gruppe iiber und die entstehenden Methylather weisen kiirzere Elutionszeiten als der
Benzoesaureester auf. Aus diesem Grund wird die Benzoesdurebestimmung durch
die Gegenwart von Phenol und p-Kresol nicht gestort.
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Bereich der Methode und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Der Bereich der Methode wurde einerseits {iir den Benzoesauregehalt im Urin von
nichtexponierten Personen (bis 1 mg Benzoesiure/ml Urin) andererseits von Toluol-
dampfen ausgesetzten Personen (bis 5 mg Benzoesiure/ml Urin) gewiihlt. Im Ge-
samtbereich hat die Eichkurve linearen Verlauf. Bei merklich hohen Benzoesdure-
konzentrationen im Urin, wo das Verhiltnis der Hohen der chromatographischen
Wellen des Benzoesduremethylesters und des Acetophenons zu grof3 wiire, kann der
zu untersuchende Urin mit Wasser verdiinnt werden.

ABB. 3

Chromatogramm des Urins der exponierten Person
S Startpunkt der Analyse von 1 Benzoesduremethylester, 2 Innenstandard (Acetophenon),
Zeit in Minuten.

Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde durch zwanzigmal wiederholte Analyse
ein und derselben Urinprobe der exponierten Person iiberpriift. Durch statistische
Verarbeitung der Ergebnisse wurde der Variantionskoeffizient V' — 0,42% (bei Aus-
wertung auf Grund der Hohen) oder V — 2,39% (bei Auswertung auf Grund der
Flachen) bestimmt. Die Gesamtdauer einer Analyse betrigt ungefihr 40 Minuten.
Das bei der Harnanalyse einer exponierien Person gewonnene Chromatogramm ist
in Abb. 3 angefiihrt.
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