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Cleavage of the Glucuronides of 2-Phenylpropane-1-ol
and 2-Phenylpropane-2-ol,
two Metabolites of Isopropylbenzene (Cumene)

Summary. The behaviour of 2-phenyl-1-propanol (I) and 2-phenyl-2-prop-
anol (II) and their glucuronides with HCl has been investigated. While I
shows a high acidic constancy, II undergoes a partial conversion into 2-
phenylpropane (III) which itself yields numerous products. The glucosidic
bond of glucuronide I is quantitatively split by 10.0% HCI, whereby an
aglucone vield of nearly 100% is obtained. The second glucuronide behaves
otherwise: the recovery of IT is very low (only 40% to 45%) with HCI con-
centrations of 1.0%-20.0%, although with 1.0% HCI 100% of the glucu-
ronide is hydrolysed.

Key words: Cumene, metabolites — Isopropylbenzene, metabolites

Zusammenfassung. Es wird iiber das Verhalten von 2-Phenylpropan-1-ol (I)
und 2-Phenylpropan-2-ol (II) (beide sind Metaboliten von Cumol) und ihrer
Glucuronide gegeniiber HCI berichtet. Wiahrend I eine hohe Sdurebestéin-
digkeit aufweist, erfihrt IT eine Umwandlung in 2-Phenylpropen (I11), aus
dem durch Folgereaktionen zahlreiche Produkte entstehen. Die glyko-
sidische Bindung des I-Glucuronides wird mit 10,0% HCI quantitativ gespal-
ten, wobei eine Aglykonausbeute von nahezu 100% erzielt wird. Anders
verhilt sich das II-Glucuronid: die Wiederfindungsraten an II liegen mit nur
40 bis 45% im gesamten HCI-Konzentrationsbereich (1,0% bis 20,0% ) sehr
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niedrig, obwohl schon mit 1,0% HCI eine Hydrolyserate des Glucuronides
von 100% erreicht wird.

Schliisselworter: Cumol, Metaboliten ~ Isopropylbenzol, Metaboliten

Isopropylbenzol (Cumol) benutzt man u.a. zur Herstellung von Phenol, Aceto-
phenon, a-Methylstyrol und von Cumolsulfonat, das als Losungsvermittler Ver-
wendung findet [7, 12]. Sein MAK-Wert wurde auf 245 mg/m® (50 ml/m®) fest-
gesetzt [3]. Isopropylbenzol wird bei Kaninchen nach oraler Gabe zu etwa 40%
in 2-Phenylpropan-2-ol (II) und zu etwa je 25% in 2-Phenylpropan-1-ol (I)
und 2-Phenylpropionsiure umgewandelt [9]. Diese drei Metaboliten werden
als Glucuronide ausgeschieden. Bei Menschen wurden etwa 35% des inhalier-
ten Isopropylbenzols in II umgewandelt [10]. Das Ziel dieser Arbeit war, die
Wiederfindungsraten von I und 11 bei der Spaltung ihrer Glucuronide zu ermit-
teln. Zu diesem Zweck wurde das Glucuronid von I synthetisiert; das II-Glucu-
ronid wurde aus Mauseharn ~ nach Fiitterungsversuchen mit Cumol bzw. mit
IT — isoliert.

Axbeitsmethodik

Gewinnung der Glucuronide

1-Glucuronid wurde durch Kondensation von 1 mit Acetylbromglucuronsiiure [1] in Gegen-
wart von AgCO;,/Celite [4] und anschlieBender alkalischer Hydrolyse der Schutzgruppen in
4 N NaOH/Aceton mit 40% Ausbeute erhalten [3]. II-Glucuronid wurde aus Sammelharn von
Miusen, die mit Cumol bzw. mit IT gefiittert worden waren, gewonnen [5].

Die gewonnenen Glucuronide wurden massenspektrometrisch identifiziert [2]. Fiir die
Hydrolyseversuche von II-Glucuronid wurde ein angereichertes Produkt, das 60% der Ver-
bindung enthielt, verwendet, da die Gewinnung der Reinsubstanz wegen jhrer Warme- und
Saurelabilitit [9] nicht moglich war.

Quantitative Bestimmung

Kapillar-GC: Gaschromatograph: DANI 3900 (DANI-Analysentechnik, Mainz-Kastel) mit
Shimadzu-Chromatopac C-R2A-(X)-Integrator (Shimadzu Corporation, Tokyo). Borosilikat-
glas Kapillarsiule, 20 m lang, 0,25 mm innerer Durchmesser. Filmdicke: 0,30 um. Stationire
Phase: SE 54 (Supelco). Trigergas N; 20cm/s. Injektionstemperatur: 200°C. Injektor, Split
(Verhiltnis 1/30 bzw. 1/40), Ofentemperatur: 100°C (isotherm). FID. Detektortemperatur:
200°C. Innerer Standard: Benzylalkohol. Probenmenge: 1 pl.

Kovats-Indices: 1II: 991; Benzylalkchol: 1035; I: 1091; II: 1169.

HPLC: Liquid Chromatograph 1010A mit UV-Detektor, variable Wellenlinge (Hewlett-
Packard GmbH, Waldbronn) und Shimadzu Chromatopac-Integrator C-R1B {Shimadzu Cor-
poration, Tokyo), Siule: Spherisorb 5 ODS II (Kontron) 125 X 5 mm. FlieBmittel: Methanol/
Acetonitril/H,O (20:20:60)-Geschwindigkeit: 2.0ml/Min (isokratisch). UV-Detektion bei
258 nm. Probemenge: 20 ul (Probenschleife). Innerer Standard: Benzylalkohol. Retentions-
zeiten: Benzylalkohol: 2.4 min; I: 5.1 Min.

Hydrolyseversuche

Je 10ml einer wiiBrigen Losung des Glucuronides, die zwischen 10 und 30 mg/l der untersuch-
ten Verbindung enthielt, wurde unter folgenden Bedingungen hydrolysiert:

Methode A: die Losung wurde mit 20% HCI 6 Min lang unter Riickflul gekocht.
Methode B: die Hydrolyse erfolgte mit 12.5% HCI unter RickfluB im siedenden Wasserbad.
Hydrolysezeit 30 Min.
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Methode C: es wurde wie bei Methode B hydrolysiert, jedoch mit 5% HCl.

Methode D: zusitzlich wurden Hydrolysen mit H,O ~ also ohne HCl-Zusatz — und mit HCl-
Konzentrationen von 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, 15,0, 17,5 und 20,0% durch-
gefithrt. Die Losungen wurden jeweils unter RuckfluBkiihlung im siedenden
Wasserbad 30 Min lang erhitzt.

IT und sein Glucuronid wurden auBerdem mit 1,0, 2,0, 3,0 und 4,0% HC! hydro-
lysiert.

Extraktion der Aglykone

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Kondensat im RickfluBkibler mit ca. 25ml dest.
Wasser in die Vorlage gespiilt. Die Ansétze wurden im Kiihlschrank auf +4°C gekiihlt und
anschlieBend der pH-Wert der Losung auf 6,5 bis 7,5 eingestelit. Die Extraktion von I, Il und
1T erfolgte mit Baker-Octadecyl-(Cig)-Extraktionssidulen. Fiir die GC-Analyse wurden I, II
und III mit 1,0m! einer Losung von Benzylalkohol in CHCls (101,1 mg/l) und anschlieffend
dreimal mit je 0,2 ml CHCI; eluiert. Die vereinigten CHCl-Losungen wurden mit wenig was-
serfreiem Na,SO, getrocknet und der Uberstand gaschromatographisch untersucht. Fir die
HPLC-Analyse erfolgte die Elution von I mit 1,0ml einer Losung von Benzylalakoho! in
Methanol (101,0 mg/l) und dann dreimal mit je 0,2 ml Methanol. Die erhaltene methanolische
Losung wurde direkt untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Fiir das angewandte Extraktionsverfahren betrug die Wiederfindungsrate von
2-Phenylpropan-1-ol (I) 100,4 = 2,1% (GC) bzw. 97,1+ 3,0% (HPLC) und von
2-Phenylpropan-2-ol (II) 96,0 £ 5% (GC). Von 2-Phenylpropen (III) wurden
93,0 £11% (GC) wiedergefunden.

Zur Ermittlung der Hydrolyserate wurden zuerst die Aglykone genauso be-
handelt und untersucht wie die Glucuronide.

Die Vorversuche ergaben, daB I eine hohe Séurebestindigkeit aufweist. Un-
ter den Bedingungen von Methode D (HCI-Konzentration zwischen 2,5 und
20,0%) wurde im Mittel eine Wiederfindungsrate von 94 +2.9% erzielt. Fiir
die in der forensischen Praxis iblichen Hydrolysemethoden wurden die in Ta-
belle 1 angegebenen Wiederfindungen ermittelt.

Abb. 1 zeigt die Ergebnisse der Spaltung des I-Glucuronides.

Schon beim Erwidrmen in Wasser ohne Sdurezusatz wurde die Verbindung
zu 7% gespalten (Methode D). Mit steigender HCI-Konzentration nahm die
Hydrolyserate zu und erreichte mit 10,0% HCI ihr Maximum.

Mit den Methoden A und B wurden ebenfalls Hydrolyseraten von etwa
100% erzielt, die Aglykonausbeute bei Methode A betrug 86,8 + 4,6% und bei

Tabelle 1. Wiederfindungsraten an 2-Phenylpropan-1-
ol (I) nach Behandlung von I mit HCI

Hydrolyse mit Wiederfindung
[%]

Methode A 88,0+ 49

Methode B 943+ 4,8

Methode C 95,1 £10,2
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Abb. 1. Wiederfindungsraten
an 2-Phenylpropan-1-ol (I) nach Hydrolyse
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Abb. 2. Wiederfindungsraten
an 2-Phenylpropan-2-ol (IT) (O——O) und
Ausbeute an 2-Phenylpropen (——) nach

Behandlung von II mit HCl (Methode D)
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Methode B 94,9 + 5,5%. Mit nur 5,0% HCIl (Methode C) wurden — bei einer
Hydrolyserate von 69,0 = 6% — nur 65,7 + 6% des Aglykons wiedergefunden.

Im Gegensatz zu I entstand aus IT — wie schon beschrieben [9] — durch séu-
rekatalysierte Dehydratisierung ein Artefakt, das 2-Phenylpropen (I1I); Dime-
risierung, Polymerisation und andere Folgereaktionen ergaben dann weitere
Produkte, die méglicherweise, z. T. bei der gaschromatographischen Analyse
entstanden sind. Hauptprodukt war III. Die Verluste an IT (Abb. 2) lagen schon
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Tabelle 2. Wiederfindungsraten von 2-Phenylpropan-2-ol (II} und Artefakt (IIT) nach Be-
handlung von II mit HC1

Verbindung Wiederfindung [%] mit Methode

A B C
II 42.7+£3,4 43,5132 344+39
m* 5,608 5,8+0,7 14,3+1,3

* Berechnet als IT

mit 1,0% HCI bei fast 60%; sie verringerten sich bei héheren HCl-Konzentra-
tionen (17,5 bis 20,0%) auf ca. 50%.

Die Ausbeute an 11 betrug bei Sdurekonzentrationen von 1,0 bis 2,5% etwa
16 bis 20%; diese sank mit steigender HCl-Konzentration deutlich auf nur 6%
(mit 20,0% HCI) ab.

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Behandlung von II mit HCI unter den
anderen Hydrolysebedingungen (Methode A, B und C) wiedergegeben. Das II-
Glucuronid zeigte erwartungsgemaf ein anderes Verhalten als das I-Glucuro-
nid; die Wiederfindungsraten an IT waren mit durchschnittlich etwa 40% in dem
gesamten Konzentrationsbereich (1,0 bis 20,0% HCI) sehr niedrig, obwohl
schon mit 1,0% HCI eine Hydrolyserate des Glucuronides von 100% erreicht
wurde.

Die Artefaktausbeute, die anfinglich bei ca. 20% lag (mit 1,0 bis 3,0% HCI)
sank auf weniger als 8% mit 15,0 bis 20,0% HCI ab. Mit den anderen Hydro-
lyseverfahren wurden — wie nicht anders zu erwarten — ebenfalls niedrige Wie-
derfindungsraten an II ermittelt, zwischen etwa 43% mit Methode A und B und
ca. 38% mit Methode C. Mit Methode A wurden etwa 8% und mit Methode C
ca. 16% des Aglykons als III wiedergefunden.

Die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich Hydrolyserate und Aglykonaus-
beute fithren zu der Uberlegung, warum in menschlichen Harn nach Cumolex-
position nur die Ausscheidung des sdurelabilen II und nicht die des stabilen
und leicht bestimmbaren I verfolgt wurde [10]. Es stellt sich die Frage, ob Cu-
mol bei Menschen nicht — wie bei Kaninchen beschrieben [9] — in I umgewan-
delt wird. Bei unseren Miuseversuchen mit Cumol wurde in dem Harn nur II-
Glucuronid nachgewiesen.

Auffallend war die leichte Hydrolysierbarkeit der untersuchten Glucu-
ronide, die mit 1,0% HCl (II-Glucuronid) bzw. 10,0% HCI (I-Glucuronid)
quantijtativ gespalten wurden. Entsprechend dem fiir die acidolytische Spaltung
der glykosidischen Bindung angenommenen A-1-Mechanismus, fiir den je nach
Struktur des Aglykons zwei Formulierungsmdglichkeiten unterschieden wuz-
den [6, 8, 11] kann das Verhalten der hier untersuchten Glucuronide interpre-
tiert werden (Abb.3). Demnach reagiert das zunéichst protonierte II-Glucu-
ronid nach dem Mechanismus fiir tertidre Alkohole (Mechanismus 1) und wird
schon durch milde Hydrolysebedingungen quantitativ gespalten.

Das I-Glucuronid kann nach Mechanismus 1 und 2 reagieren; dies wird
offensichtlich durch Nachbargruppeneffekte unter Bildung eines mesomerie-
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Abb.3. Reaktionsmoglichkeiten von Glucuroniden bei der Hydrolyse mit HCI

stabilisierten Phenoniumkations mdglich. Das fithrt zu einer anchimeren Be-
schleunigung der Reaktion und erklirt die fiir einen primiren Alkylsubstitu-
enten relativ leichte Spaltbarkeit.
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