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SUMMARY

Detection of sulfamethoxazol and N¢é-acetylsulfamethoxazol in biological fluids by
reversed-phase high-pressure liquid chromatography

Sulfonamide drugs can be detected by reversed-phase high-pressure liquid
chromatography. The possibilitics of this method in the direct qualitative and quan-
titative analysis in blood or in urine without enrichment and derivatization are il-
lustrated by the analysis of sulfamethoxazol and its metabolite N*-acetylsulfa-
methoxazol.

EINFUHRUNG

Eine Untersuchung auf Sulfonamide in Blut oder Urin kann nétig sein, um
z.B. bei Kindern, die unbekannte Medikamente eingenommen haben, eine Vergiftung
zu bestdtigen oder auszuschliessen. Eine quantitative Bestimmung wird notwendig
zur Kontrolle einer Therapie oder zur Bestimmung pharmokologischer Daten. Der
Nachweis von Sulfonamiden kann qualitativ diinnschichtchromatographisch! oder
gaschromatographisch? gefiihrt werden. Eine quantitative Untersuchung ist-UV-spek-
trophotometrisch nach Bratton und MarshalP® und wiederum gaschromatographisch?
méoglich. Ausser bei der Diinnschichtchromatographie miissen bei den beiden anderen
Methoden Derivatisierungsschritte durchgefiihrt werden. Dies ist bei der Hochdruck-
flissigkeitschromatographie nicht notig. Von den verschiedenen Arten der Hoch-
druckilissigkeitschromatographie wurden f{iir die Untersuchung auf Sulfonamide ver-
wendet die Adsorptionschromatographie‘ »5, die Tonenaustauschchromatographie®—=,
die Ionen-Paar-Chromatographie® sowie dle Chromatographie in umgekehrtet Pha-
Sem 11

" Fiir den Nachweis ven Sulfonamiden, msbesondere von Sulfamethoxazol und

* Auszugsweise vorgetragen auf der Hauptversammlung der Gesellschaft deutscher Chemiker in
Manchen 1977.



dessen bei der K6rperpassage entstehenden Metaboliten N*-Acetyl-Sulfamethoxazol,
verwendeten wir ebenfalls die Hochdruckfliissigkeitschromatographie in umgekehrter
Phase, wobei zwei Sdulen und zwei Laufmittel zur Anwendung kamen.

EXPERIMENTELLES

Diinnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie wurde auf Fertigfolien Polygram Sil G/
UV,s, der Fa. Macherey, Nagel & Co. (Diiren, B.R.D.) duschgefiibrt. Die Entwick-
lung erfolgte mit Chloroform—Methanol (95:5) (modifiziert nach Ganshirt'). Sulfa-
methoxazol: R.-Wert 0.6; Detektion mit Ehrlichs Reagenz (1 g p-Dimethylamino-
benzaldehyd in 100 ml 6 M HCI)!2. N*Acetyl-Sulfamethoxazol: Rg-Wert 0.4; De-
tektion unter UV-Licht bei 254 nm.

UV-Spektrophotometrie
Die Spektren zur Bestimmung der Maxima wurden mit einem Beckman Spek-
tralphotometer DK-2A in Athanol aufgenommen.

Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Gerit: Perkin-Elmer Hochdruckfliissigkeitschromatograph 1250 mit varia-
blem UV-Detektor Perkin-Elmer LC 55. Sdulen: (1) Stahlsiule 25 cm X 4 mm mit
C,s-Reversed-Phase-Material auf LiChrosorb Si 100 (Korngrdsse 10 zm) (Merck,
Darmsiadt, B.R.D.); (2) Hibar®-Fertigstahlsiule 25cm X 3 mm (Merck) mit Cs-
Reversed-Phase Material LiChrosorb (Kormngrosse 7 gm). Einspritzteil: Rheodyne
Modell 7105. Laufmittel: (1) Methanol-Wasser (3:7). (2) Acetonitril-Wasser (1:3).

Die Untersuchungen wurden bei Zimmertemperatur durchgefiibrt; der Druck
war 1200-1500 p.s.i.; die Durchflussgeschwindigkeit 0.4-0.6 ml/min; der Papiervor-
schub betrug 5 mm/min.

Untersuchungsmaterial
Die Proben stammten von Personen, denen therapeutisch Bactrim® verab-
reicht worden war.

Zusatzversuche
Zu 1 ml Urin wurden 150 ug Sulfamethoxazol und 190 xg N*-Acetyl-Sulfa-
methoxazol geldst in 200 ul Athanol gegeben.

ERGEBNISSE

Die Retentionszeiten von Sulfamethoxazol und N*Acetyl-Sulfamethoxazol
neben anderen Sulfonamiden sind in Tabelle I angegeben. Es wurden dabei eine Cg
und eine C,; Reversed-Phase-Sdule und zwei verschiedene Laufmittel verwendet.
Gleichzeitig sind die UV-Maxima in Athanol angegeben. Wenn nur auf eine Sub-
stanz untersucht werden soll, kann deren Maximum ecingestellt werden. Sonst emp-
fiehlt es sich, die Detektion bei 270 nm durchzufiihren. Diese Wellenldnge stelit etwa
den Mittelwert dar und bei 270 nm wurden auch die weiteren Untersuchungen durch-
gefuhrt.

Die Figs. 1 und 2 zeigen die Auftrennung einiger ausgewihblter Sulfonamied
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Fig. 1. Trennung von Sulfonamiden mit der Cis-Saule, Laufimittel: (@) Methanol-Wasser (3:7);
(b) Acetonitril-Wasser (1:3). 1 = Sulfanilthioccarbamid; 2 = N*-Acetyl-Sulfamethoxazol; 3 =
Sulfamethoxazol; 4 = Sulfanilamidothiazol; 5 = Sulfamethoxydiazin; 6 = Sulfamoxal.
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Fig. 2. Trepnung von Sulfonamiden mit der Cs-Saule. Laufmittel: (2) Methanol-Wasser (3:7);
(b) Acetonitril-Wasser (1:3). 1 = Sulfanilthiocarbamid; 2 = N*%Acetyl-Sulfamethoxazoi; 3 =
Sulfamethoxazol; 4 = Sulfanilamidothiazol; 5 = Sulfamethoxydiazin; 6 = Sulfamoxal.
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bei den verschiedenen Bedingungen. Fiar den Nachweis von Sulfamethoxazol und
N*Acetyl-Sulfamethoxazol wird am besten das Laufmittel Acetonitril-Wasser (1:3)
und die Cg-Sdule verwendet, da damit beide Substanzen am besten getrennt werden.

Erfassungsgrenze
Unter den zuletzt genanniecn Bedingungen ergab sich eine Erfassungsgrenze
von 2 ggf/mi, wenn 1 gl eingespritzt wird.

Linearitat
Im Bereich von 50 zg-850 pzg/ml ist die Korrelation zwischen PeakhShe und
Konzentration von N*-Acetyl-Sulfamethoxazol und Sulfamethoxazol linear.

Standardabweichung
Die Standardabweichung betrug fiir N*-Acetyl-Sulfamethoxazol 6.27 und fiir
Sulfamethoxazol 0.18.

Wiederfindungsrate
Bei Zusatzversuchen zu Urin ergaben sich beim direkten Einspritzen fiir Sulfa-
methoxazol und N*-Acetyl-Sulfamethoxazol Wiederfindungsraten von 100 4~ 39

rn=T7).
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Fig. 3. Nachweis von Sulfamethoxazol und N%Acetyl-Sulfamethoxazol im Blut durch Direktein-
spritzung mit der Cs-Saule. (3) Leerblut; (b) Blut A. Laufmittel: Acetonitril-Wasser (1:3). 1 = 18
ugfml Nf-Acetyl-Sulfamethoxazol; 2 == 95.7 ug/ml Sulfamethoxazol.
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Fig. 4. Nachweis von Sulfamethoxazoi und N*-Acetyl-Sulfamethoxazol durch Direkteinspritzung
mit der Cs-Siule. (@) Leerurin; (b) Urin A. Laufmittel: Acectonitril-Wasser (1:3). 1 = 855.6 pgg/ml
“_Acetyl-Sulfamethoxazol; 2 = 400.2 gg/ml Sulfamethoxazol.

Die Ubertragung der Methode auf die Untersuchung von Blut und Urin zeigen
die Fig. 3 und 4. Es kénnen Sulfamethoxazol und N*-Acetyl-Sulfamethoxazol neben-
einander nachgewiesen werden, wenn man 1 gl Urin oder 1-3 gl Blut direkt ein-
spritzt. Die Befunde wurden diinnschichtchromatographisch nach Extraktion!® ab-
gesichert.

Die Werte der quantitativen Besiimmungen in verschiedenen Blut- und Urin-
proben zeigt Tabelle II. Die gleichen Buchstaben der Blut- und Urinproben gehdren

TABELLE II
WERTE VON SULFAMETHOXAZOL UND N*%“ACETYL-SULFAMETHOXAZOL NACH
THERAPEUTISCHER. DOSIERUNG

Patient Sulfamethoxazol (pg/ml) N Acetyl-Sulfamethoxazol (upgfml)
Blut Urin Blut Urin
A 95.7 400.2 180 855.6
B 64.1 80.6 41.5 1003.7
C 66.2 1134 28.1 668.6
D 120.8 70.5 105.5 627.3
E 243.6 829.0
F 25.1 5359
G ) 974 3280
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zn einem Patienten. Die Dosierung und der Einnahmezeitraum waren ausser beim
Urinwert G nicht bekannt. Dieser Wert wurde erhalten nach Einnahme von 1 Dragee
Bactrim forte® (Inhalitsstoffie 800 mg Sulfamethoxazol und 160 mg Trimethoprim)
und Entnahme des Urins 14 h spiter. .

DISKUSSION

Die geschilderte Methode liefert schnell quantitative Werte, ohne dass Ex-
traktions- oder Derivatisicrungsschritte durchgefihrt werden miissen, da Blut, Plasma,
Serum oder Urin direkt eingespritzt werden knnen. Hierbei besteht die Gefahr, dass
die Trennleistung der S#ule nachlidsst, und es empfichlt sich deshalb nach fiinf bis
zehn Untersuchungen mit ca. 50 ml Methanol die Siule zu spiilen. Bei den wenigen
Untersuchungen auf Sulfonamide, die im toxikologischen Bereich anfallen, hat sich
die Direkteinspritzung der Proben ohne weitere Aufarbeitung bewihrt und innerhalb
eines halben Jahres trat dabei keine Verschlechterung der Siulencharakteristik auf.

Bei hiufigen Untersuchungen kénnte ein Schutz der Trennsiule durch eine
Vorsiule!* erreicht werden. Eine weitere Mdglichkeit unerwiinschte Begleitstoffe aus
dem biologischen Material zu entfernen besteht darin, dass man die Blut- oder Urin-
proben im Verhiltnis 1:1 mit Acetoniiril schiittelt, anschliessend zentrifugiert und
dann die tGiberstehende Losung einspriizt'®.

Die Erfassungsgrenze reicht aus, um sicher therapeutische Dosierungen von
Sulfamethcxazol nachweisen zu kénnen. Sollte der Nachweis geringer Konzentra-
tionen notig sein, konnen grossere Mengen Urin oder Blut eingespritzt werden (z.B.
10-20 zl). Der Nachweis kann gestort werden durch Diuretika, die ebenfalls eine
Sulfonamidstruktur besitzen, wie z.B. Hydrochlorothiazid (Esidrix®) und Furosemid
(Lasix®). :

Barbiturate, Antiepileptika und Benzodiazepine'® stéren den Nachweis nicht.
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Wir danken dem Katharinenhospital Stuttgart, Urologische Klinik (Leiter
Prof. Dr. Arnholdt) sowie Herrn Dr. Klas, Stuttgart fiir die Uberlassung von Proben,
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ZUSAMMENFASSUNG

Sulfonamide kénnen durch Hochdruckiliissigkeitschromatographie in umge-
kehrter Phase nachgewiesen werden. Am Beispiel von Sulfamethoxzazol und dessen
Metaboliten N*-Acetyl-Sulfamethoxazol wird gezeigt, dass eine qualiiative und quan-
titative Bestimmung direkt in Blut und Urin ohne Anreicherung und Derivatisierung
moglich ist.
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