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THOXAZOL IN BIOLOGISCHEN FL~SSIGKEI’IEN DURCH HOCHDRUCK- 
FLUSSIGKEITSCHROh4ATOGRAPHIE IN UMGEE(EHRTER PHASE’ 

KLAUS HARZER 
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(Eiiegangen am 30. September 1977; g&nderte Fassung eingegagen am 6. Jamar 1978) 

SUMMARY 

Detection of sulfamethoxazol and N~~cetylsulfaamethoxcrzol in biological j&i& by 
reversed-phase high-pressure liquid chromatography 

Sulfonamide drugs can be detected by reversed-phase high-pressure liquid 
chromatography. The possibilities 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 sulfamethoxazoi and its metabolite N4-acetylsulfa- 
methoxazol. 

EINFthSRUNG 

Eine Untersuchung auf Sulfonamide in Hut oder Urin kaun niitig sein, urn 
z.B. bei Kindern, die unbekamte Medikamente eingenommen haben, eine Vergiftung 
zu bestgtigen oder auszuschliessen. Eine quantitative Bestimmung wird notwendig 
zur Kontrolle einer Therapie oder zur Bestimmung pharmokologischer Daten. Der 
Nachweis von Sulfonamiden kann qualitativ diinnschichtchromatographischl oder 
gaschromatographisch2 gefiihrt werden. Eine quantitative Untersuchung istUV-spek- 
trophotometrisch nach Bratton und Marshall3 und wiederum gaschromatographisch2 
mijglich. Ausser bei der Diinnschichtchromatographie miissen bei den beiden anderen 
Methoden Derivatisierungsschritte durchgeftihrt werden. Dies ist bei der Hochdruck- 
fltisigkeitschromatographie nicht niitig. Von den verschiedenen Arten der Hoch- 
druckGssigkeits&romatographie wurden fik die Untersuchung auf Sulfonamide ver- 
wendet die Adsorptiouschromatographie 4*5, die Ionenaustauschchromatographie-, 
die Ionen-Paar-Chromatographieg sowie die Chromatographie in umgekehrter Pha- 
sel”*u . 

Fti den Nachweis van Sulfouamiden, iusbesoudere vou Sulfamethoxazol uud 

* Auszugsweise vorgeuagen auf der Hauptversammlung der GeselL~~lmft deutscber Chemiker in 
Mtinchen 1977. 



‘- 

4ao 5. - 

de&en bei der Kijrperpassage entstehendeu Metaboliten NC-Acetyl-Sulf’amethoxazol, 
verwendeten wir ebenfalls die Hochdruc~~igkeitschromatographie in umgekehrter 
Phase, wobei zwei sulen und zwei Laufmittel zur Anwendung kamen. 

EXPERIMENlELLJ= 

iXinnschichtchromQtographie 
Die Dtinnschichtchromatographie wurde auf Fertigfolien Polygram Sil G/ 

UV,, der Fa. Macherey, Nagel & Co. (Diiren, B.R.D.) durchgefiiii. Die Enhvick- 
lung erfolgte mit Chloroform-Methanol (95:5) (modi&iert nach Gnshirt’). Sulfa- 
methoxazol: RrWert 0.6; Detektion mit Ehrlichs Reagenz (1 g p-Dimethylamino- 
benzaldehyd in 100 ml 6 M HCI) 12. NC-Acetyl-Sulfamethoxazol : RF-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. 

Hochdruckj%ssigkeitschromatographie 
Gergt: Perkin-Elmer Hochdruckfliissigkeitschromatograph 1250 mit varia- 

blem UV-Detektor Perk&Elmer LC 55. S%rlen: (1) St&h&de 25 cm x 4 mm mit 
C,,-Reversed-Phase-Material auf LiChrosorb Si 100 (Komgri%se lO,om) (Merck, 
Darmsbdt, B.R.D.); (2) Hibar@‘-Fertigstahls~ule 25 cm x 3 mm (Merck) mit Cs- 
Reversed-Phase Material LiChrosorb (Komgrijsse 7 pm). Einspritzteil: Rheodyne 
Model1 7105. Laufmittel: (1) Methanol-Wasser (3:7). (2) Acetonitril-Wasser (1:3)_ 

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

Die Proben stammten von Personen, denen therapeutisch Bactrim’s’ verab- 
reicht worden war. 

ZusQtzversuche 
Zu 1 ml Urin wurdcn 150 yg Sulfamethoxaxol und 190 pg Na-Acetyl-Sulfa- 

methoxazol gel&t in 200 ~1 Athanol gegeben. 

ERGEBNISSE 

Die Retentions&ten von Sulfamethoxazol und N4-Acetyl-Sulfamethoxaxol 
nehen anderen Sulfonamiden sind in Tabelle I angegeben. Es wurden dabei eine C, 
und eine Crs Reversed-Phase-S&tie und zwei verschiedene Laufmittel verwendet. 
Gleichxeitig sind die UV-Maxima in hithan angegeben. Wenn nur auf eine Sub- 
stanz untersucht werden solI, kann deren Maximum eingestellt werden, Sonst emp- 
fiehlt es sich, die Detektion bei 270 nm durchzufiihren. Diese Wellenltige stellt etwa 
den Mittelwert dar und bei 270 mu wurden such die weiteren Untersuchungen durch- 
gefihrt. 

Die Figs. 1 und 2 zeigen die AuFtrennung einiger ausgew?&lter Suifonarnied 
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Fig. 1. Trennung von Sulfonamiden mit der CI&ZuIe. Jkuhirtel: (a) Methanol-Wasser (359; 
(b) Acetonitril-Wsser (1:3). 1 = SuEn&hiocarbamid; 2 = N‘-Acetyl~ulfamethoxl; 3 = 
Suifamethoxazol; 4 = Sulfanilamidothiazol; 5 = Sulfkmethoxydiazin; 6 = Sulhmoxal. 

Fig. 2. Trermung von SuKotiden tit der C&Zule. Laufmittel: (a) MethanokWasser (3:7); 
(b) Acetonitril-Wasser (1:3). 1 = Sulhilthiacarbarnid; 2 = N’-Acetyl~tiamethoxazoi; 3 = 
Sulfamethoxazol; 4 = SuIfanilamiddthiazoI; 5 = Sulfamethoxydizin; 6 = Suhnoxal. 
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bei den verschiedenen Bedingungen. Fur den Nachweis YOQ Sulfamethoxazol und 
N’-AcetyLSuKametboxazol wird am besten das Laufinittel Acetonitril-Wasser (Z:3) 
und die C&%ule vemendet, da damit beide Substanzen am besten getrennt werden. 

Erfassrmgsgrenze 
Unter den zuletzt genanuten Bedingungen ergab sich eine Erfassungsgrenze 

von 2 pg/ml, wenn 1~1 eingespritzt wird. 

Linearitct 
lm Bereich von 50 pg-850 pg/ml ist die Korrelation zwischen Peakhiihe und 

Konzentration von N4-AcetyESulfamethoxazol und Sulfamethoxazol linear. 

Die Standardabweichung betrug fur NC-Acetyl-Sulfamethoxazol 0.27 und ftir 
Sulfamethoxazol 0.18. 

Wiederjindungsrate 
Bei Zusatzversuchen zu Urin ergaben sich beim direkten Einspri_tzen fur Sulfa- 

methoxazol und N4-Acetyl-Sulfamethoxazol Wiedetindungsraten von 100 & 3 % 
(rz = 7). 

(01 

I 

1 
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Fig. 3. Nachweis von Suif~o~l und N’-AcetyK&nlfimethoxaiohoxazol im Blut durch Direktein- 
spriaung III& der &S&de. (a) Lxrblut; (b) Blut A. La&G&l: Acetonitril-Wasser (1:3). 1 = 18 
&al F%4c&ylZMfam&hoxazolfarnethoxazol; 2 = 9.5-7 &ml Sulf&nethoxzzol. 
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Fig. 4. Nachweis van Sulfamethoxazol und Nq-Acetyl-Sulfamethoxazol durch Direkteinspritzung 
mit der C&%iuIe. (a) Leerurin; (b) Urin A. Laufmittel: Acetonitril-Wasser (1:3). 1 = 855.6 pg/ml 
N’-Acetyl-!hlf~ethoxazol; 2 = 400.2 pg/ml Sulfamethoxazol. 

. Die ubertragung der Methode auf die Untersuchung von Blut und Urin zeigen 
die Fig. 3 und 4. Es k&men Sulfamethoxazol und N4-Ace@-Sulfamethoxazol neben- 
einander nachgewiesen werden, wenn man 1~1 Urin oder 1-3 ~1 Blut direkt ein- 
spritzt. Die Befunde wurden diinnschichtchromatographisch nach ExtraktionU ab- 
gcsichert. 

Die Werte der quantitativen Bestimmungen in verscbiedenen Blut- und Urin- 
proben zeigt Tabelle II. Die gleichen Buchstaben der Blut- und Urinproben geh6ren 

TABELLE II 

WERTE VON SULFAMETHOXAZOL UND N’-ACETYLSULFAMETHOXAZOL NACH 
THERAPEUTISCHER DOSIERUNG 

PurL?/ft sulf~:hoxuzol (pglml) 

Blur Urin 

A 95.7 400.2 
: : 64.1 66.2 113.4 80.6 

D 120.8 70.5 
E 243.6 
F 25.1 
G 97.4 

Blut Urin 

18-O 855.6 
41.5 l(103.7 
28.1 668.6 

105.5 627.3 
829.0 
5259 
328-O 
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zu einem Patienten. Die Dosierung- und der Einnahmezeitraum waren ausset beim 
Urinwert G nicht bekannt. Dieser Wert wurde erhahen nach Einnahme von 1 Dragee 
Bactrim forte@ (B&ahsstofZe 800 mg Sulfamethoxazol und 160 mg Trimethoprim) 
und Entnahme des Urins 14 h spZter_ 

DJSKUSSION 

Die geschilderte Methode liefert schneh quantitative Werte, ohne dass Ex- 
traktions- oder Derivatisierungssch durchgef%rt werden miissen, da Blut, Plasma, 
Serum oder Urin direkt eingespritxt werden k&men. Hierbei besteht die Gefahr, dass 
die Trennleistung der S5ule nachl&t, und es empfiehh sich deshalb nach f&f bis 
zehn Untersuchungen mit CQ. 50 ml Methanol die SHule zu spiilen. Bei den wenigen 
Untersuchungen auf Sulfonamide, die im toxikologischen Bereich anfallen, hat sich 

die Direkteinspritzung der Proben ohue weitere Auf’beituug bewahrt und imerhalb 
eines halben Jahres trat dabei keine Verschlechterung der S&rlencharakteristik auf. 

Bei h&figen Untersuchungen k&mte ein Schutz der TrennsZule durch eine 
Vors~ule” erreicht werden. Eine weitere Mi5glichkeit unerwtinschte Begleitstoffe aus 
dem biologischen Material zu entfernen besteht darin, dass man die Blut- oder Urin- 
proben im VerhZltnis 19 mit Acetonitril schtittelt, anschliessend zentrifugiert und 
dann die iiberstehende Liisung einsprit@. 

Die Erfassungsgrenze reicht aus, urn sicher therapeutische Dosierungen von 
Sulfamethcxazol nachweisen zu kijnnen. Sohte der Nachweis geringer Konzentra- 
tionen nijtig sein, k&men grossere Mengen Urin oder Blut eingespritxt werden (z.B. 
lO-20/11). Der Nachweis kann gestijrt werden durch Diuretika, die ebenfalls eine 
Sulfonamidstruktur besitzen, wie z.B. Hydrochlorothiazid (Esidrixe) und Furosemid 
(Lasix@). 

Barbiturate, Antiepileptika und Benzodiazepine’6 stijren den Nachweis nicht. 

DANK 

Wir danken dem Katharinenhospital Stuttgart, Urologische Klinik (Leiter 
Prof. Dr. Amboldt) sowie Herm Dr. Klas, Stuttgart fiir die Uberlassung von Proben, 
der Fa. Hoffmann-La Roche fiir Vergleichssubstauzen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Sulfonamide k&men durch Hochdruckflussigkeitschromatographie in umge- 
kehrter Phase nachgewiesen werden. Am Beispiel von Sulfamethoxazol und dessen 
Metaboliten N4-Acetyl-Sulfamethoxazol wird gezeigt, dass eine qualitative und quan- 
titative Bestimmung direkt in Blut und Urin ohne Anreicherung und Derivatisierung 
m@glich ist. 
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