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Paracetamol im Serum wird mittels HPLC und elektrochemischcr Detektion bestimmt. Zur 
Chromatographie an reversed phase (Rp8) Fertigsaulen gelangt enteiweiRtes Serum. Der gesamte 
Arzneistoff wird erfaflt, auch das plasmaeiweiRgebundene Paracetamol. Die Bestimmungsgrenze liegt 
bei ca. lOng/ml (S/N>IO). Die relative Standardabweichung im gesamten untersuchten Konzentra- 
tionsbereich (5Ongiml- 4,5 ngirnl) betragt ca. 3 %. Auch im Langzeitversuch arbeitet die Methode 
reproduzierbar und zuverlassig, wenn die moglichen Fehlerquellen beachtet werden. 

HPLC-Determination of Paracetamol in Serum by Electrochemical Detection 

A method is described to determine paracetamol (acetaminophen) in blood samples by HPLC and 
electrochemical detection. After precipitation of plasmaproteins the separation is done with 
manufactured columns containing reversed phase (Rp8) material. The detection limit is about 10 
ng/rnl (S/N>10) and the reproducibility is satisfactory (RSD<3% between 50 ngiml and 4.5 pg/ml). 
The method works well even in long-time experiments. 

Im Rahmen von Bioverfiigbarkeitsstudien stellt sich das Problem, Paracetamol im Serum his zu 
Konzentrationen von ca. 50ngiml zu bestimmen. Wahrend in der alteren Literatur') kolorimetrische 
und gaschromatographische24) Verfahren beschrieben sind, die alle einen hohen Zeitaufwand 
benotigen, nutzt die neuere Literatur die Moglichkeiten der HPLC. Bei einem groflen Teil der 
HPLC-Verfahren ist ein Extraktionsschritt vorgeschaltet, der neben dem Zeitaufwand erhebliche 
Mehrkosten verursacht5-'"). Eine direkte Serumaufgabe ist von Blair und Rumack") und von Howie 
et. a1.'2) durchgefiihrt worden. Wahrend erstere durch Verwendung von Kationenaustauschersaulen 
mit Vorsaule hohen Bedarf an Analysenzeit und geringe Empfindlichkeit haben, ist das von Howie 
weitgehend optimiert; ein gewisser Nachteil ihrer Methode ist jedoch, dafl plasmaeiweiflgebundenes 
bzw. -assoziiertes Paracetamol nicht miterfaflt wird. 

U m  zeitsparend zu arbeiten, wurde als Saulenmaterial reversed phase R p 8  benutzt, das 
sich in Vorversuchen gegeniiber R p 2  und Rp18 als a m  geeignetesten erwies. Z u r  
Erhohung de r  Lebensdauer d e r  Saule wurde das Serum enteiweiBt und dann direkt 
aufgegeben. Das EnteiweiBen wurde so durchgefiihrt, daB auch plasmaeiweiBgebundenes 
Paracetamol miterfaat  wurde: Z u  2,0 ml Serum wird 1,0 ml Methanol gegeben, was zum 
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Bruch der Paracetamol-EiweiBbindung fuhrt; durch Zugabe von 1,0 ml MeOH/HCIO, 
70proz. wird das EiweiB pracipitiert und abzentrifugiert. Die Wiederfindungsrate betragt 
100 %, die PlasmaeiweiBbindungsrate ca. 15 %13). 

Dem FlieBmittel - M e O H / H 2 0  Mischungen - wurde Phosphorsaure zugesetzt. 
Hierdurch wird einerseits die Leitfahigkeit des Eluens fur die elektrochemische Detektion 
(ELCD) ausreichend, andererseits werden basische Serumbestandteile durch Protonie- 
rung hydrophiler, was zu einer Verkurzung der Retentionszeit fuhrt. Als optimal in bezug 
auf Trennung von Serumbestandteilen und Salicylamid, das mit Paracetamol zusammen 
appliziert wurde, und Analysenzeit erwies sich FlieBmittel I: MeOH/H20/85proz. H3P04: 
33,3/66,6/0,1 Vol. T. 

Der Paracetamol-Peak wird zwar von Serumbestandteilen uberlagert, welche aber bei 
geeigneter Wahl der angelegten Zellspannung nicht detektiert werden. Vorteilhaft ist eine 
Spannung von +800mV, die im Bereich des Diffusionsgrenzstromes liegt, so daB kleine 
Schwankungen im anliegenden Potential nicht zu groBen Fehlern fuhren konnen. 
Nichtdetektierte Serumbestandteile. die ahnliche Retentionszeiten wie Paracetamol 
haben, haben keinen EinfluB auf das Signal des ELCD: Gleiche aufgegebene Massen 
Paracetamol in Serum und Eluens fuhren zu identischen Peaks. Metabolite des 
Paracetamols (Sulfat und Glucoronid) und des Sali~ylamids'~) storen die Bestimmung 
nicht, wie eine Variation des Potentials zeigt: Bei + 800mV wird mittels einer Eichgeraden 
die Konzentration eines Serums bestimmt; gibt man bei verschiedenen Potentialen die 
aquivalente Masse Paracetamol als Vergleich auf, so erhalt man Signale, deren Hohe mit 
den aus dem Serum erhaltenen identisch ist. Salicylamid und seine Metabolite haben 
andere Halbstufenpotentiale als Paracetamol, so daB dieses Experiment Storungen durch 
sie anzeigen muBte; ahnliches gilt fur die Paracetamol-Metabolite. D a  jedoch hier der 
Unterschied in den Halbstufenpotentialen nicht so deutlich ist, wurde Paracetamolsulfat 
uberpuft: Die Retentionszeit ist wie erwartet erheblich kleiner als die von Paracetamol. Da 
das Glucoronid polarer als das Sulfat ist, erubrigte sich eine weitere Untersuchung. 

Von einer anderen Arbei t~gruppe '~)  wurde eine Paracetamolbestimmung im Serum 
mittels UV-Detektion nach HPLC-Trennung durchgefuhrt. Hierbei wird ein erheblich 
hoherer Wasseranteil im Eluens benotigt, um ausreichende Trennung des Paracetamols 
von den Serumbestandteilen zu erreichen. Das bedeutet etwa eine Verdoppelung der 
Analysenzeit und EinbuBe an Empfindlichkeit. 

Optimal war FlieBmittel 11: MeOH/H20/85proz. H3P04: 20/80/0,04 Vol. T. 
Um einen direkten Vergleich der Detektionsmethoden (ELCD-UV) zu ermoglichen, 

wurde dieses FlieBmittel gewahlt. Auch hierin storen die moglichen Metabolite nicht. Als 
Arbeitsspannung wurden + 1,2V an die Elektroden gelegt, da bei diesem Potential auch 
Salicylamid oxidierbar und damit detektierbar ist. Obwohl bei den ersten Testseren die 
Abtrennung Salicylamid-Serumbestandteile einwandfrei war, lie13 sich die Bestimmung 
nicht durchfuhren, da der Salicylamidpeak im Serum einiger Probanden von einem nicht 
identifizierten Scrumbestandteil iiberlagert wurde. 

Im FIieBmittel scheinen - ausgelost durch die o-Phosphorsaure - Veranderungen 
stattzufinden, die bei der UV-Detektion die Basislinie verzerren, so daB das Eluens ca. alle 
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6 Std. gewechselt werden muR. Diese Veranderungen haben jedoch keinen EinfluR auf die 
ELCD oder die Retentionszeit. 

Die Reproduzierbarkeit von Peak- zu Peakhohe war in Vorversuchen sehr gut 
(Abweichung 0,5 %), so daB auf einen internen Standard verzichtet werden kann. Die 
Bestimmungsgrenze liegt im FlieRmittel I bei ca. l00pg Aufgabemasse (S/N>10), was bei 
einem Aufgabevolumen von 50 pl die Bestimmung von bis zu 4ng/ml gestattet; in 
FlieRmittel I1 liegen die Werte um den Faktor 2,s ungiinstiger: 250pg bzw. lOng/ml. 

Ein typisches Serumchromatogramm, erhalten mit FlieBmittel 11, zeigt Abb. 1. 

7.5 nA I 

------- 

Abb. 1: Chromatogramm eines Serums, rechts ,,Leer"-Serum, links Serum, das je 2pglml 
Paracetamol (P) und Salicylamid (S) enthalt. FluRrate 1,3 rnllmin; Spannung + 1,2V vs. 
AgIAgCIII3MKCI. 

Vier Eichkurven wurden erstellt, indem zu einem Paracetamol-freien Serum definierte 
Massen Paracetamol gegeben wurden und die Aufarbeitung wie beim Probandenserum 
erfolgte. Es ergab sich Linearitat zwischen Peakhohe und Konzentration im Bereich 
50ng/ml bis 4,5p/mI (s. Abb. 2). 
Geringe Abweichungen irn linearen Verhalten konnen durch Erstellen zweier getrennter 
Eichgeraden - 50 ng/ml bis lpg/ml und 500 ng/ml bis 4,5pg/ml - festgestellt und 
ausgeglicben werden (s. Abb. 3); das sollte generell bei einem so weiten Konzentrationsbe- 
reich getan werden15). 
Wahrend der eigentlichen Routinemessung (ca. 300 Blutproben) wurden Vergleichswerte 
bestimmt, urn die day to day precision festzustellen. Die Abweichungen liegen im gesamten 
Konzentrationsbereich bei ca. 3 %. 
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1 2 3 L pg/ml 

Abb. 2: Eichgerade ( y = m x + b )  fur  Paracctamol aus Scrum, gcrnittelt aus Eichgeraden 4 
verschiedener Seren. o = 0,8,m = 23nA/pg, om = 0,3nA/pg, b = -0,05nA,ab = 0,15nA; FluSrate 
1,3 ml/min; Spannung + 1,2V VF. AglAgCIII3MKCI. 

250 500 750 ngirnl 1 2 3 ngiml 

Abb. 3: Eichgeraden (y  = mx+b) fur Paracetamol im Serum. Niedriger Konzentrationsbereich a = 

0,22nA, m = 24,4nA/pg, om = 0,17nA/pg,b = -0,39nA,ob = 0,30nA. Gesamter Konzentrations- 
bereich: (I = 0,9nA, m = 22,8nA/pg, (I,,, = 0,3nA/pg, b = 0,55nA, a, = 0,ISnA. 

Uber die Fehlerquellen der  ELCD und ihre Fehleranfalligkeit existieren in der  
Literatur so gut wie keine Angaben. Deshalb wurde hierauf besonders geachtet, 
insbesondere irn Hinblick auf dic Einsetzbarkeit der  ELCD im Dauerbetrieb.  Bei der  
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Aufnahme einer Eichgeraden wurde ein plotzlicher Einbruch festgestellt (s. Abb. 4). 
Verantwortlich hierfiir war eine Dejustierung der Arbeitselektrode, die durch einen 
kurzzeitigen plotzlichen Druckanstieg irn System hervorgerufen wurde. 

1 3 

Abb. 4: Eichgerade fur Paracetamol im Serum bei zwischenzeitlicher Dejustierung der Elektrodcn. 

Bei einigen FlieBmittelansatzen wurden mitunter ausgesprochene AusreiBer festgestellt, 
was mit einer sehr unruhigen Basislinie einherging. Dies ist zuriickzufiihren auf kleinste 
Luftblaschen, die sich im Detektor kurzzeitig festsetzen konnen. 

Nach ca. 100 Betriebsstunden wurden groBe Schwankungen in den MeBergebnissen 
festgestellt; dies ging einher mit einer Teilablosung von AgCl vom Ag-Stab der 
Referenzelektrode, so daB fur den Fehler h d e r u n g e n  im Potential der Referenzelektrode 
und evtl. eine Teilverstopfung des Diaphragmas durch AgCl verantwortlich zu sein 
scheinen. Regeneration der Referenzelektrode (1 Std. Elektrolyse in 0 , l  M HCI bei 
0 , lmA)  behob diesen Mangel. 

Es  ergeben sich folgende Konsequenzen aus den Beobachtungen: Die Elektrodenju- 
stierung muB iiberwacht werden bzw. es miissen kurzzeitige Druckschwankungen im 
System vermieden werden; das Eluens mu8 schr sorgfaltig entgast werden; der 
Stromschliissel im DiaphragmagefaB sollte taglich (ca. 10 Betriebsstd.) gewechselt werden, 
was die Lebensdauer der Referenzelektrode deutlich erhoht; die Regeneration der 
Referenzelektrode wird mittels Elektrolyse in 0 , l M  HCI bei 0 , l m A  gegen eine 
Platinelektrode durchgefuhrt, die Dauer der Prozedur sollte ca. 1 Std. betragen; zur 
Sicherheit sollte das Potential der erneuerten Elektrode iiberpruft werden. 

Die erhaltenen Blutspiegelkurven (s. Abb. 5) stimrnen rnit denen aus 13) weitgehend 
iiberein, liefern jedoch im extrem niedrigen Konzentrationsbereich einheitlichere Werte. 
u b e r  die Pharmakokinetik wird gesondert berichtetI6). 



404 Surmann Arch. Pharm. 

120 240 360 min 

Abb. 5: Paracetamol-Blutspicgel zweier Probanden nach oraler Applikation vom 200 mg 
Paracetarnol neben 300 mg Salicylamid. Die mit 0 gekennzeichnetc Kurve gibt den fur die meisten 
Probanden typischen Blutspiegel wieder. 

Experimenteller Teil 

Zentrifuge: Kuhlzentrifuge ZK4, Vetter KG, St. Leon-Rot. HPLC: Fliissigchromatograph Perkin 
Elmer 1220; Trennsaule Rp8,7p, 25 cm, Knauer KG, Oberursel; Automatisches Schleifenaufgabesy- 
stem 22.5, Micrometries, Coultcr electronics, Krefeld; Aufgabevol. 10pl; Temp. 35"; DurchfluR 1,3 
mlimin; Mobile Phase MeOH/H,O/H,PO, 85proz. 20180/0,04. ELCD: Alle Gerate der Firma 
Metrohm, Herisau. Schweiz; DurchfluRzelle EA 10Y612; VA Detektor E611; Arbeits- und 
Hilfselektrode glassy carbon EA 28611; Referenzelektrode Ag/AgCl//3MKCI EA 442. Chemika- 
lien: p. A. E. Merck, Darmstadt; Paracetamol, Benechemie, Munchen. 
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Untersuchungen an 1,3-Dicarbonylverbindungen, 15. Mitt.') 

4,s -Dihydro-5 -alkyl-4-oxo-pyrano [ 3,2-b]indole 
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N-Alkyl-anthranilsauren reagieren mit Chloraceton/K,CO, unter Bildung von l-Alkyl-2-acetyl-3- 
hydroxy-indolen 3. Die 1,3-Dicarbonylverbindungen 3 kondensieren mit Oxalsaurediestern zu den 
1,3,5,6-Tetracarbonylverbindungen 5, die beim Erhitzen in mit HCI-gesattigten Alkoholen zu den 
4-Pyron-2-carbonsaureestern 6 cyclisieren. Aus 6 erhalt man die antiallergisch wirksamen Sauren 8, 
die sich zu den Pyrono[3,2-b]indolen 9 decarboxylieren lassen. Kondensation von 5 mit Orthoamei- 
sensaureestern/Acetanhydrid ergibt die 4-Pyron-3-ketocarbonsaureester 7, 6 und 9 werden in die 
Thiocarbonylverbindungen 11 und 12 iiberfiihrt. Aus 6c und Ammoniak erhalt man das Saureamid 
10. 

1,3-Dicarbonyl Compounds, X V  4,5-Dihydro-5-alkyl-4-oxopyrano[3,2-b]indoles 
N-Alkylanthranilic acids react with chloroacetone/K,CO, to form the l-alkyl-2-acetyl-3-hydroxy- 
indoles 3. The 1,3-dicarbonyl compounds 3 condense with dialkyl oxalates to yield the 1,3,5,6-tetra- 
carbonyl compounds 5, which cyclize on heating with alcohols, saturated with HCI, to form the alkyl 
4-pyrone-2-carboxylates 6. The acids 8, obtained from 6, possess antiallergic activity. Decarboxyla- 
tion of 8 affords the pyrono[3,2-b]indoles 9. Condensation of 5 with triethyl orthoformateiacetic 
anhydride yield the alkyl 4-pyrone-3-ketocarboxylates 7. Compounds 6 and 9 are converted to the 
thiocarbonyl compounds 11 and 12. The amide 10 is obtained from 6c by reaction with ammonia. 

** H e m  Prof. Dr. H. Auterhoffmit den besten Wiinschen zum 65. Geburtstag gewidmet. 
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