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Investigations of Guaifenesine Metabolism with Gas Chromatography —
Mass Spectrometry

Abstract. Recently the authors reported about toxicological investigations after
uptake of guaiacol glyceryl ether containing drugs. There had been detected two in-
tensive pink spots on the TLC from urine samples after detection with Marquis-
reagent. It is reported about the identification of Catechol glyceryl ether and
Hydroxyguaifenesine via Gas Chromatography Mass Spectrometry.

Until today only the oxidation of guaiacol glyceryl ether to 3-(2-methoxyphen-
oxy)lactic acid is described. The demethylation of G. is performed by O-De-
methylase localized in liver microsomes. This enzyme seems to be the main enzyme
for the metabolism of G.

It is pointed out to a pharmacologically interesting relationship between the
chemical structure of guaiacol glyceryl ether and codeine.

Key words: Guaifensine metabolism — Gas chromatography mass spectrometry
— O-Desmethylguaifenesine — Hydroxyguaifenesine.

Zusammenfassung, Kiirzlich berichteten die Autoren iiber toxikologische Un-
tersuchungen nach Aufnahme Guaifenesin-haltiger Arzneimittel. Dabei waren bei
der Diinnschichtchromatographie von hydrolysierten Urinproben nach Detektion
mit Marquis-Reagenz zwei intensiv violette Flecken aufgefallen. Es wird {iber den
Gang der Identifizierung von O-Desmethylguaifenesin und Hydroxyguaifenesin
mit Hilfe der Gaschromatographie-Massenspektrometrie berichtet. Uber den Me-
tabolismus von Guaifenesin beim Menschen wurde bisher nur die Oxidation zu -
(2-Methoxyphenoxy)milchsiure mitgeteilt. Die Demethylierung von Guaifenesin
wird durch die in den Lebermikrosomen enthaltene O-Demethylase durchgefiihrt
und diese scheint Hauptmetabolisierungsenzym fiir Guaifenesin zu sein. Es wird
auf eine pharmakologisch interessante Strukturbezichung zwischen Guaifenesin
und Codein hingewiesen.
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Einleitung

Guaifenesin (Guaiakolglyzerinither) wurde urspriinglich als zentral wirksames Mus-
kelrelaxans insbesondere zur Operationsvorbereitung eingesetzt. Auf dem deutschen
Arzneimittelmarkt findet es dariiber hinaus seit vielen Jahren Anwendung in Ex-
pectorantia und seit der Einfiihrung der Rezeptpflicht fiir Bromharnstoffe und Di-
dthylpentenamid auch in leicht wirksamen Schlafmitteln, vorwiegend in Kombination
mit Diphenhydramin.

Kiirzlich berichteten wir iiber toxikologische Untersuchungen nach Aufnahme
Guaifenesin-haltiger Arzneimittel (Kauert et al. 1979 [5]). Im Rahmen unserer diinn-
schichtchromatographischen Routineanalytik von hydrolysierten Urinproben waren
uns bei der Detektion mit Formaldehyd-Schwefelsdure zwei intensiv violette Flecken
mit Rf-Werten von 0,5 und 0,7 aufgefatlen, welche das Vorliegen eines Metaboliten ne-
ben dem bereits identifizierten Guaifenesin vermuten lieflen. In der vorliegenden Arbeit
berichten wir iiber die gaschromatographisch-massenspektrometrische Identifizierung
dieser Verbindung unter Verwendung von Derivatisierungsverfahren. Im Verlaufe
unserer Untersuchungen fanden wir mit Hilfe der Gaschromatographie-Massenspek-
trometrie noch eine weitere Verbindung, die als Metabolit von Guaifenesin in Frage
kommt, und deren Identifizierung wir hier ebenfalls beschreiben. In der bisherigen
Literatur ist iiber den Metabolismus von Guaifenesin beim Menschen nur die Oxi-
dation zu 3-(2-Methoxyphenoxy)milchséure (Vandenheuvel 1972 [7]) bekannt.

Gerate und Material

Gaschromatograph Varian Aerograph S 1400, gekoppelt mit einem Massenspektrometer Varian
MAT 112 in on line-Kopplung mit einem Datensystem Varian SS 188. Aluminiumblock mit thermo-
statisierbarer Heizplatte zur Derivatisierung (eigene Anfertigung). Fest-Fliissig-Extraktionseinrichtung
fiir XAD2 Sdulen Mass Skreen Brinkman. 20 ml Urinproben, entnommen 3 h nach Aufnahme von
250 mg Guaifenesin (Sirotol, STADA). Propionsdureanhydrid p.a., FLUKA, Ulm. N,N-bis-Trimethyl-
silyl-trifluoracetamid (BSTFA), Macherey-Na-gel + CO, Diiren. Ammoniak Reaktantgas 99,95%,
Linde. Helium Trigergas 99,995%, Linde. 3% Dexsil 400 auf Supelcoport 100/120 mesh, Supelco. Alle
weiteren Reagentien p.a. handelsiiblich.

Methoden

Die Urinproben (20 ml) der Versuchspersonen wurden in Anlehnung an unsere Routineaufarbeitung fiir
die Diinnschichtchromatographie mit 5 ml konz. HCI versetzt und 20 min lang bei 100° C hydrolysiert.
AnschlieBend wurden sie mit Karbonat-Puffer auf pH 9,5 gebracht und iiber eine mit XAD2 gefiillte Sdule
gegeben. Das XAD2-Harz wurde mit 3 x 5 ml eines Ather-Athylacetatgemisches 1 : 1 eluiert und die or-
ganische Phase zur Trockne eingeengt.

Ein Teil dieser Extrakte wurde in 100 ul Aethanol aufgenommen und davon 1 pl auf die GC-Séule inji-
ziert. Der andere Teil der Extrakte wurde zur Derivatisierung von OH-Gruppen in 200 pl Propion-
sdureanhydrid und 200 ul Pyridin aufgenommen und 30 min lang auf 100° C gehalten. Nach Abkiihlung
und Abdampfen des tiberschiissigen Reaktionsgemisches am Rotavapor wurde der derivatisierte Urin-
extrakt in 100 ul Athylacetat aufgenommen und 1 ul davon auf die GC-S4ule injiziert.

Zur Isolierung des von Vandenheuvel [ 7] beschriebenen sauren Metaboliten von Guaifenesin, der mit
dem oben beschriebenen Aufarbeitungsverfahren nicht erfait wird, wurde eine weitere Urinprobe nach
saurer Hydrolyse beipH 1 mit Athylacetat (2 x 5 ml) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen einge-
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Gaschromatographische Bedingungen

Einspritzblocktemperatur: 250°C
Temperaturprogrammierte Saulenaufheizung: 120—290°
Aufheizrate: 10°/min
Trigergasflu3: 20 ml/min
GC-Sédulenmafle: Linge: 120 em
Innendurchmesser: 2 mm

Séulenfiillung: 3% Dexsil 400 Supelcoport 100/120 mesh

Massenspektrometrische Bedingungen

Temperatur Spaltseparator: 250°C
Temperatur Interfaceleitung: 250°C
Temperatur Ionenquelle: 200°C
Emissionsstrom Kathode: (EI und CI) 0,7 mA
Elektronenenergie EI: 80 eV
Elektronenenergie CI: 120 eV
Sekundirelektronenverstirkung: ca. 2,5 kv
Skanbereich: EI m/e 50-500
Skanbereich: CI m/e 100—500
Skanrate: 2 s/Dec.

engt und der erhaltene Extrakt mit 100 ul N,N-bis-Trimethylsilyl-trifluoracetamid (BSTFA) 30 min lang
bei Raumtemperatur stehengelassen. Uberschiissiges BSTFA wurde anschlieBend am Rotavapor ab-
gezogen, der silylierte Riickstand in 100 ul Athylacetat aufgenommen und 1 ul davon auf die GC-Séule in-
jiziert.

Die massenspektrometrischen Daten wurden mit ElektronenstoBionisation sowie mit Chemischer Io-
nisation unter Verwendung von Ammoniak als Reaktantgas aufgenommen.

Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 1 zeigt das Gaschromatogramm des nicht derivatisierten Urinextraktes, in dem zwei intensive
Peaks bei Rt 08.02 und 09.11 min zu sehen sind. Die Peakform des zweiten Peaks (Metabolit I) deutet auf
eine offensichtlich sehr polare und damit schlecht chromatographierbare Verbindung hin.

Dartiber hinaus ist auf diesem Chromatogramm noch ein Peak als Metabolit II gekennzeichnet, auf
dessen Identifizierung wir spéter noch eingehen werden.

Die EI-Massenspektren der beiden groBen Peaks in Abb. 2 weisen auf das bereits identifizierte
Guaifenesin (oberes Spektrum) und auf eine um 14 Masseneinheiten kleinere Verbindung hin (unteres
Spektrum), wenn man die Masse 184 als Molekiil-Ion annimmt. Es konnte sich moglicherweise um die O-
demethylierte Form von Guaifenesin handeln, wobei sich die Masse 110 als Brenzkatechinion inter-
pretieren liefe.

Zur Ermittlung bzw. Absicherung des Molekulargewichtes dieser Verbindung wurde derselbe Urin-
extrakt mit Chemischer Jonisation unter Verwendung von Ammoniak als Reaktantgas aufgenommen.
Das hierbei erhaltene Massenspektrum fiir den zweiten GC-Peak zeigt Abb. 3, wo die Masse 202 als Ba-
sispeak erscheint und die Masse 184 mit ca. 8% relativer Intensitéit ebenfalls noch erkennbar ist. Im
Vergleich zum CI-NH, Massenspektrum von Guaifenesin (Abb. 4) liegt hier ebenfalls das Ammonium-
Ton (184+18) vor, so dafl das Molekulargewicht von 184 als gegeben betrachtet werden kann.

Die Bestitigung unserer Annahme, daf} es sich um Brenzkatechinglycerindther (Desmethylguai-
fenesin) als Metaboliten von Guaifenesin handelt, sollte noch durch Derivatisierung mit Propionséu-
reanhydrid zu Bildung der Propionylester erhirtet werden.

Abbildung 5 zeigt das Gaschromatogramm des propionylierten Urinextraktes, hier ebenfalls mit in-
tensiven Peaks bei Rt 11,4, 13,7 sowie 16,7 min, Die nach oben verschobene Retentionszeit war aufgrund
der nun vorliegenden Di- bzw. Tripropionylderivate der uns interessierenden Substanzen zu erwar-
ten.
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Abb. 1. Computerrekonstruiertes Gaschromatogramm eines Urinextraktes nach Aufnahme von 250 mg
Guaifenesin. Gaschromatographische Bedingungen siehe Text
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Abb. 2. ElektronenstoBionisiertes Massenspektrum von Guaifenesin und des vermuteten Desmethyl-
guaifenesin

In Abbildung 6 sind die EI-Massenspektren der GC-Peaks dargestellt, die eine mehr oder weniger
identische Fragmentierung beider Verbindungen aufweisen. Die Masse 57 fiir das Propionyl-Ion tritt nach
unseren Erfahrungen bei der ElektronenstoBionisation von Propionylderivaten in der Regel als Basispeak

auf. Die Masse 187 148t sich als Dipropionyl-Propyldiol-Ion, also nach Abspaltung von Guaiakol bzw.
Brenzkatechin, interpretieren.



Untersuchungen zum Metabolismus von Guaifenesin 153

o 202 M+ NH
o1 CI-NH M+ NH,

90,

109 12e 149 168 180 200 <20 240 26 m/e
163 MINUS 135

Abb. 3. Massenspektrum von vermutetem Desmethylguaifenesin nach Chemischer Ionisation mit Ammo-
niak
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Abb. 4, Massenspektrum von Guaifenesin nach Chemischer Ionisation mit Ammoniak

Von dem propionylierten Urinextrakt fiihrten wir ebenfalls eine Chemische Ionisation mit Ammoniak
durch, wonach wir fiir unsere beiden Verbindungen die in Abb. 7 und 8 dargestellten Massenspektren er-
hielten. Als Basispeak wurden wiederum die Ammonium-Tonen von Guaifenesin und Desmethylgu-
aifenesin (M + 18) in Form ihrer Propionylderivate registriert. Die iibrige Zuordnung der Fragmente ist
dem Formelschema in Abb. 7 und 8 zu entnehmen. Die Massendifferenz von 42 weist auf den Verlust der
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Abb. 5. Computerrekonstruiertes Gaschromatogramm des propionylierten Urinextraktes. Gaschroma-
tographische Bedingungen siehe Text
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Abb. 6. Elektronenstoflionisiertes Massenspektrum von Dipropionyl-Guaifenesin und Tripropionyl-

Desmethylguaifenesin
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Abb. 7. Massenspektrum von Dipropionyl-Guaifenesin nach Chemischer Tonisation mit Ammoniak
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Abb. 8. Massenspektrum von Tripropionyl-Desmethylguaifenesin nach Chemischer Ionisation mit Am-
moniak

Guaiakol-Methylgruppe und die Veresterung der freien phenolischen OH-Gruppe mit Propionséure-
anhydrid hin.

Wie eingangs bereits erwahnt und auf den beiden Gaschromatogrammen (Abb. 1und 5) ersichtlich,
fiel wihrend unserer Untersuchungen eine weitere Verbindung auf, die aufgrund ihrer massenspek-
trometrischen Fragmentierung der Guaifenesinstruktur zuzuordnen war.
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Abb. 9. Elektronenstofionisiertes Massenspektrum von Hydroxyguaifenesin
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Abb. 10. Massenspektrum von Tripropionyl-Hydroxyguaifenesin nach Chemischer Ionisation mit Am-

moniak
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Abb. 11. Computerrekonstruiertes Gaschromatogramm eines sauren, silylierten Urinextraktes
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Abb. 12. Elektronenstof3ionisiertes Massenspektrum von dem von Vandenheuvel {7] beschriebenen sau-
ren Metaboliten von Guaifenesin
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Vergleicht man die elektronenstofionisierten Massenspektren der ,,neuen“ Verbindung (Abb. 9) und
von Guaifenesin (Abb. 2) miteinander, so féllt ein sehr dhnliches jedoch um 16 Masseneinheiten erhdhtes
Fragmentierungsmuster der intensiven Ionen auf. Die Masse 125 entspricht somit einem hydroxyliertem
Brenzkatechin-Ton und die Masse 140 dem analogen hydroxyliertem Guaijakol-Ion. Das Molekiil-Ion mit
der Masse 214 1d63t sich ebenfalls als 198 fiir die Molmasse des Guaifenesins plus 17 (OH-) minus 1 (H) in-
terpretieren.

Nach Propionylierung und Chemischer Ionisation mit Ammoniak ergibt sich, wie in Abb. 10 zu er-
kennen ist, ein Massenspektrum, welches dieselbe Bruchstiickbildung wie beim Dipriopionyl-Guaifenesin
(Abb. 7) aufweist.

Das Auffinden dieser in relativ geringer Menge vorliegenden Hydroxyverbindung ist nur der Tatsa-
che zu verdanken, daf3 die gaschromatographische Sdule duflerst gut desaktiviert war und eine derart pola-
re Substanz chromatographieren konnte.

Aufgrund unserer hier beschriebenen Untersuchungsergebnisse konnte die Identi-
fizierung von Brenzkatechinglycerinither und Hydroxyguaifenesin als Metaboliten
von Guaifenesin als abgesichert betrachtet werden. Die Moglichkeit, dal} es sich bei
dem ersten um ein Artefakt, der z. B. bei der Hydrolyse mit Salzsdure entstand,
handelt, konnten wir ausschliefen, nachdem wir eine mit Guaifenesin versetzte Urin-
probe unter sehr strengen Bedingungen hydrolysiert hatten und danach weder diinn-
schichtchromatographisch noch gaschromatographisch-massenspektrometrisch des-
methyliertes Guaifenesin feststellen konnten.

Nach Durchsicht einschldgiger Literatur wurde fiir Guaifenesin die O-Deme-
thylierung als Metabolisierungsschritt bei einigen Tierspezies, nicht aber beim Men-
schen beschrieben. Ebenso fanden wir keinen Hinwetis fiir die Hydroxylierung von Gu-
aifenesin beim Menschen, wobei zu bemerken wire, daf3 dieser Schritt in der Bio-
transformation von Arzneistoffen nichts Ungewshnliches darstellt. Die Desalkylie-
rung von Athergruppen sowie auch die Hydroxylierung von Aromaten gehoren phar-
makologisch zu den Phase I-Reaktionen.

Davis und Wolff [ 1] stellten bei ihren Untersuchungen 1970 fest, daB3 Guaifenesin
beim Pferd zur Katecholverbindung demethyliert wird, welche als Glucuronid oder
Sulfatester im Urin ausgeschieden wird. Giri [4] berichtete 1971 {iber die O-De-
methylierung von Guaifenesin bei der Ratte. Nach Untersuchungen von Gertrude et al.
(1958) [2] ist die Demethylierungsrate bei ausgewachsenen méinnlichen Ratten hoher
als bei weiblichen. Giri [4] ging bei seinen Untersuchungen 1972 davon aus, dal3, wenn
die die Demethylierung von Guaifenesin zur Katecholverbindung in erster Linie die
pharmakologische Wirkung von Guaifenesin aufhebt, eine kiirzere Dauer der Wirkung
und eine kiirzere Plasma-Halbwertszeit bei der ménnlichen Ratte im Vergleich zur
weiblichen erwartet werden konne. Seine Untersuchungsergebnisse bestdtigen diese
Annahme.
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Aufgrund unserer Untersuchungsergebnisse glauben wir feststellen zu konnen, daf3
im Gegensatz zu den Ergebnissen von Vandenheuvel [7] die O-Demethylierung von
Guaifenesin den Hauptmetabolisierungsschritt darstellt. Zwar konnten wir, wie in den
Abb. 11 und 12 zu sehen ist, nach einer modifizierten Aufarbeitung der Urinproben die
B-(2-Methoxyphenoxy)milchsdure nachweisen, jedoch scheint die Oxidation von Gu-
aifenesin in quantitativer Hinsicht eindeutig der O-Demethylierung nachzustehen. Ein
exakter quantitativer Vergleich der beiden Metaboliten steht noch aus.

Uber die pharmakologische Wirksamkeit von O-Desmethyl-Guaifenesin bzw.
auch von Hydroxyguaifenesin konnten wir iiber die von Giri [4] publizierten Un-
tersuchungen hinaus in der Literatur keine Angaben finden. In diesem Zusammenhang
mdchten wir darauf hinweisen, dall wir inzwischen eine akute Vergiftung mit Gu-
aifenesin und Diphenhydramin zu untersuchen hatten, bei der es zwar ,nur“ zur
Somnolenz, daneben aber zu erheblichen Hdmolyseerscheinungen gekommen war. Bei
Guaifenesin war diese Nebenwirkung nach Untersuchungen von Ginzel [3] im Ver-
gleich zu einigen anderen Glyzerindthern am geringsten ausgeprégt. Bei Mephenesin
waren Hamolyseerscheinungen auch bei therapeutischer Dosierung beobachtet wor-
den, weshalb dieser Wirkstoff damals durch Guaifenesin ersetzt wurde [3].

AbschlieBend méchten wir noch auf eine pharmakologisch interessante Struk-
turbeziehung zwischen Guaifenesin und Codein hinweisen. Stellt man die Struktur-
formel in geeigneter Weise, wie in Abb. 13 zu sehen ist, der von Codein gegeniiber, so
fillt eine partielle Strukturiibereinstimmung beider Verbindung auf. Sicherlich beruht
die Wirkung von Codein in erster Linie auf dem fiir Opiate charakteristischen C-N-
Abstand, aber fiir die dort ebenfalls auftretende O-Demethylierung des Codeins zu
Morphin [6] besteht moglicherweise ein enger Zusammenhang. Es wére zu priifen, ob
eine geschlechtsspezifische Demethylierung — wie fiir Guaifenesin an der Ratte be-
schrieben [4] — auch bei Codein auftritt.

Frl. B. Kdper sei an dieser Stelle fiir ihre technische Assistenz herzlich gedankt.
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