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Einleitung

Bei bestimmten, vor allem tierpharmakokinetischen Fragestellungen, wie
z. B. bei der Untersuchung von Gewebeverteilungen im Ganztier, ist es not-
wendig, die gesuchten Analyten zur Abtrennung endogener Störsubstanzen und
zur gleichzeitigen Anreicherung aus komplexen Matrizes zu extrahieren. Dies ist
vor allem dann wichtig, wenn bei der entsprechenden Untersuchung auf die
Anwendung von radioaktiv markierter Substanz (z. B. 14C, 3H) verzichtet werden
soll (Arbeits-sicherheit, experimenteller Aufwand, Kosten).

Eine toxikologische Notfallanalytik verlangt außerdem - z. B. bei Vorlie-
gen von Mageninhalt - eine schnelle Probenvorbereitung mit der Möglichkeit, ein
weites Spektrum in Frage kommender Substanzen zu isolieren. Desweiteren
besteht die Notwendigkeit, bei bestimmten forensisch/toxikologischen Fragestel-
lungen die Konzentration von Pharmaka oder Toxinen in Gewebeasservaten
bestimmen zu müssen.

Übliche Flüssig/Flüssig-Extraktionsverfahren besitzen die Nachteile der
aufwendigen Optimierungsarbeit für verschiedene Analyten sowie auch häufig
geringer Wiederfindungsraten, die selbst durch Mehrfachextraktion nicht befriedi-
gend erhöht werden können. Im allgemeinen werden bei Flüssig/Flüssig-Extrak-
tionsverfahren größere Mengen an organischen Lösungsmitteln benötigt, was sich
sowohl nachteilig auf die entstehenden Kosten, die Umwelt, wie auch die Arbeits-
zeit auswirkt. Insbesondere bei Extraktion aus Gewebehomogenaten wird als
weitere Schwierigkeit bei Flüssig/Flüssig-Extraktionsverfahren die Bildung von
Emulsionen beobachtet, die durch Zentrifugation nicht oder nur sehr schwer wie-
der aufgetrennt werden können. Die oft beobachtete Koextraktion interferierender
Substanzen zwingt häufig zu einer umfangreichen substanzspezifischen Optimie-
rung des entsprechenden Extraktionsverfahrens, das meist nicht auf ein anderes
analytisches Prinzip (z. B. Wechsel von GC/MS zu HPLC) übertragbar ist [1, 6].
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Zielstellung

Ziel der vorgestellten Arbeit war es daher, eine einfache, schnell
durchführbare und robuste Festphasenextraktions-Methode zu entwickeln, die die
Isolierung eines breiten Spektrums an basischen Pharmaka (Abb. 1) aus
komplexen Matrizes, wie Organhomogenaten oder Mageninhalt, mit der
anschließenden Anwendung verschiedener analytischer Methoden erlaubt.

Untersuchte Opiate

Morphin: R=R1=H
Codein: R=CH3; R1=H
6-Monoacetylmorphin: R=H; R1=COCH3

Ethylmorphin: R=C2H5; R1=H

Dihydrocodein

Andere untersuchte Opiatagonisten Untersuchte Ecgonine

R/S-Methadon Kokain: R=CH3

Benzoylecgonin: R=H

Abb. 1: Strukturformeln der Analyten

Methoden

Vorbereitung der Matrizes: Gewebe und Mageninhalt wurden 1:1 (g/g)
mit 0,9% NaCl homogenisiert. Bei Anwesenheit von Kokain war der Kochsalzlö-
sung zur Inhibition der vorhandenen Esterasen NaF und Oxalsäure (10 g/l; 2 g/l)
zugesetzt [2]. 1,0 g des Homogenates wurden anschließend mit 6 ml eines 0,1M



KH2PO4-Puffers (pH 6,0) bei RT homogenisiert (Vortex


, 10 min geschüttelt und
zentrifugiert (5500 min-1, 0 °C, 10 min).

Festphasenextraktion: Die Teilschritte der Festphasenextraktion sind in
Abb. 2a und 2b dargestellt.

GC/MS
Die Bestimmung von Morphin, 6-Monoacetylmorphin, Codein, Dihydro-

codein, Methadon, Kokain und Benzoylecgonin aus humanem Lungengewebe und
humanem Mageninhalt sowie von Kokain und Benzoylecgonin aus Rattenhirnge-
webe [3] erfolgte nach Derivatisierung mittels Gaschromatographie und massen-
spektrometrischer Detektion [5].

HPLC:

Der Codeingehalt in Rattenhirngewebe wurde mithilfe einer modifizier-
ten Reversed phase-HPLC-Methode mit fluorimetrischer Detektion ermittelt [4].

Festphasenextraktions-
Kartuschen

Bakerbond speTM Octadecyl C18, 3 ml

1. Vorkonditionierung 2x3 ml Methanol

2x3 ml Wasser bidest.

Flußgeschwindigkeit
1,0 ml/min

2. Probenaufgabe 2x3 ml Zentrifugationsüberstand 0,5 ml/min

3. Säulenwäsche 2x2 ml Wasser

2x2 ml Wasser/Methanol 80:20 (v/v)

1x1 ml 0,1M Essigsäure

1,0 ml/min

4. Säulentrocknung bei max. Vakuum (10 min)

Zentrifugation bei 5500 l/min, 0 °C (10 min)

5. Elution von Säuren 1x3 ml Dichlormethan/Aceton 1:1
(v/v)

1,0 ml/min

6. Elution der basischen
Analyten

1x3 ml Dichlormethan/2-Propanol/
Ammoniak 69:29:2 (v/v/v)

0,5 ml/min

7. Abziehen des
Lösungsmittels

bei 60 °C im Vakuum oder
bei 70 °C im N2-Strom

Abb. 2a: Teilschritte der Festphasenextraktion
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Abb. 2b: Schema der Festphasenextraktion
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Ergebnisse:

Im Rahmen von pharmakokinetischen Untersuchungen konnte in
Rattenhirnhomogenat mit anschließender HPLC-Trennung und Fluoreszenzdetek-
tion Codein quantitativ bestimmt werden. Die Eichung wurde in einem Bereich
zwischen 10 und 400 ng/g durchgeführt. Die Wiederfindung der hier vorgestellten
Festphasenextraktionsmethode lag bei > 98%, im Gegensatz zu 60% bei einer
bereits optimierten Flüssig/Flüssig-Extraktion. Als interner Standard diente bei
diesem Verfahren Ethylmorphin (s. Abb. 3).

Abb. 3: HPLC-Kurven der Hirnhomogenisate zur Codeinbestimmung

In einer weiteren pharmakokinetischen Studie wurde der Kokain- bzw.
Benzoylecgoningehalt in Rattenhirnhomogenat untersucht [Herber et al., 1997].
Die hierbei erzielten Wiederfindungsraten lagen für beide Substanzen bei nahe
100%. Eine Kalibrierung war sowohl für Kokain als auch für Benzoylecgonin
zwischen 10 und 1000 ng/g möglich. Als analytische Methode wurde ein GC-
Verfahren mit MS-Detektion verwendet (Abb. 4).

Als Anwendung für forensisch/toxikologische Fragestellungen wurde das
Extraktionsverfahren auf humanes Lungengewebe und Mageninhalt übertragen.
Auch hier zeigte sich die Leistungsfähigkeit der Methode. Nach Anwendung der
Festphasenextraktion konnten mittels GC/MS Kokain und gängige Opiate (Abb.
1) nachgewiesen werden, wobei die Bestimmungsgrenzen unter 10 ng/g Untersu-
chungsmaterial lagen (Abb. 4).
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Schlußfolgerung

Mit der in dieser Arbeit vorgestellten Festphasenextraktionsmethode war
es möglich, mit vergleichsweise geringem Aufwand nahezu quantitative Extrak-
tionsausbeuten für verschiedene basische Pharmaka bzw. ihre Metabolite aus
komplexen Matrizes (Gewebehomogenate, Mageninhalt) zu erreichen. Das Ver-

Abb. 4: Charakteristische Einzelionenchromatogramme bei der GC/MS-Analyse



fahren erwies sich in Verbindung mit unterschiedlichen analytischen Methoden
(HPLC mit Fluoreszenzdetektion, GC mit MS-Detektion) als gut anwendbar.
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