I1-2.1.4.3 Chromatographische Verfahren
Analytik-Méglichkeiten mit chromatographischen Verfahren

Tabelle 1  Einteilung der Gifte nach thren physikalischen Eigenschaften

Beispiele Nachweis durch

1. Leicht flichtige Gifte Alkohole ! Gaschromatographic
Trichlorethvlen
Azeton

2. Extrahietbare Gifte Barbiturate verschiedene chromato-
{organisch}) Benzodiazepine graphiscche Methoden
Phenothiazing
Betiubungsmittel
Insektizide

3. Nicht-cxtrahicrhare Gifte Paraquat Farbreaktion
{organisch) Prajmaliumbitartrat Chromatographie

4. Direkt nachweisbare Gifte CO-Hb, Met-Hb;
Paraquat,
Salizylate,
Phenothiazine

5. Metallgifte Blei Aromabsorptionsspektrometrie
Atrsen
Quecksilber
Thallium
Kadmium
Kupfer
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Vergiftungstherapie Chromatographische Verfahren 1 -2.1.4.3

‘Tabelle 2 Gegeniberstellung verschiedener wichtiger chemisch-toxikologischer Nachweismethoden

Methode Charakterisierung unbekannter Substanzen

B . . . Geringe Trennschérfe, Screeningmethode, teils
Dinnschichtchromatographie (DC) spezifische Anfirbung
. . Sehr gute Trennleistungen, besanders hei Kapillar-
Gaschromatographic (GC) sdulen, Detektion mit FID und N-FID unspezifisch
. Empfindlich, sehr spezifisch {teuer in der Anschaf-
Massenspektrometrie {GC-M$) fung und Unterhaltung)
Guee T leistung, Deteltion : ist unspezi-
Hochdrckflissigkeitschromarographic (HPLC) ﬁsl:[f (p;f;:;;riitri:%h) crEtion anmelst unspez
N i Unspezifisch fiir cxtrahierbare Wirkstoffe, be-
Photometrie wihrt fiir CO-Hb- oder Met-Hh-Bestimmungen

Radioimmunologie (RIA)

. - Gruppenspezifisch, Screeningmethoden
Enzymimmunologie {(EMIT)

Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) Nur Metallgifte, sehr spezifisch, sehr empfindlich

FID = Flammenionisationsdetektor
N-H1) = stickstolfspezifischer Flammenionisationsdetektor

Gaschromatographie (GC)*

Die Gaschromarographie ist ¢in Trennverfahren fiir verdampfbare Stoffe. Fiir schwerfliichtige Verbindun-
gen besteht die Miglichkeit der Umwandlung in verdampfbare Derivate, zum Beispiel durch Methylierung
{Barbiturate)} oder Silylierung (Morphin).

Prinzip

Das zu trennende Gemisch wird bei erhohter Temperatur im Injektor in cinen Gasstrom, meist Stickstoff
oder Hetium, gebracht. Dieses Trégergas transportiert die verdampften Kompanenten zuerst durch eine
‘I'rennsiule und anschliefend durch einen Detektor.

Die Trennséiule besteht aus einem Rohr, das mit feinkdrnigem Material gefiifle ist. Dieses kann ein Adsor-
bens sein oder ein mit einer stationidren flissigen Phase belegter Triger. Neben diesen »gepackeen « Siuten
werden auch Kapillarsaulen verwendet, bei denen die stationéire Phase an der Innenwand der Glaskapillare
haftet.

Am Siulenende befindet sich ein Detektor, der eine Eigenschaft des durchflicfienden Gases mift, Ist eine
Fremdsubstanz im Tragergas vorhanden, so registriert der Schreiber einen Ausschlag. Die Zeit, die cine
Verhindung zum Durchwandern der Siule bentitigt, die Retentionszeit, ist eine substanz-spezifische Gro-
fie. Meist benurzt man zur Chatakeerisierung relative Retentionszeiten, d.h, man mifit die Retentionszeit
an derjenigen einer bekannten Vergleichssubstanz.

Apparative Ausriistung

Die nachstchenden Ausfithrungen sind als Empfehlung fiir eine Grundausriistung zu werten und kénnen je
nach Bedarf variiert werden:

Zu einer Grundausriistung gehdrt ein temperaturprogrammierbarer Saulenofen mit gesondert behcizba-
rem Injektor und Detektor, sowic zumindest ein Schreiber mit Integrator. Es hat sich als zweckmdfig her-
ausgestellt, dic beiden letztgenannten Gerdte durch einen kombinierten »Printer/Platter« (schlieft Integra-
tor mit ein) zu ersetzen. Als wichrigste cinfache Detektoren werden in der Toxikologie ein Flammenionisa-
tionsdetektor (FID) und ein Stickstoffdetektor {INPTY) bendtige. Auch hier kann ein moderner Detektor bei-
de Funktionen in sich vereinen und wahlweise in der einen oder anderen Betriebsart benurzt werden.

* (uelle: DFG-Empfehlung zur klinisch-toxikologischen Analytik. J. Clin. Chem. Clin. Biochem. Vol. 20, pp. 698—701 [1982)

Daunderer — Klinische Toxikologie — 78. Erg.-L fg, 893 71



II-2.1.4.3 Chromatographische Verfahren Vergiftungstherapie

Der Flammenionisationsdetektor eignet sich fiir die Erfassung aller brennbaren Verbindungen, insbeson-
dere Lasungsmitte]. Da die meisten Arzncistoffe Stickstoff enthalten, ist wegen der héheren Empfindlich-
keit und Selekrivitit fiir diese Stoffgruppe ein Stickstoffdetektor einzusetzen.

Zusitzliche Detektoren, die jedoch unter Umstéinden erhdhte Anforderungen an die Bedienung steflen, sind:

Elekuroneneinfangdetektor (ECD)

Dieser Detektor spricht auf dic elektronenaffinen Substanzen (Halogen-, Phosphor- und Nitroverbindun-
gen, gewisse Diketone und kondensierte aromatische Verbindungen} duflerst empfindlich an und eignet
sich deshalb schr gut fiir die Erfassung zum Beispiel der Benzodiazepine, der meisten Pestizide und der chlo-
rierten Lésungsmittel. Als Strahlungsquelle kann wegen der universelten Anwendbarkeit nur der *Ni-De-
tekter empfohlen werden, der einen Bettieb bis 400 °C ermbglicht, Der empfindlichere Tritiumdetekror ist
nur his 200 °C betriebssicher. Als Trigergas geniigt bei modernen Detektoren (gepulster Gleichstrom}
nachgereinigter Stickstoff.

Photoionisationsdetektor (PID)

Erkann je nach Wahl der UV-Lampe (Ionisierungsscrahler) als Allgemein-Detektor fiir alle Substanzen mit
nicht zu hohem lonisierungspotential oder substanzspezifisch verwendet werden., Er gilt als bester Detek-
tor fiir Schwefelkohlenstoff und eignet sich daher zur Erfassung von Dichiocarbamaten. Zu empfehlen ist
eine UV-Lampe vom 10,2 eV,

Massenspektrometer (MS)

Die Kopplung Gaschromatographie-Massenspcktrometrie (GC-MS) ergibt eine erhdhte Selektivitat. Sie
beitzt zur Zeit dic hichste Beweiskraft. Allerdings erfordert diese Detektion einen hohen apparativen und
arbeitstechnischen Aufwand und ist daher nuy fiir spezielle Laboratorien geeignet. Anf die Empfehlungen
zur GC-MS-Kopplung (in Vorbereitung) wird hingewiesen.

Wirmeleitfahigkeitsdetektor (WLD)

Er eignet sich fiir die Erfassung von Inertgasen (Atemgase, Koblenmonoxid) und fiir gewisse Losungsmit-
tel. Um die Empfindlichkeit dieses Detektors auszuniitzen, sollte er bei der Derektion von Substanzen mit
niederemn Molekulargewicht mit Heltum oder Wasserstoff als Trigergas betrieben werden.

Zur Beschreibung der Chraomatogramme dienen die Retentiunswerte. Diese sollen mit jenen der Testsub-
stanzen verglichen und in Kovars-Indices umgerechnet werden. Dazu werden die Retentionswerte der ali-
phatischen Kohlenwasserstoffe bestimmt (nur mit FID méglich). Es entspricht zum Beispici der Reten-
tionsindex des Kohlenwasserstoffes CF, 1200, In der Literarur finden sich die Zusammenstellungen der
Kovats-Indices vieler Substanzen,

Die genaue Bestimmung der Kovars-Indices crfolgt isotherm. Da die Analysen aber meist mit einem Tem-
peraturprogramm durchgefiihrt werden, kénnen, wenn man gewisse Schwankungen in Kauf nimmt, die
Indices auch mit dem gleichen Temperaturprogramm gemessen werden.

Arbeitsbedingungen

Damit ¢in Vergleich der Retentionsindices zwischen verschiedenen Laboratorien moglich wird, ist eine Be-
schrinkung auf wenige Trennsdulen erforderlich. Zur Uberpriifung der gaschromatographischen Einrich-
tung dicnen Testgemische. Damit kann insbesundere die Qualitit der Siule, die Trennleistung und die
Nachweisempfindlichkeit kontrolliert werden,

Gaschromatographische Bedingungen und Testgemische
a) fiir Arzneistoffc und Suchtstoffe

Trigermaterial: Chromosorh G HP (80 — 100 mesh)
Belegung; 1OV 1 3%
2.0V 17 3%
3.0V225 3%
Temperatur: 100-280 °C (programmiert}
Testgemisch: Enthiit die fulgenden Komponenten in Methanol, je 1 g/1 (Fab. 3).
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Vergiftungstherapie Chromatographische Verfahren 11-2.1.4.3

Tabelle 3 Zusammensetzung des Testgemisches.

Komponente Kovats-Index auf OV-1
Barbital 1493

Pentobarbital 1745

Diphenhydramin 1870

Phenobarbital 1960

Methaqualon 2115

Codein 2385

Morphin 2435

Chinin 1785

1 pl der 1:10 verdiinnten Lésung wird eingespritzt, Je 100 ng der Einzclkomponenten missen noch et-
kanng werden, Mir ciner gepackten Siule mul eine Aufldsung erreicht werden (vgl. Chromatogramm in
Abh, 13}, die cine Trennung aller Kompotietiten erméglicht,
b) fiir Lisungsmitte!
Tragermaterial: Kieselgur!
Beleguny: Polyethylenglykol (Carbowax) 1500 (15%)}
Temperatur; isotherm zwischen 60—100 °C
Testgemisch: enhilt die folgenden Komponenten
in Wasser, je 1 g/l
Methano!
Aceton
Ethanol
opropanol
1 wl wird eingespritzt. Die Einzelkomponenten miissen noch getrennt werden.

o~ ™ ~F s
- o w (=
=3 ot - >
= — —- —
3 5 |6 8
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— 151

% 1,26
;[13,55

16,29

719
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15 In
Retentionszeit t [min}

Abh, 1 Gaschtomatogramm des oben (Tab. 3) angegebenen Arzneimittel- und Suchtstoff-Testgemisches
auf OV-1, weitere Bedingungen wic dariiber angegeben. 1 = Barbital, 2 = Pentobarbital, 3 = Di-
phenhydramin, 4 = Phenobarbital, 5 = Methaqualon, 6 = Cadein, 7 = Marphin, 8 = Chinin.

"' Da Kieselgur weltweir nicht mehr echaltlich ist, wird statt dessen als Triigermatenial Chromosorl W, NAW, 80-100 mesh empfuohlen, Trie Trenn-
leistung der damit hergestellten Saulenfillung entspricht der Belugany auf Kieselgur.
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O~2.1.43 Chromatographische Verfahren Vergiftungstherapie

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)™

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) ist ein 'I'rennverfahren fiir Stoffe, die in Losung ge-
bracht werden kinnen, Wie bei allen chromatographischen Prozessen wird die Trennwirkung erreicht
durch Verteilung der Stoffe zwischen zwei Fhasen. Bei der HFLC besteht die stationiire Phase aus modifi-
zierten Kieselgelteilchen oder aus anorganischen oder organischen Makromaolekiilen, die 2.T. an der Ober-
flache modifiziert sind (Korngrofe 3, 5, 7 und 10 pm) und die stromende Phase aus dem Laufmittel. Die
Laufmitrel sind zusammengesetzt entweder aus arganischen Lisungsmitteln oder aus mit Wasser mischba-
ren Lasungsmitteln und Wasser. Zusitze von Sduren oder Salzen bzw, Puffern zur pH-Einstellung sind
mdglich.

Je nach Art und Beschaffenheit der stationiren Phase unterscheidet man zwischen Adsorptionschromato-
graphie, Ionenaustauschchromatographie, Verteilungs- und Reversed-Phase-Chromatographie und
Gelchromatographie, Welches Verfahren zur Anwendung kommt, hingt von der Problemstellung ab,
Die HPLC kann verwendet werden fiir analytisches und prapararives Arbeiten. Fir letzteres sind spezielie
Saulen und eventuell auch spezietle Aufgabesysteme notwendig, worauf nicht weiter eingegangen wird.
Zur Lasung eines Problems empfiehlt es sich zunichst, die Reversed-Phase-Chromarographic einzusetzen,
da dieses Verfahren im Routinchetrich dic wenigsten Probleme zetgt. Es stehen verschiedene Saulen zur
Verfiigung, z.B. Silicagel mit kovalent gebundenen Alkyl-, Phenyl-, Diol- oder Aminogruppen. Auferdem
kann der pH-Werr in einem weiten Bereich variiert werden, und es ist lonenpaar-Chromatographie mog-
lich. Ublicherweise reicht eine Korngrofe von 10 um beim Saulenmaterial aus. Fir schwicrige Trennungen
kann auf kleinkdrnigeres Material ibergegangen werden.

Appatative Ausriistung
Dic Grundkompanenten fiir die HPLC sind:

Laufmirtelreservoir

Pumpe

Probeaufgahesystem

Trennsiule

Detektor mit Schreiber

Auffanpgefdf fiir Laufmitrel,
Ob eincm Komponentengerite, aufgebaut aus verschiedenen Bausteinen, oder einem Kompakegerir, Baa-
teile von einem Hersteller in ein Gerit integriert, der Vorzug zu geben ist, soll dem Betreiber iiberlassen
werden.

Labor Ausbaustufe B

Mit den genannten Komponenten kénnen einfache chemisch-toxikologische Untersuchungen durchgefihrt
werden, z.B. Bestitigungsanalysen oder quantitative Bestimmungen bekannter Substanzen. Als Detektor
sullte ein variabler UV-Detektor mit einem Welleenlingenbereich voun z.B. 200450 nm verwendet werden.

Labor Ausbaustufe C
Zusitzlich sollte vorhanden sein:
Austtistung fiir Gradicntenclution;
UV-Detektor, der ansteuerbar ist und ein UV-Spektrum von einem Peak schreiben kann;
ein bis 60 °C heizbarer $aulenofen, um reproduzierbare Analysen zu erhalten;
weitere Detelctoren, z.B. Fluoreszenzdetektor oder elektrochemischer Detektor.
Als weitere Ausriistung wire zu nennen: Integratar, Fraktionssammler, Autosampler, Moglichkeiten zur
EDV-Auswertung.
Bei der Kopplung HPLC-MS sollte noch die weitere Entwicklung abgewartet werden.,

Literatur
als Labaratoriumshandbuch:

Meyer, V. {1980} Praxis der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, Diesterweg-Salle-Sanerlénder,
Arau, Frankfurt;

“IQuelle; DFG-Empéehiung zur Klinisch-toxikologischen Analytik. J. Clin. Chem. Clin. Biachem. Val. 20, pp. i%7-698 (1982)
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Vergiftungstherapie Chromatographische Verfahren [1-2,1.4.3

als ansfiihrliches Grundlagenbuch:
Snvper, LR, & Kirkianm, .1, (1974) introduction to Modern Liquid Chromatography, Wiley, New York,

In diesen Biichern wird auf weitere Literatur verwiesen,

Diinnschichtchromatographie™

Den Arzneimittelnachweis fiihrt man durch nach Extrakedon dinnschichtchromatographisch aus Magen-
saft und Harn. Wihrend im Magensaft dic Medikamente unverandert vorliegen, findet man im Harn oft
nur Metaboliten, die, soweit mit Glukuronsaure oder Sulfat konjugiert, nicht direkt extrahjerbar sind.
Ri-Werte der Reinsubstanzen sind im Harn nur bedingt verwertbar. Bei der Harnanalyse miissen zur Iden-
tifikation, maglichst nach Stoffklassen und unter Beriicksichtigung ihrer Biotransformation geordnet, zu-
sitzliche Kriterien herangezogen werden:

Verwendung relativ spezifischer Barbiturate, Bromharnstoff, Salizylate

Spriihreagenzicn

Nachweis gemeinsamer Metabaliten Benzodiazepine
Nachweis eines typischen Methaqualon
Metabolitenmusters

Verwendung mehrerer Laufmittel Codcin, Morphin
Verwendung mehrerer Sprithmittel Phenathiazine
Methodik

1. Extraktion

Zur Abtrennung storender Stubstanzen und zur Anrcicherung werden die Arzneistoife bei saurem und al-
kalischem pH extrahiert, Harnkonjugate varher durch HCl-Hydrolyse gespalten.

a) Ham

Saurer Extrake: 20 ml Harn werden mit 20%iger Weinsiure auf pH 2 (pH-Papier) eingestellt, zweimal mit
je 60 ml Dicthylether extrahiert und die vereinigten Etherphasen nach Trocknen mit Natriumsulfat einge-
dampft. Der Riickstand wird mit 2 ml Methanol aufgenommen und das Methanol in einem Tablettenglis-
chen im Luftstrom abpeblasen.

Saurer Extrake nach Hydrolysc: 20 ml Harn, ggf. nach saurer Extraktion, werden mit 20 ml 25 %iger HCI
versetzt und 15 Minuten am Rickflufkiihler gekocht. Nach dem Abkiihlen wird durch Zugabe von 6 g
festern NaOH und 20%iger Natronlauge annihernd nentralisiert, mit 20%iger Weinsiure auf pH 2 (pH-
Papier) eingestellt und wie oben extrahiert. Ein Uberschuf an Weinsiure kann zu strenden Niederschli-
gen fithren,

Basischer Extrakt nach Hydrolyse: Die verbleibende wifrige Phase wird mit Karbonatpuffer (15 Vol,-Tei-
le 2,5 mol. KHCO,-Lésung und 19 Vol.-Teile 3 mol. K,CO,-Lasung) auf pH 2 bis 10 eingestellt und zwei-
mal mit je 60 mi eines Chloroform/Isopropanol (4:1, viv) Gemisches extrahicrt. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden wie oben weiterverarbeitet.

b) Magensaft
20 ml Magensaft werden wie Harm sauer und alkalisch extrahiert, jedoch ohne Hydrolyse, Dickflissiger
Mageninhale bzw. Erbrochenes wird ggf. mit Wasser verdiinnt und grob filtriert (Porzellannutsche ohne
Filterpapicr).

2. Chromatographie

Die Extrakee werden mit 100 pl Isopropancl aufgenommen und ca. 10 pl mit einer Glaskapillare strichfor-
mig auf Diinnschichiplatten Kieselgel F254 Merck aufgetragen, danchen Vergleichssubstanzen, 2T, mit
dem Extrakt iberlappend wegen méglicher Ri-Wert-Verschiebung. Der vollstindige Analysengang (siche

" Quelle: Interscanck E., WiisT H.; Therapiewoche 26, §313-5321 {1374)
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I-2.1.4.3 Chromatographische Verfahren Vergifrungstherapie

Abb. 2) erfordert insgesamt 9 (Magensaft) bzw. 10 (Harn) DC-Platten und § Trennkammern mit verschie-
denen Laufmicteln. Die Trennzeiten betragen bei den neuen DC-Fertigplatten ca. 10 Minuten. Die Trock-
nung nach der Entwicklung, fiir die Empfindlichkeit und Reproduzierharkeit der wafirigen Sprithreagen-
zien kritisch (vor allem bei Hg(DNQ,}, erfolgt nicht im Trockenschrank, sondern in einer eigens hierfiir
entwickelten Gebliscanlage. Dic Plactenreihen werden dabei gleichmifig 10 Minuten mit Warmluft und
5 Minuten mit Kaltluft abgeblasen.

3. Identifikation

Eine erste unspezifische Orientierung vermittelt die Fluoreszenzldschung bzw. Eigenfluoreszenz der aufge-
trennten Substanzen im UV-Licht bei 254 nm. Zur Identifikation ist das Aufsprithen eines Nachweisrea-
genzes notwendig. Die Befundsicherung fiber UV-Spektren ausgekratzter und cluicrter Zonen ist zwar
grundsatzlich moglich, meist aber fiir den Gruppennachweis nicht erforderlich. Wenn nur Arzneimittel-
spuren vorliegen, stdft die Methode auf Schwierigkeiten,

Harnanalyse

Arzneimittel im sauren Extrakt ohne Hydrolyse

Dieser Extrakt enthilt alle sauren und neutralen Arzneistoffe und ihre Metaboliten, soweit sie nicht an
Glukuronsidurc oder Sulfat gebunden sind, wie Barbiturate, Bromureide, Salizylate, Parazetamol. Bei Into-
xikationen findet man hier hiufig auch freies Methaqualon, doch 1afit sich der Nachweis sicherer iiber des-
sen Metabolitenmuster nach Hydrolyse fihren,

Barbiturate

Barbiturate werden in unverinderter Form und als Metaboliten ausgeschieden. Metaholiten wandern auf
dem Cheomatogramm kiirzer. Beide reagieren durch Schwarzfirbung mit Hg I-Nitrat. Mit Hg I-Nitrat/
Diphenylcarbazon (= violette Flecken) firben sich die unverdnderten Barbiturate empfindlicher an. Aus-
schlaggebend fiir die Empfindlichkeit ist nach unserer Erfahrung der Trocknungsvorgang vor dem Bespri-
hen. Nach Modifikation des Hg 1I-Reagenzes (Tah. 4) firbt sich der Plattenuntergrund nicht mehr, die
Flecken werden kontrastreicher und haben gréfiere Bestindigkeit. Auch Metaboliten von Bromureiden
(z.B. Diethylacetylcarbamid und andere Substanzen), die in ihren Rf-Werten sich nicht von den Barbiturat-
metaboliten unterscheiden lassen, kbnnen mit Hg [-Nitrat positiv reagieren. Fille, in denen sich nur
Hg I-positive Metaboliten nachweisen lassen, aber weder unveriindertes Barbiturac noch Bromureide, er-
lauben keine eindeutige Aussage. Zumindest aber bei Intoxikationen li8t sich fast immer unveriandertes
Barbiturat nachweisen. In Zweifelsfillen muf zur Kidrung die Magensaftanalyse oder die U¥-Spektrome-
trie herangezogen werden.

Im Magensaft finden sich hdufig Substanzen, dic mit Hg T/Diphenylcarbazon, nicht aber mir Hg 1-Nitrat
reagieren, auflerdem firben diese sich beim Aufsprithen von 10%iger Schwefelsaure blau an, wihrend Bar-
biturate sich nicht verindern.

Bromureide

Bromureide werden im Harn in relativ kleiner Menge unverindert ansgeschieden. Der Nachweis geschieht
nach Oxydation mit H,0, durch Anlagerung von Brom an Fluorescein, wobei rotc Eosinflecken cntstchen.
Im UV-Licht (350 nm) geben diese Fluoreszenzldschung. Bekannt sind bromfreie Metaboliten, wie
2-Ethylbutyrylharnstoff. Dieser gibt mit Hg I-Sprithreagens positive Reaktion, dagegen nicht mit Fluores-
cein. Wie entsprechende Versuche gezeigt haben, verliuft die Ausscheidung der Bromureide in den Harn
langsam. Die maximale Ausscheidung ist erst nach cinigen Tagen zu erwarten. Hiermit stehen eigene Er-
fahrungen in Einklang, daf bei frischen akuten Intoxikationen bei pusitivem Magensaftbefund noch ein
negativer Harnbefund vorliegen kann,

Salizylate
Schon nach therapeutischer Dosierung erscheinen Salizylate als groffer bei 254 nm blau fluoreszierender
Fleck mit relativ kleinem Rf-Wert. Mit FeCll, reagiert dieser blauviolett.

Phenazetin und Parazetamol

Phenazetin erscheint als N-Azetylaminophenol (Parazetamol) im Harn, das sich an diazotiertes Nitranilin
kuppeln lift und dabei braun anfirbt. Von dem Medikament Parazetamol, das unverdndert im Harn vor-
liegt, kann Phenazetin damit nicht unterschieden werden,
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20 mi Haen 20 ml Harn
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15 Mins/100°C
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Abb.2 Toxikologischer Analysengang bei Harn
DC = Dinnschichtplatte

$1-6 = aufgetragene Standardlésungen

LM = Laufmittel, Angaben in Volumenanteilen
NW = Spriihreagenzien

Arzneimirtel in Extrakten nach Hydrolysc

Nach Hydrolyse sind auch konjugierte Arzneistoffderivate extrahierbar. Der saure Extrake enthalt die Me-
taboliten der Benzodiazepine und des Methaqualons, der basische Extrakt die Phenothiazin-Metaboliten
und deren Hydrolyseprodukee sowie Morphin und Codein.

Benzodiazepine

Benzodiazepine licgen im Harn nach Hydrolyse als gelb gefirbte Aminobenzophenone vor. Tn eigenen Ver-
suchen konnte bestitigt werden, dafl Oxazepam {Adumbran, Praxiten), Chlordiazepoxid (Librium), Dika-
liumchlorazepat (Tranxilium) und Diazepam (Valium) im Harn dber den gemeinsamen Metaboliten
2-Amino-5-Chlorbenzophenon erfafibar sind, Nitrazepam dapegen als 2-Amino-5-Nitrobenzophenan.
Beide Substanzen zeigen nach Diazotierung und Kupplung mit Naphthylethylendiammoniumdichlorid rote
bzw. blaue Farbreaktionen, Diazepam wird .a. aber auch zu 2-Methylamino-S-Chlorbenzophenon abge-
baut, dassich als sekundires Amin nicht diazotieren [if1. Durch seine Eigenfarbe bzw. Fluoreszenzlschung
im UV-Licht kann aber dadurch Diazepam von den librigen Benzodiazepinen unterschieden werden.

Methagualon

Der Mcthaqualonnachweis im Harn stitzt sich auf ein typisches Metaholitenmuster (4 Flecken), Mit Dra-
gendorff-Reagene firben diese sich orange. Mit Phenazetin als Lokalisarionsstandard, das unter den gege-
benen Bedingungen zwischen der 1. und 2. Metabolitenzone wandert, ist auch in Zweifelsfallen cine ein-
deutige Zuordnung méglich. Da Phenazetin nicht mit Dragendorff-Reagenz reagiert, muf es vor dem Be-
spriihen im UV-Licht mit Bleistift gekennzeichnet werden. Bei Intoxikationen werden gelegentlich Metha-
qualon-Stoffwechselprodukte in solchen Mengen ausgeschieden, daf sie sich chromatographisch nicht
mehr sauber voneinander trennen. Es empfiehlt sich dann, das Chromatogramm mit verdinntem Extrakt
zu wiederholen.

Phenothiazine

Nach Hydrolyse des Harns liefern Phenothiazine ein Muster von zahlreichen Metaboliten und Spaltpro-
dukten, das mit Kaliumjodplatinat braun bis violett und mit alkeholischer Schwefelsiure teils rot, teils
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blau reagiert. Verwandte Substanzen der Phenothiazingtuppe verhaleen sich ahnlich, jedoch kassen sich de-
ren Metabaliten mit Schwefelsiure, wenn iiberhaupt, nur schwach anfirben. Bei der Vielzahl an Substan-
zen dieser Stoffklassen sind Uberschneidungen nicht immer auszuschlieffen. Die Farbreaktion mit Schwe-
felsdure wird mit Cholesterin als Standard kontrolliert, das im Gegensatz zu den Phenothiazinen stabil ist.

Codein und Morphin

Codein und Morphin werden im Harn zum grofiten Teil unverdndert frei oder als Konjugat ausgeschieden.
Nur sclten konnten wir einen Umbau von Cudein in Morphin oder umgekehrt beobachten. Heroin wird
dagegen zu Morphin transformiert und ist als solches im Harn nachweishar. Mit Kaliumjodplatinat firben
sich beide Alkaloide blau bis braunviolett an. Da auch die Spaltprodukte der Pheriothiazine und anderer
Psychopharmaka dhnlicher Strnkeur die gleiche Reaktion geben, ist es notwendig, zwei Chromatogramme
mit {iberlappendem Standard in verschiedenen Laufmitteln zu entwickeln, um falsch positive Resultate zu
vermeiden.

Magensaftanalyse

Da im Magensaft Arzneimirtel unverindert vorliegen, sind Storungen durch Metaboliten und Konjugate
nicht zu erwarten, und es criibrigt sich die Hydrolyse. Die Trennung erfolgt, wie fiir Harn angegeben, aus
saurem und hasischem Extrakt. Bei Vorliegen von Dragendorff-positiven Substanzen, wie Methagualon,
Benzodiazepine u.a., ist es erforderlich, den Befund tiber cin zweites Lanfmittel zu sichern, da das Reagenz
zu wenig Spezifitit zeigt und im Magensaft die Identifikation iiber das Metabolitenmuster nicht maglich
ist,

Tabelle 4 Verzeichnis der Sprithreagenzien

Erhanolische Schwefelsdure
Schwefelsdure: $%ig in Ethanal
Nach dem Bespriihen Chromatogramm mit Heiffluft abblasen
Diazotierung und Kupplung mit N-Naphthylethylendiamin
I. 2 ml Natcumnitrit: $%ig
{lm Kithlschrank mehrere Monate halthar)
8 ml Salzsdure: 1 normal
miteinander mischen (ca. einen Tag haltbar)
II. N-Maphthylethylendiammoniumdichlarid: 0,4%ig in Methanol {(km Kihlschrank mehrere Mona-
te haltbar)
Nacheinander mit Lasung T und II bespriihen
Diazotiertes Nitranilin
$ ml p-Nitranilin: 0,5%1g in 2 n Salzsidure
{im Kithlschrank mehrere Monage halthar}
0,5 ml Natriumnitrit: 5%ig
miteinander mischen
15 ml Natriumazetat: 3molar
dazupeben (ca. eine halbe Stunde halthar)
Nach dem Besprithen Chrematogramm mit Heif$luft abblasen
Dragendorff-Reagenz
Vorratslosung:
L 1,7 g bas. Wismutnitrat
20 g Weinsdure
miteinander in 80 m] Wasser léisen
il. 32 g Kaliumjodid in 80 ml Wasser idsen
Gleiche Yolumina von Losung T und Il mischen (Im Kiihischrank mehrete Monate haltbar)
SpriihlSsung:
3 ml Vorratslasung
30 ml Weinsaure: 20%ip
mitcinander mischen (ca. zwei Wochen haltbar)
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Eisen(Il}-chlorid
Eisen(IIl)-chlorid: 2%;ig in 0,5 n Salzsdurc

Fluoreszein/Wasserstoffperoxid
I. Natriumfluoreszein: 0,1%ig in 50%igem Fthanol
1. 10 ml Wasserstoffperoxid: 30%ig
10 ml Eisessig
miteinander mischen (ca, cinen Tag haltbar)
Nacheinander mit Lsung [ und II besprithen. Chromatogramm ca. 20 Min. hei 110 °C trocknen

Kaliumjodplatinat
7 ml Kaliumjedid: 10%ig
{Im Kiihlschrank mehrere Monate haltbar}
0,4 ml Hexachloroplatinsaure: 10%ig
6 ml Salzsdure: 25%ig
mitcinander mischen (ca. einen Tag haltbar)

Quecksilber(l}-nitrar
5 g Quecksilber(l)-nitrat-Kristalle in 100 ml Wasser zerreiben
Solange der ungeléste Bodensatz weif ist und sich nichr gelb oder grau verfirbt, ist der Uberstand als
Sprithreagenz verwendbar

Quecksilber(If)-nirrat/Diphenylcarbazon
I. Quecksilber(l1}-nitrat: 8,2%ig in 0,1 n Salpetersiure
H. a) Diphenylcarbazon: 0,1%ig in Ethanol
{Im Kiihlschrank ca. einen Monat haltbar)
b} 40 g Ammoniumacetat in Wasser 15sen und auf 100 ml auffillen,
mit 65%iger Salpetersiure auf pH 3,5 (pI1-Meter) einstellen.
26 ml Lisung b) mit 4 ml Lésung a) mischen
{ca. eine Woche haltbar)
Mit Losung [ bis zur Transparenz bespriiken, Cchromatogramm 5 Min, mit Heiluft abblasen, Sprith-
und Trocknungsvorgang wiederholen. Anschlicficnd 5 Min. mit Kaltluft abblasen und wenig Lésung
1T aufspriihen

Saweit keine anderen Angabeen gemacht wurden, sind die oben beschriebenen Losungen praktisch unbegrenzt baltbar,

Tabelle 5 Verzeichnis der Standardiésungen

51: 200 mg Hexabarhital
125 mg Kalzium-Cyclobarbital
125 mg Carbromal {= 1 Tabl. Dormopan®)
200 mg Salizylsdure
in 10 ml Isopropanol

5.2: 50 mg p-N-Azetylaminophenol
in 10 ml Isapropanol

5.3: § mgNitrazepam (1 Tabl, Mogadan®)
5 mg Diazepam (1 Tabl. Valium 5%)
5 mg Chlordiazepoxid (1 Dragee Librium 5%}
mit 40 ml 12,5%iger Salesdure 15 Min. kochen, bei pH 2 zweimal
mit je 60 ml Ether extrahieren, nach Eindampfen der Etherphasen Riickstand mit 14t m1 Isopropanol
aufnehmen.

54: 200 mg Methaqualen (1 Tabl, Revonal)
100 mg Phenazetin
in 10 ml Isopropanol
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10 mg Morphinhydrochlorid
10 mg Codeinphosphat

10 mg Cholesterin

in 5 ml Isopropanol

40 mg Chlordiazepoxid (4 Kapseln Librium®)
20 mg Diazepam (4 Tabl. Valium 5%)

20 mp Nitrazepam (4 Tabl. Mogadan®}

40 mg Oxazepam (4 Tabl. Oxazepam®)

in 10 tml Isopropanol

Dig Standardlisungen werden, mit Ausnahme von $ 1, mit dem zu untersuchenden Extrakt iiberlappend aufgetragen.

Sprithreagenzien

1.

80

Ameisensiure, wasserfrei (98—100%)
{zum Nachweis von China-Alkaloiden)

. Ammoniak, konzentrierte Lsung

{zum Bedampfen in einer DC-Kammer beim Nachweis von Hydroxyanthracenderivaten, siche Rha-
barber)

. Acetanhydrid-Schwefelsdure (9:1; (V/V)

Nach dem Bespriihen wird im UV ; ausgewertet,
{zum Nachweis der Inhaltsstoffc von javanischer Gelbwurz)

. Anisaldehyd-Schwefelsdure

0,5 ml Anisaldehyd werden mit 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol und 5 ml Schwefelsiure in dieser Rei-
henfolge gemischr. Nach dem Besprithen wird 5 bis 10 Min. auf 105 bis 110 °C erhitzt.
{universell verwendetes Sprithreagenz zum Nachweis von etherischen Olen, s, z.B. Salbeiblitter)

. Antimon (IID)-chlorid-Lésung

3 g ShCl, werden zweimal mit je 1,5 mt ethanolfreiem Chloroform abgespiilt und dekantiert. Die Kri-
stalle werden anschlieBend in 10 ml ethanolfteiem Chloroform unter Erwirmen geltist.
{zum Nachwels von Vitamin A und seinen Estern)

. Chloramin T — Trichloressigsaureldsung

{Reagenz nach Jensen's}

Eine Mischung aus 2 ml einer frisch bereiteten 3%igen Chloramin T-Lésung und 8 ml einer 25%igen
ethanolischen Trichloressigsdureldsung.

Nach detm Bespriihen wird § bis 10 Min. auf 100 bis 105 °C erhitzt und sofort im UV, .. auspewertet.
{zum Nachweis von Digitalisglykosiden)

. Dchlorchinonchlorimid

1%ige methanolische Losung
Nach dem Bespriihen wird kurz mit Ammeoniak bedampft.
{zumn Nachweis von Arbatin und Hydrochinon, siehe: Birentraubenblirter)

. Dimethylaminobenzaldehyd (Fhrlichs Reagenz)

0,2 g Dimethylaminobenzaldehyd werden in etner Mischung aus 5 ml Salzsiure und 15 ml Methanol
gelost.
{zun Nachwels von priméren aromatischen Aminen siehe: p-Aminosalicylsaures Natrium)

. Diphenylamin — Anilin — Phosphorsiure

0,5 g Diphenylamin werden in 2§ ml Methanol gelost und mit 0,5 ml Anilin und 2,5 ml 85%iger Phos-
phorsiure versetzt, Nach dem Besprithen wird ca. 10 Min, auf 120 °C erhitzt.
(zm Nachweis von Zuckern)
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10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19,

200

21,

Diphenylboryloxyethylamin (Naturstoffreagenz nach Neu)

1%ige Lasung in Methanal

Nich dem Besprithen erfolgt dic Auswertung im UV,;. Die Firbungen und Fluoreszenzen kdnncn
durch anschliefendes Besprithen mit einer 5% igen methanolischen Polyethylenglvkol-PE400-Lésung
intensiviert und stabilisiert werden,

Anstelle der Diphenylboryloxyethylaminlosung kann auch eine Mischung ans 15 ml 3%igem Borwas-
ser und 5 ml 10%iger Oxalsdurelssung verwendet werden, anschlicBend wird auf 120 °C einige Minu-
ten erhitzt. Man erhilt annihernd die gleichen Firbungen im UV, fiir Flavonoide,

(zurm Nachweis von Flavonderivaten siehe: Lindenbliiten)

Dragendorff Reagenz

Eine Mischung van (0,85 g basischem Bismutnitrat, 40 ml Wasser und 10 ml Eisessig wird mit einer Li-
sung von 8 g Kaliumiodid in 20 ml Wasser versetzt und filtriert.

Dicse Stammldsung (tichtgeschiitzt aufbewahren) wird zum Gebrauch mit einer 20%igen Essigsiurc
1:9 verdiinnt.

{zum Nachweis von Alkaloiden, z.B. im Opium)

Ehrlichs Reagenz, siche Dimethylaminobenzaldehyd

Eisen(I11)-Chlorid
1%ige wifirige Lisung
{zum Nachwels von Salicylsdure)

Tod — Chloroform — Reagenz

0,5 g Iod werden in 100 ml Chloroform geldst. Mach dem Besprithen wird 10 Min. auf 60 °C erwirmt
und im UV, ausgewertet,

(zum Nachwceis von Ipecacuanha-Alkaloiden)

Lod-Platinat {IV}-Losung

3 ml einer 10%igen (G/V) Lésung von Hexachloroplatinat {IV)-Wasserstoffsiure werden mit
97 ml Wasser und 100 ml einer 6%igen (G/V) Lésung von Kaliumiodid versetzt (lichtgeschiitze aufbe-
wahren).

(zum Nachweis von Equisetum palustre im Schachtelhalmkraut)

lod — Salzsdure

Losung I; 0,1 g Kaliumicdid und 0,2 g lod werden in 10 ml Ethanol gelost.

Losung II: § ml 25 %iger Salzsiure werden mit 5 mi Ethanol (96%) gemischt.

Man hespritht mit [.&sung 1, wartet 1 bis 2 Min. und bespritht anschliefend mit Lasung 1.
(Zum Nachwels von Parinderivaten, z.B. Caffein)

Jensens Reagenz, siche Chloramin T-Trichloressigsiurclésung

Kalilange
10%ige Lésung in Methanol
{zum Nachweis von Hydroxyanthracenderivaten, siehe: Aloe, Senneshldreer)

Molybdatophosphorsiure

20%ige cthanolische Losung

Nach dem Besprithen wird § bis 10 Min auf 110 °C erhitzr,

(zum Nachweis von ungesirtigten Kohlenwasserstoffen, siehe: Plefferminzbldrter)

Molybdatophosphorsiure-Kaliumpermanganat-Schwefelsiure

Reagenz 1; §%ige ethanolische Molybdataphosphorsdurel dsung

Reageny 11 (frisch zubereiten, Vorsicht!) 0,5 g KMnQ, werden i 15 ml Schwefclsiure geldse,

Man bespritht mit Reagenz [, erhitzt 5 Min. auf 100 °C und bespriiht dann die heifie Platte mit Rea-
genz Il und erhitzr erneut 5 Min. auf 100°C.,

{zutn Nachweis von Fenchon und Campher}

Naturstoffreagenz nach New, siehe: Diphenylboryloxyethylamin
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23,

24,

25.

26,

27.

28.

29,

10.

31.
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Ninhydrinldsung

0,3 g Ninhydrin werden in 100 ml n-Butanol und 3 ml Fssigsaure pelast.
Nach dem Bespriihen wird einige Minuten auf 100 °C erhitzt.

(zum Nachweis von Aminosdurederivaten sowle von Adrenalin und Piperazin)

Quecksilbernitratlosung
1Y%ige wilrige Losung von HgNO,
{zum Nachweis von Barhituraten 2.B. Barbital)

25%ige Salpetersdure — 5%ige cthanolische (50%) Kaliumhydroxidlésung

Man bespriiht zuerst mit der Salpetersiure, erhiczt 10 Min, auf 120 °C und bespritht dann mit der ctha-
nolischen Kaliumhydroxidlasung,.

{zum Nachwcis von Sennosiden in Sennesblattern)

methanolische Salzsiure:

25%ige Salzsdure und Methanol werden 1:1 (V/V) gemischt.
Nach dem Bespriithen wird 5—10 Min, auf 105-110 *C erhitzt.
(Zum Nachweis von Baldrianinhaltsstoffen)

Schwefelsiure, 10%ige ethanolische
(zum Nachweils von Catechin-Gerbstoffen, siche: Blutwurz}

Schwefelsdnre, 20%ige cthanolische
{eum Nachwers von Corticosteraiden, z.B. Cortisnnacetat)

Schweppes Reagenz

Lasung I: 0,2 g Glucose werden in 2 m] Wasser geltist.

Lésung IF: 0,2 ml Anilin werden in 2 ml Methanol gelast.

Vor Gebrauch werden Lisung 1 und I gemischt und mit n-Butanol anf 10 mi verdiinnt.
Nach dem Bespriihen wird 10 Min, auf 125 °C erhitzt.

{zum Nachweis von Wein- u. Citronensédure, z.B. in Hibiscasbiiiten)

Vanillin-Salzsiiure

(1 %ige Vanillinlgsung in 90%igem Ethanol/konzentrierte Salzsiure)
Man bespritht nacheinander mit der Vanillintésung und der Salzsiure.
{zum Nachweis van Myrrhe-Tnhaltsstoffen)

Vanillin-Phosphorsiure

1%ige Vanillin-Lésung in S0%iger Phosphorsiure. Nach dem Besprithen wird § bis 10 Min. auf 110
°C erhitzt und im Tageslichc und UV, ausgewertet.

(zum Nachweis der Inhaltsstoffe von Tausendgiildenkraut und Weifidorntriichten)

Vanillin-Schwefelsiure

Man bespritht zunichst mit 5 %iger ethanolischer Schwefelsdure, wartet 5 Min. und spriiht dann eine
1%ige ethanolische Vanillinlésung auf die Platte und erhitzt 10 Min, auf 80°C

{zum Nachweis der Inhaltsstoffe von Teufelskralle und Enzian)
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