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Einige Erfahrungen mit dem enzymatischen AufschluB 
yon Lebergewebe durch Subtilisin Carlsberg 
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Some Experience with the Enzymatic Digestion of Liver Tissue 
by Means of Subtilisin Carlsberg 

Summary. According to  the literature, the use of Subtilisin Carlsberg for the 
enzymatic digestion of tissue is supposed to yield significantly higher findings 
of barbiturates, alkaline substances, and benzodiazepins than traditional 
methods. In the case of 11 liver specimens, however, a comparison with a 
modified acetone method (extraction by ultrasonics) did not lead to an 
improvement in the results, nor did it facilitate preparation of the specimens. 
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Zusammenfassung. Die Anwendung yon Subtilisin Carlsberg zum enzymati- 
schen Gewebeaufschlug soil nach Literaturangaben signifikant erhShte Aus- 
beuten an Barbituraten, basischen Substanzen und Benzodiazepinen gegen- 
fiber herk6mmlichen Verfahren liefern. Ein Vergteich mit einem modifizierten 
Acetonverfahren (Extraktion mittels Ultraschall) ergab jedoch bei elf Leber- 
proben keine Verbesserung der Ergebnisse und keine Erteichterung bei der 
Aufarbeitung der Proben. 

SehliisselwSrter: Enzymatischer Aufschtug, Lebergewebe - Ultraschallextrak- 
tion 

Die Ausmittelung organischer, schwer flfichtiger Arzneistoffe erfordert in der 
Regel die Abtrennung und eine Anreicherung der Substanzen vor der quatitativen 
und quantitativen Bestimmung. Die Analyse der Extrakte bereitet meist keine 
grSl3eren Schwierigkeiten, da vor allem die modernen chromatographischen 
Analyseverfahren gut reproduzierbare Ergebnisse liefern und Fehtbestimmungen 
bei der Anwendung zweier unabh~ingiger Methoden - -  wie forensisch erforder- 
lich - -  schnell erkannt werden. 

Trotz der vielffiltigen technischen M6glichkeiten und sorgffittigster Arbeit des 
Analytikers k6nnen nun die Einzelwerte einer Giftanalyse in manchen Ffillen um 
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50-100% schwanken,  Differenzen,  die vor  al lem auf  unkon t ro l l i e rba re  Aus-  
beutever lus te  bei  der  Ex t r ak t ion  und  der  Rein igung zurf ickzuft ihren sind [9]. Auch  
weitere Mfingel der  f iblichen AufschluBverfahren  wie Verluste ganzer  Subs tanz-  
klassen,  s tark  verunre in ig te  Ext rak te ,  unverh~iltnism~iBig groBer A u f w a n d  usw. 
haben seit den Tagen von Stas (1854) und Otto (1856) zu immer  neuen Methoden  und 
Var ianten  geftihrt .  Vor  kurzem wurde  nun von  englischen A u t o r e n  ein enzymat i -  
sches Verfahren  ver6ffent l icht ,  das  Ausbeu tes te ige rungen  fiber 1000% gegenfiber 
he rk6mml i chen  Verfahren  erm6gl ichen soll. Das  schnell  und einfach durchzu-  
f t ihrende,  universell  e inse tzbare  Ver fahren  wurde  zur Ausmi t t e lung  yon bas ischen 
Arzne imi t te ln ,  Benzodiazep inen ,  Barb i tu ra ten ,  Salizyls~iure und  Selex 1 t~berprtift, 

wobei  die K o n z e n t r a t i o n e n  nicht  nur  der  s~iurelabilen Benzodiazepine  und des 
D e x t r o p r o p o x y p h e n ,  sondern  auch die der  f ibrigen Subs tanzen  u m  ein Vielfaches 
h6her  gefunden wurden [6, 7, 8]. 

A.hnliche M e t h o d e n  wurden  berei ts  1952 von M a y e r  und D r o p m a n n  sowie 
1953 yon  Kat te  und  Specht  publ iz ier t ,  ha t ten  j edoch  keine weitere Verbre i tung  
gefunden [5, 3]. 

Die von Ossel ton et al. (1978) angeff ihr ten Resul ta te  lieBen nun Zweifel an der  
Effizienz der  b isher  eingesetzten Verfahren  und  an den mit  ihnen ermit te l ten  
Wer ten  a u f k o m m e n ,  so dab  es er forder l ich  erschien,  einen Methodenverg le ich  mit  
unseren Rout inever fahren  durchzuf t ihren .  

Zur  Unte r suchung  s tanden frische Lebe rp roben  von Vergiftungsf~illen zur Ver- 
ffigung. 

Methodik 

1. Enzymatische Aufarbeitung von Lebergewebe nach Osselton [6, 7, 8] 

10g Leber wurden mit 40ml einer 12%igen L6sung yon Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
hornogenisiert, mit 10 mg Subtilisin Carlsberg 2 versetzt und 60 rain bei 60 ° unter leichtem Rt~hren 
auf dem Wasserbad erw~trmt. Die Probe ist dann in der Regel bis auf sehr geringe Rfickst~inde 
gel6st. 

a) Saure Substanzen: Die L6sung wird mit 3 ml einer 25%igen Wolframatl6sung und mit 
25%iger Schwefelsgure bis zur sauren Reaktion versetzt, geschfittelt und 10 rain in einem sieden- 
den Wasserbad erw~trmt. Filtrieren. Zweimalige Extraktion mit Diethylether. 

b) Basische Substanzen: Extraktion des durch Glaswolle filtrierten Aufschlusses mitje 100 ml 
Ether (2x). Reextraktion mit 10 ml M-SchwefeMiure (3x) und erneute Etherextraktion nach 
Einstellen auf pH 9. Eindunsten des Ethers. 

c) Benzodiazepine und Neutralsubstanzen: Extraktion mit Ether wie unter b) beschrieben. 
Einengen. Der 61ige Rtickstand wird in anges~iuertem Wasser aufgenommen, erw~rmt, filtriert, 
auf pH 7-8 eingestellt und mit Ether extrahiert. Einengen. 

2. Extraktion von Lebergewebe mit angesiiuertem Aceton und Ultraschallbehandlung [4] 

Je 10 g Leber werden in 70 ml Aceton und 5 ml 10%iger Weins~iure homogenisiert und 5 rain mit 
200 Watt beschallt. Nach dem Abzentrifugieren des Niederschlages wird mit 5 ml ges~ittigter 
Ammoniumschloridl6sung versetzt und im Vakuum eingeengt. Nach kurzem Erw~irmen aufdem 
Wasserbad wird filtriert, das Filtrat wie tiblich sauer mit Ether und bei pH 9 mit Chloroform 

1 Herbizid, Gemisch aus 2,4-DichlorphenoxiessigsS.ure und 2,4-Dichlorphenoxipropions~ure 

2 Subtilisin A wurde uns freundlicherweise vonder Firma Novo-Industrie, Mainz, zur Verfii- 
gung gestellt 
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Tabelle 1. Barbituratgehalte in Lebergewebe (alle Werte in mg/100 g) 

105 

Subtilisin Ultraschall- 
Carlsberg Aceton-Verfahren 

L 243/80 Pentobarbital 2,0 1,8 zusMzlich Morphin 
L 245/80 Pentobarbital 2,9 3,1 Suicid 
L 253/80 Phenobarbital 4,5 5,4 zusfitzlich Morphin 
L 331/80 Allobarbital 1,5 1,4 T6tung 

Tabelle 2. Basische Arzneistoffe in Lebergewebe (alle Werte in mg/100g) 

Subtilisin Ultraschall- 
Carlsberg Aceton-Verfahren 

L 68/79 Propoxyphen 2,1 1,1 12Stundenfiberlebt 
Abbauprodukt 1,8 1,6 

L 113/79 Propoxyphen 1,2 1,6 
Abbauprodukt 1,8 1,5 Suizid 

L 565/79 Prothipendyl 1,5 1,3 Ertrinken 

L 284/79 Perazin und 23 24 Suizid 
Abbauprodukte 

extrahiert. Der Chloroformextrakt wird schonend unter Zusatz einiger Tropfen alkoholischer 
Salzsfiure eingedunstet. 

Die Bestimmungen und quantitativen Messungen erfolgten durch GC, UV sowie halb- 
quantitativ durch DC. 

Ergebnisse und Diskussion 

Mittels der angegebenen Verfahren wurden untersucht:  
1. Lebergewebe mit a) Phenobarbi tal ,  b) Allobarbital  und c) Pentobarbital .  
2. Lebergewebe mit Dext ropropoxyphen .  
3. Lebergewebe mit Perazin. 
4. Lebergewebe mit Prothipendyl.  
5. Lebergewebe mit Methaqualon.  
6. Lebergewebe mit Diazepam.  

Die Anzahl  der durchgefi~hrten Analysen erscheint auf  den ersten Blick zu 
gering, um aussagekrfiftige Schlasse aus den Ergebnissen zu ziehen. Die Uniformi- 
tSt der Resultate berechtigt t rotzdem schon zu einigen Rtickschlfissen auf  die An- 
wendbarkei t  des Verfahrens. 

Barbituratanalysen 

Die direkte Ausschtit telung tier anges/~uerten Aufschlugl6sungen ergibt, wie auch 
yon Osselton (1978) beschrieben, sehr verunreinigte Extrakte,  so dab zunfichst eine 
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Wolframatf~illung erforderlich ist. Auch danach erhielten wir stets bei der Ether- 
extraktion wfigbare Rfickstfinde, die die Diinnschichtchromatographie sehr er- 
schwerten. Bei der papierchromatographischen Auftrennung im System nach 
Seifert [11] bleiben allerdings die Verunreinigungen dicht am Startpunkt zurtick, 
so dab eine Bestimmung angeschlossen werden kann. Dabei fanden sich in den 
untersuchten FS,11en gute/dbereinstimmungen der Werte, jedoch keine besondere 
Erh6hung der mit dem Enzymverfahren erhaltenen Konzentrationen (Tabelle 1). 

Da nach einer Wolframatffillung in der Regel die Ausbeuten an basischen 
Substanzen sehr gering sind, wird durch diese ReinigungsmaBnahme ein gesonder- 
ter AufschluB ft~r basische und neutrale Substanzen notwendig (z. B. 10). 

Basische Arzneimittel 

Die von Osselton (1977) angegebene Reinigung durch Reextraktion des Ethers mit 
Schwefelsfiure und erneute Extraktion nach Alkalisieren liefert sehr reine R~ck- 
st~inde. W~ihrend bei den stfirker basischen Substanzen nur mit geringen Ausbeute- 
verlusten zu rechnen ist, k6nnenjedoch bei den schw~cher basischen Arzneimitteln 
gr6Bere Verluste eintreten. Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich, liefert das Verfahren 
ann~hernd gleiche Werte wie alas ,,Ultraschallverfahren". Die gr6Bere Differenz 
bei L 68/79 konnte aus Mangel an Material nicht ngher gekl~rt werden. Die Leber 
L 284/80 wurde weiterhin nach dem bei Phenothiazinvergiftungen von Curry 
(1976) empfohlenen Salzs~ureaufschluB analysiert. Dabei ergab sich der gleiche 
Weft von 23 mg/100g Perazin [1]. 

Die Anwendung des Verfahrens zur Benzodiazepinanalyse und zu der Unter- 
suchung auf schwach basische Substanzen und Neutralstoffe bereitet gr6Bere 
Schwierigkeiten. Beim empfohlenen Einengen der etherischen Extrakte erhfilt man 
stets eine mehr oder weniger groBe Menge eines gelben, langsam erstarrenden C)les, 
das eine Analyse mittels chromatographischer Verfahren (GC, DC) unm6glich 
macht. Aus 10g Lebergewebe eines S~uglings wurden z.B. 340 rag, aus einer 
mfiBigen Fettleber jedoch schon 1,4g Rfickstand gewonnen. Die yon Osselton 
(1978) empfohlene Reinigung fiber Schwefels~ure ergab bei den Zusatzversuchen 
mit Methaqualon und Diazepam Verluste bis zu 60%. Ahnliche und h6here 
Verluste dfirften bei allen Neutralstoffen eintreten. Um die Analyse des C)ls 
i~berhaupt zu erm6glichen, wurde es mit anges~uertem Wasser versetzt und bei 80 ° 
erw~irmt. Nach Filtrieren und Nachwaschen wurde neutralisiert und erneut mit 
Ether extrahiert. Die nach dem Abdunsten erhaltenen Rfickst~nde konnten nun 
wie fiblich aufgearbeitet werden. 

Nach dieser Modifikation wurde eine methaqualonhaltige und zwei diazepam- 
haltige Leberproben untersucht. Die Ergebnisse zeigen wiederum, daB die Konzen- 
trationen nach beiden Verfahren in der gleichen Gr6Benordnung liegen, wobei eine 
bessere Obereinstimmung angesichts der sehr kleinen Mengen nicht zu erwarten ist 
(Tabelle 3). 

Die angeffihrten Beispiele aus den verschiedenen Gruppen organischer, 
forensisch wichtiger Arzneistoffe zeigen, dab das enzymatische AufschluBver- 
fahren universell zur Ausmittelung solcher Stoffe einsetzbar erscheint. Die 
gefundenen Konzentrationen entsprechen etwa denen, die mit dem ,,Ultraschall- 
Aceton-Verfahren" erhalten wurden, lagen aber in keinem Falle signifikant h6her. 
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Tabelle 3. Diazepam- und Methaqualongehalte in Lebergeweben (alle Werte in rag/100 g) 

Subtilisin Ultraschall- 
Carlsberg Aceton-Verfahren 

L 38/80 Diazepam 0,6 0,7 Ertrinken 

L 198/80 Diazepam 0,2 0,1 Erfrieren 

L 315/80 Methaqualon 2,3 2,1 Suizid 

Von Nachte i l  ist, dab  zur  Ausmi t t e lung  saurer  und bas ischer  Subs tanzen  
gesonder te  Aufschlt isse durchgef i ihr t  werden mtissen und dab zur Bes t immung  der  
schwach bas ischen Arzneis tof fe  eine zusfitzliche Reinigung,  zumindes t  bei dem 
Einsatz  der  D C  oder  G C ,  er forder l ich  ist. 

Einen Hinweis auf eine Fehlerquelle gaben kfirzlich Dunnett und Mitarbeiter (1979), die bei der 
fJberpriJfung des enzymatischen Verfahrens schlechte Ausbeuten an neutralen und sauren 
Substanzen erhielten. Als m6glichen Grund dafiJr nannten sie die Hydrolyse einiger dieser 
Verbindungen in dem alkalischen Medium [2]. 

Insgesamt  haben  sich aus den bisher igen Unte r suchungen  keinerlei  a rbe i t s tech-  
nische Vortei le  bzw. exaktere  Ergebnisse  durch den enzymat i schen  Aufschlul3 
gegent iber  dem , ,Ul t rascha l l -Ace ton-Verfahren"  ergeben,  so dab uns die Einf/Jh- 
rung der  Me thode  au fg rund  dieser Er fahrungen  ft~r die Rou t ineana ly t ik  nicht  
er forder l ich  erscheint .  
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