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Pentazocine (Fortral)}—Detection in Human Urine:
Gas Chromatographic/Mass-Spectrometric Investigations

Summary. After oral application of pentacozine (Fortral) besides the un-
changed drug some further excretion products were detected by gic/ms in
human urine. For their identification e.i.- and c.i.-mass-spectrometry as well as
the just recently available FAB-technique were employed. All analyses were
performed on a VG-Micromass 7035; the samples were introduced in the ion
source via a fused silica, bonded phase capillary column (30 metres; DB-1
J+ W, Inc.). The analytical profiles of the pure substance and some metabolites
are reported as well as the behaviour of the pure substance on acidic
hydrolyzation.

Key words: Pentacozine, detection in human urine - Fortral - Toxicology,
Pentacozine

Zusammenfassung. Nach oraler Gabe von Pentazocin (Fortral) konnten im
menschlichen Harn neben der unverdnderten Ausgangsverbindung noch
mehrere Ausscheidungsprodukte mit Hilfe der GC/MS nachgewiesen werden.
Zu deren ldentifizierung gelangte, neben der EI- und CI-Massenspektro-
metrie, die seit kurzem kommerziell erhiltliche FAB-MS zur Anwendung. Die
Untersuchungen wurden mit einem VG-Micromass 7035 durchgefiihrt, wobei
die Proben iiber eine fused-silica, bonded-phase-Kapiliare (30 m; DB-1; J+ W,
Inc.) in die Tonenquelle eingefiihrt wurden. Das analytische Verhalten von
Reinsubstanz und einigen Metaboliten wird ebenso diskutiert wie das Ver-
halten der Reinsubstanz unter den Bedingungen der salzsauren Hydrolyse.
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Einleitung

In stindig zunehmendem Mafle wird zum Nachweis von Arzneistoffen (und deren
Metaboliten), Rauschgiften und anderen Xenobiotica im biologischen Material die
Massenspektrometrie in Kombination mit der Gaschromatographie und einem
Datensystem eingesetzt; dies gilt insbesondere seit der Einfithrung neuer MeB-
methoden (,negative ions“; DCI; FAB) und CI-Reaktandgase wie Ammoniak
[1-9].

Dadurch wurde es moglich, der Aufgabenstellung der toxikologischen Ana-
Iytik, in kiirzester Zeit aus einer komplexen Matrix mit einem hohen Uberschuf an
St6r-, Begleit- und Ballaststoffen Spuren einer unbekannten Verbindung nach-
zuweisen, gerecht zu werden, und dies auch bei Substanzen, die bisher einer
massenspektrometrischen Untersuchung nicht zugéinglich waren (- FAB) [3].

In der vorliegenden Arbeit soll iiber unsere Erfahrungen beim gaschromato-
graphisch-massenspektrometrischen Nachweis des zentralen Analgeticums Penta-
zocin (Fortral =1) im menschlichen Harn berichtet werden.

In der Literatur sind zwar einige Nachweismethoden [10-13] und Biotrans-
formationsprodukte [1, 14-16] von I beschrieben, jedoch fehlen oft die zu deren
Charakterisierung notwendigen analytischen Kenndaten; dies gilt insbesondere fiir
die GC/MS. Daher werden die massenspektrometrischen Kenndaten von I und
seinen Metaboliten zusammenfassend referiert.

Material und Methoden

Unser Datenmaterial wurde bei der Untersuchung von vier akuten Intoxikationen gewonnen; als
Untersuchungsmaterial stand der Harn zur Verfiigung.

Extraktion des Harns

Der Harn wurde nach dem in der toxikologischen Praxis iiblichen Verfahren jeweils vor und nach
salzsaurer Hydrolyse bei pH 2-3 und pH 10-12 mit Chloroform im Scheidetrichter extrahiert.
Zur sauren Hydrolyse wurden drei Teile Urin mit einem Teil konzentrierter Salzsdure (v/v)
versetzt und 1 h unter RiickfluB gekocht. Zur enzymatischen Spaltung der Konjugate wurden die
Harnproben (ca. 30-50 ml) mit Acetatpuffer auf pH 5,5 eingestellt, mit 2 mi f-Glucuronidase/
Arylsulfatase (Merck, Darmstadt) versetzt und iiber Nacht bei ca. 37°C gehalten.

Die organischen Phasen wurden dann iiber Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert und am
Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur abgezogen; den basischen Extrakten
wurde vorher ein Tropfen konzentrierte Salzsiure zugesetzt.

Hydrolyseversuche mit der Reinsubstanz

Einhundertdreifig Milligramm Pentazocin-Hydrochlorid, 20 ml Wasser und 20 m! konzentrierte
Salzsiure (ca. 37%) wurden 6 min iiber der Bunsenflamme (Asbestnetz) gekocht.

Nach dem Abkiihlen wurde — wie oben beschrieben — bei pH 2-3 und pH 10-12 mit
Chloroform extrahiert; die Ruckstdnde wurden in 50 pl Methanol aufgenommen, ca. 2 ul wurden
direkt in den Gaschromatographen injiziert.
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Bedingungen fiir die GC/MS-Kombination

MS. Gerit: hochauflésendes, doppelfokussierendes VG-Micromass 7035; Ionenquellentempe-
ratur: 200°C; Ionisierungsenergie: 70 eV; Scan: m/e 35-600 (1 s/dec); Emissionsstrom: 250 uA;
SEV: 2.5KV; Reaktandgase f. d. CI: Methan, Isobutan, Ammoniak.

GC. Saule: 30 m fused silica-Kapillare, DB-1 bonded phase, 0,235 mm i.D., 0.25p Film (J+ W);
Temperaturen: Injector 250°C

Ofen 100°C 1 min, auf 290°C mit 10°C/min

Interface 230°C;
Split: 10:1;
Tréagergas: Helium 30 cm/s.

Bedingungen fiir die FAB-Me[Stechnik

Die Probenzufiihrung erfolgte mittels einer serienméfBigen FD-Schubstange.
Bombardinggas: Argon;
Druck in der Tonenquelle: 3 x 107° m bar
Energie der Ar-Atome: 8§ KeV;
Scan: 10 s/dec;
Losungsmittel: Glycerin;
Massenauflgsung: 5000 (10% Tal).

Ergebnisse und Diskussion

Nach Einnahme von Pentazocin sind im menschlichen Harn neben der unver-
anderten Ausgangsverbindung (ca. die Hilfte des Totalionenstroms (TIC)) eine
Anzahl von Biotransformations-Produkten nachweisbar, deren massenspektro-
metrische Kenndaten in Tabelle 1 zusammenfassend referiert werden.

Im sauren Extrakt vor Hydrolyse konnte aulerdem die in Tabelle 1 unter IV
genannte Verbindung nachgewiesen werden, fiir die die angegebene Struktur
vorgeschlagen wird.

Die Verbindungen III und IV blieben nur in Spuren nachweisbar und stellen
somit sicherlich nur einen Nebenweg der Biotransformation dar. Das in der
Literatur hiufig beschriebene ,Sdure-Derivat®

CH;
~
R—CH=C

™S COOH

konnte in keinem der untersuchten Extrakte nachgewiesen werden.

Nach salzsaurer Hydrolyse des Urins konnte eine weitere, unbekannte
Verbindung (V) nachgewiesen werden, auf deren GC-peak im Chromatogramm
allein iiber 90% des Totalionenstromes entfielen! Das unter den Bedingungen der
ElektronenstoB-Ionisation (EI) aufgenommene Massenspektrum zeigt Abb. 1.
Den base-peak liefert das a-Spaltprodukt bei m/e 230 (5.9-Dimethyl-N-methyl-2'-
hydroxibenzomorphan-Kation), ein Ion, welches sich in den Spektren der hier
untersuchten Verbindungen deutlich zu erkennen gibt.
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Im oberen Massenbereich ist neben dem wenig intensiven Molekiilion bei m/e
303 nur das durch Abspaltung einer Methylgruppe entstehende Fragmention bei
m/e 288, welches anschlieBend unter Verlust von Wasser das Ion bei m/e 270

liefert, von diagnostischer Bedeutung.

Durch hochauflosende Massenspektrometrie wurden die Elementarzusam-
mensetzungen dieser Ionen bestimmt: m/e 303.2207 (Ci1sH,9NO7), m/e 288.1958

(C1sH26NO3»), m/e 230.1547 (C1sH20NO) und das die Ethanamin-Briicke anzei-

gende Ion bei m/e 70.0659 (C.H;N).
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Abb. 1. EI-Massenspektrum des Pentazocine-Hydrats

Tabelle 2. Die mit verschiedenen Reaktandgasen erhaltenen CI-Massenspekiren des Pentazocine-
Hydrats

Reaktandgas Starke Tonen (m/e; % rel. Int.)

CHa: 332 (12); 304 (100); 288 (14); 230 (86); 218 (48)
Isobutan: 346 (8); 304 (100); 230 (32); 218 (46)

NH:: 304 (100); 288 (3); 230 (12)

Zur Absicherung einer eindeutigen Molekulargewichtszuordnung gelangte nun
die chemische Ionisation (CI) zur Anwendung; als Reaktandgase dienten Methan,
Isobutan und Ammoniak (Tabelle 2).

Tabelle 2 sowie Abb. 2 zeigen augenfillig die Uberlegenheit von Ammoniak als
selektivem (!) Reaktandgas', eine schon bei #hnlichen Problemstellungen ge-
machte Erfahrung [2, 3, 9]. Neben der Erhshung der Selektivitit fithrt die
Verwendung von Ammoniak auch zu einer betrichtlichen Steigerung der Nach-
weisempfindlichkeit.

Zur weiteren Bestitigung des Molekulargewichts wurde nun die erst seit
kurzem kommerziell erhiltliche FAB (= Fast Atom Bombardment)-Methode
herangezogen: dabei erfolgte die Ionisation der Probe duBerst schonend, und

1 Wenn das MH"™-Ion (m/e 304) massenspezifisch detektiert wird, entfallen bei der CI mit
Methan auf dieses Ion ca. 24% des Ionenstroms, mit Ammoniak als Reaktandgas dagegen 86%
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Abb. 3. FAB-Spektrum des Pentazocine-Hydrats
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Abb. 4. IR-Spektrum des Pentazocine-Hydrats
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thermische Belastungen (GC-Einspritzblock) des Probenmaterials werden ver-
mieden [3].

Das FAB-Spektrum (Abb. 3) zeigt als Ion mit der htchsten Masse und relativen
Intensitit das Pseudomolekiilion (M + 1) bei m/e 304; weitere intensive Tonen
finden sich bei m/e 230 und das nach Umlagerung entstehende Seitenkettenbruch-
stiick bei m/e 89.

Dieser Verbindung kommt somit die Struktur eines 2’-Hydroxy-2-(3-methyl-3-
hydroxybutyl)-5.9-dimethyl-6.7-benzomorphans zu (Pentazocine-hydrat):

HO

i
Hac N*CHZ—CH2—?~OH

CH CHs

Abbildung 4 zeigt das IR-Spektrum (KBr-Prefitechnik 1 mg Substanz + 300 mg
KBr; Geridt: PE 283) der Verbindung.

Das Hydrolyseverhalten der Reinsubstanz

In der Literatur sind zur Spaltung der Konjugate mit Mineralsduren Dutzende von
Methoden beschrieben, die jedoch betrdchtliche Unterschiede in bezug auf
Saurekonzentration und Hydrolysedauer zeigen [17, 18].

Da bei Untersuchungen zur Biotransformation von Arzneistoffen auch immer
dessen Verhalten gegeniiber Sduren gepriift werden mul (um Artefaktbildungen
zu erkennen), wurde Pentazocin-Hydrochlorid nach der angegebenen Methode
hydrolysiert.

Im sauren Extrakt konnte mit Hilfe der GC/MS noch ca. 55% Pentazocin
nachgewiesen werden; die entsprechenden Ausbeuten im alkalischen Extrakt
liegen bei < 1% fiir I, IIT und IV. Dagegen werden 98% als Pentazocin-Hydrat
wiedergefunden, d.h., unter den Bedingungen der salzsauren Hydrolyse findet die
(fast) quantitative Umwandlung des Pentazocins in das entsprechend Hydrat statt.

Das in den Harnextrakten nach Hydrolyse nachgewiesene I-Hydrat stellt somit
ein Artefakt dar, welches sich allerdings als geeignet fiir eine qantitative
Bestimmungsmethode erweisen konnte, zumal die Bioverfiigbarkeit des Penta-
zocins selbst, bedingt durch den hohen first-pass-Effekt, bei nur ca. 20% liegt [19,
20].

AbschlieBend mochten wir noch darauf hinweisen, da die Verbindung in
offensichtlich gréBerem Umfange mifbriauchlich verwendet wird und ein nicht zu
unterschitzendes Suchtpotential besitzt [21, 22].

Uber unsere weiteren Untersuchungen werden wir in einer gesonderten
Publikation berichten.
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