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SUMMARY
Contamination by use of Extrelut® columns

Extrelut® columns commonly used te isglate metabolites from biological fluids often
contain fatty acids, phthalates, alcohols and especially resin acids which cccassionally cause
great analytical problems. Therefore purification before use of Extrelui® columns is strongly
recommended.

EINLEITUNG

Zur Isolierung von Stoffwechselprodukten aus Korperfiiissigkeiten werden
vor allem in der Arzneimittelapalytik in zunebmendem Masse Extrelufsiulen
benutzt, weil so wesentlich rascher als bei der fliissig—fliissig-Extraktion und
ohne StSrungen durch Emulsion ein Extrakt erhalten wird, der direkt fiir die
nachfolgende chromatographische Trennung und Identifizierung verwendet
werden kann [1—5]

In unserem Labor wird dieses Extraktionsverfahren zur Isolierung von
Sduren und Sterciden aus Urin bzw. Plasma eingesetzt, die wir nachfolgend mit
der Kombination Glaskapillargaschromatographie—Massenspektrometrie unter-
suchen. Wir fanden nun, dass ExtrelutsZulen organische Verbindungen enthal-
ten, die insbesondere die Identifizierung von Spurenbestandieilen storen. Im
folgenden wollen wir tiber die Art der Verunreinigungen und ihre Beseitigung
berichten. :
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EXPERMENTELLER TEIL

Verwendete Geriite

Glaskap.llargaschromatographerassenspektromeme (GC—-MS) Die Tren-

nung der Substanzgemische und die Aufnahme der Massenspektren erfolgte mit
einem LKB 2091 Kombinationsgerit von Gaschromatograph mit dem Massen-
spektrometer. Zur Reglstnemng der Spekiren dlente das LKB 2130-Daten-
- system {PDP 11/05-Rechner).
Messbedingungen: 25-m Glaskapillarsaule (Innendurchmaser 0.3 mm, SE-
. 80-Diinnfilm), Helium 2 ml/min, Injektortemperatur 275°C, Sdulentemperatur
.von 150°C bis 300°C mit 2°C/min programmiert. Ionisierungsenergie 70 eV.
Der Totalionensirom wurde bei 20 eV registriert.

Die CGaschromatogramme zur Ermittlung der Retentionsindices wurden an
einem Siemens L 402 Gaschromatograph aufgenommen: 25-m Glaskapillarsdule
(Innendurchmesser 0.3 mm, SE-30-Diinnfilm), Injektortemperatur 275°C,
Detektortemperatur (Flammenionisationsdetektor) 280°C, Wasserstoff 2 ml/
min, Siulentemperatur von 156°C bis 300°C mit 2°C/min programmiert.

Blindeufarbeitung zur Identifizierung der Verunreinigungen

Dest. Wasser (20 ml) wurde mit verdiinnier Salzsidure auf pH 2—3 eingestelit
und -auf einer Extrelui®Fertigsiule (E. Merck, Darmstadt, B.R.D.) verteilt.
Nzch 30 min wurde die Sdule mit 50 ml Essigsdureethylester eluiert. Das Eluat
wurde zur Trockne eingeengt, derivatisiert (siche unten) und der GC—MS bzw.
der GC-Analyse unterworifen.

Isolierung der Steroidfraktion aus Urin

Urin (10 ml) wurde mit 10 ml 0.5 M Acetatpuffer (pH 4.5) und 100 gl
B-Glucuronidase/Arylsulfatase (Boehringer, Mannheim, B.R.D.) versetzt und
72 Std. bei 37°C inkubiert. Diese Losung wurde anschliessend auf einer Extre-
lutsiule verteilt und die Siule nach 30 min mit 50 ml Essigsdureethylester elu-
iert.

Das Eluat wurde dreimal mit je 10 ml einer Lésung aus 5% Natriumhydro-
gencarborat und 10% Natriumchlorid und nachfolgend zweimal mit je 5 ml
einer gesdtiigten Natriumchloridlosurg gewaschen [6]. Nach dem Trocknen
iiber Natriumsulfat und einengen der Lésung wurden 1/5 des Extraktes mit 6 gl
N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA, Macherey-Nagel, Diiren,
B.R.D.) derivatisiert (siche unten).

Derivatisierung

Darstellung der Methylester. Die Proben wurden in wenig Methanol gelost
und mit einem Uberschuss einer etherischen Diazomethanlésung versetzt. Nach
10 min wurde die Lasung im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt, in einigen
Mikroliter Methanol gel6st und diese Ldsung zur GC-, bzw. GC—MS-Analyse
verwendet.

Silylierung. Die gut getrocknete Probe wurde in einem zugeschmolzenen
Schmelzpunktrohrchen mit 5—10 ul MSTFA 24 Std. bei Raumtemperatur oder
45 min bet 60—80°C umgesetzt.



Reinigung des Extrelutsaulenmaterials
In einer Soxhlett-Apparatur wird das S3iulenmaterial jeweils. 4 Std. mit
Aceton, Toluol und Ethanol oder Methanol extrahiert.

Die “Inhaltsstoffe’ von Extrelutsaulen

Fig. 1 zeigt das Glaskapillargaschromatogramm des Extraktes aus Extrelut-
siulen nach einer Blindaufarbeitung (Experimenteller Teil). Die Peaks sind nach
steigenden Retentionsindices numeriert. Die zur Ermitflung der Retentions-
indices beigefiigten geradkettigen Kohlenwasserstoffe wurden mit C-10, C-12
usw. gekennzeichnet.

In der Tabelle I sind die in Extrelut gefundenen Verbindungen enftsprechend .
der Kennzeichnung in den Chromatogrammen aufgelistet. Zusitzlich sind die..
bei Temperaturprogrammierung (150—300°C, 2°C/min, siche Experimenteller
Teil) gemessenen Retentionsindices sowie Literaturhinweise bzw. die charak-
teristischen Fragmentionen der Massenspekiren angegeben.- :

Besonders storend sind die relativ grossen” Mengen an Harzs3uren. Da die
Hauptverbindungen [8(14),15-Pimaradien-18-sdure, =~ 7,15-Isopimaradien-18-
sdure und Dehydroabietinsidure] fiir Extrelutverunreinigungen geradezu typisch
sind, wurden die Massenspektren ihrer Trimethylsilylester in Fig. 2 reprodu-
ziert.

Der Effekt, den eine derartige Verunreinigung verursacht, ist in dem in Fig. 3
dargestellten Gaschromatogramm veranschaulicht.

Harn (10 ml) wurde in der angegebenen Weise (Experimenteller Teil) auf -
Steroide aufgearheitet. Das nach Extrelufextraktion erhaitene Gaschromafo- .
gramm der Steroidfraktion zeight, dass die durch Extrelut eingeschleppten Ver-
unreinigungen (Peak 9—14' in Fig. 3) in gleicher Konzentration wie die Haupt- _
steroidmetabolite (b—f in Fig. 3) vorliegen.

Die Identifizierung von Metaboliten, die im Bereich zwischen C-22 und C-24 .
angezeigt werden (Androsten-3-ol-isomere) wird dadurch erschwert, bzw. un- -
moglich gemacht.
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Fig. 1. Glaskapillargaschromatogramm eines Blindextraktes von Extrelutsiulen. In Tabelle I
sind die den GC-Peaks entsprechenden Verbindungen angegeben.
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TABELIE X . . : .
- ZUSAMMENSTELLUNG IN EXTRELUT® ENTHALTENEN VERUNREINIGUNGEN
GC-Peak-Nr. Name der Verbindung Reten- Mole- Massenspektrum, charakteris-
tions- kular- tische Yonen [m/e (%)} bzw
, index* : gewicht  Literaturhinweise -

i . Phthalsiuredimethyl- 1415 194 "50(10), 76 (12), 77 (24),92 (9),

: ester** .. - : © 104 (6), 105 (4), 120 (3), 132 (5),

. e 135 (7), 163 (100), 194 (8, M*)

. Myristinsiure- .

2 " -methylester - 1707 242 " Lit. T -

-trimethylksilylester 1842 300 Lit. 8
3 -methylester : 1897 - 270 Lit. 7
-trimethylsilylester 2041 328 Lit. 8
Olsiure- .
4 -methylester 2080 296 Lit. 7
-tnmethy]silylester 2235 354 Lit. 8
Stearinsiure-
5 -methylesier - 2108 298 Lit. 7
-trimethylsilylester 2242 356 Lit. 8

6 1e-Carbomethoxy-2a- 2143 316 Lit. 7
-[2'(m-isopropyl-
phenyljethyl}-18,3e-
dimethyleyclohexan :

7 isomere Verbindungzu 2160 316 133 (45), 146 (100), 192 (12),
der im GC-Peak 6 ent- 284 (16), 316 (17, M*)
haltenden Verbindung
8, 15-Isopimaradien-
18-saure-

8 -methylester 2173 316 Lit. 7

8 _-trimethylsilylester 2229 374 73 (100), 241 (98), 256 (26),

2567 (27), 359 (18), 374 (13, M*)
8(14), 15-Pimaradien-
18-s3ure (Pimarsiure)

9 -methylester 2218 316 Lit. 7,9

9 -trimethylsilylester 2285 374 Fig_ 2a
8(14), 15-Isopimara-
dien-18-siure-

10 -methylester 2235 316 Lit. 7
10° -trimethyisilylester 22298 374 73 (100), 121 (63), 241 (11),
256 (10), 257 (25), 359 (18),
374 (12, M%)
Harzs3ure nicht be-
kaanter Struktur
11 -methylester 2242 316 105 (89), 121 (100), 133 (49),
148 (68), 180 (25), 185 (28),
241 (58), 256 (42), 257 (58),
301 (34), 316 (25, M*)
7, 15-Isopimaradien-
18-sdure-(Isopimar-
saure)
12 -methylester 2272 316 Lit. 7,9
12° -trimethylsilylester 2311 374 Fig. 2b




. TABELLE I (Fortsetzung)
GC-Peak-Nr.” Name der Verbindung Reten- Mole- Massenspektrum, charakteris-
: . X tions- kular- tische Ionen [m/e (%)] bzw.
index* gewicht Literaturhinweise
Harnsiure nicht be-
kaonter Struktur
13 _ -methylester 2295 318 107 (80), 121 (100), 136 (30),
181 (44), 215 (39), 243 (73), -
259 (32), 271 (12), 275 (28),
. 303 (30), 318 (22, M*)
Dehydreabietinsiure- -
14 -methylester - 2304 314 Lit. 7,10,11
14’ -trimethylsilylester 2352 372 Fig. 2¢
In anderen Lieferchargen von Exirelut wurden folgende Phthalester gefunden:
Phthalsduremethyl-
ester™® 1482 208 50 (15), 65 (8), 76 (18), 77 (23),
92 (14), 104 (11), 105 (11),
121 (5), 133 (5), 135 (9), 136 (10
149 (54), 163 (100), 176 (9),
177 (8), 208 (7, M*)
Phthalsdurediethyl-
ester 1583 222 Lit. 12—14
Phthalsiuredi-iso-
butylester 1825 278 13t. 15, 16
Phthalsauren-butyl-
isobutylester 1868 278 Lit. 15
Phthalsiuredi-n-
butylester 1916 278 Lit. 14—17
Als Trimethylsilylether (TMS) wurden folgende primare Alkohole [11] identifiziert
Tetradecanol-TMS 1764 286 73 (56), 75 (78), 83 (28),103 (24
271 (100)
Hexadecanol-TMS 1964 314 73 (60), 75 (75), 83 {29), 103 (29
299 (100)
Octadecanol-TMS 2162 342 73 (38), 75 (190), 103 (42),

327 (90)

*Die Retentionsindices wurden bei Temperaturprogrammierung gemessen: 150—300°C,

2°C/min (siehe Experimenteller Teil).

**Nach Derivatisierung mit Diazomethan.

Der Gehalt an Verunreinigungen ist schwankend. Fig. 1 zeigt das Gaschroma-
togramm einer Durchschnittsprobe. In einer Liefercharge waren erheblich ge-
ringere Mengen an Beimengungen, in elner anderen Lieferung war die Konzen-
tration an Harzsiuren gleich, an Phthalestern sehr viel hiher.

Selbstverstandlich schlagen bei Aufarbeitung grosser Probenmengen die Ver-
unreinigungen nicht so sehr zu Buche. Dies gilt inshesondere fir die Unter-
suchung von basischen Arzneistoffmetaboliten, da bei der Aufarbeitung auf
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Fig. 2. Massenspekiren der Trimethylsilylester von (a) 8(14),15-Pimaradien-18-s3aure (Pimar-
siure), (b) 7.15-Isopimaradien-18-siure (Isopimarsiure), (c) Dehydroabietinsdure.
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Fig. 3. Chromatogramm einer Sterotdfrakt!on {analysiert in Form der Trimethylsilylderi-
vate), die mit Hilfe von Extrelut®Fertigsiulen isoliert wurde. Messhedingungen sind im Ex-
perimenteller Teil angegeben. Verunreinigungen aus Extrelut: (9') 8(14),15-Pimaradien-18-
sZure-trimethylksilylester (PimarsSure-TMS-ester); (10) 8(14), 15-Jsopimaradien-18-s3ure-tri-
methylsilylester; (12°) 7 15—Isopnnaradxen-18-saure-tnmethylsxlyles£er (Isopxmamure—'I'MS-
ester); (14’) Dehydroabietinsiuretrirnethylsilylester. @ = Interner Standard. Hauptsteroid-
metaholite als Trimethylsilylderivate: (b) Androsteron; (¢) Etiocholanolon;(d) 3«,17«,20x-
Trihydroxy-58-pregnan-3«,20c-di-TMS; (e) 22,172,20=,21-Tetrahydroxy-58-pregnan-11-on
{=-Cortolon); (f) Tetrahydrocortison.
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Basen die als Verunreinigung enthaltenen Sduren nicht storen. Sind jedoch nur
kleine Mengen an Siuren und Neuiralstoffen als Metabolite zu erwarten, so ist
eine massenspektrometrische Kontrolle der Gaschromatogramme zur Identifi-

ziarung der aus Extrelut stamomenden Verunreinigungen unerlasslich

Entiernung der Verunreinigungen

Ein einfacher Weg zur Entfernung der Verunreinigungen besteht in einer der
Verwendung vorausgehenden 4-stiindigen Extraktion des Siulenmaterials je-.
weils mit Aceton, Toluol und Ethanol bzw. Methanol in einer Soxhlett-Appara-
tur (siche Experimenteller Teil).

ZUSAMMENFASSUNG

Extrelutsiulen® die zur Isolierung von Stoffwechselprodukten aus Korper-
flisssigkeifen verwendet werden, enthalten oft Fettsiuren, Phthalester, Alko-
bhole und insbesondere Harzsauren, die die Analyse von Mefaboliten storen. Da-
her ist eine Reinigung des S3ulenmaterials vor der Verwendung dringend erfor-
dexlich.
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