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Extrelut@ columns commonly used to isolate metabolites from biological fluids often 
contain fatty acids, phthalates, alcohols and especially resin acids which occasionally cause 
great analyticat problems. Therefore purification before use of Extrelut~columns is strongly 
recommended. 

EINLEITUNG 

Zur &ol.ienmg van Stoffwechselprodukten aus Kiirperfiiissigkeitezt werden 
vor allem in der Arzneimittelanalytik in zunehmextdem h&se Eshebt.&deen 
benut,&,, weil so wesentlich rash& als bei der f&sig-fltie-w-0~ und 
ohne St%tmgen dwch Emulsion ein Extra& erhaken w-id, der direkt fiir die 
nachfolgende chromatographische Trenmmg und Identifiziertmg verwendet 
werden kan.n Cl-54 

In unserem Labor wird dieses Extraktionsv&~n mr koliemng von 
Skren und Steroiden aus Urin bzw. lXasma eingesetzt, die wir nachfolgend mit 
der ICombination G~~p~chromatographie-Massenspeh u&xx- 
suchen. WE f&den mm, dss Ex&ek&s&zIen &g&sche Verbindwgen e&h& 
?xm, die insbesondere die Ide&ifizienmg van Spurenbestztndteilen stiiren. Im 
folgenden wol.les wir iiber die Art der Ve nmreinigungen und 21.02 Beseitigung 
Ileri&ti 
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Verzvendefe.Getife 
cGlrrckap~~hr~p~~~~~e~~e~e (GC-MS): Die Then- 

nag tier Substanzgemische und die Aufuahme der Massenspektren e&&k mit 
&em LKB 2091 KombinationsgerZt von Gaschromatograph mit dem Massen- 
spekfxometer, Zur Regktriertmg der Spektren die&e das LKB 2136D&en- 
system (PilP 11/05Rechner). 

Messbedingungen: 25-m Gla&@k&Ztie (Innendurchmesser 0.3 mm, SE- 
. 30-Da), Helium 2 d/rnin; Injektorknpedxr 275°C S&lenkmperatur 

.von 150°C bi 300°C tit 2”C/min programmiert. Ionisierungsenergie 70 eV. 
Der To”klionenstrom wurcle bei 20 eV regikiert. 

Die Gaschromatogramme zur Ekmitthmg der Retention&dices wurden an 
einem Siemens L 402 Gaschromatograph aufgenommen: 25-m Gla&apiU&ule 
(hmendur&messer 0.3 mm, SE-30-Dknfilm), Injektortempemtur 275°C 
Detektortemperatur (Flammenionisationsdetektor) 2&O”C, Wasserstoff 2 ml/ 
min, SUentemperatur von 150°C his 300°C tit Z”C/min progz+unmiert. 

Blindarsfarbeitung zur Identifizierung der Verunreinigungen 
I%& Wasser (20 ml) wurde tit verdiiter Salzkiure auf pH 2-3 eingestellt 

und -auf einer Extreh@Fertig&ule (E. Merck, Darmstadt, B.R.D.) verteilt. 
Nzch 30 min wurde die S&de r&t 50 ml Essig&iureethykster eluiert. Das Rust 
wurde zur Trockne emgeengt, derivatisiert (siehe u&en) und der GC-MS bzw. 
der GGAsalyse unterwor?en. 

Isolienmg dsr Steroidf?uktion aus Ur0z 
uirin (10 ml) wzirde mit 10 ml O-5 M Acetatpuffer (pH 4.5) und 100 ctl 

j%Glucuronidese/AryJsulf&ase (Boehringer, Mannheim, B.RD.) versetzt und 
72 Std. bei 37°C inkubiert. Diese Lbsung wurde anschhessend auf einer Extre- 
IutSule verteilt und die SXe nach 30 II& mlt 50 ml Essig&uree~~ykster elu- 
iert. 

Das Eluat wurde dreimal tit je 10 mt einer L&sung aus 5% Natriumhydro- 
gencazbozxat und 10% Natriumchlorid und nachfolgend zweimal tit je 5 ml 
einer ge&tigten Natriumchloridkung gewaschen 161. Nach dem Trocknen 
iiber Natriuxusulfat und einengen der Liisung wuxden I/5 des Extrakks tit 6 ~1 
N-MeU29r-N-trime~y~thylsilylt_rifluoracetamid (MSTFA, Macherey-Nageel, Diiren, 
B&D.) derivatisiert (siehe unten). 

Deriva fisierung 
DaMellwzg der Methylester, Die Proben vvurden in vretig Methanol gel&t 

und tit &em &xschuss einer ether&hen Diazomethanlkmg versetzt. Nacb 
10 min wurde die L&umg im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt, in ekigen 
Mikroliter Methanol geliist und diese Lijsung zur GC-, bzw. GC-MS-Amdyse 
vewendet. 

SiZyZienmg. Die gut getrocknete Probe wurde in einem zugescbmolzenen 
Scbmelzpuuktrijhrchen mit 5-10 ~1 MSTFA 24 Std. bei Raumtemperatur oder 
45 mm bei 60-80°C umgesetzt. 
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In einer Soxhletk-Apparaku wird das S&xlemnakfxial jeweiJ.s-..4 SM, tit 
Acetan, Taluol und Ethanol ader Met&ma1 extrabier&. 

Fig. 1 zeigt das GlaskapiIkgasch.mmatagrarmn des Ex-kkks aus Extrelut~ 
sklen naeh einer Blindada&eif;ung (?iZxp&menteUer Teil). Die Peaks sind nach 
steigenden Retentionsindices numetiert. Die zm Etitthmg der Retentions- 
indices beige-n geradkettigen Kahlenwasserstoffe wurden mi& C-10; C-12 
usw. gekennzeichnet. 

In der Tabelle I sind die in Extreht geftmdenen Verbindungen entsprechend 
der Kennzeichmmg in den Chramatagrammen aufgelistet, Ztitzlich sind die.. 
bei Temperattnpragrammierung (150-3OO”C, 2”C/min-, siehe ExperimenteUer- 
Teil) gemessenen Retentionsindices sowie Litxxaturbinweise .bzw_ die -&uz&-. 
teristischen Fragmentianen der Massenspektren angegeben: 

Besanders &&end sind die r&&iv grassen- Mengen an Z&rz&uren. Da die 
Hauptverbindungen [8(14),15-Pimaradien-18-s?iure, 7,15-Isapimaradien-1% 
sZure und DehydraabietinsZure] -ftir Extrelutv&tmeini@mgen geradezu typisch 
sind, wurden die Massenspektren ihrer Trimethylsilylester in Fig. 2 ~produ- 
zieti. 

Der Effekt, den eine de-e Verunreinigung ve%ursacht; ist in dem in Fig. 3 
dargestellten Gaschromatograrnm veranschaulicht. 

Ham (I.0 ml) wurde in der angegebeneri ‘Wetie (Experimenteller Teil) auf .- 
Steraide aufgearbeitet. Das nach Extreh~textraktian erhaXene Gaschramata- 
gmmm der Steraidfraktian zeight, dass die durch Extrelut eingeschleppten Very 
tmreinigungen (Peak 9’-14’ in Fig. 3) in gleicher Konzentratian wie die Haup$- 
steraidmetabalite (b-f in Fig. 3) vorliegen. 

Die Identifizierung van Metabaliten, die im Bereich zwischen C-22 
angezeigt werden (Andrasten-3-oLisamere) wird dadurch erschwert, 
mZjglich gemacht. 
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und C-24 
bzw. un- : 

: 

Fig. I. Glaskzpillargaschromato~ eines Bliidestzaktes von EktreMsZulen. In “i’abelle I 
sind die den GC-Peaks eatsprechenden Verbindungen angegeben. 



GC-Peak-Nr. NamederVerbindmg Reten- Mole- 
_. 

M===mlrtrum,~ - 
tions- k&r- &c&e Ionen Em/e (a) j bzw. 
index* :gewicht Litera-wa. 

1415 194 50(10).76 (12),77 WI.92 (9). 
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3 

5 

6 

7 

9 
9 

10 
10' 

11 

12 -methylester 2272 316 Lit.7.9 

12 -trhethylsilykster 2311 374 Fig. 2b 

&&j&&&_ 
metbykster 
-trknetbykEiykster 

PZXIUliMU- 
-metbykster 
-trketbyLsiIykskr 

(jE-_ 

metbykster 
-trimethyIsWester 

Se 
-methykstet 
-trimet.hylsFiyksCer 

Ie~arbomethoxy-2a- 
-[2'(mis'opropyl- 
pIlenyi)ethyl]-l&3Q- 
dimethykyclohesn 
i.somereVerbindungzu 
derim GC-Pea&6 eat- 
IxaltendenVerbindung 
8,15-Esopimaxaiien- 
l%iZuTlZ- 

methykster 
-trimethyIsilyIester 

8(14).15+inlaradien- 
18-&hre(Phtiure) 

-methylester 
-trimethykilykster 

6(14),15-Isopimara- 
dien-lS&iucz- 

-methylester 
-trimethyT~ykster 

HarzZwenkhtbe- 
kaimterStn&tur 

-methylester 

7,15-Isopimaradien- 
18-.sare_(~pimar 
&?Xe) 

1707 
1842 

1907 
2041 

2080 
2235 

2108 
2242 
2143 

242 
300 

270 
328 

296 
354 

356 
316 

2160 316 

2173 316 
2229 374 

2318 316 
2285 374 

2235 316 
2298 374 

2242 316 

10~(6j~lO5(4j,l20(3,,132(5), 

135(7),163(100),194(8,lK+) 

fit. 7.- 
Lit. 8 

Lit. 7 
Lit. 8 

Lit. 7 
Lit. 8 

Lit. 7 
Lit. 8 
Lit. 7 

133(45),146(LOO),192(12), 
284(16),316(17.M+) 

Lit. 7 
73(100),241(98),256(26), 
257 (27),359(18).374 (13,M') 

Lit.7,9 
Fig. 2a 

Lit. 7 
73 (100),121 (63),241(Ll), 
256(10).257 (25),359(18). 
374(12.&l+) 

l05(89).121(100).133(49)* 
148(68),180(25),lS5(28), 
241(58),256(42),257(58), 
301(34),316(25.M+) 
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TABELUZF(Fo&etzmtg) 

GOP&-Nr. NsmederVerbimdung E&teen- MoIe- ~e~kf==,chaaktens -_ 

tions- k&r- 
index* 

tischeIonen[m/e(%)]bzw_ 
gewicht Liter&urhinureise 

Hz&iwenichtbe- 
kzin.ntefstxL&tur 

13 -snethykster 2295 318 107(80),121(100),136(30), 
181(44),215(39),243(78), 
259(32),271(12),275(28), 
303(30),318(22, M’) 

Dehydraabiet 
14 -methyIester 2304 314 Lit.7,10.11 

14' -trimetbyLsilyIester 2352 372 Fii.Bc 

in anderen Lieferchmgen wn Extrelut wurden fo!gende Pkthalestergefrmden: 
Phthalsiiuremethyl- 
ester** 1482 

Phthzdsiiurediethyl- 
ester 1583 
Phth&Gredi-iso- 
butyIester 1825 
Phtbe?.Gure-n-butyl- 
isobutylester 1368 
PhthA&redi-n- 
butyIe&er 1916 

208 50(15),65(8),76(X3),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') 

222 L&12-14 

278 E&.15,16 

278 Lit.15 

273 Lit.14-17 

Als Trimethylsilylether (TMS) wurden foZgende prim&e Alkohole [I I] identij?ziert 
Tetmdecanol-TMS 1764 286 73 (56),75(78),83(28),103(24 

271(100) 
Hexadeczmol-TMS 1964 314 73(60).75(75),83 (29),103(29 

299(100) 
Uctadecanol-TWS 2162 342 73(38),75 (loo), 103(42), 

327(90) 

*Die Reteentionsindices &en bei Temperaturpw gremmienmg gem-en: 150-3OO"C, 
2"C/min(sieheEsperimenteIIerTeiI). 
ffNachDeriv&sierungmitDiazome~_ 

Der Gebalt an Venmreinigungen ist schwankend. Fig. 1 zeigt das Gascbroma- 
togramm einer Durcbscbniktsprobe. ti einer Liefercharge waren erheblich ge- 
ringere Mengen an l3ebnengmgen, in einer anderen Liefermg war die Konzen- 
tration an Ekrzsiim gIei& an Phthalestern sehr v-iel hither. 

SefbstverstiindIich s&.&en bei Aufarbeitmg grosser Probemitengen die Ver- 
umeinigumgen r&h% so s&r zu Buche: Dies gilt insbesondere fiir die Unter- 
suchmg von basischen ArzneLtoffinetaboE3en, da bei der Aufarbeitung auf 
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Fig. 2. Massen..ektren der Trimethylsilylester VOKI (a) 8(14),15-Pimaradien-18-G= (Pimar- 
s&re), (b) 7.L5-lsopimamdien-18-sSre (Jsopimtim), (c) DehydroabietimGiure. 

, 

$4 I 7 
Pig_ 3, Chromatogramm einer Steroidfmkfzion (analysiert in Form dti Trimetkylsilylderi- 
vate), die tit Hilfe VOP Extrelut~FatigsMen isolieti mrde. Messbediagungen sind im R- 
pe&xe&elier Teil angegeberz Vermre iniien aus Extrelut: (9’) 8(14),15-E%maadien-l8- 
~~-t;imethy~fiybter (Pizxmr&m-Wer); (IO') 8(14),15-kopimaradien-P8_-~- 
metksSlyl&er; (12’) 7,lfi-fsop~dien-l~~~ethylsily~~r (Isoplmd*WS 
ester); (14’) ~kydroabiet~~~ethy~y~~- a = Interns ‘Standard- Eiauptieroid- 
metabolite .& Trimethylsily!derivate: (b) Andmsteron; (c) Etio&o_ianolon;(d) 8~,L'ia,20cz- 

Trihydroxy-Si3pregnan-3~,2O~~i-TMS; (e) ~,17~,2~,21-Tetrahydroxg-SB-pregnan-~l-on 
(a-C~rto!on); (f) Tetrabydrocortison. 
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Basen die als Vemmeinigmg enthaltenen S&mm nicht sGken. Sind &loch nw 
kt&e Mengen an %&en und Neutrak&offen als Met&o&e zu erwa&en, so ist 
eine massenspektrome&ische KontroUe der Gaschromatogramne mr fdentifi- 
z&rung der aus Extrelut stanxnenden Verunreiniguugen unerl&slich_ 

Ent,Cernung der Vemnreinigmgen 
Ein einfacher Weg zur Entfernung der Verunreinigungen besteht in einer der 

Vemendung vormsgehenden 443ndigen Extraktion des SZulenmaterials je-.. 
weils tit Aceton, Toluol und Ethanol bm. Me&anol *h eiuer Soxbleti-Appam- 
tur (siehe Experimentelier Teil). 

ZUSAMMENFASSUNG 

Exttiuts&len@ die zur Isolierung von Stoffwechselprodukten aus K&per- 
fliikeiten verwendet werden, enth&en oft Fett&iuren, Phthalester, A&o- 
hole und insbesondere HarzsZiuren, die die Analyse von Metaboliten s&en_ Da- 
her i.st etue Reinigumg des S&.demnaterials vor der Verwendung dxingend erfor- 
de&h. 
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