
Z. Rechtsmedizin 76, 159 - 186 (1975) 

©by Springer-Verlag 1975 

Ubersichtsreferat-- Review Article 

Einsatz der kombinierten Spektroskopie in der toxikologischen Analytik 
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Gerichtsmedizinisches Institut der Universitgt ZHrich (Schweiz) 

Eingegangen am 27. Februar 1975 

The Use of Combined Spectroscopy in Analytical Toxicology 

Seminary: The combined application of the four spectrometric techniques UV, IR, 
NMR and MS is an important analytical tool for the identification of the in- 
creasing number of potential poisons with which the analysts in the fields of 
forensic sciences and toxicology are confronted. Some of the contributions of 
these techniques to toxicological analyses are reviewed and illustrated by a 
few examples. Furthermore, the incorporation of the four methods into the 
analytical scheme, the requirements with respect to, quantity and purity of the 
unknown substances, as well as the different possibilities for the combination 
of separation and identification techniques are outlined. 

Zus~enfassung: Der forensisch-toxikologische Analytiker steht oft vor dem 
Problem der Strukturaufkl~rung einer ihm unbekannten Verbindung, die den ver- 
schiedensten Stoffklassen angehSren kann. Die kombinierte Anwendung der vier 
spektroskopischen Methoden UV, IR, NMR und MS ist dabei eine groBe Hilfe. 
Es wurde eine kurze Ubersicht gegeben Nber f~r den chemischen Toxikologen 
besonders nHtzliche AussagemSglichkeiten der einzelnen Verfahren. Ferner wird 
gezeigt, wie die vier Methoden im Rahmen von Giftstoffanalysen zum Einsatz 
kommen kSnnen. Die Schlagkraft ihrer kombinierten Anwendung wird an Beispielen 
aufgezeigt und erlgutert. 

Key words: IR-Spektrometrie - Toxikologie - kombinierte Spektroskopie - UV- 
Spektrometrie ~ Massenspektrometrie - Kernresonanzspektrometrle 

In den Nachkriegsjahren haben die chromatographischen Nachweisverfahren die 

klassische Mikrochemie abgelSst. Zuerst faSte die Papierchromatographie FuB, 

nach 1960 die DHnnschichtchromatographie und Gaschromatographie. Gleichzeitig 

wurden auch vermehrt instrumentelle Methoden zum Nachweis unbekannter Stoffe 

herangezogen. Bedeutung erlangten zuerst UV-Spektrometrie und IR-Spektrometrie, 

neuerdings auch Massenspektrometrie und Kernresonanzspektroskopie. Auf die Vor- 

teile der kombinierten Analysentechnik wiesen zuerst SILVERSTEIN und BASSLER, 

sp~ter u.a. SIMON und CLERC hin. Heute wird dieses Prinzip in zahlreichen 

organisch-chemischen Laboratorien angewendet. 

Die chemische, speziell die forensisch-chemische Toxikologie steht bei einer 

ffir den ~ntersucher unbekannten Verbindung immer wieder vor der Aufgabe einer 
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Strukturaufkl~rung. Die Erfolge der kombinierten Anwendung der genannten vier 

instrumentellen Methoden ermunterten denn aueh Toxikologen, sich mit dieser 

Art Analytik vertraut zu machen. Daher wird bier auf die Kombination spektro- 

skopischer Methoden zur LSsung toxikologisch-chemischer Probleme eingegangen. 

Der Toxikologe vermag sich meist nicht auf alle spektroskopischen Verfahren 

zu spezialisieren; er wird deshalb auch nicht alle Informationen der erhalte- 

nen Spektren auswerten kSnnen. Bei der Interpretation muB er vielmehr ver- 

suchen, die wichtigen Banden oder Peaks zu erkennen, einzuordnen und die un- 

bekannte Substanz d~rch Zusammenf~gen der Teilergebnisse zu identifizieren. 

I. IDENTIFIKATION DURCH DIE METHODEN DER INSTRUMENTELLEN ANALYTIK 

Im folgenden wollen wir zuerst die AussagemSglichkeiten der einzelnen spektro- 

skopischen Methoden erl~utern, dann an einigen Beispielen die Schlagkraft 

ihrer kombinierten Anwendung aufzeigen und schlieBlich die praktische Reali- 

sierbarkeit eines solehen Vorgehens im Rahmen unserer Isolierungs- und Frak- 

tionierungsmSglichkeiten behandeln. 

I. Elektronen-Spektroskopie 

Die molekulare Absorption im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich 

(fortan UV genannt) ist abh~ngig vonder elektronischen Struktur. FHr prakti- 

sehe Belange ist die UV-Spektroskopie auf die Erfassung von Hber 200 nm absor- 

bierenden konjugierten Systemen beschr~nkt. Diese kSnnen vielfach in MolekUlen 

verschiedener GrS~en und Komplexitgt erkannt werden, n~mlich immer dann, wenn 

der Rest des MolekHls im Me~bereich transparent ist. Im Gegensatz zu anderen 

spektralphotometrischen Verfahren steigt daher die UV-spektrometrische Kom- 

plexit~t mit der MolekHlgrSBe nicht unbedingt an, was die Erkennung von Mole- 

kHlteilen ganz gewaltig ve~einfacht. 

a. Im praktisch verwendbaren Spektralbereich lassen sieh folgende Banden er- 

kennen; 

Konjugationsbanden (K-Banden) sind verursacht durch konjugierte C=C Struk- 

turen wie Butadien (.217 nm) und Hexatrien (258 nm) sowie durch konjugierte 

Systeme, an denen auch Heteroatome Anteil haben, wie z.B° Acrolein (210 nm). 

Sie sind meist intensiv (s ~ 10'OOO) und lassen sich deshalb leicht erken- 

neno Sie treten auch auf~ wenn ein Chromophor zu einem aromatischen Kern 

in Konjugation steht wie im Styrol oder Benzaldehyd. Sind lediglich C=C 

Bindungen konjugiert, so ist die Lage der Maxima unabh~ngig vonder LSsungs- 

mittel-Polarit~t, Sind Heteroatome beteiligt (wie bei konjugiertem Carbonyl), 
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so bewirkt eine ErhShung der LSsungsmittel-Polarit~t einen bathochromen 

Effekt. 

Benzenoide B~den (B-~anden) sind verursacht durch aromatisehe und hetero- 

aromatische Strukturen. Sie sind in der Regel breit (z.B. im Benzol yon 

230 bis 270 nm) und besitzen eine aufgelagerte Feinstruktur, die je nach 

PolaritRt des LDsungsmittels mehr oder weniger gegliedert sein kann. In 

mehrfach substituierten aromatischen Kernen ist die Feinstruktur meist nieht 

erkennbar, B-Banden sind yon mittlerer Intensitgt (s zwischen 100 und 2500). 

Radika~tige B~den (R-Banden) sind verursacht durch isolierte Chromophore, 

z,B. Carbonylgruppen (290 nm fHr Acetaldehyd, 279 nm fNr Aceton) oder Nitro- 

gruppen (271 nm fHr Nitromethan). Sie sind wenig intensiv (c < 100) und tre- 

ten deshalb nur hervor, wenn die ~erbindungen in hSheren Konzentrationen 

vorliegen (> 10 -3 molar). 

b. Wichtig fHr die Interpretation ist auch die Kenntnis der gegenseitigen Beein- 

flussung der Strukturelemente; 

- Ist der aromatische Ring einer chromophoren Gruppe benachbart, so wird die 

B-Bande bathochrom versehoben. So zeigt Styrol z.B, eine K-Bande bei 244 

nm (~ = 12'OOO) und eine B-Bande bei 282 (g = 450)~ Acetophenon eine K- 

Bande bei 240 nm (e = 13'O00), eine B-Bande bei 278 (e = ]100) und eine 

R-Bande bei 319 nm (~ = 50). 

- Auch R-Banden yon aromat-konjugierten Gruppen kSnnen sieh bathochrom ver- 

schieben, Sie kommen so in einen Spektralbereich zu liegen~ in dem sie 

unter Umstgnden trotz ihrer geringen ~ntensit~t gut erkannt werden kSnnen 

(s.o. Acetophenon). 

- Die durch isolierte C=C Doppelb~ndungen erzeugten intensiven Banden (c > 

2000) (E l - und E2-Banden) liegen, wie erwihnt, me,st unter 200 nm (End- 

absorption). Substitution mit einem Auxochrom wie -OH~ -NH 2 oder -CI kann 

jedoch eine bathochrome Verschiebung in den untersten Tell der praktisch 

verwendbarenUV-Region bewirken. 

c. FHr die toxikologische Analytik ergeben sich aus dieser Obersicht nur wenige 

allgemeingHltige Richtlinien: 

Die UV-Spektrophotometrie gestattet die Erkennung von Molek~len oder Mole- 

kHlteilen mit konjugierten Doppelbindungssystemen, vor allem von Aromaten 

oder Heteroaromaten. Die Gewissheit, einer solchen Verbindung gegenHberzu- 

stehen, ist fHr den Toxikologen ein ganz wesentlicher Befund, gehSren doch 

ein GroBteil der Pharmaka sowie viele andere Substanzen von toxikologischem 

Interesse zu diesen KSrperklasseno 
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Oft igBt sich welter erkennen, ob eine aromatische Struktureinheit nur mono- 

substituiert (Feinstruktur erhalten) oder poly-substituiert (ohne Feinstruk- 

tur) ist, ferner, ob ein Chromophor zum Aromaten in Konjugation steht. 

An einfacheren Aromaten lassen sich unter Umstgnden auch die Substitutions- 

m~glichkeiten durch Auxochrome wie Halogen-Atome, Aminogruppen, ~ther-, 

Hydroxyl- und Sulfhydryl-Gruppen absch~tzen. Dabei ist es auBerordentlich 

nHtzlich, die UV-Spektren nieht nur in einem unpolaren LSsungsmittel aufzu- 

nehmen, sondern auch in Wasser bei verschiedenen pH-Werten. Das erlaubt die 

Erkennung von Phenolen anhand der bathochromen Maxima-Verlagerung beim Alka- 

lisieren, sowie yon Aminen anhand der hypochromen Verlagerung beim Ansguern. 

Umgekehrt indiziert pH-Unabh~ngigkeit des UV-spektrometrischen Bildes die 

Abwesenheit solcher ionisierbaren Gruppen am absorbierenden Kern. 

Die Spektren von Heteroaromaten ~hneln vielfach denjenigen ihrer isoeycli- 

schen Analoge; doch sind sie im Gegensatz zu diesen pH-abhgngig. 

Der mit UV arbeitende Toxikologe wird sich die Spektralbilder der fur ihn 

wichtigsten cyclischen Molek~ibausteine bald merken und durch reine Analo~ 

gieschl~sse in den verschiedensten MolekHlen wiederfinden (z.B. den Nicotinyl- 

rest im Nikethamid und im Nicotin oder den enolisi~rten Barbituratkern in 

allen Barbiturs~uren-Derivaten), Diese Art der "Interpretation" yon UV-Spek- 

tren ist fHr die Praxis yon sehr groBer Bedeutung, 

2. Infrarot-Spektroskopie 

Im infraroten Spektralbereich messen wir Schwingungs- (Vibrations-)FreRuenzen, 

die in enger Korrelation zu den 8trukturparametern stehen. So lassen sich ein- 

zelne Bindungen imMolek~l erkennen, wodurch diese Methode ein auBerordentlich 

hilfreiches Instrument zur Strukturaufkl~rung darstellt. 

Im Gegensatz zur exakten Theorie, die das MolekHl als Ganzes betrachtet und 

daraus die Schwinungsfrequenzen berechnet, ist es fHr uns zweckm~Big, rein 

empirisch vorzugehen, Wir betrachten nur isolierte Atomgruppierungen und ver- 

suchen, diesen die entsprechenden Vibrationsfrequenzen z=zuordnen; dabei ist 

es fHr uns unwichtig, ob es sich um eine Stretching-, Wagging- oder Rocking- 

Schwingung handelt. Eine Zuordnung im Bereich zwischen IOOO - 1500 cm~ ~I ist bei 

dieser Betrachtungsweise~meist nicht mSglich, da hier die Banden mehrerer Struk- 

turelemente eng beieinander liegen und so eine e~ndeutige Ausaage verunm~gli- 

chen. Ist jedoch die Struktur bekannt, so dient gerade dieser Bereich zur ~ber- 

prHfung der Identitgt, 

0hne groBen Aufwand und Kenntnisse lassen sich nachstehende Strukturelemente 

erkennen: 
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- die Best~tigung der Anwesenheit eines aromatischen Systems, 
- die Stellungen der aromatischen Substituenten, 
- das Vorliegen von aliphatischen Doppel- oder Dreifach-Bindungen, 
- die Anwesenheit von Hydroxylen und von primgren und sekund~ren Aminogruppen, 
- die Anwesenheit von Carbonylen und meist aueh ihre Bindungsart, 
- unter Umst~nden auch die Anwesenheit von %therbindungen und von Nitrogruppen. 
- das Vorliegen einer Atomgruppe mit kumulierten Doppelbindungen. 

Einige wichtige Atomgruppen, deren IR-Absorptionen fHr die Strukturaufklgrung 

yon Bedeutung sind, haben wir in Tabelle I zusammengestellt. 

3. Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie, eine schon Ignger bekannte Analysenmethode, hat erst 

in neuerer Zeit Bedeutung erlangt. Einerseits konnte durch die verfeinerte 

Elektronik die Empfindlichkeit der Instrumente verbessert werden und anderer- 

seits brachte die Koppelung mit der Gaschromatographie den entseheidenden 

Schritt zu deren Verwendbarkeit in der Toxikologie. Gerade bei Analvsen yon 

biologischem Material l~Bt sich trotz verfeinerter Extraktionsverfahren nicht 

vermeiden, dab die Extrakte immer noch Begleitsubstanzen enthalten. Durch die 

gaschromatographische Trennung wlrd es mSglich, Spektren von einigerma~en ein- 

heitlichen Substanzen zu erhalten. 

Zur Auswertung von Massenspektren gehen wir folgendermaBen vor: 

a. Erkennung des Molekulargewichtes: 

Das Molekularion Mist - sofern vorhanden - stets der Peak mit der h~chsten 

Masse, wobei man allerdings von den Isotopenpeaks absehen mu~, die darauf 

zurHckzufHhren sind, dab ein gewisser Anteil der Molekfile schwerere Isotope 

enthalten. Ist das Molekularion erkennbar, so wissen wir auch das Molekular- 

gewicht unserer Verbindung. 

Ein wesentliches Kriterium in der Beurteilung dieses wiehtigsten Ions im 

Spektrum sind die Massendifferenzen mit den n~chstunteren lonen. Sie mHs- 

sen mSglichen Abspaltungen entsprechen, wie z.B. 

M- l: Abspaltung eines H-Atoms 
M- 2: Apspaltung von H 2 
M-15: Abspaltung einer Methylgruppe 
M-17: Abspaltung von Hydroxyl 
M-18: Wasser-Abspaltung 
M-19: Abspaltung von Fluor 
M-20: Abspaltung von HF 
M-31: Abspaltung von Methoxyl° 

Auch ein M-3 Peak kann - wenn auch selten - auftreten. Hingegen sind Dif- 

ferenzen von 4 his 14 und 21 bis 25 Masseneinheiten mit M nicht m~glich, 

Im Zweifelsfalle kann die fHr lonisierung aufgewendete Elektronenenergie 

(meist 70 eV) bis nahe an das lonisierungspotential des betreffenden Mole- 
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kHls (meist um oder unter 20 eV) erniedrigt werden. Die Ionenausbeute geht 

dann allerdings zurHck; die relative Intensitgt von MolekHlionen nimmt aber 

stark zu. 

b. Besti~nung der Anzahl der Kohlenstoff-Atome: 

Der Isotopenpeak M+I starmnt im wesentlichen von Molek~len, die ein Kohlen- 

stoff-Atom mit Masse 13 enthalten, das zu rund 1,I % im natHrlichen Kohlen- 

stoff vorhanden ist. Je hSher die Kohlenstoffzahl eines MolekHIs, umso 

hSher der M+] Peak. Betr~gt z.B. die Intensit~t von M+I 10 % derjenigen von 

M, so kann das MolekHl his zu 9, ist sie 11% von M, so kann es hSchstens 

10 Kohlenstoffatome enthalten (allerdings auch weniger). 

c .  Erfassung yon weiteren Atomen: 

~. Stickstoff 

Bei ungerader Massenzahl des Molek~Ipeaks ist eine ungerade Zahl von Stick- 

stoffatomen (I, 3, 5, ...) vorhanden. Bei geradem Molekulargewicht sind keine 

oder eine gerade Zahl von N-Atomen (O, 2, 4, ...) enthalten. 

B. Chlor und Brom 

Diese beiden Halogene enthalten einen hohen Anteil von um zwei Massenein- 

heiten schwereren Isotopen (Tabelle II). CI- oder Br-haltige MolekHle er- 

kennt man daher an einem intensiven M+2 Peak. Dessen relative Intensitgt 

zum MolekHlion ist rund 33 % ffir ein Molekfil mit einem C1 und 98 % fNr ein 

MolekHl mit einem Br. Enthglt ein MolekHl mehrere solcher Halogene, so tre- 

ten auch relativ hohe M+4 und M+6 Peaks usw. auf, wobei die Isotopenpeaks 

intensiver werden kSnnen als das MolekHlion. 

Art und Anzahl der anwesenden Halogene lassen sich anhand der Isotopenpeak- 

Bilder visuell leicht erkennen (Tabelle 2). 

¥. Sauerstoffund Schwefel 

Auch Schwefel und Sauerstoff sollte man anhand des M+2 Isotopenpeaks 

(Tabelle II) ersehen und eventuell sogar z~hlen kSnnen. FHr Schwefel ist 

Tabelle 2. Isotopenh~ufigkeit 

M (=100%) M + 1 M + 2 

C 12 C 13 = 1,11% - - -  

016 - - -  018  = 0 , 2 %  

S 32 S 33 = 0 , 7 8 %  S 34 = 4 , 4 %  

C135  - - -  C137  = 3 2 , 5 %  

Br 79 --- Br 81 = 97,7% 
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das bei Abwesenheit von CI und Br oft mSglich. FHr eine Erkennung und Z~h- 

lung der Sauerstoffatome hingegen reicht die Genauigkeit der massenspektro- 

metrischen Intensitgtsmessung abet meist nicht aus. In der Praxis machen 

sich auch recht of Untergrund-Signale st8rend bemerkbar, so dab auf Peaks 

von ganz geringer Intensit~t kein Verla~ ist. 

d. Betrachtung de~ gesamten Spektralbilde~ CSpektrentyp) und Erkennung ein- 

zelner Fragmente 

Spektren von Aromaten, konjugierten Olefinen und von ges~ttigten Ringen be- 

sitzen im allgemeinen ein intensives MolekHlion und wenig dominierende Frag- 

mente. Dies ist besonders bei kondensierten aromatischen und heteroaromati- 

schen Kernen ausgeprggt. Auch kurzkettige unverzweigte Kohlenwasserstoffe, 

%ther, Ketone, Aldehyde, S~uren, Amide und Ester ergeben meist gut sicht- 

bare MolekHlionen, nicht aber aliphatische Alkohole, Amine und andere N-Ver- 

bindungen sowie MolekHle mit stark verzweigten Ketten. In diesen Fgllen ist 

die Fragmentation oft recht komplex. 

Eine Reihe von Fragmenten in konstanten Abst~nden yon 14 Masseneinheiten 

weist auf Anwesenheit aliphatischer Ketten, wobei man aus den Massenzahlen 

oft auf das Vorliegen einer bestirmnten Funktion schlieBen kann. Aromate 

machen sieh durch Peaks mit m/e 39, 40 bis 53, 63 bis 65 sowie 76 und 77 

bemerkbar. 

Gewisse Massenzahlen entsprechen einzelnen Atomgruppierungen z.B. 

m/e 15: Methylrest 
m/e 29: %thylrest 
m/e 31: Methoxyfunktion 
m/e 43: Acetylrest 
m/e 91: Benzylrest (Tropylium-lon). 

Die Existenz derartiger Gruppen l~Bt sich oft auch aus den Massendifferenzen 

der Fragmente mit M erkennen (siehe unter a Erkennung des Molekulargew.) 

Zur Erkennung des Spektrentyps und zur Zuordnung bestimmter Masse D zu ein- 

zelnen MolekHlfragmenten ist eine gewisse Erfahrung notwendig. Dies umso 

mehr, als auch Umlagerungen auftreten kSnnen. Einige wichtige, h~ufig 

wiederkehrende Fragmente sind in Tabelle 3 zusammengestellt. 

4. NMR-Spektroskopie 

Die kernmagnetische Resonanz (NMR) hat in neuerer Zeit einen ungeheuren Auf- 

schwung erfahren. Moderne Strukturaufkl~rung von komplizierten MolekHlen, ins- 

besondere bei der LSsung stereoisomerer Probleme, ist ohne NMR kaum mehr zu 

bewerkstelligen. Zur Anwendung gelangt vor allem die Protonenresonanz, da der 

Wasserstoffkern sehr starke Resonanzsignale gibt. 



Kombinierte Spektroskopie 

Tabelle 3. Einige wichtige Fragmente in der Massenspektroskopie 
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14: CH 2 55: C4H 7 

15: CH 3 56: C4H8, C3H40 

18:H20 57: C4H 9 

19: F 58: C3HsN , CH3COCH 2 

26: CN 69: CsH 9 

27: C2H 3 70:CsHI0 

28: C2H4, CO, N 2 71: C4H9N 

29: C2H 5 72: C4HIgN 

30: CH2NH2, NO 77: C6H 5 

31: OCH3, CH20H 79: Br (dazu 81) 

35:C1 (dazu 37) 86: CsHI2N 

39: C3H 3 91: C6H 5- CH 2 

42: C3H6, CH2CO 92: C6HsN-CH 2 

43: CH3CO, CONH IO5: C6H5-CO , C6H5-CH2CH 2 

44: CO2, C2H~NH 2 ]19: CH3-C6H4-CHCH3, CH3C6H4-CO 

Atomkerne tragen eine Ladung, sie verhalten sich wie Kerne mit einem me- 

chanischen Spin, wie kleine Elektromagnete. 

Werden Atomkerne in ein homogenes, starkes Magnetfeld (]O'000 - 20'000 Gauss) 

gebracht, so treten je nach dem Energieniveau Vergnderungen im System der Kerne 

ein, welche wir ausmessen kSnnen. Aus den NMR-Spektren kSnnen wir folgende 

zwei Informationen erhalten: 

a. Bindungsart der Wasserstoffatome; Aus der chemischen Verschlebung (chemical 
shift, meist in ppm bezogen auf TMS angegeben) lassen sich Atomgruppierungen 
erkennen. In Tabelle 4 sind die Werte fHr einige wichtige Atomgruppen zu- 
sammengestellt. 

b. Aus der Feinstruktur der Banden (Spin-Spin-Wechselwirkung) lassen sich die 
benachbarten Wasserstoffatome erkennen. Je nach ihrer Zahl spalten sich die 
Banden in Duplette, Triplette oder Multiplette auf. 
Gerade diese Informationen helfen uns, Isomere und andere verwandte Struk- 
turen zu erkennen. So wird z.B. eine Methylgruppe yon einer Methoxygruppe 
CH3-O- als Singlett erscheinen. Hingegen wird die Methylgruppe einer Allyl- 
Seitenkette CH3-CH=CH- in ein Duplett aufspalten. 
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Tabelle 4. Kernresonanzspektroskopie 

Chemische Verschiebungen von Protonen in ppm, bezogen auf Tetramethylsilan 

-C-CH 3 0,8 - I,I -CO-O-CH 2- 4,0 - 4,5 

-C=C-CH 3 1,5 - 1,7 C6Hs-O-CH 2- 4,3 - 4,8 

CH3-CO- 2,0 - 2,5 -CH = C- 4,5- 5~5 

CH3-N< 2,2 - 2,6 C6Hs-OH 4~5 - 6,5 

C6H5-CH 3 2,2 - 2,4 -CO-NH- 5,5 - 7~5 

-CO-CH2-N< 3,2 - 3,5 Aromat,-H 6,5 - 8,0 

C6Hs-NH- 3,2 - 5,5 C6Hs-NH-CO 7,5 - 8,7 

-CO-CH2-CO- 3,3 - 3,6 -O-CHO 8,0 - 8,2 

-O-CH 3 3,3 - 4,0 aliphat.-CHO 9,5 - 9,9 

-CH2-O- 3,4 - 4,0 aromat.-CHO 9,6 - I0.0 

-CH2-CI 3,4 - 3,7 -COOH 11,5 - 13,0 

CH3-O-CO- 3,6 - 4,0 

Ein wesentlicher Nachteil der NMR-Spektroskopie besteht fHr uns Toxikologen 

darin, dab zur Aufnahme des Spektrums relativ viel Substanz benStigt wird. 

Diese Menge steht uns nicht immer zur VerfHgung. Besitzen wir aber genHgend 

Substanz - sie wird bei der Spektrenausmessung nicht zerstSrt -, so lohnt sich 

die Arbeit fHr ein NMR-Spektrum. 

II. KOMBINIERTE AUSWERTUNG AN BEISPIELEN 

I. Beispiel Nr. I 

In Abb. I sind die Angaben fHr das UV- und IR-, sowie das Massenspektrum und 

NMR-Spektrum zusammengestellt. 

UV~ Die intensive Bande bei 250 nm stammt von einem aromatischen Ring, der von 
einem elektronegativen Substituenten beeinfluBt ist. Daneben ist eine schwa- 
che Radikalbande sichtbar. 

fR: 3500 cm -3 (2,8 p): -OH oder -NH-Gruppe 
1555 + 1655 cm -I (6,0 + 6,4 p): Amidgruppe -CONH- 
1500 + 1600 cm -I (2,2 + 6,6 ~): Aromat 
1060 + 1243 cm -I (9,54+ 8,03p): vermutlich yon einem aromatisch- 

aliphatischen ~ther (Aromat-O-C) 
830 + 840 cm -I 11,9 + 12,1 ~): p-substituierter Aromat 
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MS: M = 1 7 9 :  

M + I :  

M + 2: 

52, 53, 63: 
43: 
28: 
29: 

91: 

1 0 8 :  

1 3 7 :  

Wir stehen einem p-substituierten Aromaten gegenHber, der eine Amidgruppe 
und vermutlich eine aromatische %thergruppe besitzt. Das erlaubt uns fol- 
gende Struktur aufzustellen: 

- O - ( ~ -  NH - CO - 

Der MolekHlpeak ist ungeradzahlig, die Subatanz enth~it 
Stickstoff. 
II,1% von M. Die Anzahl der C-Atome betr~gt maximal ]0, 
Die Intensit~t ist gering, Die Verbindung enth~it kein Chlor, 
Brom oder Schwefel. 
Aromat 
Acetylgruppe 
sauerstoffhaltige Fragmente (CO) 
~thylgruppe 

Benzylrest oder Anilinrest ~NH- 

Basispeak, stammt vom Rest: -O/~NH - 

Abspaltung des Acetylrests vom MolekHlion 
108 = 137 - 29; Abspaltung einer ~thylgruppe, 

0 50 100 150 200 

, l I | E i # i . ! I . , , , , 

4000 3000 2000 1700 1500 1200 1000 800 600 cm 4 

v 6 5 4 3 ½ i 6 ppm 

Abb. I. Analytische Daten des Beispiels I 
UV: breites Maximum bei 250 nm (wenig intensives Max, nahe 290 nm) 
IR: 1655, 1555, 1513, .!243, 840, 830 cm 1 
MS: 27-30, 43, 52-53, 80-81, 91, 108, 137, 179 

P 179 = I00 %, P+I = 11,1%, P+2 = 1,4 % 
NMR: Integral = ;:2 : 2:2 : 3 : 3 
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Wir kSnnen nun die Strukturformel aufstellen: 

CH3-CH2-O-@-NH-COCH 3 

Dies entsprieht dem Analgeticum Phenacetin. 

NMR: Zur DberprHfung betrachten wir noch das NMR-Spektrum. Eine Auswertung 
unter Zuhilfenahme der Tabelle 4 bestgtigt uns die Strukturformel von 
Phenacetin: 

8 (breit) ppm stammt yon der aromat. Amidgruppe 

~NH-CO 

7,4 u. 7,0 ppm: 
zwei Duplette yon aromatischen Protonen 
bei p-Substitution 

4,0 ppm: CH 2 zwischen einer Methylgruppe und Sauerstoff: 
CH3-CH2-O- (Quadruplett). 

2,1 ppm: vonder Methylgruppe des Acetylrests (Singlett) 

1 ppm: Methylgruppe des ~thoxyrestes (Triplett). 

2..Beispiel Nr. 2 

Analytische Daten: basischer Extrakt 
UV: kleine Maxima bei 252, 258 und 264 nm 
IR: starke Banden bei 690, 750, 1148, 1166, 1218, 1708 cm -I 
MS: 57 (50%) 105 (15%) 218 (35%) 

71 (1OO%) 174 (25%) 232 (10%) 
91 (15%) 247 (60%) 

UV: Typisches Spektrum eines von Substituenten unbeeinfluSten Aromaten, 

fR: 1500 und 
1600'cm -I 

750 und 
690 cm -I 

1.708 cm -I 

Aromat 

1100 bis 1250 cm -I 

Monosubstitution 

Carbonylgruppe 

Aldehyde sind ausgeschlossen~ da die Bande zwischen 
2500 und 2700 em -I fehlt, 

Ketone: ffir aromatische Ketone etwas hoch, w~rde eher 
zu aliphatisehem Keton passen. 

Ester: w~re m~glich, Bande etwas tief, aber die beiden 
bei Estern vorhandenen sym. und asym. Streck- 
schwingungen zwischen 
sind sehr stark. 



Kombinierte Spektroskopie ]7 ]  

250 2?0 290 nm 

, , , I  J,I Ir , 
. . . . . .  ' ' • ' . . . . . . . .  , , , - , • i J 

0 50 100 150 200 250 

2000 1'700 1400 1000 cm 4 600 

i j  J_ 
1 ppm 

Abb. 2. Analytische Daten des Beispiels 2 

MS: 247 = M Enth~it ungerade Zahl N-Atome. Im IR-Spektrum fehlen 
Banden zwischen 1500 - 1650 cm -I (Amide oder prim. sec. 
Amine), also muB ein terti~res Amin vorliegen. 

232 (M - 15) Methylgruppe 

218 (M - 29) %thylgruppe 

57 und 71 = Basision 71. Es handelt sich um die Fragmente der tert. 
Amingruppe C3HTN bzw. C4H9N. 

174 (M - 73) Abspaltung eines Carbaethoxy-Restes, der an einer leicht 
spaltbaren Bindung sitzt. 

~R: Im NMR-Spektrum erkennt man deutlich bei 7,4 ppm die aromatischen Protonen, 
die Signale bei 1,2 ppm (C-CH3) und 4,1 ppm (O-CH2-) stammen von einer 
%thylestergruppierung. Schwieriger gesta~tet sich die Deutung der Multi- 
plette zwischen 1,9 - 2,6 ppm, da sich hier einige Signale Uberlagern. Sie 
dHrften yon den Substituenten der tertigren Aminogruppe herrUhren, eine 
genaue Differenzierung ist kaum mSglich. 
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Wir haben nun folgende BruchstUcke zusammenzufHgen: 

~ C-C c\ 

-COOCH 3 oder COOCH2-CH 3 

Berechnung der Summenformel: 

Ziehen wir vom Mol-Gewicht 2 0 (aus Esterbindung) und 
I N (aus Amin) ab, so verbleiben 201 fHr C und H. 

C14H33 enth~it zu viel Wasserstoff, da Aromat nachge- 
wiesen ist, und 

CIsH21 vernHnftig, hingegen besitzt 

C16H9 zu wenig Wasserstoff. 

Die Summenformel lautet demnach CIsH2102N , das ergibt die Formel des 
Analgeticums Pethidin 

3. Beispiel Nr. 3 

Analytische Daten: 
UV: 

basischer Extrakt 
kleines Max. bei 279 nm, Schulter bei 272 nm, starkes 
Maximum bei 228 nm 

IR: starke Banden bei 780, 850, 1174, 1605, 1690 cm -I 
mittlere Banden bei 900, ]lO0, 1180, 1400, 1550, 1640, 
3200 cm -I und 3400 cm -I (Doppelbande) 

MS: 28-32 (I0-25%) 86 (100%) 120 (30%) 
42 (20%) 92 (12%) 137 (5%) 
58 (30%) 99(25%) 
65 (15%) II0 (10%) 164 (8%) 

UV: Aromatisches Ringsystem~ da~ von elektronegativen Substituenten beeinfluBt 
ist. 

fR: 3400 cm -I 

1500 und 
1605 cm -I 

780 und 
820 cm -I 

1640 cm -I 

Doppelbande von prim. Amin (weitere Bande bei 3200 cm -I) 

Best~tigung des Aromaten 

p-Substitution 

zusammen mit der Doppelbande bei 3400 cm -I , kSnnte yon 
einer prim. Aminogruppe herrUhren 
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Abb. 3. Analytische Daten des Beispiels 3 
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1690 cm -I Carbonylfunktion, keine Aldehydgruppe, Ketongruppe nur an 
stark unges~ttigtem System mSglich, stan~nt eher yon aroma- 
tischem Ester (Benzoes~ureesterderivat) 
(vgl. auch llOO - I174 cm-1). 

MS: 164 Kein MolekHipeak, da die Differenz zu den n~chsten Frag- 
menten 137 und 120 keine Hblichen Abspaltungen sind. 

86 Basispeak. CsHl2N-Gruppe, dazu paBt auch 58 (besitzt 
2 C-Atome(Xthylgruppe) weniger). 

92 und 120 KSnnte von einem Aminophenylrest stammen (C6H5NH) , der 
Peak bei 120 wgre dann das BruchstHck von einem p-Amino- 
benzoes~ureester (H2N-CgH4-CO). 

N~R: Das NMR-Spektrum zeigt bei 7,8 und 6,6 ppm die aromatischen Protonen 
(p-Substitution), ebenso sind bei 4,4 ppm die Protonen der Methylengruppe 
eines Esters enthalten. Bei l,! ppm sind zwei endst~ndige Methylgruppen 
(Diaethylgruppe) zu erkennen. Die Protonen der aromatischen Aminogruppe 
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dH~rften im Signal der Estermethylengruppe bei 4,4 ppm enthalten sein, was 
auch aus dem Integral (bei 4,4 ppm, 4 Protonen) hervorgeht. 

Wir mHssen nun noch die beiden Bruchstiicke - den p-Aminobenzoerest und das 
tert. Amin (C6H12 N) - zusammenh~ngen, z.B. ~ber eine Esterbrilcke. Nach 
Hinzuf~gen einer weiteren CH2-Gruppe kommen wir zum Lokalanaesthetikum 
Procain (Mol.Gew. 236):  __yo 

0-CH 2 -CH2N ~ 

C2tt5 

III. KOMBINATION VON FRAKTIONIERUNGSVERFAHREN MIT INSTRUMENTELLEN IDENTIFIKA- 
TIONSMETHODEN 

Die angefHhrten Beispiele zeigen, wie mit dem Zusammenspiel der vier instru- 

mentalanalytisehen Methoden unerwartete und unbekannte Substanzen identifiziert 

werden kSnnen. Die'se Art Spektrenauswertung wird heute an den meisten Hochschu- 

len gelehrt und geHbt. FHr die sp~tere praktische Verwendung ist diese Schulung 

allerdings oft etwas allzu akademisch. Man vergiBt, darauf hinzuweisen (und dies 

auch mit Beispielen zu belegen), dab die moderne Instrumentalanalytik auch zu- 

sammen mit klassischen Methoden wie z.B. Schmelzpunktsbestimmungen oder Elemen- 

taranalysen und auch mit chromatographischen Trenndaten verwendet werden kann. 

Es wird auch nicht darauf hingewiesen, dab die instrumentellen Methoden eine 

Abtrennung und Isolierung der zu identifizierenden Verbindungen bedingen, und 

dab ihr Einsatz sehr stark von den verwendeten Fraktionierungsverfahren und 

der Reinheit der anfailenden Komponenten abhgngig ist. 

.1.. Quantitative Aspekte 
Wir Praktiker, die wir uns tagt~glich mit Problemen der Abtrennung und der Rein- 

darstellung befassen mHssen, wissen, dab die zu Identifikationszwecken benStig- 

ten analytischen Daten 

- meist nur nach erfolgter Isolierung einer Verbindung beschafft werden kSnnen, 

- oft nur bei gutem Reinheitsgrad der abgetrennten Komponente zuverl~ssige In- 

formationen ergeben, 

- bei gewissen Identifikationsverfahren wie z.B. NMR nur bei Vorliegen von 

relativ viel Substanz erh~It]ich sind. 

Was sind nun die Substanzmengen, welche die vorerw~hnten instrumentalanalyti- 

schen Methoden benStigen? In der folgenden 0bersicht geben die Zahlen auBer- 

halb der Klammer diejenigen Mengen an, die ein Normalger~t verlangt. Die Zah- 

len in Klammern sind diejenigen Stoffmengen, die mit Ultramikro-Technik noeh 
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analysierbar sind. Da die Nachweisempfindlichkeit strukturabhgngig ist, kSnnen 

die angegebenen Werte je nach Substanztyp ziemlich stark variieren. 

NMR I0 mg (I mg) 
Mikro-Elementaranalyse | mg 
Ultraviole~t 10 ~g (1 ~g) 
Infrarot IO ~g (I ~g) 
Massenspektrometrie I00 ng (I0 ng) 
Spektrofluorimetrie ]0 ng (I ng) 

Wir sehen aus diesen Zahlen, dab die NMR bereits mehr Substanz benStigt als 

eine Mikro-Elementaranalyse. Der Toxikologe wird daher selten in die Lage kom- 

men, dieses Verfahren zu benHtzen. Er wird sich dafHr umso mehr auf Massen- 

spektrometrie, Infrarot- und Ultraviolett-Spektroskopie abstHtzen mHssen. Bei 

der Arbeit mit Infrarot wird vorausgesetzt, dab mit Mikropillen und Strahlen- 

gang-Kondensor gearbeitet wird. In Bezug auf Empfindlichkeit sind Massenspek- 

trometrie und Spektrofluorimetrie die gHnstigsten Verfahren. Der Anwendungs- 

bereich der Massenspektrometrie in der Toxikologie ist fast unbegrenzt, wghrend 

nur ein geringer Anteil der uns interessierenden Substanzen fluoresziert und 

wenig Information Hber Korrelation zwischen Spektralfluorimetrie und chemischer 

Konstitution verfHgbar ist. 

2. AnsprNche an die Reinheit 

Auch in Bezug auf Reinheit der isolierten Komponenten stellen die instrumental- 

analytischen Methoden sehr verschiedene Anforderungen. Am bescheidensten ist 

die Ultraviolett-Spektroskopie. Sie igSt sich schon f~r das "screening )' von 

relativ unreinen Extrakten verwenden und ist in der Lage, nicht nur organische, 

sondern auch w~sserige LSsungen zu analysiereno Da UV-Spektren sehr oft pH- 

abhgngig sind, sollten alle Extrakte mit ionisierbaren Inhaltsstoffen bei ver- 

schiedenen pH-Werten im UV aufgenommen werden. 

IR, NMR und MS stellen hShere Anforderungen an die Reinheit der Komponenten. 

Diese sollte mindestens 95 % betragen, besser noch 99 %. Je unreiner eine 

isolierte Substanz, desto mehr Kenntnisse und Erfahrung erfordert die Auswer- 

tung der anfallenden Spektren. Je unvollkommener die Daten aus einer instru- 

mentellen Methode, desto starker mHssen sie durch andere Verfahren gestHtzt 

werden. 

W~hrend UV-Spektroskopie schon mit den Extrakten aus den flOssig-fl~ssig Frak- 

tionierungsschritten betrieben werden kann, erfordern die anderen instrumen- 

tellen Identifikationsverfahren weitere Reinigungsoperationen, wie 

- Kristallisation oder bei nicht kristallisierenden Komponenten wiederholte 

Fgllung, 

- fraktionierte Sublimation, 
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- Destillation ohne oder mit Wasserdampf 

- kolonnen-chromatographische Trennungen, die auf 

Adsorption, Verteilung, Ionenaustausch oder Molekular- 

gewichtsverteilung beruhen, 

- gaschromatographische Trennungen, sowohl auf Adsorptions- wie 

auch auf Verteilungs-Grundlage. 

Bei der Suche nach einem unbekannten Pharmakon extrahiert der Toxikologe meist 

saure Verbindungen, Neutralstoffe, Basen und amphotere Wirkstoffe getrennt. 

Eventuell unterteilt er sogar den sauren Auszug in starke und schwache Sguren. 

Die Extrakte werden UV-spektroskopisch untersucht, sowohl im organischen LS- 

sungsmittel wie auch (mit Ausnahme der Neutralextrakte) in w~ssriger LSsung 

bei drei verschiedenen pH-Werten° Die in den sauren und neutralen Extrakten 

anfallenden Pharmaka lassen sich Oft durch Kristallisation oder Sublimation in 

hoher Reinheit darstellen, Das erweist sich als gHnstig fHr die anschlieflenden 

Untersuchungen mit IR und MS. Die basischen und amphoteren Extrakte hingegen, 

sowie die Extrakte nach Hydrolyse, liefern selten kristallisierbare oder subli- 

mierbare Komponenten. Sie mHssen meist mit DHnnschichtchromatographie, mit Gas- 

chromatographie oder mit S~ulenchromatographie gereinigt werden. In diesen F~I- 

len ist es sehr wichtig, wie das chromatographische Trennverfahren mit den 

spektroskopischen Identifikationen verbunden wird. 

3. "Off-Line"-Kombinationen 

Die Koppelung von Trennverfahren mit Identifikationsverfahren mu~ heute von den 

meisten Toxikologen "off-line" betrieben werden. Die abgetrennten Komponenten 

sind zuerst in Substanz zu fassen und kSnnen erst dann an die Identifikations- 

ger~te weitergegeben werden. Das ist gar nicht immer so einfach, handelt es 

sich doch meist um Mikrogramm-Quantitgten oder sogar Sub-Mikrogramm-Mengen. 

Bei der S~ulenchromatographie liegen die Verhgltnisse wohl am einfachsten. 

Die eluierten Fraktionen k~nnen durch nach Zeit, Volumen oder Tropfenzahl ge- 

steuerten Kollektoren aufgefangen werden. Regelt man die Auffangvolumina durch 

den Schreiber des verwendeten Detektors (z.B. UV-Detektor, Refraktometer oder 

"moving-wire"-Detektor), so spiegelt sich die erzielte Trennung in den erhal- 

tenen Fraktionen wieder. FHr einige Identifikationsmethoden ist anschlie~end 

noch eine Entfernung oder Ersetzung des LSsungsmittels notwendig. 

Bei dHnnschichtchromatographischen Analysen mHssen die abgetrennten Substanz- 

flecken vor der spektrometrischen Analyse durch Extraktion aus der Trennschicht 

isoliert werden. Bei einer nachfolgenden Aufnahme des UV-Spektrums ist das 

wenig problematisch. FHr IR- und MS-Spektren hingegen sind normalerweise zu 

viele Verunreinigungen vorhanden. Eine zusgtzliche Reinigungsoperation ist an- 
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gezeigt, erfordert aber oft viel Zeit und kann Substanzverluste mit sich zie- 

hen. 

Das Auffangen von gaschromatographisch aufgetrennten Fraktionen ist bedeutend 

leichter als vielfach angenommen. Durch die Instrumenten-Firmen werden relativ 

teure Auffangsysteme angeboten, welche fHr uns unnStig sind. Die besten Erfah- 

rungen haben wir mit dem in Abb. 4 gezeigten Vorgehen gemacht: 

Die Trennkolonne mdndet in einen Stromteiler, der sich noch im Kolonnenofen 

befindet und das Eluat in einem ungleichen Verh~itnis (z.B. IO:I oder 30:1) 

aufspaltet. Der kleinere GasfluB m~ndet in einen Detektor (z.B. FID), der grS- 

~ere fHhrt durch die Ofenwand Nber eine Koppelungsstelle ins Freie. Zeigt der 

Detektor das Erscheinen einer Komponente an, so wird hier eine Glaskapillare 

aufgesteckt. Der Temperaturabfall beim Austritt aus dem heiBen Ofen bewirkt 

meist eine fast vollst~ndige Kondensation an der Kapillarwandung. Eine zus~tz- 

liche K~hlung ist nur bei ganz leicht flNchtigen Verbindungen notwendig, sonst 

aber unangebracht, weil sie zu Nebelbildung und damit zu Substanzverlusten 

fHhrt. Das Kondensat im Kapillarrghrchen kann von Auge oder mittels einer Lupe 

erkannt werden. Es l~t sich mit einigen ml Lbsungsmittel in eine Quarzzelle 

C 

J 

J~ 

Abb. 4. Auffangvorrichtung von gaschromatographischen Fraktionen 
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spHlen und UV- oder fluoreszenz-spektroskopisch analysieren~ Das Kondensat kann 

auch mit einigen Tropfen Chloroform direkt auf eine vorbereitete Portion Kalium- 

bromid gewaschen und in eine Mikropille verarbeitet werden f~r die IR-Aufnahmen. 

Auf diese Weise lassen sich gut auswertbare IR-Spektren schon ab I ~g Kondensat 

erzielen. Auch fNr die Massenspektrometrie sind solche Kondensate geeignet. Die 

Kondensationsstelle des RShrchens wird herausgeschnitten und Hber den Direktein- 

lass in das Hochvakuum des Massenspektrometers eingeschleust. 

4. "On-Line"-Kombination 

NatNrlich ist es eleganter, die Kombination yon Fraktionierungsverfahren und 

Identifikationsverfahren "on-line" durchzufHhren, d.h, ohne da~ ein Auffangen 

der chromatographiach getrennten Fraktionen notwendig ist, Dieses Problem ist 

heute bereits f~r die Koppelung Gaschromatographie-Massenspektrometrie gelSst. 

Das ist eigentlich erstaunlich. Wohl handhaben diese beiden Methoden vergleich- 

bare Substanzmengen; wghrend aber die Gaschromatographie bei Uberdruck arbeitet, 

funktioniert die massenspektrometrische Analyse im Hochvakuum. Das Kombinations- 

verfahren ist deshalb apparativ sehr aufwendig, bHrgert sich aber dennoch in 

toxikologischen Untersuchungslaboratorien ein. Sein Einsatz hat in wenigen 

Jahren bereits au~erordentliche Erfolge gezeitigt. 

Die Versuche zur direkten Koppelung yon GC mit IR haben erst in allerneuster 

Zeit zu leistungsf~higen Instrumenten gefHhrt, deren praktische Bew~hrung aber 

noch aussteht. Interessant sind auch die neuesten Entwicklungsarbeiten Hber 

die Koppelung von Hochdruck-Kolonnenchromatographie mit auf chemischer Ioni- 

sation basierender Massenspektrometrie. 

Bei der heutigen Renaissance der S~ulenchromatographie f~llt auf, da~ die 

"on-line"-Koppelung dieser Trenntechnik mit Spektrometrie nicht vermehrt und 

schnellen Eingang findet. UV- und Fluoreszenz-Monitoren werden zwar als Detek- 

toren benutzt, registrleren jedoch meist nur eine bestimmte Wellenlgnge als 

Funktion der Zeit; auf eine kontinuierliche Ausmessung des ganzen Wellenbe- 

reichs wird verzichtet. 

"On-line"-Kombinationen yon Fraktionierungs- und Identifikations-Methoden 

sind elegant, aber teuer und reparaturanfgllig. Nicht jedes toxikologische 

Laboratorium wird in der Lage sein, solche Installationen zu kaufen und zu 

warten. Dazu mSchten wir doch bemerken, daR die "on-line"-Koppelung nicht 

irmner eine Zeitersparnis bedeutet gegenHber der "off-line"-Kombination. So 

kann man z.B. bei der letzteren eine aufgefangene Fraktion verschiedenen Iden- 

tifikationsger~ten zufHhren und sich mit dem notwendigen Mehraufwand f~r die 

Isolierung der Substanz auch bedeutend mehr analytische Informationen beschaf- 

fen. 
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IV. AUS DER PRAXIS ENTNOMMENE BEISPIELE FOR ISOLIERUNG UND IDENTIFIKATION 

]. Beispiel Nr. 4: Untersuchung einer, w~ssrigen LSsung 

Bei einer Kontrolle auf Suchtmittel wurde u.a. ein Tropffl~schchen mit farb- 

loser Fl~ssigkeit behgndigt, deren Zusammensetzung aufzuklgren war. 

Die w~sserige LSsung wurde extrahiert, mit Gliederung in stark saure, schwach 

saure, neutrale, basische und amphotere Komponenten (LSsungsmittel %ther, fHr 

amphotere Komponenten methanolhaltiges Chloroform). Die Hauptanteile der 18s- 

lichen Verbindungen verblieben im schwach sauren und im amphoteren Extrakt. 

a. Die UV-Spektren des schwach sauren Extraktes in Wasser bei verschiedenem 

pH gibt Abb. 5 wieder. Durch GC-MS (Trennkolonne mit 2,5 % Apiezon L) konnte 

diese Fraktion in 2 Komponenten aufgespalten werden. Der erste der beiden 

Spektren des sauren Extraktes von Beispiel Nr. 4 

80 .°°°".. 
f ',, 

?0 ."" \ 
pH 12 ;" 

60 ,' / / ~ " ~ .  ," \ " 
; \ ; / \ 

50 .' / \ \  . 

40 "" p H 2 / - ' ~  , / i  I pi l l0 \ \ 
• ", / I  \ "  

\ \  
20 \',,, 

10 

0 r ; I 
2/+0 260 280 300 nm 320 

Abb 5a. UV-Spektren bei pH 2, 10, ]4 (Wasser) 

Abb.5b. IR-Spektrum (KBr) 
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5c. Massenspektrum (I. Komponente) 

5d. Massenspektrum (2. Komponente) 

Peaks wurde zudem beim Ko!onnenaustritt aufgefangen und IR-spektrophotome- 

trisch analysiert. 

Die Interpretation ergibt 

IFF: Mindestens zweifach substituierter Aromat mit phenolischem Hydroxyl, 
bei pH 7,3 bereits ionisiert. 
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Formel ~ CO-O-CH S 

H0J 
MS der zweiten Komponente: 

M = 180 --+ keine oder gerade Zahl N-Atome. 
M+2 klein --+ CI, Br und S fehlen. 
Hauptfragmente (AuSer m/e 138) wie bei erster Komponente 
---+ struktur~hnliche Verbindung. 
Basispeak 121 (wie in erster Komponente) weist auf Rest 

HO ~ C O -  

Masse 138 entspricht der Hydroxybenzoesgure, Verbindung mit M = 180 
dem Isopropylester. 

IR: Best~tigung von 
- phenolischem Hydroxyl (Banden um 3 ~ sowie bei 7,6 und 8,1 ~), 
- Ester Carbonyl (intensive Banden bei 5,95 ~ und 7,85 ~). 
Der aro~atische Substitutionstyp geht aus dem langwelligen Bereich 
nicht eindeutig hervor. Die vier scharfen Banden zwischen 6 und 7 
sprechen fHr p-Substitution. 
Beide Verbindungen sind Ester der p-Hydroxy-benzoes~ure: 

b. Die Substanz im Chloroformextrakt (die sich in kleinerer Konzentration auch 
in einigen anderen Extrakten fand) konnte zur Kristallisation gebracht wer- 
den. lhre UV-Spektren in Wasser wie auch ihr MS-Spektrum sind in Abbildung 
6 wiedergegeben. 

Interpretation 

UV: heteroaromatisches System (pH-abh~ngige B-Bande mit Max. um 260 nm), 
erinnert an Nicotinyl-Rest. 

MS: M = 178 --+ gerade Anzahl N. 
M+l = 11,5 % von M ---+ IO C. 
M+2 = 1,5 % von M ---+ CI, Br, S. 

m/e 78 }I --+~-~CO- 
m/e 106 } 

Die restlichen 72 Masseneinheiten enthalten mindestens I N --+ C4H10N° 

m/e 163 = M-15 --+ Abspaltung von Methyl 
m/2 149 = M-29 ---+ Abspaltung yon %thyl 
m/e 134 = M-(15+29) --+ gleichzeitige Abspaltung yon 

Methyl und ~thyl. 
Alle diese Bedingungen erfHllt der Rest 

_NjCH2-CH3 
CH2-CH 3 

fR: Besitzt starke Amidbande um 6,1 ~, die die Anwesenheit von Nicotins~ure- 
di~thylamid best~tigt. 
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der ersten Komponente: 
M = 152 --+ keine oder gerade Anzahl N-Atome. 
M+2 unter 4 % ---+ CI, Br, S fehlen. 
Abspaltung von 3] ---+ Methoxyl. 
Abspaltung von 59 (= 3] + 28) ---+ Methylester. 
Das verbleibende Fragment 93 muB den Benzolkern mit dem Hydroxyl ent- 

halten. 

Spektren der amphoteren Substanz von Beispiel Nr. 4 
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Abb. 6a. UV-Spektren (Chloroformextrakt) 

Abb. 6b. Massenspektrum 
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Die LSsung im Tropffl~schchen enthielt demnach Nikethamid sowie ein Gemisch 

von Methyl- und Isopropylester der p-Hydroxy-benzosgure (sogenannter Repro- 

ester, ein Konservierungsmittel). 

2. Beispiel Nr. 5: Suche nach einem Sedativum und Konvulsivum in KSrperflHssig- 
keiten (Blut, Urin) 

Der Fraktionierungsgang umfaBte ~therextraktionen der sauren und der alka- 

lischen KSrperflHssigkeiten, dann eine Chloroform-AusschHttlung bei pH 8. 

Die organischen Ausz~ge wurden durch flHssig-flHssig Extraktionen gereinigt 

und dabei zum Teil noch so gegliedert, dab die stark sauren, schwach sauren, 

neutralen, basischen und amphoteren Wirkstoffe in getrennten Fraktionen 

vorliegen mu~ten. 
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Spektren zum Beispiel Nr. 5 (basische Komponente aus Blut) 
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Abb. 7a. UV-Spektren (Wasser) 

Abb. 7b. IR-Spektrum (KBr) 
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Abb. 7c. Massenspektrum (durch GC/MS) 

m/e % I 

45 7 
57 3 
58 100 
59 4 
152 4 
165 9 
166 4 
167 10 
168 5 
227 2 
255 = M 0,5 

UF: Bei der UV-spektrophotometrischen Kontrolle der Extrakte (in organischer 
L~sung und in Wasser) ergab nur der basische ~therauszug einen auffal- 
lenden Befund. Er ist vereinbar mit der Anwesenheit einer Verbindung 
mlt Phenyl- Oder Benzyl-Rest (PH-unabhgngige B-Bande). 

MS: Mit GC-MS (Trennkolonne SE-30) lieB sich aus dem basischen Extrakt eine 
in betr~chtlicher Konzentration anwesende Komponente isolieren undmas- 
senspektrometrisch charakterisieren. Das Basisfragment mit Masse 58 ist 
vereinbar mit der Anwesenheit eines Dimethylamino~thyl-Restes: 

-CH2-CH2 J-N~. m/e 58. 
CH3 

Das Molekdlion (255) ist wenig intensiv und erlaubte keine Bestimmung 
der C-Zahl anhand der Isotopenpeaks. 0,6 mg Substanz wurden daher mit 
GC gereinigt, im Kapillarrohr aufgefangen und elementaranalytisch auf 
C analysiert (H-Bestimmung zu ungenau). Der C-Gehalt von fund 80 % 
zeigt, dab unser MolekHl 17 C-Atome enth~It. Die Zahl der N-Atome muB 
ungerade sein. 

IR: Aus dem IR-Spektrum, aufgenommen mlt einem weiteren gaschromatographi- 
schen Kondensat, ergibt sieh die A~wesenheit einer aliphatischen %ther- 
brHcke als einzige O-Funktion (starke Bande bei 9 - 9,1 ~). Das alles 
macht die Bruttoformel CITH210H wahrscheinlich. 

Die relativ kleine Anzahl H-Atome indiziert die Anwesenheit von 2 Benzol- 
kernen, beide gemgB IR-Spektrum monosubstituiert (13,3 und 14~I ~). In ~- 
Stellung zu den aromatischen Kernen darf weder eine Methylengruppe stehen 
(kein Ion 91 im MS) noch ein C-Atom mit Doppelbindung (keine K- und R-Ban- 
den im UV). Diese Anforderungen sind erfHllt, wenn beide Kerne am gleichen 
C-Atom sitzen: 
Durch Verbindung der beiden TeilstUcke Hber die ~therbrHcke ergibt sich die 
Formel f~r Benzhydramin, bzw. Diphenhydramin: 

%~ -CH2-CH2-N (CH3) 2 
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Zusammenfassend mSchten wir bemerken, dab for uns Toxikologen yon den 

instrumentalanalytischen Identifikationsverfahren die Ultraviolett- und Infra- 

rot-Spektroskopie und die Massenspektrometrie die wichtigsten sind. Die erstere 

kann bereits zur Analyse von relativ rohen Ekstrakten verwendet werden, w~hrend 

die beiden anderen eine Reinigung durch Kristallisation, Sublimation oder 

chromatographische Techniken bedingen. In der chemischen Toxikologie werden 

wir (aus quantitativen GrOnden) nur selten die MSglichkeit haben, auch die 

Kernresonanzspektroskopie einzusetzen. Wir mSchten aber darauf hinweiSen, dab 

es in der Praxis durchaus vorteilhaft ist, die neuen instrumentalanaiytischen 

Verfahren mit klassischen Methoden wie Mikro-Elementaranalyse, Schmelzpunkts- 

bestimmungen sowie auch mit chromatographischen Trenn- und Anf~rbe-Daten zu 

erg~nzen. In der organischen Analytik ist ein instrumentelles Team immer noch 

das bessere Inventarium als ein S01o-Instrument. Je vielseitiger dieses Team, 

umso wirkungsvoller sein Einsatz. 
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