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Differentiation of morphine abuse from codeine abuse
by means of GC/MS examination of blood

Summary. Morphine and codeine were isolated from blood with C18 Bond
Elut columns and derivatised with pentafluoropropionic anhydride (PFPA).
The PFPA-derivatives were examined by means of gas chromatography/mass
spectrometry using electron impact and chemical ionisation (positive and
negative mode). The negative chemical ionisation, as most sensitive, was
applied for the quantitation of both examined substances in forensic blood
samples.
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Zusammenfassung. Morphin und Codein wurde mittels C18-Sdulenextrak-
tion isoliert und mit Pentafluorpropionsdureanhydrid (PFPA) derivatisiert.
Die PFPA-Derivate wurden gaschromatographisch und massenspektrome-
trisch untersucht und hinsichtlich ihrer optimalen Nachweismoglichkeit ver-
glichen. Aufgrund unserer Untersuchungsergebnisse ist die C18-Siulenex-
traktion in Kombination mit der negativ-chemischen-Ionisation (NCI) be-
sonders zum Nachweis von derivatisiertem Codein und Morphin geeignet.
Die Bestimmungsgrenze liegt derzeit bei etwa 2 bis 5 ug Morphin oder Codein
pro Liter Blut.
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Blutproben — Heroinkonsum, Unterscheidung von Codeinaufnahme
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1. Einleitung

Die Korperfliissigkeit, die am ehesten den Nachweis einer vorausgegangenen
Aufnahme von Heroin zulidBt, ist der Urin, sofern er in ausreichender Menge
abgegeben wurde. Bekannte Probleme bei der Bewertung der Untersuchungser-
gebnisse sind die Differenzierung zwischen der Aufnahme von Heroin und/oder
Codein aus Tabletten als Ersatzdroge. Auch bei reiner Codeinaufnahme liegt in
der Endphase der Elimination die Morphin- iiber der Codeinkonzentration [1].
Fehn und Megges sowie andere Autoren wiesen auf die Moglichkeit hin, iiber
Monoacetylmorphin einen Heroinkonsum nachzuweisen [2—6]. Sticht, Kafer-
stein und Staak gelang es, Monoacetylmorphin neben freiem und gebundenen
Morphin und Codein in Urinproben nachzuweisen und tber das Konzentra-
tionsverhiltnis von freier Codein- zu Morphinbase auf die Verbringungsform
riickzuschliefen. Ist das Konzentrationsverhéltnis unter 0,5, so kann mit 98%iger
Wahrscheinlichkeit von einem Heroin- oder Morphinkonsum ausgegangen wer-
den [7].

Zunchmend héufiger verweigern jedoch die Betroffenen die freiwillige Ab-
gabe einer Urinprobe, und die Ermittlungsbehorden sind gezwungen, entspre-
chend der Alkcholuntersuchung die Blutprobe als Untersuchungsmaterial her-
anzuzichen. Aus der wesentlich geringeren Probenmenge und der gegeniiber
Urin um 2 bis 3 Zehnerpotenzen niedrigeren Konzentration stellt sich zun#4chst
das Problem einer zufriedenstellenden Aufarbeitung, das durch geringe Wieder-
findung bei der Extraktion von Morphin und Codein gekennzeichnet ist. Zum
anderen sollte der Nachweis aus Blut die akute Beeinflussung durch Morphin/
Heroin oder Codein anhand mefbarer Konzentrationen bewertbar machen.
Konzentrationen von Morphin oder Codein in Blut unter 100 pug/l kénnen mit
massenspektrometrischer Einzelionendetektion unter Verwendung von EI-, be-
sonders aber PCI- oder NCI-Technik nachgewiesen werden.

Die immunochemischen Untersuchungen fiir Blut und Urin sind Vortests,
erfassen alle Opiate entsprechender Struktur und lassen die Unterscheidung
zwischen Morphin und Codein nicht zu. Ein weiterer Nachteil der iiblichen im-
munochemischen Untersuchungen ist, da weniger die freien, sondern vor allem
die als Glucuronid gebundenen Anteile erfa3t werden, obwohl sie pharmakolo-
gisch inaktiv sind und das Morphin-Glucuronid die Blut/Gehirn-Schranke nicht
passieren kann. Die immunochemische Bestimmung des freien Morphins ist mit
speziellen Tests moglich [8].

Heroin wird im Blut schnell iiber 6-Monoacetylmorphin zu Morphin hydroly-
siert. Die Plasmahalbwertszeit von Heroin betrigt etwa 3, die von 6-Monoace-
tylmorphin etwa 38 Min. {9, 10]. 6-Monoacetylmorphin wird auch in vitro durch
eine im Blut vorhandene Esterase weiter zu Morphin abgebaut [10]. Morphin
und Codein besitzen im Gegensatz dazu eine Plasmahalbwertszeit von etwa 2 bis
4 Std. und sind daher auch noch Stunden nach ihrer Einnahme nachweisbar. Die
Halbwertszeiten konnen sich durch Induktion des mikrosomalen Enzymsystems
(Gewodhnung und Abh#ngigkeit) verkiirzen. Nach einer Codeineinnahme wird
auch Morphin als aktiver Metabolit gebildet. Es ist daher wie bei der Urinana-
lyse sinnvoll, die Konzentration von Morphin und Codein im Blut zu bestimmen
und iiber das Konzentrationsverhidltnis zu versuchen, cine Aussage {iber die
Verbringungsform zu treffen, falls nicht Monoacetylmorphin direkt nachweisbar
ist. Aus Griinden der Spezifitat und der breiten Anwendungsmoglichkeit fiir an-
dere Betiubungsmittel wihlten wir die Derivatisierung mit PFPA (Abb. 1). Die
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El-Spektren der PFPA-Derivate von Morphin und Codein wurden bereits 1988
von J. Fehn beschrieben [3].

Ziel dieser Arbeit war es, die PFPA-Derivate von Codein und Morphin gas-
chromatographisch und massenspektrometrisch mit verschiedenen Ionisations-
techniken zu untersuchen und die dabei gewonnenen Erkenntnisse bei der Un-
tersuchung von Blutproben im angesprochenen Sinne anzuwenden.

2. Experimentelles

2.1. Probenmaterial. Zur Verfiigung standen 13 Blutproben, die von polizeilichen Kontroll-
mafnahmen im Strafenverkehr oder hauseigenen Sektionen stammten. Die Proben sind mit
dem Préfix S fiir Sektion, Ba fiir Blutalkohol und Ch fiir chemisch-toxikologische Untersu-
chung ohne Blutalkohol versehen.

2.2, Standards. Es wurden methanolische Standards (je 1mg/ml) von Morphin und Codein
durch Einwiegen der Hydrochloride hergestellt. Die Standardldsungen sind im Gegensatz zu
den PFPA-Derivaten monatelang unzersetzt haltbar. Fiir Zusitze bis etwa 1 mg Codein oder
Morphin pro Liter Blut als externen Standard ergab sich eine lineare Beziehung zwischen Kon-
zentration und Peakfldche.

2.3. Extraktionsmethode. Die Extraktionsmethode basiert auf einer Vorschrift von Schubert
und Schubert [11] und geht von 1 ml Blut aus (Abb. 2). 1 ml Blut wird mit 0,5 m] Ethanol ver-
setzt und fiir 10 Min. im Kiihlschrank bei ca. 5°C aufbewahrt. Danach werden 6,5 ml einer eis-
kalten 0,1 M Sodapufferlosung (pH 9) zugegeben. Nach dem Zentrifugieren wird der gesamte
Uberstand durch eine mit 3 ml Methanol und 3 ml Wasser vorkonditionierte C-18 Siule (Ana-
Iytichem 3 ml) gesaugt. Die Saule wird mit 3 ml Wasser gespiilt und 10 Min. unter Wasserstrahl-
vakuum belassen. Die Elution erfolgt mit 1,5 ml einer Mischung aus Dichlormethan/Aceton
(1:1). Die Losung wird mit Stickstoff zur Trockne eingeengt und mit 50 il Pentafluorpro-
pionsdureanhydrid (PFPA) fiir 1 Std. im geschlossenen GC-Glischen auf 60°C erwiirmt. Da-
nach werden das iiberschiissige PFPA mit Stickstoff abgeblasen und die Extraktionsriickstinde
in 30 pl Essigsdureethylester anfgenommen. Die Extrakte sind auch bei der Verwendung von
Scktionsblut farblos. Die Wiederfindung betrigt fiir Codein 93% und fiir Morphin 71% und
bestitigt die von Schubert und Schubert angegebenen Werte (Codein 93% und Morphin
68%).

2.4. Gaschromatographie und Massenspektrometrie. Zur Messung der GC/MS-Spektren wurde
ein HP 5988 Massenspektrometer in Kombination mit einem HP 5890 Gaschromatographen
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(Hewlett Packard GmbH, Waldbronn) verwendet. Die Auswertung erfolgte mit einer HP
59970 Workstation.

Als Trennséule diente eine Kapillare CP-SIL 5 (12m, 0,24 mm ID, Filmdicke 0,1 um). Der
Splitless-Injector und das Interface wurden auf 250°C geheizt. Die Trennung wurde nach 1 Min
isotherm bei 200°C temperaturprogrammiert mit 20°C/Min bis 300°C durchgefiihrt. Diese
Endtemperatur wurde dann fiir 1 Min gehalten.

2.5. Immunochemischer Vortest. Zur Untersuchung der Blutproben mit der Fluoreszenzpolari-
sation (FPIA, TDx-MeBsystem Abbott GmbH, Wiesbaden) wurde 1 ml einer Blutprobe mit
3ml Aceton versetzt und zum Uberstand nach Einengung im Stickstoffstrom 0,5 ml Wasser ge-
geben. Die derartig aufkonzentrierte Probe kann direkt vermessen werden. Der ,,cut-off“ die-
ser Methode liegt bei ca. 100 pg Opiate/l Blut [12] relativ hoch. Die Messung mit RIA erfolgte
ohne weitere Probenvorbereitung direkt aus Blut. Der ,,cut-off* fiir RIA liegt bei ca. 20pg
Opiate/l Blut. Bei den von uns verwendeten immunochemischen Methoden werden sowohl ge-
bundene als auch freie Opiate erfaBt. Eine Differenzierung zwischen Codein und/oder Mor-
phin ist mit diesen immunochemischen Methoden nicht moglich.

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Derivatewahl

Gingige Derivatisierungsmethoden fiir Morphin und Codein fiir die Gaschro-
matographie sind mit Acetanhydrid, Trifluoracetanhydrid, Pentafluorpropions-
dureanhydrid (PFPA), Heptafluorbuttersdureanhydrid, N-Methyl-bis-Trifluor-
acetamid (MBTFA) und N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (MSTFA)
bekannt [13-16]. Die Derivatisierung mit PEPA ist auch fiir andere Betdubungs-
mittel anwendbar [17].
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Tabelle 1. Retentionsindex (RI) nach Kovats (Saule: CP-SIL 5) und m/z-Werte fiir verschiede-
nen Ionisationsarten (EI, PCI, NCI) in Klammer die Intensitit in Prozent

PFPA-Derivat von RI EI PCI NCI
Morphin 2140 577 (15) 578 (100) 557 (38)
414 (100) 577 (71) 538 (24)
558 (55) 537 (100)
415 (96) 517 (11)
414 (22) 513 (29)
429 (11)
412 (19)
411 (86)
391 (12)
Codein 2150 446 (18) 475 (11) 426 (22)
445 (100) 474 (46) 425 (100)
447 (17)
446 (78)
445 (61)
426 (14)
283 (21)
282 (100)
Dihydrocodein 2160 448 (23) 448 (100) 427 (100)
447 (100) 284 (32) 383 (36)
284 (43) 407 (24)
300 (15)
6-Monoacetylmorphin 2260 474 (13) 474 (15) 537 (28)
473 (56) 473 (12) 414 (23)
415 (22) 415 (22) 413 (100)
414 (100) 414 (100) 412 (16)
361 (13) 411 (54)
385 (52)
325 (18)

3.2. GCIMS Parameter

In Tabelle 1 werden die Ergebnisse unserer GC/MS Untersuchungen fiir den
Massenbereich von 280 bis 600 zusammengefaf3t. Es werden die wichtigsten m/z-
Werte (iiber 10%) fiir fiinf ausgewihlte Opiate angegeben. Von den PFPA-De-
rivaten von Morphin und Codein erhielten wir EI-Spektren, die mit denen von
J. Fehn [3] vergleichbar sind. Durch die Messung mit positiv- und negativche-
mischer Ionisation (PCI und NCI) lassen sich die bisher bekannten massenspek-
trometrischen Daten sinnvoll ergénzen. In den PCI-Spektren (230eV) von deri-
vatisiertem Morphin und Codein treten, wie erwartet, die M+1 Peaks bei 578
und 446 auf. Im PCI-Spektrum des Codein-Derivates ist auch ein M+29 Peak
kriftig ausgebildet. Bei den NCI-Spektren (230 eV) konnte weder fiir das Mor-
phin noch fiir das Codein-Derivat ein Molpeak erhalten werden. Die Peaks mit
dem grofiten m/z-Verhiltnis entsprechen bei Morphin einem M-40 und bei Co-
dein einem M-20 Peak.
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In Abb. 3 sind die Massenchromatogramme fiir ein Leerblut und zwei Zu-
sitze abgebildet. Obwohl der Retentionsindex (nach Kovats) des Morphin-PFPA
Derivates 2140 und der des Codein-PFPA Derivates 2150 betrégt, ist eine Quan-
tifizierung mittels GC/MS leicht moglich, da die gesuchten Massen spezifisch fiir
das Morphin oder Codein-Derivat sind.

Die Signalstirke fiir NCI: PCI: EI betragen fiir die PFPA-Derivate von Mor-
phin und Codein etwa 2000:100: 1. Dabei wurden unter EI-Bedingung (70eV)
die Ionen 414 fiir Morphin und 445 fiir Codein beobachtet. Unter PCI-Bedin-
gung (230eV) wurden die Ionen 578 fiir Morphin und 446 fiir Codein und unter
NCI-Bedingung (230 eV) die Ionen 537 flir Morphin und 425 fiir Codein verwen-
det. Die Verweilzeit betrug fiir jedes Ton 500 ms. Sowohl NCI als auch PCI sind
unter den von uns gewéhlten Bedingungen um ein Vielfaches (mindestens Fak-
tor 100) empfindlicher als EI.

Die absolute Bestimmungsgrenze liegt unter NCI-Bedingung bei etwa 5 pg
fiir Morphin (Ton 537), Codein (Ton 425) und Dihydrocodein (TIon 427) und bei
etwa 15 pg fiir 6-Monoacetylmorphin (Ion 537, Verweilzeit je 500 ms pro Ion).

3.2.1. Quantifizierung von Morphin und Codein. Zur Quantifizierung erwies es
sich als sinnvoll, die lonen 537 fiir Morphin und 425 fiir Codein zu verwenden
(Verweilzeit pro Ion je 500 ms). Diese lonen weisen die grofite Intensitét aller
Ionen mit einem m/z-Verhéltnis iiber 300 auf. Die gesuchten Ionen entsprechen
nicht den Molekiilionen der gesuchten PFPA-Derivate, sondern entstehen durch
die Abspaltung von Fluorwasserstoff aus den entsprechenden PFPA-Derivaten.
Das Ion 537 kann auch zum Nachweis von 6-Monoacetylmorphin verwendet
werden. Die unterschiedliche Retentionszeit der PFPA-Derivate von Morphin
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Tabelle 2. Inmunochemische und GC/MS Befunde

Blutprobe Immunochemisch GC/MS BAK
TDx RIA Morphin Codein Codein/ (%)
(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) Morphin

S 403/88 - 2,1 0,378 2,673 7,0 0

S 38/89 0,078 0,16 0,404 0 0 0

S 7989 >0,2 >1,0 0,794 0,262 0.3 0

S 225/89 - 0,39 0,290 0,140 0,48 2,45

S 245/89 - 0,69 0,360 0 0 0

S 24789 >04 0,66 0,181 0,107 0,5 0,72

S 306/89 >02 1,2 0,110 + + 0,36

Ba 1726/89 - 0,74 0,025 0,132 52 0

Ba2032/89 >0,2 - 0,022 0 0 1,18

Ba 2075/89 >0.4 - 0,009 0,012 1,3 0,74

Ba 2111/89 0,2 - 0,009 0,251 27,8 2,42

Ba2399/89 >0,2 - 0,007 0 0 0

Ch 477/89 >0,2 0,43 0,022 0,029 1,3 -

und 6-Monoacetylmorphin erlaubt es, beide Substanzen iiber das Ion 537 zu de-
tektieren. Fiir routinemiBige Bestimmungen verwenden wir eine externe Ein-
punkt-Kalibration. Zur Kalibration werden 0,2 pg Morphin-Hydrochlorid (ent-
spricht 151 ng Morphinbase) und 1ug Codein-Hydrochlorid (entspricht 805 ng
Codeinbase) zu 1 ml Leerblut zugesetzt. Die Zusitze wurden so gewahlt, daB sie
fiir sich allein betrachtet im toxischen Konzentrationsbereich liegen.

3.3. Untersuchung von Blutproben

Bei der von uns gewihlten Extraktionsmethode wurde bewulit auf eine saure
Glucuronidspaltung im Blut verzichtet und nur die freien Anteile von Morphin
und Codein bestimmt. In keiner der 13 untersuchten Blutproben wurde 6-Mono-
acetylmorphin gefunden. Um 6-Monoacetylmorphin im Blut zu finden, miifiten
die Blutproben sofort mit esterasehemmenden Stoffen (z.B. Natriumfluorid)
versetzt werden. Die Untersuchung einer Blutprobe mit GC/MS erfolgt bei uns
nach positiven Befund mit einer immunochemischen Methode (RIA und/oder
FPIA). In Tabelle 2 werden ausgew#hlte Beispiele unserer Untersuchungen vor-
gestellt.

Bei der immunochemischen Bestimmung werden freie und gebundene Opiate
erfalit. Die Konzentrationsangaben sind daher nur qualitativ mit den GC/MS
Befunden vergleichbar. Bei den von uns mit RIA oder/und FPIA voruntersuch-
ten Fillen traten keine falsch positiven Befunde auf. Alle konnten mit GC/MS
bestétigt werden. Die Untersuchung auf falsch negative Ergebnisse der Immun-
tests dauert zur Zeit noch an.

Die Untersuchung von post mortem gewonnenem Blut erschwert allerdings
die Untersuchung mit GC/MS. In einem Sektionsfall konnte zwar Morphin si-
cher, aber Codein nur qualitativ mit GC/MS bestitigt werden. Die Basislinie
war aufgrund von Matrixeinfliissen so verzerrt, daB eine quantitative Berech-
nung unmoglich wurde. Die Untersuchung des Urines ergab nach saurer Hydro-
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lyse und anschlieBender Aufarbeitung, wie bei Blut, eine Codeinkonzentration
von 0,47 und eine Morphinkonzentration von 0,74 mg/l Urin. Die Gesamtopiat-
konzentration iiber RIA ergab etwa 3,5mg/l. Bei 7 Fiéllen mit relativ hohen
Morphinkonzentrationen (tiber 0,1 mg/l) waren nur 4 Fille alkoholfrei. Obwohl
die von uns gemessene Probenanzahl noch zu klein ist, um gesicherte Aussagen
zu machen, scheint es so zu sein, da} ein Verhiiltnis von freiem Codein zu freiem
Morphin ab 4 mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Codeineinnahme hinweist.
Liegt das Codein zu Morphinverhéltnis unter 1 und ist die Morphinkonzentra-
tion tber 0,1 mg/l kann, aufgrund unserer bisherigen Erfahrung, von einer Mor-
phin- bzw. Heroineinnahme ausgegangen werden.

Schluifolgerungen

Wir konnen die von J. Schuberth vorgeschlagene Extraktions- und Nachweisme-
thode als bisher beste bestétigen und durch Verwendung der negativ-chemi-
schen-Ionisation (NCI) ergénzen. Mit der NCI-Technik ist es moglich, die phar-
makologisch aktiven Morphin- und Codeinkonzentrationen zu bestimmen. In 7
von 13 immunochemisch positiven Blutproben lag die Morphin-Konzentration
iiber 0,1 mg/l. In 4 Proben konnten wir Morphin, aber kein Codein nachweisen.
Zur Differenzierung zwischen einer Morphin- und/oder Codeineinnahme kann
das Konzentrationsverhiltnis von Codein zu Morphin herangezogen werden.
Aufgrund unserer bisherigen Ergebnisse liegt bei einem Codein- zu Morphin-
verhiltnis von iiber 4 mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Codeineinnahme vor.
Bei Konzentrationsverhiltnissen weit unter 1 und Morphinkonzentrationen
iber 0,1 mg/l diirfte im allgemeinen eine Morphin- oder Heroineinnahme vorlie-
gen.
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