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1. Einleitung 
 
Bei der Untersuchung von Urinproben mittels Toxtyper stießen wir kürzlich mehrfach auf die 
Fragestellung der Differenzierung von Psilocin und Bufotenin. Folgende Überlegungen erwie-
sen sich als wichtig für die toxikologische Übersichtsanalyse mit diesem kommerziellen LC-
MSn-Ion Trap-System der Firma Bruker: 
 

1. Bufotenin und Psilocin sind Stellungsisomere (Abb. 1)  
2. Psilocin unterliegt in Deutschland dem Betäubungsmittelgesetz (Anlage I) [1], 

Bufotenin hingegen nicht 
3. Bufotenin kann endogen in Urinproben vorkommen (siehe hierzu Abschnitt 3) 
4. die vom Hersteller mitgelieferten Datenbanken des Toxtypers enthalten derzeit nur 

Informationen über Psilocin, nicht aber zu Bufotenin 
5. da beide Verbindungen ein identisches Fragmentierungsmuster aufweisen, resultiert  

daraus eine Verwechslungsgefahr von Psilocin und Bufotenin im Toxtyper, mit der Folge 
einer potentiellen Fehlinterpretation 

 

 
 
Abb. 1. Strukturformeln von Tryptamin, Serotonin (5-Hydroxytryptamin), Psilocin (4-Hydroxy-N,N-dimethyl-
tryptamin, 4-OH-DMT) und Bufotenin (5-Hydroxy-N,N-dimethyltryptamin, 5-OH-DMT bzw. N,N-dimethyl-
serotonin). 
 
Psilocin (4-OH-DMT) und Bufotenin (5-OH-DMT) sind Stellungsisomere und leiten sich wie 
beispielsweise auch Serotonin vom Tryptamin ab (Abb. 1). Zwei weitere Isomere (6- bzw. 7-
OH-DMT, nicht abgebildet) kommen weder in der Natur vor, noch sind sie als Missbrauchs-
drogen bekannt [2]. 
 
 
2. Psilocin 
 
Viele Pilzspezies produzieren Alkaloide mit halluzinogenen Eigenschaften (sog. „magic mush-
rooms“ oder „shrooms“). Wichtige psychoaktive Inhaltsstoffe dieser Pilze sind Psilocybin und 
das daraus im Metabolismus enzymatisch gebildete, eigentlich halluzinogene Psilocin [3]. 
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Zu diesen Spezies gehören Pilze der nahezu weltweit vorkommenden Gattungen Conocybe, 
Copelandia, Panaeolus, Psilocybe, Stropharia [3] sowie Galerina, Gymnopilus, Inocybe und 
Pluteus [4]. Psilocin und dessen Phosphatester Psilocybin sind die Hauptwirkstoffe von z. B. 
Teonanacatl, dem mexikanischen Zauberpilz (Psilocybe mexicana und verwandte Arten) [4]. 

Diese Pilze werden vorwiegend von den Urein-
wohnern Mexikos und Südamerikas für religiöse 
Zeremonien verwendet. Psilocin verursacht Hallu-
zinationen und Veränderungen in der Stimmungs-
lage [5]. Für weiterführende Informationen und 
ethnopharmakologische Hintergründe wird auf die 
entsprechende Literatur verwiesen, wie z. B. [6]. 
Die nebenstehende Abbildung 2 zeigt einen inzwi-
schen auch in Deutschland häufig vorkommenden 
neobiotischen Vertreter der Gattung Psilocybe. 
 
Abb. 2. Blauender Kahlkopf (Psilocybe cyanescens Wakef.) 
aus [7] mit freundlicher Genehmigung von Dr. Alexander 
Gießler, Dresden. 
 

Psilocin und Psilocybin werden auch verwendet, um Schizophrenie in Tier- und Humanmodellen 
zu untersuchen [2]. Der beim gesunden Menschen durch diese psychoaktiven Substanzen 
(„Psychotomimetika“) vorübergehend ausgelöste Zustand ähnelt in Bild und Symptomen einer 
Schizophrenie, wobei die psychischen Veränderungen durch Neuroleptika aufgehoben werden 
können [8]. Aufgrund solcher Beobachtungen wurde vermutet, dass Patienten mit Schizophre-
nie möglicherweise ähnliche Substanzen endogen erzeugen, sog. „Schizotoxine“. Bisher fehlt 
jedoch der Nachweis zwischen dem Vorkommen entsprechender Substanzen in Blut oder Urin 
und einer psychiatrischen Diagnose [9]. 
 

Psilocybin (mit dem aktivem Wirkprinzip Psilocin) gilt nicht nur als Modell für Psychosen. Es 
werden auch therapeutische Anwendungen diskutiert: Einsatz als Anxiolytikum und Anti-
depressivum, Behandlung von Alkoholabhängigkeit, Raucherentwöhnung, sowie Einsatz gegen 
Cluster-Kopfschmerzen [10]. Die Erforschung von Psilocybin zur Behandlung therapieresis-
tenter Depressionen wird seit 2018 von der FDA unterstützt. Sie hat dem Wirkstoff im Rahmen 
einer Studie den Status eines beschleunigten Zulassungsverfahrens, der sogenannten „Break-
through Therapy“, verliehen. Im Jahr 2020 wurde Psilocybin auch zur Behandlung schwerer 
Depressionen dieser Status von der FDA zugewiesen [11]. 
 

Nach oraler Aufnahme wird Psilocybin rasch durch Magensäure oder alkalische Phosphatasen 
(oder andere unspezifische Esterasen) im Darm zu Psilocin hydrolysiert. Es gibt Hinweise auf 
eine komplette Umwandlung von Psilocybin zu Psilocin vor der Aufnahme aus dem Verdauungs-
trakt in die Blutbahn. Psilocybin kann als Prodrug von Psilocin betrachtet werden. Alle in vivo 
Effekte von Psilocybin werden durch Psilocin verursacht, das die Blut-Hirn-Schranke leicht 
überqueren kann [12]. Die Hemmung alkalischer Phosphatasen (z. B. mit Natrium-ß-glycero-
phosphat) kann die psychischen Symptome nach einer Psilocybin-Gabe verhindern [13]. 
 

Nach Dinis-Oliveira [12] werden etwa 65% der aufgenommenen Menge Psilocin innerhalb von 
8 Stunden renal ausgeschieden, 15-20% biliär. Im Urin erscheinen etwa 80% als Psilocin-O-
Glucuronid [10, 12]. Die Psilocin-Eliminationshalbwertszeit beträgt ca. 50 Minuten [5, 12]. 
 

Auf einem metabolischen Nebenweg wird Psilocin durch Demethylierung und oxidative De-
aminierung über die Enzyme Monoamino-Oxidase (MAO) und Aldehyd-Dehydrogenase zu 4- 
Hydroxyindolacetaldehyd, 4-Hydroxyindolessigsäure und 4-Hydroxytryptophol abgebaut [12]. 
Nach Tyls et al. [10] werden etwa 4% über diesen Weg metabolisiert. Zur Intensivierung eines 
halluzinogenen Effekts von Psilocin werden daher von Drogenkonsumenten teilweise MAO-
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Hemmer beikonsumiert [12]. Ein dritter Abbauweg ist die Oxidation von Psilocin durch 
Hydroxyindoloxidasen zu einem Produkt mit o-Chinon- oder Iminochinonstruktur [10, 12]. 
 

Die Toxizität von Psilocybin gilt als niedrig (LD50
# = 280-285 mg/kg KG bei Ratten bzw. 

Mäusen [12] und 12,5 mg/kg KG in Kaninchen [10]). Psilocin zeigt eine höhere Toxizität 
(LD50

# = 75 mg/kg KG in Ratten und Mäusen bzw. 7 mg/kg KG bei Kaninchen) [10]. Es gibt 
kein spezifisches Antidot [12]. #Applikationsweg nicht eindeutig benannt, wahrscheinlich oral. 
 

Die Analytik von Psilocybin und Psilocin wird als schwierig beschrieben, nicht nur aufgrund 
der schnellen Metabolisierung in vivo, sondern auch wegen der Instabilität in vitro - insbeson-
dere von Lösungen - unter Licht und Luft. Blutproben verlieren bei Raumtemperatur 90% des 
Gehalts innerhalb einer Woche. Abhilfe schaffen Kühlung und der Zusatz von Fluorid [5, 12]. 
Gefrorene Blutproben zeigen unkontrollierbare Verluste an Psilocin, vermutlich aufgrund der 
durch die Hämolyse beim Einfrieren freigesetzten Enzyme [5]. 
 
 
3. Bufotenin 
 
Bereits 2000 v. Chr. hatten Bufo-Kröten bei den Azteken, Maya und Olmeken eine wichtige 
rituelle Bedeutung. In China werden Krötengifte seit Jahrtausenden von Heilern verwendet. 
Auch in Afrika, Deutschland, Griechenland, Indien, Nepal, Tibet, Sibirien und bei den Wikin-
gern gab oder gibt es Mythen, Rituale oder Anwendungen im Zusammenhang mit Kröten. So 
wurden im mittelalterlichen Europa immer wieder Verbindungen zwischen Kröten und Hexen 
hergestellt [14]. Eine literarische Verewigung findet sich nach [14] bei Shakespeare in Macbeth. 
Dort beginnt der 4. Akt mit dem Schmoren von Kröten für das Hexengebräu. 

 
Zitat aus Macbeth [15]: 
 
„Um den Kessel dreht euch rund, 
Werft das Gift in seinen Schlund: 
Kröte, die im kalten Stein 
Tag' und Nächte, dreimal neun, 
Zähen Schleim im Schlaf gegoren, 
Sollst zuerst im Kessel schmoren!“ 

 
Abb. 3. Erdkröte (Bufo bufo) aus [16]. Mit freundlicher 
Genehmigung von Prof. Dietrich Mebs, Frankfurt am Main. 
 

 

Das Wissen über die Toxizität von Krötensekret geht mindestens bis auf das Altertum zurück. 
So beschreibt beispielsweise der römische Dichter Juvenal (60-128 n. Chr.) die Verwendung 
von Kröten als Gift bei den Römern [17]. Zu ethnopharmakologischen Details s. z. B. [6, 14]. 
 

Bufotenin ist ein Positionsisomer von Psilocin (Abb. 1). Es wird aus Serotonin gebildet und 
kommt in Sekreten verschiedener Krötenarten der Gattung Bufo sowie Pflanzen der Gattungen 
Anadenanthera und Bromisium vor [18]. Bufotenin ist auch ein Metabolit von 5-Methoxy-N,N-
Dimethyltryptamin (5-MeO-DMT) [18], welches selber als potentes endogenes Halluzinogen 
gilt [19] und in Deutschland dem BtMG [1] unterliegt. 5-MeO-DMT kommt nicht nur in der 
Rinde tropischer Gewächse vor, sondern ebenfalls im Sekret von Kröten [19]. 
 

Weltweit gibt es über 200 Spezies der Gattung Bufo. Bei allen kommt Bufotenin als Bestandteil 
eines komplexen Sekrets vor, das als Verteidigungsmittel gegen Fressfeinde gilt. Gleichzeitig 
hat das Krötensekret antibakterielle und antivirale Eigenschaften [14]. 
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Bufotenin wurde 1893 von den französischen Wissenschaftlern Césaire Phisalix und Gabriel 
Bertrand identifiziert, welche auch den Namen vorschlugen [17]. Im Jahr 1920 beschrieb der 
österreichische Chemiker Hans Handovsky eine Isolierung der Substanz aus Krötengift [17, 20]. 
Er übernahm die von Phisalix und Bertrand vorgeschlagene Bezeichnung Bufotenin und ver-
mutete, ein Pyrrolalkaloid isoliert zu haben. Tatsächlich handelte es sich aber um eine Indol-
Grundstruktur [17]. Diese wurde 1934 in Heinrich Wielands Labor in München bestätigt [17, 21] 
und ein Strukturvorschlag gemacht, welcher von Toshiro Hoshino zwei Jahre später durch eine 
erfolgreiche Synthese bewiesen wurde [17]. 
 

Kulturelle Bedeutung als psychoaktive Substanz hat isoliertes Bufotenin nie erlangt, sondern 
nur im Zusammenspiel mit anderen toxisch oder halluzinogen wirksamen Substanzen in Form 
von Krötensekret oder Krötengift [6]. 
 

Seit den 1960er Jahren wurde über das Rauchen von Bufokrötensekret und seit den 1980er 
Jahren vom Krötenlecken berichtet [5]. Die mögliche halluzinogene Wirkung von Bufotenin 
wird in der von uns gesichteten Literatur kontrovers diskutiert. Beispiele für psychoaktive 
Effekte finden sich u. a. bei [4, 18, 22-24], Beispiele dagegen geben z. Β. [5, 14, 17, 25, 26]. 
Das Fehlen halluzinogener Wirkungen von Bufotenin führen [25-27] darauf zurück, dass die 
Verbindung die Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden kann. 
 

Bufotenin weist nicht nur eine strukturelle Ähnlichkeit zu Psilocin auf, sondern auch z. B. zu 
Halluzinogenen wie LSD. Es zeigt Wirkung an Serotoninrezeptoren und hat somit halluzino-
genes Potential. Allerdings ist der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient von Bufotenin mit 
0,06 [25] deutlich geringer als z. B. von Psilocin (3,3) [25]. Um eine halluzinogene Wirkung in 
vivo zu erhalten, gilt ein Verteilungskoeffizient von mindestens 1,4 als nötig [28]. Mit der 
geringeren Lipophilie kann Bufotenin die Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden [25]. 
 

Im Unterschied zu Bufotenin kann Psilocin einen Pseudo-Ring bilden (Abb. 4), der zu einer 
Erhöhung der Lipophilie führen sollte. Dies könnte den deutlich abweichenden Verteilungs-
koeffizienten und die bessere orale Verfügbarkeit von Psilocin erklären.  
 

Die Pseudo-Ringbildung von Psilocin hemmt 
einen schnellen enzymatischen Abbau durch 
die MAO. Daher ist Psilocin im Gegensatz 
zu seinem Stellungsisomeren Bufotenin bei 
oraler Aufnahme wirksam [25]. 

 
 

Abb. 4. Pseudo-Ring-Struktur von Psilocin, die u. a. 
den Verteilungskoeffizienten und damit die orale Ver-
fügbarkeit und halluzinogene Wirkung der Substanz 
beeinflussen kann (nach [25]). 
 

 
Bufotenin wurde zum Beispiel in Urinen von psychiatrischen Patienten, aber auch von gesunden 
Probanden nachgewiesen [29]. Man fand Bufotenin auch in Urinen, welche als Leerproben zur 
Validierung einer Messmethode für u. a. Psilocin und Bufotenin verwendet werden sollten [5]. 
Dies deutet darauf hin, dass Bufotenin ein physiologischer Urinbestandteil sein kann [30].  
 

Insbesondere das Vorkommen von Bufotenin im Urin von Patienten mit Schizophrenie oder 
Autismus fand Beachtung. In diesen Urinen konnten unphysiologisch hohe Konzentrationen an 
Indolkomponenten (wie Tryptamin, Serotonin etc.) gemessen werden. Gewöhnlich werden 
diese Substanzen über die MAO abgebaut. Bei Schizophrenie ist aber die MAO-Aktivität ver-
mindert, was zu einer reduzierten oxidativen Deaminierung führt und den Metabolismus von 
Indolen zu einem alternativen Abbauweg verschiebt [31]. 
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Eine metabolische Alternative zur oxidativen Deaminierung ist die Transmethylierung, insbe-
sondere wenn die MAO inhibiert oder gehemmt ist. Folglich begünstigt die bei Schizophrenie 
reduzierte MAO-Aktivität eine Transmethylierung von Tryptophan-Metaboliten wie Serotonin 
(5-Hydroxytryptamin) in die korrespondierenden dimethylierten Substanzen, wie z. B. Bufotenin 
(5-Hydroxy-N,N-dimethyltryptamin bzw. N,N-dimethylserotonin). Unter normalen Umständen 
werden diese N,N-Dimethylmetabolite über die MAO abgebaut und schnell metabolisiert. 
Unter pathologischen Bedingungen mit MAO-Hemmung kann es zu einer Akkumulation dieser 
(zumindest teilweise psychoaktiven) Substanzen im Gehirn von Patienten mit Schizophrenie 
kommen [31]. Dieses kann auch erhöhte Bufotenin-Werte im Urin nach Einnahme von MAO-
Hemmern erklären [30, 32]. 
 

Bufotenin scheint gegen Tollwut (Rabies) wirksam zu sein. Dieses Potential wird derzeit mit 
Blick auf die Entwicklung eines Tollwut-Medikamentes evaluiert [33]. 
 

Bufotenin wird unter physiologischen Bedingungen zu 90% innerhalb von 12 Stunden renal 
eliminiert. Davon werden etwa 68-74% als 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) [34] und 1-6% 
unverändert als freies Bufotenin in den Urin ausgeschieden [35]. Der glucuronidierte Anteil des 
Bufotenins im Urin wird mit 50% [9] bis zu 69% [24, 36] angegeben. Die Toxizität von 
Bufotenin gilt als gering, LD50 (i. p.) = 290 mg/kg KG (Maus) [4]. Sie liegt damit im Bereich 
von Psilocybin (s. o.). Bufotenin zeigt oral appliziert keine Wirkung [14]. 
 

Barker et al. [9] haben 69 Studien aus den Jahren 1955 bis 2010 über das Vorkommen endoge-
ner N,N-Dimethyltryptamine in Menschen ausgewertet. Danach stammt die erste Veröffent-
lichung über einen Nachweis von Bufotenin in Urin, basierend auf Papierchromatographie, aus 
dem Jahr 1955. Die frühen Studien zeigten im Vergleich zu späteren Veröffentlichungen ten-
denziell höhere Messwerte, was sich vermutlich durch die weniger selektiven Analysetechni-
ken erklären lässt. Zu Bufotenin und dessen Bestimmung in Urin lagen 51 Berichte mit zusam-
men 1912 Individuen vor (davon 1249 Patienten vorwiegend mit der Diagnose Schizophrenie 
und 663 Kontrollen). Insgesamt wurden 65% aller Individuen positiv auf Bufotenin getestet 
(71% der Patienten und 55% der Kontrollgruppe). Zusammenschauend ergaben sich aus diesen 
Studien keine Hinweise auf eine Abhängigkeit oder Verfälschung der Testergebnisse von der 
bzw. durch die Ernährung. In den Studien wird über Bufotenin-Urinkonzentrationen von 0,48 
bis 218 ng/mL berichtet [9]. 
 
 
4. Analytische Bearbeitung unseres Falls 
 
Da Psilocin-Spektren in den vom Toxtyper-Hersteller mitgelieferten Datenbanken (Toxtyper 
2.0 und Maurer-Weber-Wissenbach 2014 und 2019) enthalten sind, kann diese Substanz auch in 

der Standardausstattung prinzipiell mit dem Toxtyper identifiziert werden. Spektren und Daten 
zu dessen Stellungsisomer Bufotenin sind hingegen in diesen Datenbanken nicht vorhanden. 
Daraus ergibt sich das Risiko einer Fehlidentifikation.  
 

In dem hier berichteten Fall wurde uns eine Urinprobe eines 29-jährigen Patienten zur Durch-
führung einer ungerichteten toxikologischen Suchanalyse zugesandt. Die vom behandelnden 
Arzt übermittelte Diagnose lautete „Psychische und Verhaltensstörungen durch multiplen 
Substanzgebrauch und Konsum anderer psychotroper Substanzen: Psychotische Störung“ 
(ICD-10 Diagnoseschlüssel F19.5).  
 

In dieser Urinprobe wurde mittels Toxtyper Psilocin nachgewiesen (und Quetiapin, was aber 
für die Fallbeschreibung nicht weiter wichtig ist). Die Identifikationskriterien des Toxtyper-
Systems waren in zwei voneinander unabhängigen Messungen und Auswertung mittels 
unterschiedlicher Datenbanken voll erfüllt. Eine Identifikation von Psilocin erfolgte über die 
MS-Spektren bis zu einschliesslich MS3 mit sehr guter Übereinstimmung zu den Datenbanken. 
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Die Retentionszeit lag am Rand des vorgegebenen - jedoch sehr breiten - Retentionszeitfensters. 
In der Sequenz mitgeführte Kontrollen und Leerläufe waren in Ordnung bzw. unauffällig. 
Zusätzlich ergab das chromatographische Bild einen deutlichen Peak von hoher Intensität.  
 

Aufgrund des für unser Labor ungewöhnlichen Befundes wurde der behandelnde Arzt konsul-
tiert. Wir erfuhren, dass der Patient bisher mit Risperidon und Chlorprothixen behandelt, aber 
auf Quetiapin umgestellt wurde. Die Anamnese beschreibt Alkoholabusus und Cannabiskonsum 
seit dem 18. Lebensjahr, Amphetamine ab dem 25. Lebensjahr, aber keine Drogen wie Opiate 
oder Cocain. Eine Beeinträchtigung der Leber- oder Nierenfunktion lag nicht vor. Der Arzt 
konfrontierte den Patienten mit der Identifikation von Psilocin in der Urinprobe. Dieser stritt 
jedoch einen entsprechenden Konsum energisch ab. 
 

Zur Überprüfung des Befundes wurde dieser Urin mit den bei uns vorhandenen Informationen 
an das Labor Dessau geschickt. Dort konnten die Toxtyper-Ergebnisse aus Ingelheim zunächst 
reproduziert werden. Da die Spektren bis zur Stufe MS3 auch in Dessau mit den Datenbanken 
sehr gut übereinstimmen (Abb. 5) und auch das Retentionszeitfenster eingehalten wird, wäre 
die Identifizierung auf dem Toxtyper-System als positiv anzusehen.  
 

Abb. 5. Bestätigungsanalyse der vermeintlich Psilocin-positiven Urinprobe mittels Toxtyper-System. Extrahiertes 
Ionenchromatogramm von Psilocin sowie MS, MS2 und MS3-Spektren inklusive Bibliotheksabgleich. 
 
Der sog. Purity-Wert, d. h. das Maß für die Übereinstimmung der Analysendaten (Spektren und 
Retention) mit den Datenbanken ist mit über 980 sehr hoch. Der Maximalwert bei völliger 
Übereinstimmung hat den Wert 1000. Auch deshalb erschien die Zuordnung des Messsignals 
zu Psilocin zunächst sicher zu sein. 
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Mit der in Dessau erstellten GC-MS/MS-Analyse wurde kein Psilocin gefunden, dafür jedoch 
eine unbekannte Substanz mit identischer Fragmentierung aber abweichender Retentionszeit.  
 

Aufgrund der spezifischen Fragestellung nach einer Psilocin-Bestätigung wurde die Toxtyper-
Analytik im Labor Dessau unter Zusatz von deuteriertem Psilocin als Interner Standard 
wiederholt. Dabei fiel eine ungewöhnliche Retentionszeitverschiebung auf. In der Messung 
mittels Toxtyper-Datenbank ergab sich eine relative Retentionszeit (Psilocin zu Psilocin-D10) 
von 0,881. Aufgrund des anderen Gradienten der mobilen Phase beträgt die relative Retention 
bei Verwendung der Methode zur Maurer-Weber-Wissenbach-Datenbank (MWW) 0,807. 
Psilocin eluierte in beiden Methoden also deutlich vor seinem deuterierten Analogon Psilocin-
D10. Auf einer Umkehrphase ist dieses Verhalten nicht plausibel, üblicherweise haben die 
durch Deuterierung etwas polareren Internen Standards eine geringere Retention.  
 

Man muss dabei beachten, dass die Retentionszeitverschiebung zwischen Psilocin und Psilocin-
D10 bis hier hin nicht erkannt wurde und nicht erkannt werden konnte, da es in der Toxtyper-
Analytik nicht üblich ist, einen Internen Standard für jeden Analyten mitzuführen. Das wäre 
aufgrund der Vielzahl der in den Datenbanken vorhandenen Substanzen auch nicht möglich. 
 

Die Suche nach isobaren Verbindungen mit identischen Fragmentierungsmustern konzentrierte 
sich schnell auf das Stellungsisomer Bufotenin, zu welchem weder in der Toxtyper- noch in der 
MWW-Bibliothek Daten enthalten waren. Daher wurde Bufotenin als Standardsubstanz bestellt 
und in weitere Versuche einbezogen. Bei der Analyse mittels GC-MS/MS stimmten Retention 
und Fragmentierung der unbekannten Substanz in der Urinprobe mit dem Referenzstandard von 
Bufotenin überein. 
 

Zur Prüfung einer möglichen Störung der Analytik von Psilocin durch sein Stellungsisomer 
Bufotenin wurde die Urinprobe zusätzlich mit LC-HRMS2 (Orbitrap) analysiert. Auch unter  
Hochauflösung zeigten Psilocin und Bufotenin identische Fragmentierungsmuster, allerdings 
ebenfalls unterschiedliche Retentionszeiten (Abb. 6). Bufotenin eluiert unter den verwendeten 
Bedingungen deutlich vor Psilocin-D10 und Psilocin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 6.  Analyse von Psilocin und Bufotenin mit datenabhängiger LC-HRMS2. Extrahierte Ionenchromato-
gramme (Massengenauigkeit: 5 ppm) von (A) Psilocin (schwarz), Psilocin-D10 (blau) und (B) Bufotenin sowie 
MS2-Spektren von Psilocin und Bufotenin. Messung mit matrixfreien Standard-Referenzmaterialien. 
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Die Analyse der vermeintlich Psilocin-positiven Urinprobe ergab somit eine eindeutige Identi-
fizierung von Bufotenin, während Psilocin nicht nachweisbar war (Abb. 7). 
 

 
Abb. 7. Qualitative Analyse der vermeintlich Psilocin-positiven Urinprobe mit LC-HRMS2. (A) Überlagerte, 
extrahierte Ionenchromatogramme (Massengenauigkeit = 5 ppm) der Bufotenin- und Psilocin-Referenzen 
(schwarz) und der Urinprobe (rot) versetzt mit Psilocin-D10 (blau). (B) MS2-Spektrum (m/z 205,13354 ± 5 ppm) 
der Urinprobe bei einer Retentionszeit von 1,95-2,05 min. 
 
 
Abschließend wurde eine Quantifizierung durchgeführt, welche für den konkreten Fall jedoch 
ohne weitere diagnostische bzw. therapeutische Bedeutung war. Hierzu wurde eine 3-Punkt-
Standardaddition jeweils mit Psilocin und Bufotenin unter Verwendung von Psilocin-D10 als 
Internem Standard durchgeführt. Dabei wurde in der untersuchten Urinprobe ein Bufotenin-
Gehalt von 79 ng/mL per LC-HRMS gemessen (Abb. 8). Das Vorhandensein von Psilocin 
konnte auch aufgrund dieser Standardadditionsversuche ausgeschlossen werden. 
 

 
 
Abb. 8. Quantitative Analyse der vermeintlich Psilocin-positiven Urinprobe per Standardadditionsverfahren mit 
LC-HRMS. (A) Kalibrationsgerade über den gesamten Konzentrationsbereich (0 ng/mL bis 800 ng/mL) und (B) 
Zoom-in auf den Ursprung der Kalibrationsgerade (-40 ng/mL bis 60 ng/mL). 
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Die Unvollständigkeit der originalen Toxtyper-Datenbanken führte in unserem Fall also 
zunächst zu einem falsch-positiven Ergebnis bezüglich eines Psilocin-Nachweises. Die 
Toxtyper-Datenbank wurde deshalb um die mit Hilfe der Referenzsubstanz gewonnenen 
Spektren und Retentionszeit von Bufotenin erweitert. Bei einer Reanalyse der Urinprobe mittels 
Toxtyper wurde nun in beiden Laboren übereinstimmend Bufotenin eindeutig identifiziert. 
Zwar sind die Spektren von Psilocin und Bufotenin bis zu MS3 weiterhin qualitativ identisch, 
anhand der Abweichungen in der Retentionszeit ist eine Unterscheidung jedoch auch bei 
automatisierter Auswertung nun eindeutig möglich (Abb. 9).  
 

 
Abb. 9. Reanalyse der vermeintlich Psilocin-positiven Urinprobe mittels Toxtyper-System nach Erweiterung der 
Bibliotheken mit Daten zu Bufotenin. Extrahiertes Ionenchromatogramm des m/z-Verhältnisses 205 von Psilocin 
und Bufotenin sowie die jeweiligen MS, MS2 und MS3-Spektren inklusive Bibliotheksabgleich. 
 
Das Toxtyper-System liefert nach Erweiterung der Bibliotheken nun zwei Vorschläge zur 
Identifikation des unbekannten Peaks (Bufotenin und Psilocin). Zur besseren Erkennbarkeit 
wird das weniger gut übereinstimmende Isomer (in unserem Fall Psilocin) in der Ergebnis-
tabelle des Toxtyper-Reports nach rechts eingerückt dargestellt (hier nicht gezeigt). Anhand 
der Retentionszeit ist eine Zuordnung nun eindeutig möglich.  
 

Einzelheiten zu den verwendeten Aufarbeitungen und Messmethoden (Toxtyper, GC-MS/MS 
nach Silylierung, LC-HRMS und LC-HRMS2) können bei den Autoren erfragt werden. 
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5. Fazit 
 
Retention ist die Grundlage der Chromatographie, einer Technik welche bis in die 1930er Jahre 
kaum Beachtung fand. Flüssig-flüssig-Verteilung, Kristallisation und Destillation galten bis da-
hin als Trennmethoden der Wahl [37], wie ein Zitat von Heinrich Otto Wieland (1872-1957, 
Nobelpreis für Chemie 1927), aus dessen Labor die Struktur von Bufotenin vorgeschlagen 
wurde, über die aufkommende Chromatographie verdeutlicht [37]: „Mit viel Mühe haben wir 
gelernt, wie man destilliert, kristallisiert und rekristallisiert, und nun kommen sie daher und 
gießen das Zeug einfach durch ein kleines Rohr“. 
 

Systeme wie der Toxtyper, welche auf einem Abgleich mit Datenbanken basieren, sind neben 
dem Umfang der Bibliotheken stark von den verwendeten Identifikationskriterien abhängig. 
Der Toxtyper berücksichtigt nicht nur die Übereinstimmung mit den Bibliotheksspektren bis 
MS3. Es werden auch Abweichungen in der Retention und der Massenzahl des Vorläuferions 
(m/z) in die Berechnung des Übereinstimmungswertes „Reinheit“ (Purity) einbezogen. 
 

Beispielsweise wird in der Toxtyper-Methode zur Aufzeichnung einer Substanz ein chromato-
graphisches Zeitfenster von ± 0,4 Minuten verwendet. Zur Identifikation hingegen wird eine 
Retentionszeitabweichung von bis zu ± 0,3 Minuten akzeptiert, bis ± 0,5 Minuten (und damit 
sogar über das chromatographische Fenster hinaus) gibt es einen Abzug auf den Reinheitswert, 
und Substanzvorschläge mit einer Abweichung von über 0,5 Minuten werden direkt abgelehnt.  
 

Das vorliegende Beispiel zeigt, dass Retentionszeitabweichungen zumindest für die Identifika-
tion von Strukturisomeren möglicherweise nicht stark genug gewichtet bzw. die zulässigen 
Retentionszeitfenster für eine sichere Identifikation im Einzelfall zu weit gesetzt sind. 
 

Die Toleranzen der absoluten Retentionszeit für eine Identifikation sind in Richtlinien bei-
spielsweise der GTFCh [38] (mit ± 5%) oder der WADA [39] (± 1% oder 0,1 Minute, je nach 
dem, was davon größer ist) deutlich enger gefasst. Bei Verwendung von Internen Standards 
gelten engere Grenzen, insbesondere wenn diese isotopenmarkiert sind. Deren Einsatz und 
damit die Verwendung von relativen Retentionszeiten ist beim Toxtyper und vergleichbaren 
Systemen aufgrund der Fülle an Substanzen in den Datenbanken jedoch nur begrenzt möglich. 
 

Die Toxtyper-Auswertekriterien, insbesondere das Erkennungsfenster für die Retentionszeit, 
könnten enger gesetzt werden. Dass dieses möglich sein sollte, zeigt die chromatographische 
Stabilität des Toxtyper-Systems anhand der arbeitstäglich mitgeführten Qualitätskontrollen. 
 

Hochauflösende Massenspektrometrie oder MS3 können eine chromatographische Retention 
im Fall von zu unterscheidenden Isomeren nicht ersetzen. Ein wichtiger Vorteil des offenen 
Toxtyper-Systems ist die Möglichkeit, Datenbanken selbstständig auf einfache Art erweitern 
zu können. Dazu muss jedoch die Reinsubstanz verfügbar sein, mit der die Retentionszeit 
bestimmt und Spektren aufgezeichnet werden können. Mit Hilfe der Referenzsubstanz ist 
außerdem eine Quantifizierung per Standardaddition durchführbar oder die Identifikation trotz 
gestörter Chromatographie. 
 

Bereits 2013 haben Martin et al. [5] über eine Verwechslungsgefahr der Isomere Psilocin und 
Bufotenin, sowie die Möglichkeit des nativen Vorkommens von Bufotenin in Urin berichtet. 
Die dort getroffene Schlussfolgerung hat nach unserer Einschätzung immer noch Gültigkeit [5]: 
 

(…) it is quite common that urine samples contain bufotenine though it was not consumed as a 
drug. Therefore, it is important to be able to distinguish between bufotenine and psilocin to 
prevent false-positive psilocin results. 
 
 
*Anmerkung: Diese beiden Autoren teilen sich die Erstautorenschaft zu gleichen Teilen.  
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	Sep 2014
	6
	SDB-006
	29.
	CI-390
	115461958
	CI-390
	2 g
	53,010
	BtMÄndV23.05.2015
	Dez 2013 -
	N-Benzyl-1-pentyl-1H-indol-3-carboxamid
	Mai 2015
	3
	5F-SDB-006
	29.
	CI-400
	CI-400
	2 g
	5046
	71,910
	BtMÄndV23.05.2015
	Dez 2013 -
	N-Benzyl-1-(5-fluorpentyl)-1H-indol-3-carboxamid
	Nov 2014
	MMB-2201
	5F-AMB-PICA
	7
	18. BtMGAnlÄndV
	CI-410
	CI-410
	2 g
	1 Vergiftung in E
	S: 135,285
	S: 15,279
	Dez 2014 -
	21.06.2017
	Methyl{2-[1-(5-fluorpentyl)-1H-indol-3-carboxamido]-3-methyl-butanoat
	Sep 2017
	AMB-CHMICA
	14
	18.
	CI-420
	CI-420
	S: 3,5
	BtMGAnlÄndV
	1 g
	Okt 2015 -
	Methyl{2-[1-(cyclohexyl-methyl)-1H-indol-3-carbox-amido]-3-methylbutanoat}
	21.06.2017
	März 2018
	5F-ABICA5F-AMBICA5-Fluor-ABICA5-Fluor-AMBICA
	6
	29.
	CI-430
	CI-430
	2 g
	S: 2,4103
	BtMÄndV23.05.2015
	Apr 2014 -
	Dez 2014
	N-(1-Amino-3-methyl-1-oxo-butan-2-yl)-1-(5-fluorpentyl)-1H-indol-3-carboxamid
	5F-MDMB-PICA
	16
	20.
	CI-440
	viele Vergiftungen und Todesfälle
	S: 3,2685
	CI-440
	1 g
	BtMGAnlÄndV
	S: 0,45103
	17.07.2020
	Mai 2019
	MDMB-CHMICA
	viele Todesfälle undVergiftungen82,105,106,,,,,
	19
	30.
	CI-450
	CI-450
	1 g
	S: 0,41079
	BtMÄndV21.11.2015
	Methyl{2-[1-(cyclohexyl-methyl)-1H-indol-3-carbox-amido]-3,3-dimethylbutanoat}
	S: 10103
	Sep 2014 -
	Juni 2016
	NM-2201CBL-2201
	8
	30.
	CI-460
	CI-460
	0,33210
	BtMÄndV21.11.2015
	2 g
	Sep 2014 -
	Naphthalin-1-yl-[1-(5-fluorpentyl-1H-indol-3-carboxylat]
	Sep 2015
	FDU-PB-22
	3
	28.
	CI-470
	CI-470
	1 g
	1,1910,42
	BtMÄndV13.12.2014
	Naphthalin-1-yl{1-[(4-fluor-phenyl)methyl]-1H-indol-3-carboxylat}
	Feb 2014 -
	Nov 2014
	PB-22 QUPIC
	11
	28.
	5,146
	CI-480
	1 Vergiftung in NZ69
	CI-480
	0,31810
	BtMÄndV13.12.2014
	1 g
	Nov 2012 -
	Chinolin-8-yl(1-pentylindol-3-carboxylat)
	Apr 2015
	über
	viele
	5F-PB-225F-QUPIC
	175 mal
	17
	2,8463,778
	Todesfälle50,82,
	28.
	0,46810
	CI-490
	so hoch
	CI-490
	1 g
	BtMÄndV13.12.2014
	wie bei
	März 2013 -
	viele Vergiftungenin D und NZ69,82,
	Chinolin-8-yl[1-(5-fluorpentyl)-indol-3-carboxylat]
	JWH-018
	 d) > 8 mg27
	Juli 2015
	BB-22QUCHIC
	14
	mehrere Vergiftungen in NZ und D69,94
	28.
	CI-500
	0,21710,420,1178
	CI-500
	2,978
	BtMÄndV13.12.2014
	2 g
	Jan 2013 -
	Chinolin-8-yl[1-(cyclohexyl-methyl)-1H-indol-carboxylat]
	Dez 2015
	FUB-PB-22
	12
	28.
	CI-510
	CI-510
	1 g
	0,38610,42
	BtMÄndV13.12.2014
	Dez 2013 -
	Chinolin-8-yl{1-[(4-fluor-phenyl)methyl]-1H-indol-3-carboxylat}
	Dez 2015
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	THJ-018JWH-018 Indazol-Analogon
	8
	29.
	BtMÄndV23.05.2015
	Feb 2014 -
	(Naphthalin-1-yl)(1-pentyl-1H-indazol-3-yl)methanon
	Dez 2015
	THJ-2201AM-2201 Indazol-Analogon
	14
	28.
	BtMÄndV13.12.2014
	Nov 2013 -
	[1-(5-Fluorpentyl)-1H-indazol-3-yl](naphthalin-1-yl)methanon
	Juni 2015
	AKB-48APINACA
	17
	27.
	BtMÄndV17.07.2013
	Mai 2012 -
	N-(Adamantan-1-yl)-1-pentyl-1H-indazol-3-carboxamid
	Sep 2014
	AKB-48F
	25
	27.
	BtMÄndV17.07.2013
	Sep 2012 -
	N-(Adamantan-1-yl)-1-(5-fluorpentyl)-1H-indazol-3-carboxamid
	Sep 2017
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	5Cl-AKB-48
	5C-AKB-48
	AKB-48Cl
	8
	18.BtMGAnlÄndV
	5Cl-APINACA
	Jun 2015 -
	21.06.2017
	Mai 2017
	N-(Adamantan-1-yl)-1-(5-chlorpentyl)-1H-indazol-3-carboxamid
	AB-PINACA
	11
	28.
	BtMÄndV13.12.2014
	N-(1-Amino-3-methyl-1-oxo-butan-2-yl)-1-pentyl-1H-indazol-3-carboxamid
	viele Vergiftungen50,94,
	Mai 2013 -
	Sep 2015
	5F-AB-PINACA5-Fluor-AB-PINACA
	12
	29.BtMÄndV23.05.2015
	einige Vergiftungen in D und J94,
	S: 8,72115
	Juli 2013 -
	N-(1-Amino-3-methyl-1-oxo-butan-2-yl)-1-(5-fluorpentyl)-1H-indazol-3-carboxamid
	Dez. 2016
	AB-CHMINACA
	viele Todesfälle50,82,,
	17
	S: 0,51912
	29.
	N-(1-Amino-3-methyl-1-oxo-butan-2-yl)-1-(cyclohexyl-methyl)-1H-indazol-3-carbox-amid
	BtMÄndV23.05.2015
	Apr 2014 -
	viele Vergiftungen
	Nov 2015
	AB-FUBINACA
	18
	28.
	N-(1-Amino-3-methyl-1-oxo-butan-2-yl)-1-[(4-fluorphenyl)- methyl]-1H-indazol-3-carbox-amid
	BtMÄndV13.12.2014
	Juli 2013 -
	Nov 2015
	ADB-CHMINACAMAB-CHMINACA
	11
	31.
	S: 0,28912
	BtMÄndV09.06.2016
	N-(1-Amino-3,3-dimethyl-1-oxobutan-2-yl)-1-(cyclohexyl-methyl)-1H-indazol-3-carbox-amid
	Sep 2014 -
	März 2016
	ADB-FUBINACA
	7
	31.
	S:
	N-(1-Amino-3,3-dimethyl-1-oxobutan-2-yl)-1-[(4-fluor-phenyl)methyl]-1H-indazol-3-carboxamid
	BtMÄndV09.06.2016
	0,36011,45,79
	Nov 2013 -
	Juni 2016
	5F-AMB5-Fluor-AMB
	10
	3 Todesfälle122,,,
	29.
	BtMÄndV23.05.2015
	Juni 2014 -
	Nov 2015
	Methyl{2-[1-(5-fluorpentyl)-1H-indazol-3-carboxamido]-3-methylbutanoat}
	AMB-FUBINACAFUB-AMB
	 a) 0,08 … 0,15 mg116
	8
	31.
	mehrere Vergiftungen
	BtMÄndV09.06.2016
	Dez 2014 -
	Methyl-(2-{1-[(4-fluorphenyl)-methyl]-1H-indazol-3-carbox-amid}-3-methylbutanoat)
	Mai 2016
	5F-ADB5F-MDMB-PINACA
	10
	31.BtMÄndV09.06.2016
	Jan 2015 -
	Methyl-{2-[1-(5-fluorpentyl)-1H-indazol-3-carboxamid]-3,3-dimethylbutanoat
	Juni 2016
	mehrere Todesfälle,
	CUMYL-4CN-BINACA
	NpSGuBtmG-AnlÄndV
	1-(4-Cyanobutyl)-N-(2-phenyl-propan-2-yl)-1H-indazol-3-carboxamid
	13.07.2019
	März 2019
	5F-MN-18AM-2201 Indazolcarboxamid-Analogon
	8
	31.
	Okt 2012 -
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	CP 47,497-C6-Homologescis-3-[4-(1,1-Dimethylhexyl)-2-hydroxyphenyl]cyclohexanol
	24.
	keineSicherstellungen
	BtMÄndV22.01.2010
	5-(1,1-Dimethylhexyl)-2-[(1RS,3SR)-3-hydroxycyclo-hexyl]phenol
	CP 47,497cis-3-[4-(1,1-Dimethylheptyl)-2-hydroxyphenyl]cyclohexanol
	14
	24.
	Feb 2009 -
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	CP 47,497-C8-Homologescis-3-[4-(1,1-Dimethyloctyl)-2-hydroxyphenyl]cyclohexanol
	4,483
	24.
	CP 47,497-C9-Homologescis-3-[4-(1,1-Dimethylnonyl)-2-hydroxyphenyl]cyclohexanol
	24.
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	keineSicherstellungen
	BtMG
	01.01.1982
	3-Hexyl-6,6,9-trimethyl-7,8,9,10-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-1-ol
	Dimethylheptyltetrahydro-cannabinol
	keineSicherstellungen
	BtMG
	01.01.1982
	6,6,9-Trimethyl-3-(3-methyl-octan-2-yl)-7,8,9,10-tetra-hydro-6H-benzo(c)chromen-1-ol
	keineSicherstellungen
	1. BtMÄndV
	01.09.1984
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	CUMYL-5F-P7AICA
	8
	4,7140
	BtMRÄndV
	0,814
	Feb 2015 -
	13.07.2018
	1-(5-Fluorpentyl)-N-(2-phenylpropan-2-yl)-1H-pyrrolo[2,3-b]-pyridin-3-carboxamid
	Jan 2019
	CUMYL-PEGACLONE
	7
	BtMRÄndV
	CUMYL-5F-PEGACLONE
	4
	NpSGuBtmG-AnlÄndV
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	JWH-307
	6
	27.
	BtMÄndV17.07.2013
	[5-(2-Fluorphenyl)-1-pentyl-1H-pyrrol-3-yl]-(naphthalin-1-yl)methanon
	Aug 2011 -
	Feb 2014
	MDMB-CHMCZCA
	9
	18.
	BtMGAnlÄndV
	Okt 2015 -
	Dosierung nachden Angaben auseinschlägigenInternet-Foren
	Anzahl der Länder, dieSicherstellungen andie EBDD gemeldethaben sowie Zeitraum,
	Strukturformel
	in dem diese
	3,8710,79,143
	 a) 33 … 66 mg27
	9-Tetrahydrocannabinol
	25046,62
	9-THC
	BtMG
	01.01.1982
	6,6,9-Trimethyl-3-pentyl-6a,7,8,10a-tetrahydro-6H-benzo[c]chromen-1-ol
	 c) 100 … 150 mg27
	171103
	 c) 60 … > 100 mg28
	CUMYL-5F-PICA
	2
	2,8140
	CUMYL-5F-PINACA
	0,428115
	0,43134,140
	Anhang A: Bisherige höchstrichterliche Rechtsprechung zur Festlegung von Grenzwerten der „nicht geringen Menge“ in zeitlicher Reihenfolge
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