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DAS PRODUKT AUS DURCHBRUCHSZENT UND PEAKTOTS ALS
MENGENMASS BET DER GASCHROMNTOGRAPHISCHTEN BESTIMMUNG
VON STEROIDEN
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SENMMARY

Cuantitatioe coalualion of cas clhiromatograpliically separated steroids from e prodicts
of Jcalkdrongh e and peak height.

Several steroids were separated by gas chromatography using thune ionisation
detection, The peaks obtained were eviduated quantitatively from the products of
peak height, hreakthrongh tine and a correction factor (ratio of moleculin weight 1o
ciarbon number), The standard deviation in this procedure swas fotnd to be .80, with
frec steroids, 0.2, with the aeetates and 1o.50, with the trimethvizilvet ethers, Fhus
the quamtitative determination ol several steroids in one chromatogram is possible
withont integration of the peak areas and with the use of one standard only,

FANEETITUNG

Die quantitative Auswertung cines Gas-Chromirtogrammes erfolgt meistens
ither e Peakttichen, die nach Anbringung stotfspeziliseher Korrekturfaktoren, ein
Mass der aufeegebenen Mengen <ind. Die Peaktlichen swerden dabei mit der erforder-
lichen Genauigkeit mittels mechanischer oder besser elektronischer Integratoren
bhestinnnt, Nicht immer steht jedoch cin Integrator zur Verlitgung, ITn solehen iiflen
i=t dice Fliichenbestimumung nach der Dreicekstethode!, Peakhiobie mal Talbwerts-
Dreite, o4, nur dann zuverkiissig, wenn der Sehreibervorsehub gross genug gewdihlt
wird, unn die Halbwertsbreite mit cinem Lincal genau messen zu kimnen. Bei engen
Peak= ist es vorteilhatter, anstelle der Halbwertsbreite die it unter bhestimmten
Pedingangen proportionale Durichbruchszeit 4 20 verwenden, die siclhiads Streeke vom
Ot der Aualgabe bis zum Peakmaximum angeben Kisst, Das Mass der anfregebenen
Menge ist dann Peakhahe il Duarehbruchszeit, fofye, sworanl bereits Presor® hin-
wies, und was spiiter am Beispicl der Analyse cines Plefferminzols von BarTLET UND
Satrret hei nure teibweise getrennten Peaks und bei der Analvse von Fettsiiureestern
von Carronet experimentell bestiitigt wurde, Eine relativ gute Ubercinstimmung der
lincaren Bezichung zwischen Ay und e wurde auch bhei homologen Substanzen ge-
Mmden. Bei Verwendung von Schreibern, dice ihre Emptimdlichkeit proportional zur
Moesszeit {findern, ergibt sich das Flitchenmass sehliesslich direkt aus der Pealkhio e,
Diass die Halbwertsbreite cines symmetrischen Konzentrationsprotfiles von der aufge-
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gebenen Menge unabhiingig und der Durchbruchszeit proportional ist, wiar bereits von
CrEMER UND MULLERY aufgezeigt worden, CREMER UND HAUTTT henutzten die gemes-
scne Peakhdahe als Mengenmass bei der Bestimmung von CO und €Oy, wobei die Durch-
brachszeit in den empirisch bestimmten Proportionalitiitstaktor hineingenommen
wurde,

In der vorlicgenden Arbeit wird die Moglichkeit iiberpriift, beliehige Steroide
und deren Derivate, wie Acetate und TrimethylsilvEither, nach ibrer gas-chromato-
graphischen Trennung und ihrer Anzeige mittels Flammenionisationsdetektor (1F1D)
quantitativ itber das Produkt 2+ ¢yy bei Verwendung nur cines Standards zu hestim-
men, wm bei mediziniseh-chemischen Untersuchungen nicht nur cin risches und zu-
verliissiges, sondern auch billiges Ausswerteverfahren zur Verfiigung z2a haben,

ENPIERIMENTELLIES

Clas-Cliromatograph

Dic Untersuchungen wurden mit cinenr Perkin-Elmer Gas-Chromatographen,
Modell Sor mit Doppel-IF1D, durchgefithrt, Dice Glassiiule, Linge 180 cm, {iusserer
Durchmesser 3.2 mm, enthielt 32, NE-00 aul Gas-Chrom P, Die Siulentemperatur
bhoetrug bei den freien Steroiden und deren Acetate 235 und bei den Silvliithern 210
Dic Injektor- und die Detektortemperatur waren jeweils gleich der Siialentemperatur,
Dic Stromungsgeschwindigkeit von Stickstoft als Trigergas betrug immer 1oml see.
Vor dem FID wurde die Steomung im Verhidiltnis 11 geteilt,

Standardlisingen und Derivate

Von den vinzelnen Steroiden wurden Lisungen mit einer Konzentration von
1 mg mlin abs, Athanol hergestellt, Die Silvlither wurden durch Umsetzung von je
I myg cines Steroids mit o.5 ml Hexamethyldisilazan und drei Tropfen Trimethyl-
chlorsilan wiihrend 1 Std. bei 65 erhalten®. Bei dieser katalytischen Silvlierung
reagieren auch  die steriseh  gehinderten  11f-Fledrosyigruppen®.  Ubersehiissige
Reagenzien wuarden im Luftstrom, der zuvor itber cone, HL,80, und NaOT-Plitzehen
cetrocknet wurde, entfernt, Die Ritckstiinde wurden in 1 oml Tetrachlorkohlenstoft
gelist, Zur Gewinnung der Acetate wurde je 1 mg eines Steroids mit o.5 ml Essigsiiure-
anhydrid und o.r ml Pyridin bei 50 0 1 St stehen gelassen', Die itberschiissigen
Reagenzien wurden wieder im trockenen Luftstrom bei 0o entfernt und die Rilek-
stiinde in 1 ml Tetrachlorkahlenstoll aufgenommen.

ERGEBNISSE UND DISKUSS[ION

Unter Voraussetzung, dass keine Zersetzung in der Siiule cintritt und  cine
lineare Anzeige vorliegt, lautet die Formel zur quantitativen Berechnung bei Ver-
wendung eines fiusseren Standards,

mox = *-:-\ /\ My (1)

s s
nexy und gy sind die Mengen der Substanz N bzw. des Standards St, /7 untd 744 die
entsprechenden Peakfliichen und fx und fy die substanzspezifischen Korrekturfok-
toren. Beim FID erzeugen gleiche Molmengen Kohlenwasserstoffe Ausschliige, die in
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erster Niitherung dem Kohlenstotfgehalt im Molekdil proportional sind, Dic Korrektur-
fuktoren sind dann proportional A7¢;7, dem Quotienten aus Molekulargewicht und
der Kohlenstoftzahl im Molekal!!

MG
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Merkliche Abweichungen dicser Faktoren von (i, 2 wurden bei Substanzen beob-
achtet, die sich sehr in ihren physikalisch-chemischen Eigensehalten unterscheiden'®
Da die Steroide diesbeziiglich ecinander dhnlich sind, war zu erwarten, dass sich die
genannten Korrekturfaktoren mit guter Nitherung cinsetzen lassen. Aus demscelben
Grund war auch anzunchmen, dass die Bodenzahl ciner Trennsiiule'™ fie dic cinzelnen
Steroide konstant sein sollte, so dass hei svymmetrischen Peaks somit auch die Voraus-
setzung fiir cine proportionale Bezichung zwischen b und £y bzw, zviischen 15~ /e hy
und /ey gegeben ist, Des weiteren sind die Durchbruchszeiten (Gesamtretentions-
zeiten) der Steroide gegenitber cinem Inertgas relativ gross, Daher kinn als gine wei-
tere notwendige Voraussetzung die Dilfusionsverbreiterung in der Gasphase vernach-
lissigt werden,

Die zur Mengenberechnung zu priifende Formel Luatet nun
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TADBELLE
AUSWERTUNG FRETER STEROTDE NACH GL.5

Trennmsiinle: 39, NE-oo auf Gas-Chrom 1°, 235 .

Stevord Welative ¥ Merv!ny frotanae by, Ieduaes fretany
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dicd o 1,00)
5= Nndrosten- 34,107 4-diol 0.7 15.3 102 480 SURL 2.0
Dehvdrovpimdrosteron 0.8 15.1 1.00 477 477 o
trans- Nndrosteron 0.85 15.3 (I g7 477 0.7
Pregnandiol .00 15.2 IINTY| 5.0 TN ENT)
allo-1regnandiol 1ol 15.2 1,001 N NENE 2y
sH-Androstan- 3, 7-dion [ I 15.1 1.00 2.3 Q2.3 g
Testosteron 1.55 1501 1.00 471 45t 0,1
1= ISetonndrosteron 1.ON 1.0 1.oh 5.8 4708 0,8
J-Androsten-3,07-dion 1,85 15.0 1,00 7.0 47,0 0,0
if-Hhvdroxsyindrosteron 2t 1ot (RTY 472 50,4 3.4
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Fei gleichen Aufgabemengen sollte dabier gelten
s lareso I const, (3)

[0 den Tabellen T 11T sind die Dt ciner Aulgabe von ]« 2
t=gewerteten Peaks wicdergegeben, Aus Griinden der Ubersichitlichkeit wurde mit
Clativen Korrekturfaktoren gerechnet, Die Steroide <ind in der

s freier Steroide nach Glos
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GUOTRENNSUNG VON STEROIDEN 51
Durchbruchszeiten aufeelithrt, Tabelle T entliilt freie Steroide, Tabelle T SilvEither
und Tabelle TT Acetate von Steroiden. Bei Derivatbildung sind die Norrekturlfaktoren
der Gl 2 entsprechend abzuiindern, 1<s gilt analog
. -1/(;Ilurlv:n ,
Tiwalear ~ e : { i)
Hpwerivat
Bezieht man sich bei der Auswertung aul die Treien Steroide, <o muss noch mit cinem
stachiometrischen  Faktor /o M rroies stornin M porrvar multipliziert werden, Man
erhitlt <omit cinen neuen Korrekturfaktor /% fie den unter der Voraussetzung gleicher
Ausbheutefaktoren geschrichben werden kann
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Aus den Tabellen T gebt hervor, dass die Produkte nach GL o3 omm einen
Mittehwvert schwanken, Bei den freien Steroiden betreiigt die Standardabweichunyg
CoaSY,L bet den Neetaten - O.g, und bei den SilvEithern - 10,5, Die hoheren
Standardabweichungen bei den Derivaten diirften aul Ausbeutesehwankungen zu-
ritekzaf{ihren scin, Berficksichtigt man, diss es <ich bei dieser Standardabweichung
um Gesamthetriige handelt, die noch Streuungen der Einwaage (Reinheit der Sub-
stanzen), der Ausbeute hei Derivatbildung und der Aufgabe enthalten, <o folgt daraus,
dass die fiber die substanzspezitischen Korrekturfaktoren und der Konstanz der
Bodenzahl Daw., der Proportionalitiit zwischen 4 und 4 gemachten Voraussetzungen
it erfitllt werden und Gl in der Praxis mit aunsreichender Genauigkeit die uantiti-
tiven Berechnungen wiedergibt, Des weiteren kiomn bei itbervinstimmenden oder nuar
ceringlligic abweichenden Norrekturfaktoren der zu bestimmienden Substanzen und
des Standards Glog in vercinfachter Form mit cinem refativen Korrekturlaktor
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angewandt werden,
ZUSAMMENFARSUNG

Versehicdent” Steroidd wurden  gas-chromatographiseh getrennt und mittels
Flammuenionnisationsdetektor angezeigt, Dic erhaltenen Peaks warden quantitativ iiber
das Prodakt von Peakhohe, Durchbruchszeit und cinem Korrelkturfaktor (Verhiiltnis
von Molekulargeswicht zu Kohlenstotfenzahl) ausgewertet. Nach diesem Verfahiren
Swurden bei jeweils gleichor Aufgebenmenge bei den freien Steroiden eine Standardab-
weichung von 4.8 vy, bei den Acetiten von o.g @, und bei den SilvEithern von 1o.5 @,
wefunden, Folglich ist es maglich, die cinzelnens Steroide cines Chromatogranums unter
Beniitzung nur cines Standards quantitativ zu bestimmen, ohne die Peaktliiche inte-
wricren zu miissen,
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