
Jbunu2z of Cfiromatog~aphy, 197 (1980) 232-235 
ELsevier Scientiiic Publishing Company, Amsterdam - printed in The Netherlands 

CHROM. 12,97% 

Konzentrationsabh&tgige Verkderungen der Methylene Units bei Steroid- 
analysen (MU-Shift) 
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(Eingegangen am 8. April 1980; gehderte Fassung eingegangen am 22. Mai 1980) 

Urn in der Gaschromatographie (CC) kostspielige Detektionssysteme, wie sie 
zum Beispiel IR-Spektrometer und Massenspektrometer darstellen, zu umgehen, und 
trotzdem qualitativ zuverlassige Aussagen machen zu konnen, haben sich verschiedene 
“fdentifikationssysteme” wie die Kovats-Indices (KI), die Steroidnummem (SN) oder 
die Methylene Units (MU) durchgesetzt. Besonders bei Analysen von Steroidhormo- 
nen mittels Kapillargaschromatographie dienen derartige Einheiten, speziell die MU- 
und T-Werte, zur AufkBirung von Molekiilstrukturen ‘,da sie sich, abgeleitet aus den 
relativen Retentionszeiten (RRT), additiv aus dem Retentionsverhalten des Mole- 
kiilskeletts und der einzehren funktionellen Gruppen zusammensetzen2n3. 

Bei der GC Analyse von Steroiden hat sich die qualitative Zuordnung der 
Peaks eines Chromatogramms fiber die MU’s durchgesetzt. Bei den dafiir haupts%h- 
lich verwendeten polaren fliissigen Phasen dienen langkettige aliphatische Kohlen- 
wasserstoffe (RW) als Bezugssubstauzen ffir die Berechnung der MU-Werte. Dabei 
wird die Retentionszeit (fR) der KW auf einer logarithmischen Basis verglichen. Bei 
der praktischen Anwendung dieser Zuordnungsmethode muss jedoch darauf geachtet 
werden, dass diese Kenngrijsse nich uneingeschdnkt unter diversen Chromatographie- 
bedingungen, bzw. bei verschiedenen Gersteparametem, verwendet werden kann. 
Mehrere Komponenten fihren zu Ver%nderungen der MU-Werte fiir verschiedene 
Substanzen. In der Literatur wird hauptsPchlich auf eine Temperaturabhingigkeit 
hingewiesen2-5. 

Die IdentiBzierung von Substanzen im Chromatogramm einer unbekannten 
Probe kann also nur dann vorgenommen werden, wenn die Probe unter ides&n 
Temperaturbedingungen wie der Eichstandard analysiert wurde. Eichkurven weisen 
besonders bei Verwendung eines Flammenionisationsdetektor (FID) oft iiber einen 
grossen Konzentrationsbereich ein lineares Verhalten auf, sodass eine Mehrpunkt- 
eichung in diesem Falle nicht von absoluter Notwendigkeit ist. Es kann aber zu eicer 
Verschiebung der Werte fur die MU’s in den verschiedenen Konzentrationsbereichen 
kommen, zum sogenannten “MU-Shift”. 

In der vorliegenden Arbeit wird nun diesem konzentrationsabhHngigen “MU- 
Shift” Rechnung getragen. Die Kenntnis der Variabihtit der MU’s in Abh+igkeit 
van der Konzentration, bei der sie berechnet werden, ist fir die Peakidentifizierung 
wichtig, um bei Chromatogrammen, in denen Substanzen quantitativ sehr unter- 
schiedlich auftreten, keine falschen Zuordnungeu zu trefhen. 
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MATERIAL UND METHODM 

Die GC Retentionswerte wurden mit einem Carlo Erba, Model1 Fractovap 
2900 Gaschromatograph ermitteit. Detektor war ein FID. Die Auswertung der 
Chromatogramme und die Zuordnung der relativen und absoluten Retentionszeiten 
erfolgte Cber einen Digitalintegrator SF 4IOO (Spectra-Physics). 

Das Trennsystem war eine Glaskapillare (OV-101; 25 m x 0.5 mm I.D.). Die 
Temperatur (Lnjektor und Detektor) war 300°C; Ttigergas, Nz_ 

Die Analysen erfolgte temperaturprogrammiert gem&s folgendem Schema: 

65°C (2 min) 
35’C/min 1 _S”C/min 

- 220°C (15 minj ___3 250°C. Als Probesub- 
stanzen wurden willkiirlich gewihlte Steroide der Nebennierenrinde eingesetzt, deren 
Retentionsverhalten ermittelt wurde. Es waren dies: 

3a, 17@-Dihydroxyandrost-S&an 
So, 17$-Dihydroxyandtost-Se-an 
3#?, t7$-Dihydroxyandrost-%-an 
3a-Kydroxyandrost-5/I-an-17-on 
3c-Hydroxyandrost-Sc-an-17-on 
3@-Hydroxyandrost-%-an-17-on 
17/3-Hydroxyandrost-Sa-an-S-on 
17~-Hydroxyandrost-5a-an-3sn 
17-Hydroxyandrost-+en-3-on 
17-Hydroxyandrost-&n-3-on 
3a, I 1 j3-Dihydroxyandrost--5&m- 17-on 
3a, 17&Dihydroxyandrost-5c-an-17-on 
17c-Hydroxypregrwten-3,2O-dion 

(1) 

(‘:; 
(4) 

(5) 

(6) 

(772) 

(7W’ 

@a) 

NT 

(9) 

(10) 

(11) 

ABe Reinsuhstanzen wurden von Steraloids (Wilton, NK, U.S.A.) bezogen. Die 
Proben wurden als MO-TM!!&De&ate chromatographiert6~‘. 

Als Bezugssubstanzen fiir die Berechnung der RRT und MU dienten die Al- 
kane n-C,,K, (n-Tetracosane) und n-C,&& (E-Dotriacontane) (.4pplied Science 
Tabs., Stste College, PA, U.S.A.). 

ERGEBNISE 

Die ohen angefihrten Steroide wurden in drei verschiedenen Konzentrationen 
chromato_mphiert: A, 2041 ng/pl; B, 50 n&p1 und C, 25 ng/$. Fur jede Konzentra- 
tion wurden vierfache Einspritzungen vorgenommen. 

In Fig. 1 ist das Chromato_mmm des Steroidgemisches zu sehen. Tabelfe I gibt 
die Ergehnisse als MU- und RRT-Werte der einzelnen Komponenten wieder- 

In TabeIIe II sind die Unterschiede (A MU- und d RRT-Werte) zwischen den zu 
den verschiedenen Konzentrationen einer Substanz gehorenden Werte angegeben. 

l Die MO-MS-Dcrivate &scr Steroids ersdieinen in Clxomatogramm As Doppelpea?~ Da 
dam Ww Srstcm eke fW&sausfiiiirung is& ist eine iiCessz=g nkht zu verrnuten. Wahr- 
ScheinIicim CrsEfreint die au& in der scf. 6 angefiihrte EM&ung von syn-mrSsomeren der 
MCtflOXkldCSi~~. 
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Fig. 1. Kapiliargaschromatogram von Steroidhormorxen. SluIe: 25 m x 0.5 mm I.D. OV-101; De- 

tektor- und Injektortemperatur: 300°C; Oventemperaturprog: 65°C (2 min) u’c’mrn l 220°C 
(15 min) = 250°C. 

TABELLE I 

ERGEBNISSE DER BESTIMMUNGEN VON MU UND RRT FUR STEROIDHORMONE IN 
DREI VERSCHIEDENEN KONZENTRATIONBEREICHEN NACH KAPILLAR-GC AUF- 
TRENNUNG 

Subsram A?.-. MUfRRT (2: n = 4) 

..?a0 n&d 50 WIN 

1 24.257/l .061 24.20011 .O48 
2 24.563/l. 134 24.43811.115 
3 24.660/1.157 24.560/1.134 
4 24X43/1.201 24.783/1.186 
5 25.203/1.286 25.108J1.264 

6 2X257/1.299 25.175/1.279 
7a 25.790/l-426 25.728/l-41 1 
7b 25.950/1.464 25.885/1.449 
8a 26.39311’569 26.395J1.552 
8b . 25.47311.589 26.398/I -571 
9 27.603/1.858 27.538/l .843 

10 27.88Oj1.923 27.823/l .909 
1; 29.607/2.339 27.58312.329 

* SE < 0.01 fti alle Proben. 

2.5 R!m 

24.193/1.047 
24.473/1.113 
24.547/1.131 
24.767/1.184 
25.087/l -261 
2.5.150/1.276 
25.715/l .409 
25.870/l-451 
26.305/1.550 
26;390/1.570 
27.543i1.851 
27.770/1.899 
29.cloO/2.345 

DISKUSSION 

Bei der Analyse van Steroidhormoren mittels GC bzsv. Kapillar-GC xerden 
fir die qualitative Zuordnung der Peaks im Chrosnatograrn hapts%hIich die MU- 
Werte verwendet. Als Bezugssubstanzen Er diese Berechnungen dienen vonviegend 
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TABELLE ll 

dMU- UND dRRT-WERTE BEI PEAKZU ORDNUNG IN DREI VERSCKLEDENEN 
ZENTRATIONSBEREICKEN 
“--- vor den zahlen SOU die Abnahme des U’crtes anzeigen. 

23.5 

KON- 

Subsrcmz Nr. AMU/ARRT(ZoO + 50) AMU(JR.RT (SO -t 25) AMU/ARRT(i?iW + 2.5) 

1 -0.057~--0.013 -o.a07/-0.001 -0_064/-0.016 
2 -0.080~-0.019 -O.OlO/-0.002 -o.oso/-0.021 
3 -O.loo/-0.023 -0_013/-0.003 -0.113;-0.026 
4 -0.06@~-0.015 -0.016/-0.1302 -0.076/-0.017 
5 -0.09s/ -0.022 -0.021/-0.003 -0.116/-0.025 
6 -o.osr~-o.ozo -o.ozs/ -o.cm -0.107/-0.023 
7a -om2/-0.015 -0.013/-0.002 -0.075/-0.015 
7-D -0.06s/-0.015 -O.OlS/-0.002 -O.OSOi-0.013 
Sa -0.002/‘-0.017 -o.O!m/-0.002 -o_oss/-0.019 
Sb -0.07s]-0.013 -o.oOS/-O.@Ol -O_OS3~-0.019 
9 -0.06s/-0.015 -o.OOs/ -0.oOS -0_064Ij-o.cQS 

10 -o.osi/-0.014 -o_os3/-0.010 -0-l lOI-0.024 
11 -0.024/-0.010 -0.017/-0.016 -0.007/ -0.006 

langkettige n-Alkane, wenn such z. T. schon andere Molekiile, wie &her oder Ketone 
von n-Pa&&en vorgeschiagen wuren8. 

Bei Verwendung der MU-Werte ist auf gleiche Temperaturverh~ltnisse bei 
Eichung und AnaIyse zu achteu, da diese Zuordmmgsmethode stark temperatur- 
abhtigig ist. Neben dieser Variabiiitit rufen such Konzentrationunterschiede einen 
gewisscn ̂ MU-Shift” hervor. Weun die MU-Differeuzcn bei den angefuhrten Kon- 
zentrationen such s&r gering erscheinen (siehe Tabelle II/Ergebnisse), muss man doch 
beachten, dass bcnachbarte Substanzen ebcnfails nur sehr geringfi~gige Unterschiede 
in den MU-W- aufweiscn. So kann man zwischen den Substanzen 2 und 3 einen 
MU-Wert-Unterschied von 0.097 feststeuen; zwischen 5 und 6 bzw. Sa und Sb betra- 
gen die DifFexnzen 0.054 und 0.080 MU-Einheiten. Auf Grund det Werte fiir den 
“MU-Shift* durch Koozentrationsve~derungen (siehe Tabelle II) kam man erken 
nen, dass die Identifizierung van Probenpeaks dann N falschen qualitativen Aussagen 
Tuhren kann, wenn die Eichung, und somit die Berechnung der einzehen Komponen- 
ten in einem anderen Konzentrationsbereich durchgefChrt wird. Dieser obea aufge 
zigten Dateu wegen muss die Empfehlung abgegeben werden, bei Pe&idetiti%zierung 
iibet MU und RRT nach einem Standardchromatog unbedingt den Konzen- 
trationsbereich bei Eichung und An&se N bcachten, um qualitativ richtige Zuord- 
nungen treEen N kiinnen. 
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