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analysen (MU-Shift)
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Um in der Gaschromatographie (GC) kostspielige Detektionssysteme, wie sie
zum Beispiel IR-Spektrometer und Massenspektrometer darstellen, zu umgehen, und
trotzdem qualitativ zuverlissige Aussagen machen zu kénnen, haben sich verschiedene
“Identifikationssysteme” wie die Kovats-Indices (KI), die Steroidnummern (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 Aufklarung von Molekiilstrukturen !,da sic sich, abgeleitet aus den
relativen Retentionszeiten (RRT), additiv aus dem Retentionsverhalten des Mole-
kiilskeletts und der einzelnen funktionellen Gruppen zusammensetzen?-3.

Bei der GC Analyse von Steroiden hat sich die qualitative Zuordnung der
Peaks eines Chromatogramms iiber die MU’s durchgesetzt. Bei den dafiir hauptsich-
lich verwendeten polaren fliissisen Phasen dienen langkettige aliphatische Kohlen-
wasserstoffe (KW) als Bezugssubstanzen fiir die Berechnung der MU-Werte. Dabei
wird die Retentionszeit (7g) der KW auf einer logarithmischen Basis verglichen. Bei
der praktischen Anwendung dieser Zuordnungsmethode muss jedoch darauf geachiet
werden, dass diese Kenngrdsse nich uneingeschrinkt unter diversen Chromatographie-
bedingungen, bzw. bei verschicdenen Geridteparametern, verwendet werden kann.
Mehrere Komponenten fithren zu Verinderungen der MU-Werte fiir verschiedene
Substanzen. In der Literatur wird hauptsichlich auf eine Temperaturabhingigkeit
hingewiesen—>.

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

In der vorliegenden Arbeit wird nun diesem konzentrationsabhingigen “MU-
Shift” Recbnung getragen. Dic Kenantnis der Variabilitit der MU’s in Abhingigkeit
von der Konzentration, bei der sie berechnet werden, ist fiir die Peakidentifizierung
wichtig, um bei Chromatogrammen, in denen Substanzen gquantitativ sehr unter-
schiedlich aufireten, keine falschen Zuordnungen zu treffen.
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MATERJIAL UND METHODIK

Die GC Retentionswerte wurden mit einem Carlo Erba, Moedell Fractovap
2900 Gaschromatograph ermittelt. Detektor war ein FID. Die Auswertung der
Chromatogramme und die Zuordnung der relativen und absoluten Retentionszeiten
erfolgte iiber einen Digitalintegrator SP 4100 (Spectra-Physics).

Das Trennsystem war cine Glaskapillare (OV-101; 25 m X 0.5 mm 1.D.). Die
Temperatur (Injektor und Detektor) war 300°C; Tragergas, N;.

Die Analysen erfolgte temperaturprogrammiert gemass folgendem Schema:

35°C/{min ~ 1.5°C/min

65°C (2 min) 220°C (15 min) ————— 2350°C. Als Probesub-
stanzen wurden willkiirlich gewzhite Steroide der Nebennierenrinde eingesetzt, deren
Retentionsverhalten ermittelt wurde. Es waren dies:

3a,173-Dihydroxyandrost-53-an 43
3a,173-Dihydroxyandrost-Se-an )
38,173-Dihydroxyandrost-Se-an 3)
3e-Hydroxyandrost-58-an-17-on (4)
3e-Hydroxyandrost-Se-an-17-on 3)
3p8-Hydroxyandrost-Se¢-an-17-on ©)
178-Hydroxyandrost-3¢-an-3-on (7a)
178-Hydroxyandrost-5¢-an-3-on (76)"
17-Hydroxyandrost-4-en-3-on (8a)
17-Hydroxyandrost-4-en-3-on (8b)"
3¢,113-Dihydroxyandrost-58-an-17-on (¢)]
3,178-Dihydroxyaadrost-5a-an-17-on (10)
17e«-Hydroxypregn-4-en-3,20-dion (i1

Alle Reinsubstanzen wurden von Steraloids (Wilton, NH, U.S.A.) bezogen. Die
Proben wurden als MO-TMS-Derivate chromatographiert®.”.

Als Bezugssubstanzen fGr die Berechnung der RRT und MU dienten die Al-
kane n-C,;Hsy (n-Tetracosane) und n-C;,He (n-Dotriacontane) (Applied Science
Labs,, State College, PA, U.S.A)).

ERGEBNISSE

Die oben angefiihrten Steroide wurden in drei verschiedenen Konzentrationen
chromatographiert: A, 200 ng/ul; B, 50 ng/ul und C, 25 ng/ul. Fur jede Konzentra-
tion wurden vierfache Einspritzungen vorgenommen.

In Fig. I 1st das Chromatogramm des Steroidgemisches zu sehen. Tabelle I gibt
die Ergebnisse als MU- und RRT-Werte der einzelnen Komponenten wieder.

In Tabelle II sind die Unterschiede (AMU- und ARRT-Werte) zwischen den zu
den verschiedenen Konzentrationen einer Substanz gehdrenden Werte angegeben.

* Dic MO-TMS-Derivate dicser Steroids erscheinen in Chromatogramm als Doppelpeak. Da
das analytische System eine Allglasausfahrung ist, ist cine Zersetzung nicht zun vermuten. Wahr-
scheinlicher crscheint die auch in der ref. 6 angefohrte Erkl3rung von syr-ansi-Isomeren der
Methoximderivate.
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Fig. 1. Kapillargaschromatogram von Steroidhormonen. Siule: 25 m X 0.5 mm I.D. OV-101; De-
tektor- und Injektortemperatur: 300°C; Oventemperaturprogramm: 65°C (2 min)—5/212_, 530°C
(15 min) L:5C/min , 5500°C,

TABELLE I

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

TRENNUNG
Substanz Nr. MU|RRT (%*:n = 4)
.200 ngful 350 ng sl 25 nglpd
1 24.257/1.061 24.200/1.048 24.193/1.047
2 24.563/1.134 24.438/1.115 24.473/1.113
3 24.660/1.157 24.560/1.134 24.547/1.131
4 24.843/1.201 24.783/1.186 24,767/1.184
5 25.203/1.286 25.108/1.264 25.087/1.261
6 25.257/1.299 25.175/1.279 25.150/1.276
7a 25.790/1.426 25.728/1.411 25.715/1.409
7b 25.950/1.464 25.885/1.449 25.870/1.451
8a 26.393/1°569 26.395/1.552 26.305/1.550
8b - 26.473/1.589 26.398/1.571 26:390/1.570
9 27.603/1.858 27.538/1.843 27.543/1.851
10 27.880/1.923 27.823/1.909 27.770/1.899
13 29.607/2.339 27.583/2.329 29.000/2.345

* SE < 0.01 fir alle Proben.

DISKUSSION

Bei der Analyse von Steroidhormonen mittels GC bzw. Kapillar-GC werden
fir die qualitative Zuordaung der Peaks im Chromatogram haptsichlich die MU-
Werte verwendet. Als Bezugssubstanzen fir diese Berechnungen dienen vorwiegend
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TABELLE D}
AMU- UND ARRT-WERTE BEI PEAKZUORDNUNG IN DREI VERSCHIEDENEN KON-
ZENTRATIONSBEREICHEN
—* vor den Zahilen soll dic Abnahme des Wertes anzeigen.
Substanz Nr. AMUISRET (200 — 50) AMUJARRT (50 — 25) AMU|ARRT (200 — 25)
1 —0.057/—0.013 —0.007/—0.001 —0.064/—0.016
2 —0.080/—0.019 —0.010/—0.002 —0.090/—0.021
3 —0.100/—-0.023 —0.013/-0.003 -—0.113/—0.026
4 —0.060/—0.015 —0.016/—0.002 —0.076/—0.017
5 —0.095/—0.022 —0.021/—0.003 —0.116/—0.025
3 —0.082/—0.020 —0.025/{—0.003 —0.107/—0.023
7a —0.062/—0.015 —0.013/—0.002 —0.075/—0.017
70 —0.065/—0.015 —0.015/—0.002 —0.080/—0.013
8a —0.002j—0.017 —0.090/—0.002 —0.088/—-0.019
8o —0.075/—0.0618 —0.008/—0.001 —0.083/—0.015
9 —0.0685/—-0.015 —0.005/—0.008 —0.060; —0.008
10 —0.057/—0.014 —0.053/—0.010 —0.110/—0.024
11 —0.024/—0.010 —0.017/—0.016 —0.007/—-0.006

langkettige n-Alkane, wenn auch z. T. schon andere Molekiile, wie Ather oder Ketone
von n-Paraffinen vorgeschlagen wurden®.

Bei Verwendung der MU-Werte ist auf gleiche Temperaturverhdltnisse bei
Eichung und Analyse zu achten, da diese Zuordnungsmethode stark temperatur-
abhiangig ist. Neben dieser Variabilitit rufen auch Konzentrationunterschiede einen
gewissen “MU-Shift” hervor. Wenn die MU-Differenzen bei den angefiihrten Kon-
zentrationen 2uch sehr gering erscheinen (siche Tabelle II/Ergebaisse), muss man doch
beachten, dass benachbarte Substanzen eberfalls nur sehr geringfiigige Unterschiede
in den MU-Werten aufweisen. So kann man zwischen den Substanzen 2 und 3 einen
MU-Wert-Unterschied von 0.097 feststellen ; zwischen S und 6 bzw. 82 und 8b betra-
gen die Differenzen 0.054 und 0.030 MU-Einheiten. Auf Grund der Werte fiir den
“MU-Shift” durch Konzentrationsveranderungen (siche Tabelle IT) kanp man erken
nen, dass die Identifizierung von Probenpeaks dann zu falschen qualitativen Aussagen
fohren kann, wenn die Eichung, uand somit die Berechnung der einzelnen Komponen-
ten in einem anderen Konzentrationsbereich durchgefiihrt wird. Dieser oben aufge
zeigten Daten wegen muss die Empfehlung abgegeben werden, bei Peakidentifizierung
tiber MU und RRT nach einem Standardchromatogramm unbedingt den Konzen-
trationsbereich bei Eichung und Analyse zu beachten, um qualitativ richtige Zuord-
nungen treffen zu kénnen.
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