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(Eingegangen am 26. Juni 1981; geinderte Fassung eingegangen am 13. August 1981) 

SUMMARY 

Gas chromatographic identtjkation of low baiting compounds b-v means of retention 
indices using a programmable pocket calculator 

For the rapid identification of volatile compounds in the forensic and clinic 
toxicological practice the retention indices were determined of 55 low boiling substan- 
ces on Carbowax 1500 and Porapak Q- Based on a column efficiency characterized by 
the separation number TZ,,e it is shown that most substances cannot unambiguously 
be identified using only one stationary phase, whereas the combination of both co- 
lumns will allow to differentiate them with only few exceptions. The reproducibility of 
the index values within one laboratory and the prerequisites for the comparatibility 
between various laboratories are discussed_ 

EINLEITUNG 

Niedrig siedende Stoffe finden nicht nur in Industrie und Labor als Losungs- 
und Extraktionsmittel, sondern such im Haushalt als. Verdtinnungs- und Reinigungs- 
mittel eine weite Verbreitung. Daher ist es nicht verwunderlich, dass sie eine grosse 
gewerbetoxikologischer-’ und klinisch toxikologische Bedeutung erlangt haben8-‘I; 
neben den akzidentellen Intoxikationen sind hierbei such die Falle von Missbrauch 
(Schniiffeln)’ l-l6 sowie die Selbstvergiftungen’*’ ‘J zu erwiihnen. Die allgemeine 
Verfiigbarkeit fliichtiger Substanzen stellt daher das toxikologische Labor immer 
wieder vor die Aufgabe, eine Identitierung solcher Stoffe durchzufiihren, urn sie als 
Ursache fiir eine Intoxikation zu bestatigen oder aber auszuschliessen. 

Die lvfethode der Wahl zur Bestimmung niedrig siedender Verbindungen ist 
zweifellos die Gaschromatographie, speziell die Dampfraumanalyse’8*19. Die Identi- 
fizierung unbekannter Stoffe erreicht man hierbei i-a. durch Vergleich der gemessenen 
Retentionswerte mit selber erstellten oder der Literatur entnommenen Retentionsda- 
ten. Voraussetzung hierfur ist jedoch, dass man hinreichend gut reproduzierbare 
Messergebnisse zur Verftigung hat, eine Forderung, die such bei Benutzung von 
relativen Retentionszeiten nur unzul%nglich erftillt wird. Die Verwendbarkeit solcher 
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chromatographischer Daten aus der Literatur ist daher im wesentlichen beschrgnkt 
auf den Vergleich der Elutionsfolge der tabellierten Substanzen’“. Dennoch sind die 
meisten publizierten Tabellen fiir niedrig siedende Stoffe nach relativen Retentions- 
zeiten geordnet’“-“-‘3. W-h a rend bereits zahlreiche Arzneimittel und Nichtarzneimit- 
tel mit Hilfe der -nach Kaiser”- “praktisch brauchbarsten Art qualifizierter Re- 
tentionsdaten”, dem Retentionsindex System nach Kovats. tabelliert wurden’“-‘5”‘, 
verwenden nur wenige Autoren Retentionsindices zur Katalogisierung fliichtiger 
Substanzen. Dabei wurden die Index-Werte entweder durch I-imrechnen aus relativen 
Retentionszeiten oder mit Hilfe zweier. die zu messende Substanz einschliessender IZ- 
Alkane =ewonnen3-r.33_ 

Izder folgenden Arbeit sind die Retentionsindices von 55 fliichtigen Verbin- 
dungen auf zwei verschiedenen stationaren Phasen aufgefiihrt. Zur Berechnung wur- 
den statt zwei mindestens 4 bzw. 5 Standards verwendet und die erhaltenen Werte mit 
Hilfe eines programmicrbaren Taschenrechners durch lineare Regression gegliit- 
tet”-U5_ Hierdurch wurde eine deutlich bessere Reproduzierbarkeit mit geringen 
Standardabweichungen erreicht. die such die Vergleichbarkeit von Retentions- 
Werten zwischen verschiedenen Labors verbessert. Die Vergleichbarkeit und Aus- 
tauschbarkeit van Analysendaten -eine Forderung, die angesichts einer stetrg wach- 
senden Zahl tosikologisch relevanter Substanzen immer dringlicher erscheint- wird 
diskutiert. 

ENPERIXlENTELLES 

Zur Bestinmung der chromatographischen Daten wurde ein Doppelsaulenge- 
rat iModel 3400 der Firma Dani (Mailand. Italien) verwendet, versehen mit FID und 
ausgestattet mit Glassaulen von 2 m Lange und 3 mm I-D_ Als Integrator diente der 
Chromatopac C-R 1 A (Shimadzu. Tokyo, Japan). als programmierbarer Taschen- 
rechner das Model1 HP-67 (Hewlett-Packard) 

Die Probennahmc erfolgte nach der “Head-space”-Methode. indem je nach 
15”, Carbowax 1500 auf Kieselgur. 60-100 mesh; Tragergas N,. 30 ml/mitt; Ofen- 
temperrtur 75°C. Stationare Phase Ii: Porapak Q. 100-120 mesh; Tr5gerga.s KI. 30 
ml;min; Ofentemperatur 2OO’C. 

Die Probennahme erfolgte nach der “Head-space”-IMethode. indem je nach 
Fliichtigkeit 1-2 Tropfen des zu messenden Liisungsmittels auf kleine PapierIiIter 
gegeben und sofort in den iiblichen Injektionsflaschen mit Septum und Bordelkappe 
verschlossen wurden. 

Die Probenmengen wurden stets so bemcssen. dass keine cberladung der Saule 
stattr‘and. 

ERGEBSISSE UED DISKUSSIOX 

Zur Besrimmung dcr Retentionsindices (I) wurden zuniichst die Retentionszei- 
ten der fr-Alkane C,-C,s (Carbowas 1500) bzw. C,-C, (Porapak Q) mehrfach ge- 
messen. Die Auswahl dieser beiden Reihen van rr-Alkanen ergibt sich dadurch. dass 
einerseits die Nettoretentionszeit des Standards mit der niedrizgsten C-Zahl wenig- 
stens dreimal so grosj; wie die Totzeit sein sollte. da erst oberhalb dieses Bereiches eine 
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ausreichende Linear&t der Retentionsindexbeziehung angenommen werden darf35. 
Andererseits wurde der Standard mit der hiichsten C-ZahI so gewahlt, dass seine 
Retentionszeit in der Nahe der schwerfltichtigsten Substanz lag. Zur Bestimmung der 
Totzeit wurde bei jeder Probennahme Methan (Stadtgas) mit in die Injektionsspritze 
aufgezogen. 

An Hand der so gewonnenen Daten wurde mit Hilfe des programmierbaren 
Taschenrechners die Retentionsindex-Gerade bestimmt und ihr Verlauf durch lineare 
Regression ge@&tet. (Das als Standard-Zubehiir zum Rechner gelieferte Programm 
“curve fittings” wurde fiir diesen Zweck entsprechend modifiziert.) Anschliessend 
konnten die jeweils gemessenen Brutto-Retentionszeiten der Lijsungsmittel einge- 
geben und die zugehiirigen I-werte nach ca. 1 set, abgelesen werden. In Tabelle I sind 
die untersuchten Substanzen nach steigenden Index-Werten auf Carbowax 1500 ge- 
ordnet. Tabelle II zeigt die in Tabelle I+ verwendeten Abkiirzungen. 

Es wurden jeweils mindestens 8-10 Messungen durchgefiihrt; dabei lagen die 
Standardabweichungen fiir die indices unter einer Index-Einheit. Lediglich bei Stof- 
fen mit sehr kurzer Retentionszeit (Z-B. Diathylilther und Diisopropylather auf CW 
1500, Methanol auf Porapak Q) waren Einzelmesswert-Differenzen von bis zu 8-9 
Index-Einheiten zu beobachten, die Standardabweichungen lagen dementsprechend 
ungiinst@r bci maximal 3-4 Einheiten. Andere Substanzen haben auf PPQ such bei 
ZOO’C derart lange Retentionszeiten, dass sie nicht in die Tabelle aufgenommen 
wurden. Hietzu gehBren Di-n-ButylBther, Nitromethan, Cyclohexanon und Brom- 
benzol. 

Methanol und Acetonitril zeigen zudem auf CW 1500 ein von alien anderen 
Substanzen abweichendes Verhalten: Der I-Wert beider Liisungsmittel andert sich 
merklich mit der eingespritzten Menge; die Peaks zeigen dabei ein deutliches Tailing. 
Tragt man den I-Wert jeweils gegen den Logarithmus der Substanzmenge auf. so 
erhalt man tiber mehrere Zehnerpotenzen eine fallende Gerade: Eine Erhijhung der 
Methanol-Konzentration urn den Faktor 10 fiihrt zu einer Erniedrigung des I-Wertes 
urn 4.7 Einheiten, beim Acetonitril zu einer solchen von 4.0 Einheiten. Dies ist bei der 
Auswertung von Chromatogrammen im Rahmen von Screening-Untersuchungen na- 
tiirlich zu beriicksichtigen. Der in Tabelle I angegebene Wert fiir diese beiden Lo- 
sungsmittel entspricht einer S&tlenbelastung von CQ. 1 ng, was in etwa der Nachweis- 
grenze beider Substanzen entspricht. Bei einer Stoffmenge von 1 pg wiirde der I-Wert 
von Methanol somit von 953 auf 939 emiedrigt, bei Acetonitril von 1045 auf 1033. 
Weiterhin sind in der Tabelle die miiglichen Koinzidenzen ange8eben Zur Beurtei- 
iung solcher Koinzidenzen wurde die Trennzahl 100 (TZ,& herangezogen, die an- 
gibt. wieviele Peaks in einem I-Bereich von 100 Einheiten bzw. zwischen zwei aufein- 
ander folgenden n-Alkanen getrennt werden ki5nnen36. Die TZ,,,-Werte fiir die 
einzelnen Bereiche sind nach Gleichung 1 aus den Bruttoretentionszeiten und Halb- 
wertsbreiten der zugehiirigen rz-Alkane leicht zu berechnen. 

(A: ,z-Alkan mit s C-Atomen; B: ,z-Alkan mit s + 1 C-Atomen) 

Damit lasst sich nun such Gleichung 2 der Mindestabstand AI zweier Signale bestim- 
men, der erforderlich ist, urn eine 2.3G-Trennung zu erhalten, bei der der Abstand der 
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TABELLE Ii 

ERKtiRUNG DER IN TABELLE I VERWENDETEN ABKiiRZUNGEN 

Aeetal 
iAmOH 
AIUIOH 
BrBzl 
nBuAc 
nBu,O 
iBuOH 
nBuOH 
sBuOH 
tBuOH 
Bzt 
CIB.4 
Cyhes 
Cyh’on 
Et 
Et AC 
ErBu 
ErFo 

Acetaldehyddiithylacetal 
Isoamylalkohol 
Allylalkohol 
Bromhenzol 
n-Butylacetnt 
Di-n-But>lsthrr 
isobutanol 
n-Butanoi 
src_-Butanol 
[err.-Butanol 
Benz01 
ChIorhenzoI 
Cyclohexm 
Cyciohe.xanon 
Athq I- 
EssigsZure~thylester 
ButtersZurtithyIester 
AmrisensSure;?th+ster 

.______- 

Et,0 
CilEt 
CilMe 
Me 
MeAc 
MeCOiBu 
MeCOEt 
MeFo 
MeCOIPr 
ioct 
nPrAc 
iPrzO 
iPrQH 
nPrOH 
THF 
TO1 

Nyl 

DiZthyflther 
~thylenglykolmonoiithylither 
_~thylenglykoImonomethyl;lther 
blethyl- 
Essigiuremethylater 
Methylisobutylketon 
Methyi;Ithylketon 
Ameisetiuremethylester 
hirthylisopropylkrton 
Isooctan 
n-Propyixetnt 
Diisopropykither 
Isopropanol 
n-Propanol 
Temhydrofurdn 
Toluol 
Nyl0l 

_ _____-. -- - - -__ .--- ~-- - 

Peakmaxima gerade ihrer mittleren Halbwertsbreite entspricht und eine storende. 
gegenseitige zeitliche Verfalschuns der Peakspitzen noch zu vernachlassigen ist3J_ 

AZ,;,_ = 0.5 
100 

TZ,,, i- I 

In einer ijbersicht in Tabelle III sind die I-Ditferenzen angcgeben, die fur eine Tren- 
nunS zweier Substanzen in den je\veiligen I-Bereichen auf beiden stationaren ?hasen 
not\vendig sind. 

Aus dem Verdeich der Koinzidenzen der Tabelle I kann man ersehen. dass mit 
lediglich einer der beiden stationaren Phasen nur wenige Substanzen eindeutig zu 
identihzieren sind. insbesondere. wenn Gemische vorliegen; durch Kombination bei- 
der Saulen hingegen sind bei nur mehr 5 Substanz-Paaren keine eindeutigen Zuord- 
nungen moglich, falls Gemische vorliegen: Ameisensaure%thyIester-Essigs3ureme- 
thylester, Tetrachlormethan-l.l_l-Trichlorathan. TetrachIorathylen-Methylisobu- 

TABELLE III 

_%\VERTE FtiR EINE ~.~G-TRES:NUXG 
--- __- _- -~--~._---.- -. ----- 

lz-A Ihn-BereicJl C-Ii’ 1500 n-.-I IX-an-6ereiclr Porupuk Q 
-~- ~__ 

c:-c, 11 c,-c, 12 

c-c.3 13 G-G I’ 

GC,” 1; c,-c: 11 

Cm-C, 1 II c--c, II 
C, 412 10 
CzC13 9 

_.__-- 
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tylketon, lithylbenzol-p-Xylol und p-Xylol-tn-Xylol. Enthilt die Prohe jedoch nur 
@veils eine der beiden Komponenten, so ist aufgrund der durch lineare Regression 
und Verwendung mehrerer Standards geringen Standardabweichung der Indices von 
meist weniger als 1 Einheit eine Differenzierung durchaus miiglich. 

Da sich die Retentionsindices von Acetonitril und Methanol auf Carbowax 
1500 mit steigender Konzentration zu kleineren Werten hin verschieben, kijnnen hier 
zusgtzliche Koinzidenzen auftreten (z-B_ Acetonitril mit Methylisobutylketon und 
Tetrachlor3thylen; Methanol mit rerr.-Butanol und Dichlormethan). Eine Unter- 
scheidung fillt jedoch nicht schwer, da die beiden genannten L6sungsmittel auf Car- 
bowax durch tailing und I-iinderung bei wechselnden Probenmengen zu erkennen 
sind und zudem auf Porapak Q von den anderen in Frage kommenden Stoffen leicht 
getrennt werden kiinnen. 

Es wurde such der Frage nachgegangen, inwieweit die einmal gemessenen Indi- 
ces iiber einen liingeren Zeitraum konstant bleiben, da sich die Polarit der station%- 
ren Phase bei Kngerem Betrieb der Sule infolge Alterung Sndern kann. Es stellte sich 

heraus. dass die Indices auf Porapak Q such noch nach Monaten fast unvergndert 
geblieben waren; bei Carbowax waren die Abweichungen geringfiigig. Dies gilt zu- 
mindest bei Anwendung der “Head-space”-Technik; in welchem Ausmass ein direk- 
tes Auftragen fliissiger Proben (insbesondere biologischen Materials wie Serum, Urin 
etc.) neben einer starken Herabsetzung der Lebensdaue; der Ssule such die Repro- 
duzierbarkeit der Retentionsindices beeintrjichtigt. wurde nicht untersucht. 

Von grossem Interesse ist such die Frage, inwieweit in der Literatur verijt‘fent- 
lichre I-Werte ftir das eigene Labor verwertbar sind. Riibel hat in diesem Zusammen- 
hang die in verschiedenen Labors auf Cdrbowas 1500 ermittelten Indices verglichen, 
wobei z-T_ such relative Retentionszeiten in Retentionsindices umgerechnet wur- 
denj3. Es zeigt sich. dass die Differenzen z-T_ erheblich waren (in manchen Fiillen 
iiber 50 Index-Einheiten)_ Eine Erklsrung liefert natiirlich die Tatsache, dass I-Werte 
gegeniiber gestellt wurden. die bei verschiedenen Temperaturen gemessen worden 
waren (60, 90c)_ In eigenen Untersuchungen konnte beobachtet werden. dass bei einer 
urn 20°C niedrigeren Temperatur (55 statt 75’C) unter sonst gleichen Bedingungen 
Abweichungen bis zu 40 Index-Einheiten auftraten. Dies trifft hauptstichlich fiir die 
relativ unpolaren Substanzen (Benzol, Toluol, Xylol etc.) zu, bei den polaren Alkoho- 
len ist der Temperatureinfluss jedoch gering. Genauer untersucht wurde dieses Ph%- 
nomen von Martin37.38 und Martire39, die eine Anderung gaschromatographischer 
Retentionswerte in Abhgngigkeit van der Temperatur, insbesondere aber von der 
spezifischen Oberflsche des Trggermaterials und dem Verhsltnis von stationsrer 
Fliissigkeit zur Oberflzche des TrBgers (der Belegungsdichte also) beobachteten und 
deuteten_ Danach sind diese Abhsngigkeiten an unpolaren Phasen gering und kiinnen 
auf eine Adsorption von Liisungsmitreln an aktiven Stellen des Trsgermaterials zu- 
riickgefiihrt werden. 

Damit nicht erklgrbar sind jedoch die starken Anderungen bei Verwendung 
polarer Trennfliissigkeiten (wie z.B. Carbowax 1 .500’“*~‘). Martin konnte zeigen, dass 
hierfiir ein anderes Phiinomen verantwortlich ist, nSmlich die Adsorption an der 
Gas-Liquid Grenztl%che. Martire unterscheidet dabei noch zwei verschiedene Arten 
van Adsorption: Die eine tritt besonders stark in Erscheinung bei starken Polari- 
t&.unterschieden zwischen Trennfliissigkeit und zu trennenden Komponenten (ge- 
geben im Fall Carbowax 1500 und den als Standard verwendeten n-Alkanen!): die 
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andere ist von herausrdgender Bedeutung, wenn Dipol-Dipol Wcchselwirkungen 
oder H-Briickenbindungen zwischen polarer stationarer Phase und den Molekiilen 
der niedrig siedenden Liisungsmittel sehr stark werden (Methanol-Acetonitril!). 

Wie notwendig eine genaue Spezifizierung der stationgren Phase such hinsicht- 
Iich des Tragermaterials ist, konnte such in eigenen Versuchen beobachtet werden. 
Als zur Index-IMessung an CW 1500 das Kieselgur durch dessen calcinierte und 
gegliihte Form. das Chromosorb W NAW ersetzt wurde, ergaben sich starke Ver- 
schiebungen zu hbhren I-Werten (teilweise iiber 50 Einheiten); in mehreren Fgllen 
r?nderte sich such die Elutionsfolge der Substanzen. 

Fur die Praxis ergibt sich daraus die Forderun g. bei der Katalogisierung von 
Retentionsindices Art (Typ), mesh-Grosse und Vorbehandlung des Tragermaterials 
sowie dessen prozentuale Belegung mit stationarer Trennfbissigkeit genau anzugeben. 

Ein weiterer Faktor. der beim Vergleich van I-Tabellen offensichtlich beriick- 
sichtigt werden muss. ist der Einfluss verschiedener Probenaufgabetechniken So 
konnte Riibe133 zeigen. dass die “Head-space”-Technik zu deurlich hiiheren Werten 
gegeniiber der injektion fhissiger Proben (Direkteinspritzungen von Serum, Hat-n etc.) 
fiihrt. (Die Dampfraumanalyse von Losungen und die in dieser Arbeit beschriebene 
Papierhltertechnik liefem die gleichen Resultate). Bei Beriicksichtigung all dieser Pa- 
rameter. die Differenzen in der Index-Messung hervorrufen kZjnnen, bei Verwendung 
mehrerer Standards und bei Einsatz eines programmierbaren Rechners mit der M6- 
glichkeit der linearen Regression sollte sich die Reproduzierbarkeit der Retentionsin- 
dices such zwischen verschiedenen Labors weiter verbessern lassen. 

ZUSXhIAlENFASSUNG 

Zur schnellen Identifikation leicht fliichtiger Verbindungen in der forensisch- 
und klinisch-toxikologischen Praxis wurden die Retentions-indices von 55 niedrig 
siedencien Substanzen auf Carbowax 1500 und Porapak Q gemessen. Die Berechnung 
erfolgte mit Hilfe eines programmierbaren Kleinrechners und unter Verwendung 
mehrerer Standards_ Die Koinzidenzen wurden an Hand der Trennzahl 100 be- 
stimmt. Dabei stellte sich herdus. dass eine eindeutige Identifizierung auf nur einer der 
beiden Phasen fiir die meisten Stoffe nicht moglich war. bei Kombination beider 
Saulen jedoch bis auf wenige Ausnahmen gelang. Die Reproduzierbarkeit der Index- 
Werte innerhalb eines Labors sowie die Voraussetzungen fur die Vergleichbarkeit 
zwischen verschiedenen Labors werden diskutiert. 
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