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Die Kombination eines Gaschromatographen mit einem 
hochaufl6senden Massenspektrometer kann bei dcr Unter- 
suchung yon Steroidgemischen, die aus biologischen Materialien 
isoliert wurden, rasche Information iiber sonst kaum nachweis- 
bare Steroidmetaboliten liefern. Die Erfassungsgrenze liegt bei 
etwa 1 y. 

Freie Steroide zeigen strukturspezifischere Spektren als ihre 
Trimethylsilylderivate, so daI3, wenn immer mGglich, auf eine 
Silylierung zur gaschromatographischen Trennung verzichtet 
werden sollte. Ist wegen der Schwerfl(ichtigkeit der Verbindung 
eine Derivatbildung notwendig, so ist die Umwandlung von 
Hydroxysteroiden in entspreehende Kctosteroide in den moisten 
Fgllen einer Trimethylsilylierung vorzuziehen. 

Urnsetzungen kSnnen im Gemisch ausgefghrt werden, so 
daf3 zumindest eine teilweise Strukturaufldgrung ohne !geinisolie- 
Iierung der Probe mit  Mengen yon 10 bis 20 T mSglieh ist. 

Possibilities and Limitations of Using a Direct Combination 
o/ Gas Chromatograph--High Resolution 31ass Spectrometer in 
the Study o/ Naturally Occurring Steroids 

The combination of a gaschromatograph with a high reso- 
lution mass spectrometer may provide in the investigation of 
steroids, isolated from natural sources, fast information about 
otherwise barely detectable minor steroid metabolites. The 
limit of detection is about 1 y. 

Free steroids show more structure specific spectra than 
their corresponding trimethylsilyl derivatives. Therefore the 
preparation of trimethy]silyl derivatives for the purpose of 
gaschromatographic separation should be avoided if possible. 
If  low volatil i ty necessitates the preparation of a derivative, in 

* I-Ierrn Prof. Dr. P. Kuffner zum 65. Geburtstag gewidmet. 



K. Kaiser: Kombination Gasehromatograph--Massenspektrometer 241 

most cases the preparation of keto derivatives from hydroxy- 
steroids should be preferred to the preparation of trimethyl- 
silyl ethers. 

l~eactions can be carried out with the mixture, so tha t - -  
without preparation of pure samples at least partial structure 
determinations are possible with 10--20 y. 

E i n l e i t u n g  

Verbesserte Trenn- und Naehweisverfahren iiihrten in den letzten 
Jahren zur Auffindung zahIreicher Stoffweehselprodukte yore Steroiden 
in biologischen ~aterialien 1. 

Neben der S/iulenchromatographie 2 hat sich insbesondere die Gas- 
chromatographie als wirksame Trennmethode bew~hrt 3. In  der Regel 
werden nach s/~ulenchromatogTaphischer Vortrennung Steroidgemische 
enthaltende Fraktionen zur Erh6hung der Fliiehtigkeit und wegen 
besserer Trennbarkeit in ihre Trimethylsilyls fibergefiihrt und diese 
dann gaschromatogTaphisch getrennt. Die ~essung der Retentions- 
zeiten an einer einzige~ S//ule ist zur Identifizierung oft nicht aus- 
reiehend, so dab hgufig zur eindeutigea Charakterisierung weitere 
Megdaten (etwa dutch Aufnahme yon IR- oder UV-Spektren) n6tig 
sin& 

Viele Verbindungen sind dureh Aufnahme des 1V[assenspektrums, 
wozu ~/[engen unter 1 y ausreichen, ausgezeiehnet cha~akterisierbar, 
auBerdem ergeben sieh meist auch aus dem Spektrum unbekannter 
Verbindungen wertvolle Strukturhinweise. 

Eine Kombination yon Gasehromatographie und i~[assenspektro- 
metrie, bei der die aus der S/~ule austretenden Fraktionen naeh Passieren 
eines Separators zur Entfernung des Tr/~gergases direkt in das ~assen- 
spektrometer eingeleitet werden 4, hat  sieh daher bei der Untersuehung 
yon komplexen Naturstoffgemisehen als sehr vorteilhaft erwiesea 5. 

1 B .  I .  D o t / m a n  und F. Ungar, ,,Metabolism of Steroid-Hormones", 
Academic Press, New York 1965. 

I .  E .  Bush ,  ,,The Chromatography of Steroids", Pergamon Press, 
Oxford 1961. 

3 j .  K .  Grant, ,,The Gas Liquid Chromatography of Steroids", Cam- 
bridge, University Press 1967 ; W.  J .  A .  V an  den Heuvel  und E.  C. H o m i n g  
in: ,,Biomedical Applications of Gas Chromatography", Plenum Press, 
:New York 1964 (Ed. H.  A .  Szymanslci) ,  S. 89; H . H .  Wotiz  und S . J .  Clark 
,,Gas Chromatography in the Analysis of Steroid Hormones", Plenum 
Press, New York 1966. 

4 a) R.  Ryhage,  Anal. Chem. 36, 759 (1964); b) J .  T.  Watson und K .  Bie .  
mann ,  Anal. Chem. 36, 1135 (1964). 

5 Ubersieht: H. Kien i t z ,  ,,2r S. 591. Verlag Chemie, 
Weinheim 1968. 
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Dieses Verfahren  wurde  yon  Ryhage und  S]Svall 6 in den le tz ten  J a h r e n  
auch in die Unte r suchung  yon S te ro idmetabo l i t en  nach  vorhergehender  
Tr imethy ls i ly l i e rung  der  Probe  (zur E r h 6 h u n g  der  Fl t icht igkei t )  ein- 
gefiihrt .  

Untersuchungea fiber den massenspektrometrischen Abbau  der Tri- 
methylsi lylgther  einfaeher Hydroxysteroide  7 zeigten, da2 die Spektren 
dieser Verbindungen in vielen F/~llen eine Lokalisierung der funktionellen 
Gruppen, die vor allem bei der Untersuchung unbekannter  Steroide wichtig 
ist, h~ufig nicht zulassen: Neben den oft nur sehwach ausgepr/~gten Spitzen 
der Molekfilionen treten in den Spektren der Trimethylsilyl/~ther yon 
Monohydroxysteroiden im wesentliehen Ionen bei M - - 1 5  (Verlust yon 
CHs-),  M - - 9 0  (Verlust yon Trimethylsilanol),  M Z  73 [(CHs)~Si+] und 
75 [(Ctt3)2SiOt{+] auf, in den Spektren der Trimethylsi lyls  yon Di- und 
Trihydroxysteroiden auch solche, die dem Verlust yon 2 bzw. 3 Moiektilen 
Trimethylsilanol entsprechen. Auftretende Schlfisselbruchstfieke lassen ihre 
Herkunft  h~ufig nicht klar  erkennen. Aul3erdem wird gelegentlieh eine 
Wanderung yon Trimethylsi lylresten beobaehtet  s. 

Dazu kommt,  dal3 die Trimethylsilylierung vor allem yon Polyhydroxy-  
s~eroiden, die gleiehzeitig noeh Carbonylgruppen tragen, unter  Umst'gnden 
Schwierigkeiten bereiten kann:  Je  rtaeh Ar t  und Stellung der Hydroxyl -  
gruppen sind sehr untersehiedliehe I~eaktionsbedingungen zur Umsetzung 
erforderIieh. Gla t t  t r imethylsi lyl ierbar  sind zwar 3-Hydroxysteroide,  da- 
gegen gelingt beispielsweise die TrimethylsityIierung yon l l -Hydroxy-  
steroiden und Steroiden, die tert is  t Iydroxylgruppen  besitzen, oft nur 
unger verschfi.rften Bedingungen. Unter  solehen Bedingungen wird aber  
bereits !geaktion von Ketogruppen zu Trimethylsilyl/ i thern ihrer Enol- 
form beobachtet  % 

E i g e n e  U n t e r s u c h u n g s e r g e b n i s s e  

Die Schwier igkei te~ bei der  Dars te l lung  der  Tr imethy l s i ly l s  und  
vor  allem die unbefr ied igenden Resu l t a t e  bei  der  Auswer tung  der  Spek- 
t r en  veranlM3ten uns, S tof fwechse lprodukte  yon  Stero iden  un te r  Ver- 
z icht  auf E ia f i ih rung  yon  Sehu tzgruppen  durch  K o m b i n a t i o n  der Gas- 
chromatogr~phie  mi t  der  Massenspek t romet r ie  zu untersuchen.  Die 
Spek t r en  freier  Steroide  s ind n/imlieh im Gegensatz  zu ihren Tr imethy]-  

s p .  Eneroth, K.  HellstrOm und R. Ryhage, J. Lipid Res. 5, 245 (1964); 
Steroids 6, 707 (1965) uad  sp~tere Arbei ten;  P. Eneroth, B. Gordon, R. Ry- 
hate und J. Sj6vall, J. Lipid :Res. 7, 511 (1966); J. Sj6vall und R. Vihko, 
Steroids 7, 447 (1966) und sp/~tere Arbeiten. 

J. Diekman und C. Djerassi, J. Org. Chem. 32, 1005 (1967); W. HSlzel, 
Diplomarbei~, G6ttingen 1968. 

s j .  ~i. Gustafsson, R. Ryhage, J. SjSvall und R. M. Moriarty, J. Amer. 
chem. Soc. 91, 1234 (1969). 

9 W. Vetter, W. Walther, M. Vecchi und M. Cereghetti, I-Ielv. chim. 
Acta  52, 1 (1969). 
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silyl/ithern h/iufig durch die Gegenwart strukturspezifischer :Bruchstficke 
gekennzeichnet 1~ Be~ Yorliegen entspreehenden Vergleichsmaterials 
gelingt in vielen Fiillen selbst eine Unterseheidung steriseher Iso- 
merer 11, 12 

Die Gefahr einer thermischen Zersetzung einfacher Steroide ist nicht 
sehr grog: Hone-, Di- und Trihydroxysteroide, in dener~ die Hydroxyl- 
gruppen nicht terti/~r sind, lassen sich im allgemeinen auch o]me vor- 
herige Einfiihrung yon Schutzgruppen im Gaschromatographen zer- 
se~zungsfrei tren~en. Bei h6her subs~ituierten Verbi~ldungen, wie 
Corticosteroiden, tr i t t  allerdings h/~ufig Zersetzung ein, doch ist fiir diese 
~uch durch Trimethylsilylierung allein kein ausreiehender Scbutz 
m6glich. 

Gegebenenfalls kann thermisehe Zersetzung im Gaschromato- 
graphen dutch VergIeich der erhaltenen Spektren mit Gemischspektren, 
die vor der gaschromatographischen Trennung aufgenommen wurden, 
erkannt werden: Wenn nach der gaschromatographischen Trennung 
gegenfiber den Ausgangsverbindungen zu geringe Molekulargewichte 
gefunden werden - -  z. B. wtirde ein Untersehied yon 18 M E  Dehydra- 
tisierung ~nzeigen--,  muB mit einer Zersetzung der Probe gerechnet 
werden. In diesem Fall ist eine Wiederholung des Gasehromatogramms 
n~ch Derivatbildung angezeigt. 

Zur Zeit ist die massenspektrometrisehe Untersuchung freier Steroide 
aus biologisehen ~[aterialien dutch das Fehlen der n6tigen Vergleichs- 
spektren stark behindert. Die Identifizierung bereits bekannter Ver- 
bindungen ist daher nicht immer oder nur iiber Umwege m6glich und 
eriordert oft das gleiehe Vorgehen wie bei der Strukturermittlung unbe- 
kannter Steroide. Die genaue lVfassenbestimmung yon Niolekiilionen und 
Spaltstticken durch Hoehaufl6sung ist 4ementspreehend in vielen F~.llen 
sehr hilfreieh, insbesondere dann, wenn die geringe Henge der isolierten 
Produkte fiir andere Untersuehungsverfahrer~ nieht ausreicht. 

Da zur Registrierung der Spektren yon Eluaten eines Gasehromato- 
graphen nur kurze Zeit zur Verffigung steht, mfisse~l die hoehaufgel6sten 
Spektren auf Photoplatten registriert werden. Die auf ihnen gespeicher- 
ten Angaben fiber Masse und Intensit/~t der Ionen wurden bisher mit  
einem Densitometer bestimmt und daraus mit Hilfe einer l%echenanlage 
eine ,,element map" hergestellt, aus der dann die flit die Auswertung 
notwendigen :Bruehstiieke erst herausgesucht werden miissen 13. 

10 M. Spiteller-.Friedmann und U. Spiteller, Fortschr. chem. Forsch. 12, 
440 (1969). 

11 H.  Budzikiewicz und C. Djerassi, J. Amer. Chem. Soc. 84, 1430 (1962). 
12 H.  Egger und G. Spiteller, Mh~ Chem. 97, 579 (1966). 
la j .  T.  Watson und K .  Biemann,  AnMyt. Chem. 37, 844 (t965). 

16" 
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Wit sind nieht in der Lage, ein derartig kostspieliges Verfahren ein- 
setzen zu k6nnen und wenden daher eine einfaehere Methode an, die in 
unserem Falle ebenfMls raseh die gewiinsehten Ergebnisse liefert : 

Jedes Gasehromatogramm wird zweifaeh aufgenommen: Beim ersten 
Durehl~uf werden yon den dutch ~Iessung des Totalionenstromes am 
Gasehromatogramm angezeigten Fraktionen Massenspektren bei einer 

Abb. 1. Ausselmitt aus eimem mit Sehnetlsehreiber auf Uu 
Papier registrierten Spektrum. Das Spektrum wurde in 4 versehiedenen 
Empfindliehkeitsbereiehen registriert. Auf der zweiten Spur wurde zur Er- 
leiehterung des Ausz/~hlens mit einem Massenmarkierer ~ede 5. Masse 

angezeigt 

Aufl6sung yon etw~ 1500 (10% TM) mit  einem Sehnellsehreiber auf- 
genommem Ein Aussehnitt aus einem derartigen Spektrum ist in Abb. 1 

reproduziert, 
Daran sehlieBt sieh die Aufnahme eines zweiten Gasehromatogramms 

dersetben Probe, bei dem nun die Spektren der Fraktionert bei hoher 
Aufl6sung (12 000--15 000, 10% Tal) auf einer Photoplat te registriert 

werder~ (Abb. 2). 
in vielen F/illen ist eine Identilizierung der mit  dem Sehnellsehreiber 

aufgenommenen Spektren m6glieh. Nut  wenn dies nieht gelingt, greifen 
wit auf das Photoplat tenspektrum zuriiek. Wit werten nun abet keines- 
wegs d~s gesamte Photoplat tenspektrum aus, sondern vermessen mit  
einem 1V[ikroskop lediglieh die Linien yon Sehl/isselbruehsttieken, die 
wit aus dem mit  niederer Aufl6sung aufgenommenen Sehnellsehreiber- 
spektrum herausgesueht haben. In  der 1%egel sind nieht mekr als 3 - -5  
3~assebestimmungen auszufiihren, die in etwa 10 ?r bew~ltigt werden 

k6nnem 
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Je naeh der Intensit~t 4er vermessenen Liilien liegt der ~egfehler 
zwisehen 2 und 10 ppm. Diese MeBgenauigkeit ist v611ig ausreiehend zur 
Ermittlung von Bruttoformeln, die, wie die der Steroide, nut  C, I t  und 
O enthalten. 

Dureh dieses Ausw//hlen yon Spektren und das Heraussuehen yon 
Sehliisselbruehstiieken aus selektierten Spektren vor einer genauen 
Massebestimmung vermeide~ wir das Mitsehleppen der gesamten Fiille 
der fiir eine Strukturaufkl//rung kaum oder gar nieht brauehbaren I)aten 
ohne erhebliehen Zeitverlust gegentiber einer aufwendigen automatisehen 
Spektrenauswertanlage. 

Abb. 2. Ausschnitt aus einem Photoplattenspektrum. Das Spektrum zeigt 
den Molekfllionenbereich mehrerer im Gasehromatogramm getrennter 

Fraktionen 

Untersuchungen an Vergleichsmischungen (s. exper. Teil) ergabea, 
dab eine Proportionalit/~t zwisehen aufgegebener Probenmenge und 
GC-Peakh6he nut  his z u einer Konzentration yon etwa 1 y Probe gewghr- 
leistet ist. Offenbar haben die Gaschromatographens/~ule und der Separa- 
tor auch bei sorgfgltigster Silanisierung einen Eigenverbraueh von 
einigen 10 -7 g. 

Dem Vorteil, kleine Probenmengen erfassen zu k6nnen, steht der 
Naehteil gegeniiber, dab bisweilen die mit dem Sehnellsehreiber registrier- 
tell Spektren erhebliehe Unterschiede gegeniiber Standardspektren auf- 
weisen (Abb, 3 a und 3 b) : 

Es 1/~Bt sieh meist kaum vermeiden, dal3 die I~egistrierung des Spek- 
trums an der Flanke eines GC-Peaks erfolgt, also bei nieht konstantem 
Dampfdruek. 

Eine Versehleehterung der QuMitgt der Spektren wird waiter dutch 
Untergrund bedingt: Aus der S/~ule wird station/~re Phase eluiert, aus 
dem 3{assenspektrometer kommt Untergrand yon Queeksilber (aus den 
Pumpen stammend) hinzu. Weiterer Untergrund ist auf nieht v611ig 
abgepumpte Vorfraktionen zuriickzufiihren. Ia  Abb. 1 zeigen beispiels- 
weise Spitzen bei den lV[assenzahlen 198---202 Quecksilber, bei dell 
Massenzahlen 133, 207 und 28i station/~re Phase und bei den Massen- 
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z~hlen 300 und 302 Beimengungen an. Je kleiner die Probenmengen 
und je hSher die Temper~turen sind, um so stSrender macht  sieh der 
Untergrund bemerkbar.  
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Abb. 3a. Massenspektrum des 5~-Androsterons, mit einem Kombinations- 
gergt (SM 1 B) bei anwaehsendem Dampfdruek aufgenommen 
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Abb. 3b. Standardspektrum des 5~-Androsterons, aufgenommen mit emem 
CH-4-Gergt 

Die thermische Anregung der Molekiilc im Kombin~tionsger~t stei- 
gert die Zerfallsr~te der Molekiilionen und primgre~ Bruchstiicke, wo- 
durch ebmffalls Abweiehungen gegeniiber Standardspektren beobaehtet  
werden. Diesem Effekt wirkt ein Diskriminierungseffekt der igegistrier- 
einriehtung entgegen, der eine zu geringe Intensitgtsanzeige der Ionen im 
unteren Massenbereieh vort//useht. Der dutch erh6hte thermisehe An- 
regung bedingte Intensit/~tsanstieg der Ionen im niederen ~assenbereieh 
kunn dadurch oft iiberkompensiert werden. Da es schwierig ist, das 
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Gewicht der einzelneil Effekte gegeneinander abzuwiegen, wird die 
Identifizierung bekannter Steroide mit Hilfe yon Standardspektren 
ersehwert. 

Wesentlieh besser mit Standardspektren stimmen Spektren iiberein, 
die im diskontinuierliehen Betrieb dutch Auffangen der Einzelfraktionen 
und spb;tere Spektrenaufnahme erhalten werden. In diesem Fall isg eine 
Verdampfung bei konst, antem Druek und eine Aufnahme des Spektrums 
ohne Diskriminierungserseheinungen mSglieh, l~rberdies zeigen die 
Spektren viel weniger Untergrurtd; vor allem keine Spitzen, die yon der 
station//ren Phase herrtihren (s. dazu Abb. 10a und 10b). Allerdings sind 
bei dieser Arbeitsweise weir grSSere Probenmengen (mindestens t0 y pro 
Kompo~lente) erforderlieh und aueh der Zeitaufwand zur Bearbeitung 
eines Chromatogramms ist erheblieh grSBer. Trotz tier besehriebenen 
Naehteile 1/~13t sieh daher der Einsatz yon Kombinationsger~;ten bei der 
Untersuehung kleinster Probenmengen nieht mngehen. 

Die Kenntnis der dureh Hochaufldsung erh/iltliehen Bruttoformeln 
yon Sehlfisselbruehstiieken erleiehtert zwar die Spektrertauswert,ung, ist 
jedoeh fiir eine Strukgurableitung meist noeh nieht ausreiehend. 

Sind nur kleinste Subs~anzmengen vorhanden, so ist es zweekm~iBig, 
ehemisehe und massenspektromet,risehe Abbaureaktionen zu kombinie- 
ren. Falls Gemisehe mit nieht mehr Ms 3--5 Komponenten vorliegen, ist 
eine LTmsetzung ohne vorherige Trennung des Gemisehes m6gtieh: Naeh 
der gasehromatographisehen Tremmng der l~eaktionsprodukte im Kom- 
binatiolasgergt zeigen die ~assenspektren an, ob fiberhaupg Umsegzungen 
erfolgten und wie sie verlaufen sind. Aus dem Auftreten neuer Sehliissel- 
bruehsttieke ergeben sieh Hinweise fiber vorhandene Strukture!emente. 
Ffir eiiae Umsetzung sind in der Regel 10--15 "l des Gemisehes aus- 
reiehend, so dal3 naeh mehrfaehell I~eaktionen eine weitgehende Struk- 
turaufkl/~rung yon Verbindungen gelingg, yon dene:~ tmr !0- -30  y (dieser 
~u ist abh/~ngig yon der Zahl der n6tigen Umsetzungen) im Gemiseh 
vorha~lden waren. 

Besonders wertvoll ftir eine Strukturaufkl/i.rung sind solehe I~eak- 
tionen, die eine gegeniiber der Ausgangsverbindung m6gliehst starke 
24rtderung der massenspekgrometrisehen Abbaured~giotaen bewirken. 

Da I)oppelbindungen oft entseheidenden Einflul3 auf die Zerfalls- 
reaktionen im 3s haben, beginnt man zweekm/i.Biger- 
weise mit einer I-Iydrierung des Gemisehes, wobei allerdings in Kauf ge- 
nommen werden muB, daft in maneben F/~llen sterische Isomere ent- 
stehen kSnnen. 

Daran sehliel~t sieh eine Oxydation yon HydroxylgTupl0en zu den 
entspreehenden Ketoderivaten. Sie sind etwa gleieh fliiehtig wie Tri- 
methylsilylgther, haben abet im Vergleieh zu diesen Bin sehr viel 
niedrigeres NIolekulargewieht und zeigen vor allem Spektren, die eine 



248 K. Kaiser u. a. : [Mh. Chem., Bd. 101 

Lokalisierung der ursprfinglich vorhandenen Hydroxylgruppen erlau- 
ben 14. Die Chromss vsrl/~uft im allgemeinen glatt, falls vor- 
her vorhandene Doppelbindungen entfernt wurden. Sehwierigkeiten gibt 
es nur bei der Oxydation yon Steroiden mit naehbar- oder 1,3-st~ndigen 
Hydroxylgruppen. Trotz der guten Auswertbarkeit der Ketonspektren 
wurde dieses Verfahren bisher nut  gelegentIieh verwendet 15, is. Die Stel- 
lung ursprfinglich vorhanden gewesener Ketogruppen lgBt sieh durch 
Ketalisierung ermitteln: Athylenketale zeiehnen sieh dutch besonders 
eharakteristisehe ~assenspektren auslL Im Bedarfsfall k6nnen noeh 
spezielle Abbaureaktionen ausgeffihrt werden. 

Aussagen fiber sterisehe Vsrhgltnisse, etwa darfiber, ob sine I-Iydroxyl- 
gruppe ~- oder ~-orientiert ist oder fiber die Art der t~ingvsrknfipfungen, 
sind in der Regel aueh aus den Spektren yon Derivaten nieht ableitbar, 
sondern sind nur durch eine genaue Analyse der Spektren authentiseher 
Verbindungen unter Beriieksiehtigung aueh kleinsr Intensit/~tsunter- 
sehiede zu erhalten. Aueh hier ist der Anwendbarkeit der Methode also 
eine Grenze gesetzt. 

Kaben zwei Komportenten eines Gemisehes ghnliche l~etentionszeiten 
und liegt der eine Stoff in sehr viel gr6Berer Menge als der andere vet,  
so kann das Spektrum der Hauptkomponente das der Nebenkomponente 
so stark fiberragen, dab die ]stztere nieht erkennbar ist, insbesondere 
dann, wenn dis Nebenkomponente naeh der Hauptkomponente eluiert 
wird. Will man daher Stoffweehselprodukte yon Steroiden linden, die 
nur in kleiner Menge gebildet werden, so mfissen der gaschromatographi- 
sehen Trennung mehrere s/~ulenehromatographisehe Trennsehritte vor- 
gesehaltet werden, bei denen die in Hauptmenge vorliegenden bekann- 
ten Steroide abgetrennt werden. 

Das Fortsehreiten der Chromatogramme wird dureh die stiehproben- 
artige Aufnahme yon Massenspektren verfolgt. Allein aus den in den 
Spektren angezeigten ?r kann erkannt werden, wieweit die 
Anreieherung der einzelnen Steroide fortgesehritten ist und welehe Frak- 
tionsn miteinander vereinigt wsrden k tnnen (Abb. 4). 

Bei der Untersuchung biologisehen Materials kann natfirlich dieses 
Verfahren oft nieht entseheiden, ob ein gefundenes Steroid tatsgehlich 

14 H. Obermann, M.  Spiteller-Friedmann und G. Spiteller, Chem. Ber. 
103, im Druck. 

15 K.  Schubert, G. Kaufmann und H. Budzikiewicz, Biochim. Biophys. 
Aeta [Amsterdam] 176, 170 (1969). 

1G H. Eriksson, J.-A. Gustafsson und J. Sjtvall, Europ. J. Biochem. 6, 
227 (1968). 

17 H. Audier, J. Bottin, A.  Diara, M.  Fdtizon, P. Foy, M. Golfier und 
W. Vetter, Bull. See. chim. France 1964, 2292; Z. Pelah, D. H. Williams, 
H. Budzikiewicz ~md C. Djerassi, J. Amer. Chem. Soc. 86, 3722 (1964). 
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als Metabolit im K6rper entstand oder im Zuge der Aufarbeitung beim 
Stehen yon Proben in LSsung usw. gebildet wurde. 

~Sglichkeiten und Grenzen der ~ffethode seien am Beispiel der 
Untersuehung einer Chromatogrammfraktion demonstriert, die bei der 
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Abb. 4. Massenspektren yon drei Chromatogrammfraktionen: Als Frak- 
~ion 270--272 wurde mit CHCIa/EtOI-I (0,1~o) yon einer AI20~-S/iule ein 
Substanzgemiseh erhMten, dessen Massenspektrum vorwiegend die Gegen- 
wart eines Steroides veto MG 304 anzeigt. An Nebensteroiden enth&lt die 
Fraktion Verbindungen der MG 332 und 334. Die Fraktion 278--280 enth/~lt 
(neben dem Steroid, MG 304) als Hauptmenge ein Steroid veto MG 306 
sowie wieder Steroide der MG 332 und 334, daneben in sehr geringer Menge 
aueh eines vom MG 320. In der Fraktion 285--287 sehliel31ieh ist fast n.ur 
noeh das Steroid vom MG 306 neben sehr kleinen Mengen der Steroide 

mit den ~fG 304, 320 und 334 enthalten 

Aufarbeitung eines durch saure Hydrolyse yon Harn erhaltenen Steroid- 
gemisches erhalten wurde. In dem Gemisch konnten zwei aIs Stoff- 
weehselprodukte bereits bekannte Steroide, ein bisher unbekanntes 
7-Ketosteroid und ein ebenfalls bisher unbekanntes Pregnanderivat mit 
der ungew6hnliehen 16~-Hydroxygruppierung auf folgende Art nach- 
gewiesen werden: 

Zur ersten Information fiber den Steroidgehalt der Fraktion wurde 
ein lV[assenspektrum aufgenommen. Das Spektrum (Abb. 5) zeigte an, 
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daft das Gemiseh offenbar Steroide der Molekulargewiehte 290, 304, 332 
und 334 enthielt. 

Das Massenspektrum der ersten Fraktion zeigte das Molekulargewicht 
290 an (Abb. 3a). Dutch Vergleieh mit Spektren unserer Sammlung 
ergab sieh, dal3 dieses Steroid 5 ~-Androsteron ist ~2, dessert authentisehes 
Spektrum in Abb. 3b reproduziert ist. Diese eindeutige Zuordnung war 
nur deshalb m6glieh, well Spektren aller sterisch isomerer Androsterone 
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60 , 121 133 290 

2~4 334 -18 
2o 175 2~ 228 T 257 ~72 I 

120 180 200  240 2~0 320 
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Abb. 5. Nassenspektrum einer Gemisehfrak~ion. Die Gemisehfraktion 
wurde im Kombinationsger/~t getrennt. Das erhaltene Gasehroma~ogramm 

ist in Abb. 6a bzw. 6b reproduziert 

vorlagen und daher auch kleine Untersehiede in den Intensit~tswergen 
benaehbarter Gruppen in der Auswertung beriieksiehtigt werden konnten. 

Die folgende Fraktion wurde nut  dutch einen kleinen Peak am Gas- 
ehromatogramm angezeigt, d e r -  wie sieh aus Vergleiehsmessungen ab- 
sch/itzen lieg - -  etwa einer Steroidmenge yon 0,2--0,8 T entspraeh. Das 
demzufolge untergrundreiehe Massenspektrum (Abb. 7) zeigte eine Ver- 
bindung vom Molekulargewieht 304 an. Unsere Sammlung enthielt kein 
Spektrum mit :Bruehstiieken gleieher Masse. 

Die daher vorgenommene genaue 3/[assebestimmung des ~olektilions 
am Photoplattenspektrum (einen Aussehnitt des Photoplattenspektrums 
zeigt Abb. 2) ergab die :Bruttoformel C19I{2803. 

Da~ Spektrum der dritten Fraktion zeigte ebenfalls nut  ein sehwaehes, 
untergrundreiehes Spektrum (Abb. 8) einer Verbindung der Summen- 
formel C20IIs0Oa, die so stark yon Beimengungen der Masse 304, 288 und 
286 verunreinigt war, dal~ niehts weiter ausgesagt werden konnte. Da im 
Gemisch-Spektrum (Abb. 5) Ionen der Masse 318 fehlen, mug mit der 
M6gliehkeit gereehnet werden, dab es sieh bei der Verbindung um ein 
Zersetzungs- oder K~mstprodukt hanclelt. (Uber die thermisehe Zer- 
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setzung yon C21-Steroiden zu C~0-Steroiden im Gaschromatog~aphen 
werden wir in Ktirze berichten). 

Das Spektrum der vierten im GaschromatogTamm angezeigten Kompo- 
nente (Abb. 9, Aussehnitt aus dem OriginMspektrum Abb. 1) entsprach 
einer Verbindung der ]~ruttoformel C19H2sO~. 

Bei Beriicksiehtigung der Summenformel C19H3203 des roll  ges~,ttig- 
ten Grundkbrpers konnte das Steroid nut  zwei Doppelbindungen oder 
eine entsprechende Zah] yon Ketogruppen enthalten. 

Dem Schliisselbruchstiiek der ~asse  231 kam die Bruttoformel 
C16H230 zu. 16-C-Atome enthaltende :Bruehstiieke sind fiir Steroide 
aul~erordentlieh charakteristisch - -  sic entstehen dureh Verlust der 
C-Atome 15--17 ~0 Da im !on der ~asse  231 nur ein Sauerstoffatom ent- 
halten war, mugten zwei tier drei Sauerstolfatome im I~ing D lokMisiert 
werden. ])as dritte Sauerst, offatom war offensichtlieh im Sehliisselbrueh- 
stiiek der NIasse 176 (C12H160) enthalten. Solehe intensive Ionen gerader 
Masse entstehen dutch Umlagerungsreaktionen, denen vorzugsweise 
7- oder l l -Ketosteroide unterliegen is. Fiir sonst unsubstituierte 7-Keto- 
steroide ist Bin das AB-Ringsystem mnfassendes Ion der ~{asse 178 
typisehlS, 1.~. Somit konnte das Ion der Masse t76 die Gegenwart eines 
7-Ketosteroids mit  einer Doppelbindung im AB-Ringsystem anzeigen. 

Die n/~ehste Frakt ion enthielt naeh ihrem 3Iassenspektrum (Abb. l 0 a) 
ein Steroid der Summenformel C21H3403 vom M G  334:, aUerdings mit  
einer Beimengung des Steroides C19I-1%O3 - -  der Vorfraktion - -  ver- 
unreinigt. Eirt Vergleiehsspektrum war in unserer Sammlung nieht vor- 
handen. 

Bertieksiehtigt man, dab die Formel des gesgttigten GrundkSrpers 
C21H360a ist, so konnte die Verbindung nur eine Doppelbindung oder 
eine I~2etogruppe besitzen. Zwei der drei Sauerstoffatome mugten also 
in Form yon Kydroxylgruppen vorliegen. 

Das Sehltisselbruehstiiek der Masse 229, C17H25 - -  in Abb. 10b yon 
wesentlieh geringerer Intensit/~t - -  multte die Kohlenstoffatome des 
ABC-tlingsystems, sowie C-18 und Cd5 e~thalten. Da das Fragment  
sauerstofffrei war, konnte iln ABC-Ringsystem keine Carbonylgruppe 
vorhanden sein. Dagegea spraeh der niedrige Wasserstoffgehalt des 
Fragmentes dafiir, dag bei seiner Bildung eine urspriinglieh vorhandene 
Hydroxylgruppe eliminiert worden war. :Die restliehea Sauerstoffatome 
konnten nut  an die C-Atome 16, 17, 20 oder 21 in Form einer OH- und 
einer Ketogruppe gebunden sein. 

Einen bedeutsamen Strukturhinweis gab das Fragment  der Masse 273, 
das aus dem 3s dutch Verlust yon H20 und CHACO" gebildet wird. 

is H .  B~dz i l c i ewicz  und C. D j e r a s s i ,  J. Amer. Chem. Soe. 84, 1430 (1962). 
~9 K .  B i e m a n n  in ,,Mass Spectrometry. Organic Chemical Applieations", 

McGraw Hill (New York 1962), S. 344. 
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Die Abspa l t ung  yon  CHACO" ist  fiir 20-Ketos teroide ,  die am C-17 eine 
I - Iydroxylgruppe  t r agen  ~~ sowie fiir A16-20-Ketosteroide typ i sch  2~ N u n  
erfolgte in d iesem Fa l l  zuers t  eine W a s s e r a b s p a l t u n g  und  dann  ers t  der  
Ver lus t  der  Ace ty lg ruppe .  Die naeh  der  W a s s e r a b s p a l t u n g  resul- 
t i e renden  F o l g e a b b a u p r o d u k t e  s ind in dem in Abb.  10a bei hSherer  

210 ~ C 
Progromm." 4 ~  

I I 
5 Min. 

290~ 
304 
4 

~534 
~04 If5 

Abb. 6 a. Gaschromatogramm des Steroidgemisehes, dessen Massenspektrum 
in Abb. 5 reproduzier~ ist. Ffir die Einspri tzung wurde eine Menge von 
ei~wa iO y verwende~. Die Probe wurde bei einer In jek tor tempera tur  yon 
240 ~ direkt  auf die S/s gespritzt.  Die S~ulentemperatur wurde innerhalb 
von 25 Min. von 210 ~ auf 290 ~ gesteigert. Die Separator temperatur  betrug 

260 ~ die der Ionenquelle 200 ~ 

T e m p e r a t u r  au fgenommenen  S p e k t r u m  wesenthch s tgrker  als in Abb.  10 b 
ausgeprggt .  Wi r  schlossen daher ,  dab  mSglicherweise zuers t  ein 16-Hy- 
d roxys t e ro id  vorgelegen habe,  das  teilweise zu e inem A16-20-Keto- 
s teroid  dehydra t i s i e r t  wurde,  das  dann  in de r  fiir diese S te ro ide  

typ i schen  Weise  CHACO" verl iert .  

~ L .  T 6 k d s  und U. D j e r a s s i ,  Steroids 6, 493 (t965); L .  Pe ter son ,  Analyt .  
Chem. 34, 1781 (1962). 



I-I. 1/1970] Kombina~ion Gasehromatograph--Massenspektrometer 253 

16-I-Iydroxy-20-ketosteroide zeigen in ihren Spektren ein Ion der 
Masse 10021, das die C-Atome 15, 16, 17, 20 und 21 umfagtt~ 

15 1617 2021 
C H2-C:C H-C-C N 3 

I II 
OH +OH 

I m  allgemeinen fehlen in Massenspektren Spaltstfieke der Masse 100. 
Das u eines derartigen Ions ist dementspreehend - -  aueh 
wenn es geringere lntensit/~t hat - -  ffir die Strukturbest immung bedeut- 

290 304 
4 

210 ~ C 
P rog romm:  4~/Min. 

5 Min. 

Abb. 6b. Gaschromatogramm der gleiehen Fraktion, aber mit Betgtigung 
des Sehnellsehreibers. Dutch das Ein- und AussehM~en des Magnetstrom- 
durehlautes wird ein Sehalgimpuls ausgelSst, der am Gasehromatogramm 
als Aussehlag registrierg wird und somit erkennen l~Bt, ob das Spekgrum 

bei sgeigendem oder fa.llendem Druek aufgenommen wttrde 

sam. Ein Ion der :Bruttoformel CsHs02 (masse 100) war im Spektrum 
enthalten, so dag damit  die Annahme yore u eines 16-I-Iydroxy- 
20-ketosteroids welter gestiitzt wurde. 

Die aus den Spektren abgeleiteten Aussagen bat ten also nut  zur Iden- 
tifizierung eines Steroids geffihrt, abet  immerhir~ wertvolle Hinweise 
fiber m6glieherweise vorhandene Strukturelemente in den anderen er- 
bracht. Um weitere Informationen zu erhalten, wurde das Gemisch 

~1 V. I.  Zaretskii, N.  S. Wulfson, V. G. Zaikin, L. M.  Kogan, N .  E. 
Voishvillo und I.  V. Torgov, Tetrahedron [Londonj 22, 1399 (1966); M. F. 
Grostic and K.  L. Rinehart, Jr., J. Org. Chem. 33, 1740 (1968). 
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zur Ermit t lung etwa vorhandener Doppelbindu~tgen katalytisch hydriert  
(Xthanol/Pt). 

Das Reaktionsgemisch wurde wieder ~m Kombinationsger/~t unter- 
sucht. Die erhaltenen Massenspektren waren identisch mit  je~en des 
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Abb. 7. Masser~spektrum der zweiten am Oasehromatogramlla angezeigten 
Kompone~Lte 
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Abb. 8. Massenspektrum der dritten am Gaschromatogramm angezeigten 
Komponente 

urspriinglichen Gemisches mi t  Ausnahme des Spektrums des Steroides 
der Summenformel C19KssOs, in dessen Spgltnngsbild das Schliisselbruch- 
stiick der ~asse  176 aufgetreten war (vgl. Abb. 9). Molekiilionen und 
Schliisselbruchstiicke waren um 2 M E  zu hSheren Masse~ verschoben 
und zeigten damit  an, daft die Ansgangsverbindung eine Doppelbindung 
enthalten hatte. Mit der Verschiebung des Schliisselbruchstiickes der 
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~asse  176 zur Masse 178 war das Vorliegen eines 7-Ketosteroides sicher- 
gestellt (Abb. 11). 

Die beiden restliehen Sauerstoffatome konntea  nut  Ms Hydroxyl-  
gruppen im Ring D vorliegen, so dab sich fiir das Ausgangssteroid die 
m6gliehen Strukturformeln 1 bzw. 2 ergaben: 

OH OH 

H (7)  H (2)  

Ursprtinglich muB a.m C-3 ei~te Hydroxylgruppe gewesen sein, 
die bei dem von uns verwendeten saurert Hydrolyseverfahren Ms 
Wasser eliminiert wurde. I m  Harn  sollte das Steroid demnaeh als 
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Abb. 9. Massenspektrum der vierten am Gaschromatogra.mm a.ngezeigten 
Komponente 

Konjugat  eines 3,15,17-Trihydroxyandrostan-7-on oder eines 3,16,17- 
Trihydroxyandrostan-7-on ellthalten gewesen sein. 7-Ketosteroide 
dieser Strukturen wurden bisher im II~rn Yon Gesu~den noch rAcht 
nachgewiesem 

Der verbliebene Rest  des Hydrierungsgemisches wurde nun einer 
schonendert Chroms/~ureoxydation unterworfert und unschlieBend im 
Kombinationsger~t unter Aufnahme yon Massenspektren getrennt. 

Die erste Frakt ion des Chromatogramms zeigte ein Spektrum, das 
innerhalb der relativ weiten Fehlergrenzen der )/[ethode bezfiglich der 
3{assen- und Intensit/~tswerte mit  dem authentischen Spektrum des 
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5~-Andros tad ions-3 ,17  i ibe re ins t immt .  D a m i t  war  ein wei terer  Beweis 
fiir das  Vorl iegen yon 5~-Andros t e ron  im urspr i ingl iehem Gemiseh 
erbraeht .  

229 
334 

55 81 95  107 121 2 0 2  215 

255  273 316 
, , 304, [ 
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4 0  

2 O  

�9 8 0  ' " " 120 " 160 2 0 0  240 280  320 

Abb. 10a. Massenspektrum der fiinften im Gasehromatogramm angezeigten 
Komponente  
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Abb. lOb. Massenspektrum derselben Frakt ion ;  diesmM aber wurde die 
Substanz naeh der gasehromatographischen Trennung aufgefangen und 
dann erst das Spektrum aufgenommen. Deutlieh erkennbar ist hier eine um 

2 ME leiehtere Beimengung 

Die zweite  F r a k t i o n  des Gasch roma tog ramms  zeigte im Massen- 
s p e k t r u m  (Abb. 12a) t i n  M G  yon  302 (019t12603), sowie Sehlt isselbruch- 
st t ieke der  Masse 191 und  124. Sehl i isselbruehst i icke der  3Easse 191 s ind 
fiir das  Vorl iegen yon  Steroiden,  die in Ste l lung 11 und  17 eine Keto-  
g ruppe  t r agen  14, 16, eharakter i s t i seh ,  so dab  zu vermuter~ war,  dab  es 
sich u m  ein 3 ,11,17-Triketosteroid  hande ln  kSnne.  U m  Vergleichs- 

% 

L 
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spektren zu erhalten, wurden 5 g- und 5 }-3,11,17-Triketoandrostan dar- 
gestellt. Sie unterscheiden sich wesentlich in ihren Spektren. Unser 
Oxydationsprodukt entsprach dem 5z.-Isomeren, dessen authentisches 
8pektrum in Abb. 12 b reproduzicrt ist. 
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100t 306 
178 

60{ 57 

80 120 160 

Abb. i t .  Massenspektrum des Steroids yore 21/IG 304 (Abb. 9) naeh der 
kata]ytischen Hydrierung 

Das Triketosteroid konnte nut aus der Verbindung C19H2sOa, dess~n 
Spektrum in Abb. 7 reproduziert ist, durch 0xydation einer Hydroxyl- 
gruppe entstanden sein. 
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H [3) H (4) ft (5) 

0 
HO.,. 

H (6) 

0 0 

H (7) HO H (8) 

Dieses ~Beispiel zeigt anschaulich, welche strukturspezifischen Aus- 
sagen gegeniiber den Spektren yon Hydroxysteroiden (vgl. Abb. 7) aus 
den Spektre= der entsprechenden Ketone (Abb. 12a.) - -  sGlbst bei Vor- 
handensein erbeblicher Beime~gungen - -  erhgltlich sind. 

Das Ausg~ngssteroid mui3te daher eine Struktur haben, die einem der 
sechs Isomeren (3--8) entsprach. Wir kolmten die Isomeren 3, 8, 6, 7 

Monatshef te  ftir Chemie,  Bd.  101/1 17 



258 K. Kaiser u. a. : [Mh. Chem., Bd. 10i 

und 8 herstellen un4 Vergleiehsspektren aufnehmen. Die Isomeren 3, 5 
und 6 unterschieden sich beziiglieh der Masse der Schliisselbruehstiieke 
yon dem in Abb. 7 reproduzierten Spektrum. Insbesondere fehlte in den 
Spektren der Isomeren 3 und 5 d~s ftir 11,17-I)iketosteroide typische 
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Abb. 12a. Massenspektrum der zweiten Fraktion des Gaschromatogramms, 
das nach Hydrierung und Oxydation der Steroidmischung erhalten wurde 
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Abb. t2b. Massenspektrum des 5a-3,11,17-Triketoandrosterons 

Ion der l~asse 191, das auch im Spektrum der Verbindung C19K~sOa 
vorh~nden war und somit ~uf das Vorliegen eines l l,17-Diketosteroides 
hinwies. I)as Vorhandensein einer 11-Ketogruppe wurde auch dutch d~s 
chromatographische Verhalten n~hegelegt. 

Das 3 ~-Hydroxy-5 g-androstan-ll ,17-dion (8) ist ein schon lange 
bekanntes, im I-Iarn vorkommendes Steroidstoffwechselprodukt 22, w~h- 
rend die Verbindung 7 bisher nur aus l~eerschweinchen- und Rat ten-  

22 S .  Lieberman,  D.  K .  F u k u s M m a  und K .  Dobriner, J .  Biol. Chem. 
182, 299 (1950). 
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harn e3 isoliert wurde. Die sehleehte QuMit//t des Spektrums (Abb. 7) 
1/iBt keine eindeutige Entscheidung zwischen den Strukturen 7 und 
8 zu. 

Aus dem SpekLrum der folgenden Fraktion lieB sieh lediglieh erkennen, 
dab sie ein Steroid vom M G  316 enthielt, oftenbar einem Oxydations- 
produkt des Steroides vom M G  318 entspreehend. ~e i t e re  Aussagen 
waren aus dem extrem intensit~tssehwachen Spektrum nicht ableitbar. 
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Abb. 13. Massenspektrum der vierten Frgk~ion des Gasehromatogramms, 
das nach tIydrierung und Oxydation der Steroidmischung erhaltert wurde 

Die vierte Fraktion des Gasehromatogramms hatte wieder ein M G  

yon 302, C19H26Os (~assenspektrum s. Abb. 13). 
D~s Spektrum zeigte nur ein einziges Sehliisselbruehstiiek (bei 

m/e 255) der Summenformel ClsH2aO, das dem Verlust yon einem M~ole- 
kill ~u und CHO" aus dem 3/[olekiilion entspraeh. Derartige Spal- 
tungsreaktionen sind nach unseren bisherigen Erfahrungen au6er- 
ordentlich charakteristisch fiir 7,17-Steroidketoneta. Dieses Oxyda- 
tionsprodukt konnte also aus dem Steroid C,gHzsO3 entstanden sein, 
dessen Spektrum Abb. 9 zeigt. Zum Vergleieh nahmen wir das )/fassen- 
spektrum des uns leicht zuggnglichen 5~-Awdrostan-3,7,17-trions auf. 
Uberraschenderweise erwies es sich als praktisch identisch mit  dem 
des Oxydationsproduktes. Dies ls nur zwei Erklgrungsm6glich- 
keiten often: 

1. Das Vorhandensein yon Ketogruppen in der Stellung 7 und 
17 beeinflugt die Brnchstiickbildung so stark, dab eine zus/~tzliehe 
Ketogruppe unabh/ingig yon ihrer SteIlung keinerlei Wirkung auf 
die Spaltungsreak~ionen hat. 

~a K.  Schubert und K.  Wehrberger, Z. physiol. Chem. 326, 242 (1961);. 
328, 173 (1962). 

17" 
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2. Im Ausgangsgemiseh hatte eir~e Verbindung vorgelegen, die 
sich wegeIt ihrer Sehwerflfichtigkeit einem Naehweis entzog. Bei 
tier Oxydation war daraus darm ein fltiehtiges 5c~-Androstam3,7,17- 
trion entstanden. 

Da 15,17- und 16,17-Dihydroxysteroide (Formel 1 und 2) unter den 
yon uns angewandten Bedingungen fiber die Ketostufe hinaus oxy- 
diert werden, ziehen wir die zweite DeutungsmSgliehkeit vor. 

% 
J 

8O 

60i 

40, 

2oI 

332 

246 
100 

81 95 231 

J , I.I] h ,,k.t., 

/109 12t 149 207 2~3 286 
69 1 I ~ ,I , 135 161 175 \ II 27t 

187 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .,111,, . , 

80 120 160 200 240 280 320 
m/e 

Abb. 14. Massenspektrum der fiinften Frak~ion des Gaschromatogramms, 
das nach Hydrierung und Oxydation der Steroidmisehung erhalten wurde 

Dieses Beispiel zeigt, welche Grenzen dec Kombinationsmethode 
gesetzt sind und dab bei der Auswertung der Ergebnisse groBe 
Vorsicht zu fiben ist, will man nicht zu m6glieherweise falschen 
Schlugfolgerungen gelangen. 

Als letzte Fraktion trat  aus der S~ule ein Steroid vom M G  332 der 
Summenformel C~1I-[8208 aus (~assenspektrum s. Abb. 14). 

Demnach war bei der Oxydation des Steroids yore M G  334 nur eine 
der beiden Hydroxylgruppen oxydiert worden. Dieses VerhMten ist 
typisch fiir Pregnanderivate, die am C-16 eine Hydroxylgruppe tragen*. 

Das I tauption tier )r 246 (C17I~260) entspricht dem Verlust der 
C-Atome 16, 17, 20 und 21. Oa ein Ion der 1V[asse 100 ebenfalls vorhanden 
war, konnte am Vor]iegen eines 16-ttydroxy-20-keto-steroids nicht mehr 
gezweifelt werden. Da alle aus H a m  isolierten Steroide in der Stellung 3 
einen Sauerstoffsubstituenten tragen, war die feh]ende ttydroxylgruppe 
in der Position 3 zu lokMisieren. Fiir das Steroid ergab sich somit die 
Strukturformel 9 : 

* Siehe3, u. zw. S. 363. 
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~ OH 

HO (9) H 

Ein Vergleieh unseres Spektrums mit denen ar~derer 16-Hyda'oxy-20- 
ketosteroide ~1 ergab, dab in tmserem Steroid die Hydroxylgruppe in 
Stellung 16 ~ konfiguriert sei~l mug : 16 ~- und 16 ~-Hydroxysteroide 
unterseheidert sieh ganz wesentlieh in der Intensitgt der Spitzen der 
Molekiilionen und der Ionen der Masse 100. In  den c~-konfigurierten Iso- 
meren, habm~ die Molekiilionen nut  ganz geringe Int~nsitgt (unter 10~ 
der Basisspitze) w/~hrend das Ion der Masse 100 meist Basisspitze ist. 
Bei Vorliegen der ~-Konfigurat4on hingegen liegen die Verhgltnisse 
gerade umgekehrt, wie wir an Vergleiehsproben, die wir Dr. Neher yon 
der Ciba verdar~ken, iiberprtifen konnten. Bei unserer Verbindung muB 
es sieh demnaeh um ein 16 ~-Isomeres yon Steroiden handeln ~, die schon 
friiher in biologisehen l~{ateriMier~ aufgefunden ~rarden. Uber die Kon- 
figuration der Hydroxylgruppe am C-3 und die Verkniipfung des A/B- 
t~ingsysCems kgnnen wir marlgels Vergleiehsspekgren keine Aussagen 
l~taehen. 

Fill" die Untersttitzung der Arbeit da,nken wir der Deutsehen For- 
sehungsgemeinsehaft, dem Fends der Chemisehen Industrie und ins- 
besondere der Sehering AG, BerlirL Nut  dutch deren Hilfe war es m6g- 
lieh, das ftir unsere Untersuehunge~ ben6tig~ teure UV-empfind]iehe 
gegistrierpa,pier anzusehaffen. 

Exl)erimenteller Tei! 

Beschreibung der ApFaratur 

Wir kombinierten eine~ programmierbaren Gaschromatographen Varian 
Aerograph 1700 mit ei~em SM-1-B-~V[assenspektrometer der Mattauch--  
[terzog-Geometrie. 

Die silanisierte Glassgule yon 150 em L&nge und 1/(, Innendurehmesser 
wurde mit 3~o SE 30 (oder OV 17) auf Aeropak 100/120 mesh geffillt. 

Die Substanz wurde direkt a uf das F/illma~eria,1 gespritzt mad geI~ngte 
nach Passieren des Chromatographen fiber ein silanisiertes Kapillarrohr 
in den Separator veto Biemann--VVatson.Typ *b. Von hier aua fdhrte ein 
silanisiertes Glasrohr direkt in dis Ionenquelle und endege unmittelbar 
(1 em) vor der Ionisierungszone. Auf diese Weise wurde ein Kontakt der 
Substanz mit Metallteilen, dis bei den notwendigen Temperaturen (250 bis 
270 ~ eine Zersetzung katalysieren, tmterbunden. 

.,.4 R. Neher und A. Wettstein, I-Ielv. ehim. Aeta 42, 956 (t959). 
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Die Verwendung  eines vol ls tgndig silanisierten Systems bis in den 
Quel lenraum ist wichtig,  da  sonst  erhebliche Subs tanzver lus te  auf t re ten.  
Von  ghnl icher  Bedeu tung  ist  eine genaue Tempera tu rkon t ro l l e  in allen 
Tei len des Probenzuf i ihrsys tems,  da  es leicht zu lokaler  Ube rh i t zung  und  
dami t  zur  Zersetzung der Probe k o m m e n  kann.  Insbesondere  ist auf  eine 
gu te  Tempera tu rve r t e f lung  im Separa tor  zu achten,  die z . B .  du tch  Auf- 
ffillen der  I-Ioh]rgume mi t  Stannio]kfigelehen und  Einf i igen yon  Asbest-  
s t f ickchen zwischen I-Ieizer und  Separa to rman te l  erreicht  werden kann.  

I )a  m a n  bei der Verwendung  yon gepaekten  Sgulen, wie dies bei der 
lJn~ersuchung von  Steroiden no twendig  ist, re la t iv  viel Trggergas zu ent- 
fernen hat ,  m u g  der Separa tor  art ein eigenes P m n p s y s t e m  angeschlossen 
sein. Wir  ve rwende ten  hierzu eine zweistufige Brand  01ro ta t ionsvakuum-  
pumpe  (200 1/Min.). A u c h  die Ionenquel le  ist an ein sehr wirksames Pump-  
sys tem anzulegen,  weft re la t iv  gro2e Gasmengen abzupumpen  sind: Zum 
ersten ge langt  in die Ionenquel le  neben der Probe  sehr viel Trggergas,  zum 
zweiten mul3 bei Aufnahme  yon  Hoehauf lSsungsspektren  als P~eferenz- 
substanz zur genauen Massebes t immung ein Gemisch perf]uorierter  Kohlen-  
wasserstoffe kont inuier l ich aus e inem Gasvorra tsbehgl te r  in die Ionen-  
quelle eingelei tet  werden,  so da2 aueh dadurch  ein erheblicher Druekans t i eg  
zus~ande kommt .  

Als Detektor ffir die aus dem Gaschromatographen austretenden Frak- 
tionen diente der Tota]ionenstromanzeiger des Massenspektrometers: es 
ist dies eine B]ende, die von auf]en vor den Objektspalt gesehoben werden 
kann und so einen kleinen Teil des Ionenstromes ausblendet. 

Die Spektrenregis t r ierung erfolgte je naeh Bedarf en~weder bei mittlerer 
AuflSsung - -  1500 (10% Tel) - -  m i t  e inem Sehnellschreiber oder  bei holler  
AuflSsung - -  12 000--15  000 (10~/o Tel) - -  auf  einer Photop la t t e .  

Der  Ana lysa to r r aum unseres SM-1-B-Gergtes lgi3t sich mi t  e inem Dreh- 
vent i l  von  der Ionenquel le  absperren.  N e h m e n  wir Pho top la t t enspek t ren  
auf, so ble ibt  dieses Absperrvent i I  nur  wghrend  der  Aufnahme  eines a m  
T. I . -Moni tor  angezeigten GC-Peaks geSffnet. Auf  diese Weise wird das 
E indr ingen  yon LSsungsmi t te l f rak t ionen  in den Ana lysa to r r aum ver- 
hindert .  

Emp]indlichkeitsteste 
Es wurden  Mischungen von  gleichen Teilen Dehydroepiandros teron,  

6 -Dehydro tes tos te ron  und Cholesterin hergestel l t  und  in untersehiedl iehen 
Gemischkonzent ra t ionen  direkt  auf die Sgule gespri tzt .  Die Gemisch- 
konzen~rat ion wurde  schri t tweise yon  ]0 -4 auf 10-7g pro Einze lkompo-  
nen te  bei versehiedenen Eins te l lungen  der Tempera tu r  am Gaschromato-  
graphen  und  den Kopplungs te i len  sowie verschiedenen Hel ium-s t r6mungs-  
verhgl tnissen herabgesetz t .  Dadu rch  versuchten  wir die opt imalen  Bedin- 
gungen  zu ermit te ln .  E ine  Proport ional i~gt  zwisehen der aufgegebenen 
P robemenge  u n d  der  GC-PeakhShe is[ bemerkenswer terweise  nur  bis zu 
einer Konzen t r a t i on  von  i T gewghrleistet .  

I m  Gegensatz  dazu l iegt bei der Un te r suchung  yon Fe t t sgurees te rn  
die Erfassungs-  und  Propor t ionMitgtsgrenze  bei e twa 10 -s g und  bei aromat i -  
sehen Kohlenwassers toffen  (Xylol, Toluol) bei 10 10 g. 

Gewinnung der Harnsteroide 
Frischer  H a r n  wurde  mi t  Toluol  (1 ml Toluol/1 H a m )  verse tz t  und  in 

der  Kf ih l t ruhe  gesammelt .  50 1 t t a r n  wurden  in 1 l -Por t ionen in folgender 
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Weise aufgearbeitet: 1 1 H a m  wurde zur Entfernung ungebundenen Cho- 
lesterins 3mat mit  je 200 ml }[ther extraMert. Die Atherausz~ge wurden 
mit  wenig Wasser gewasehen und  das Wasehwasser dem Urin beigeftigt. 
Zur ttydrolyse wurden J-Iarn und  Wasehwasser mit  200 ml 40proz. I-I2SO4 
versetzt und 1 Stde. am Wasserbad auf 80 ~ erw/irmt ~s. Naeh dem Abkiihlen 
wurde 3mal mit  je 300 ml Ather extrahiert, die Atherextrakte 2real mit 
200ml ln -NaOt t  gewasehen, danaeh noeh kurz mit  NaOtt-P1/~tzehen 
geseh~ttelt und  fiber Seesand abfiltriert. Das Fil trat  wurde naeh dem 
Trocknen eingedampft. Die vereinigten Extrakte yon 50 1 I-Iarn ergaben 
2,99 g braunes 01. 

Tabelle 1. M a s s e b e s t i m m u n g  au f  d e m  P h o t o p l a v t e n s p e k ~ r u m  

Abb. Bruttoformel bet. gel. Fehter 

7 304 C19H2sOa 304,203833 304,205833 6 ppm 
8 318 C~0I-I.~0Os 318,219482 318,218482 3 ppm 
9 304 C19H2sO3 304,203833 304,206233 8 ppm 
9 231 C16I-I230 231,174881 231,174281 3 ppm 
9 176 C12t-I160 176,120109 176,120809 4 ppm 

10a 334 C21H3403 334,250781 334,250881 0,3 ppm 
10a 229 C~7I-I~5 229,195616 229,196923 6 ppm 
10a 100 C5I - I sO2  100,052426 100,052026 4 ppm 
12a 302 C19H26Oa 302,188183 302,186383 6 ppm 
13 302 C19I-I2603 302,188183 302,186785 4 ppm 
13 255 ClsH~aO 255,174881 255,175881 4 ppm 
14 332 C21H32Oa 332,235131 332,237531 8 ppm 
14 246 C17I-I260 246,198355 246,200355 8 ppm 

Das 01 wurde an Sephadex LH 20 mit  Athanol einer Vortrennung 
unterworfen. Drei Steroidfraktionen wurden erhalten: 1. 0,33 g (Haupt- 
menge Cholesterin), 2. 2,14 g (Hauptmenge Androsteron), 3. 0,24 g (tIaupt.- 
menge sauerstoffrelchere Steroide). 

Nach einer zweiten Trennung tier Steroidfra,kgionen an LH 20 wurde 
jede Fraktion in 9 Unterfraktionen zerlegt. Die Unterfraktionen wurden 
dann weit er an kteinen S/iulen yon Al~O3, Kieselgel oder Florisil get.rennt. 

Chrom ( Vf)-0xyd-0xydation 

Die Steroidprobe wurde in einigen Tropfen Eisessig (Merck p. a.) gelSst 
und mit  der gleiehen Menge einer lproz. L6sung yon CrO3 in Eisessig ver- 
setzt 2". Naeh 16stdg. Stehen bei l~aumtemp, im I)unkeln wurde die LOsung 
mig Wasser verdfinnb und die Steroide mit  CH2CI~ extrahiert. 

Katalytische Hydrierung 

Die Steroidprobe wurde m 2 mt/~thanol  gel6st. Naeh Zugabe yon 1 mg 
PgO2 wurde 3 Stdn. in H2-Atmosphfire gesehfittelt, mit CH2C12 verdfinnt, 
yore Katalysat.or abfiltriert und eingedampft. 

2~ S.G.Johnson, Aeta endoerin. [Kopenhagen] 21, 127 (1956); P. Vester- 
gaard und B. Claussen, Aeta endoerin. [Kopenhagen], Suppl. 64, 35 (1962). 

26 S. Liebermann, E. R. Katzenellenbogen, R. Neh~eider, P. E. Studer 
und K. Dobriner, J. Biol. Chem. 205, 87 (1953); A. Zaffaroni und R. B. 
Burtor~. 1. e. 193, 749 (1951). 


