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1 Zusammenfassung

Die Isotopenverhaltnisbestimmung mittels GC/C-IRMS findet zunehmend auch in der Unter-
suchung von Lebensmitteln Anwendung. Aufgrund zahlreicher potenzieller Fehlerquellen
durch Isotopenfraktionierungen wahrend der Aufarbeitung und der GC/C-IRMS-Messung ist
die Anwendung dieser Technik besonders in komplexer biologischer Matrix wie zum Beispiel
Lebensmitteln schwierig. Auf die Isotopenfraktionierungen verursachenden Faktoren wird in
der Literatur haufig hingewiesen, sie wurden bisher jedoch kaum systematisch untersucht.

Die Einflisse auf die Genauigkeit von GC/C-IRMS-Messwerten wurden anhand von Steroid-
hormonen aus Rinderurin, Steroid-Standardlésungen und Alkanen identifiziert und quantifi-
ziert. Die Steroidhormone aus Rinderurin sind fir die Beschreibung von potenziellen Fehler-
quellen in der Probenaufarbeitung fur die GC/C-IRMS-Analytik besonders geeignet, weil auf-
grund der Komplexizitdt der Matrix eine Vielzahl unterschiedlicher Aufarbeitungsschritte
durchgefiihrt werden muss.

Bei der Gesamtbewertung aller Einflisse auf die Genauigkeit der Messwerte muss berlck-
sichtigt werden, dass diese sich sowohl addieren als auch gegenseitig aufheben kénnen. Bei
der Aufarbeitung von Steroiden aus Rinderurin und deren Vermessung mittels GC/C-IRMS
sowie der Untersuchung von Alkanen wurden zahlreiche kritische Parameter identifiziert und
quantifiziert. Die GC/C-IRMS ist wenig robust gegen Veranderungen von Injektions- und GC-
Parametern sowie gegen Variationen von Einstellungen am Interface. Deshalb mussen die
relevanten Parameter stets konstant gehalten werden. Wird sowohl eine potenzielle Isoto-
penfraktionierung wéhrend der Probenaufarbeitung als auch die GC/C-IRMS-Messung durch
fr die jeweilige Anwendung geeignete Kontrollmessungen kontinuierlich tGberprift, erweist
sich die GC/C-IRMS als genaue Methode fur die Bestimmung von Isotopenverhéltnissen
auch aus komplexer biologischer Matrix wie Rinderurin.

Abstract

The determination of the isotope ratio by means of GC/C-IRMS is increasingly applied to the
analysis of foodstuffs. Due to numerous potential sources of error caused by isotope frac-
tionation during processing and GC/C-IRMS measurement use of this technique is especially
difficult in complicated biological matrices, such as foodstuffs. Scientific literature often al-
ludes to factors causing isotope fractionation; however, to date, there has been little system-
atic research of potential sources of error.

Influences on GC/C-IRMS measurement accuracy were identified and quantified utilizing
cattle urine, standard steroid solutions, and alkanes. Because of the complex nature of the
matrices requiring various sample preparation and preconcentration steps steroidal hor-
mones in cattle urine are particularly suited for charactering potential sources of error for
GC/C-IRMS analysis sample preparation.

In the overall evaluation of the influences on measurement accuracy, it must be taken into
account, that said influences may compound one another and/or may negate one another.
Processing of cattle urine steroids, measurement of the same using GC/C-IRMS, and al-
kanes analysis, identified and quantified numerous critical parameters. GC/C-IRMS is not
robust, where subjected to changing injection and GC parameters and interface setting varia-
tions. Therefore, relevant parameters should be permanently maintained. As long as, both
potential isotope fractionation during the specimen processing and GC/C-IRMS measure-
ment are continuously controlled by means of check measurements suitable for particular
applications, GC/C-IRMS proves to be an accurate method for the determination of isotope
ratios which is also applicable to complicated biological matrices such as cattle urine.
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2 Problemstellung

Seitdem an Gaschromatographen gekoppelte Isotopenverhaltnis-Massenspektrometer
kommerziell verfligbar sind, wird die GC/C-IRMS auch fiir Fragestellungen im Bereich der
Lebensmittelanalytik eingesetzt. Seit Beginn dieser Entwicklung wurden zahlreiche Metho-
den zur Untersuchung der Authentizitédt von Lebensmitteln mittels GC/C-IRMS veréffentlicht.
Die meisten Anwendungen konzentrieren sich allerdings auf weniger komplexe Matrizes. Die
Verwendung der GC/C-IRMS firr die Messung von Analyten aus komplexer biologischer Mat-
rix ist aufgrund zahlreicher Fehlerquellen durch Isotopenfraktionierung bei der oft aufwendi-
gen Aufarbeitung und bei der eigentlichen Messung nicht trivial. Auf die Isotopenfraktionie-
rung wird haufig in der Literatur hingewiesen, ihre Einflussfaktoren wurden jedoch bisher nur
ansatzweise systematisch untersucht.

Deshalb ist das Ziel dieser Arbeit, die Faktoren, welche die Genauigkeit, das heift die Rich-
tigkeit und die Prazision von Messungen der '*C/'2C-Isotopenverhaltnisse mittels GC/C-
IRMS in komplexer Matrix beeinflussen, zu bestimmen und zu beurteilen. Dabei sind sowohl
die Einflisse der Probenaufarbeitung als auch im Besonderen die der Messtechnik auf die
Bestimmung der Stabilisotopen zu betrachten. Die Ergebnisse der Probenaufarbeitung wur-
den im Rahmen der Messungen des am Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) bearbeite-
ten ISOSTER-Projektes (ISOSTER — Determination of the Origin of Hormones in Cattle, fun-
ded by European Commission, DG RTD “Growth” Programme, Project No. GRD1-2001-
40085) gewonnen. In diesem Projekt wurde eine GC/C-IRMS-Methode entwickelt, die einen
Nachweis von in der Tiermast angewendeten natirlichen Steroidhormonen (iber das '*C/"?C-
Isotopenverhéltnis ermdglichen soll. Da die hierzu entwickelte Methode eine umfangreiche
Probenaufarbeitung zur Isolierung der Analyten aus komplexer biologischer Matrix beinhaltet
und umfangreiche Messungen mit den Ziel-Analyten durchgefihrt wurden, sollen diese als
Grundlage fir die Bestimmung und Beurteilung der Einflussfaktoren einer Probenaufarbei-
tung auf die Genauigkeit der gemessenen Isotopenverhaltnisse dienen. Die Einflisse der
Messtechnik wurden an den im ISOSTER-Projekt vermessenen Substanzen untersucht. Er-
ganzend hierzu wurden Untersuchungen an Alkanen verschiedener Kettenlange durchge-
fihrt, um den Einfluss molekilgréBenbedingter Phdnomene besser beschreiben zu kénnen.
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3 Einleitung

3.1 Variationen der natiirlichen Isotopengehalte

Die meisten chemischen Elemente kommen in der Natur in mehreren stabilen Isotopen vor.
Die unterschiedliche Neutronenzahl der Isotope eines Elementes wirkt sich auf die physikali-
schen und chemischen Eigenschaften von Molekllen aus, die mit diesen Isotopen gebildet
werden. Unterschiedlich hohe Bindungsenergien bewirken, dass isotopomere Molekile mit
schwereren Isotopen im Allgemeinen langsamer reagieren als die mit leichteren Isotopen
und sich deshalb im nicht umgesetzten Teil des Ausgangsstoffes anreichern (,kinetischer
Isotopeneffekt®). Weitere Einflisse wie das molare Volumen, der Dampfdruck, der Siede-
punkt oder der Schmelzpunkt werden als thermodynamische Isotopeneffekte zusammenge-
fasst.

Diese kinetischen und thermodynamischen Isotopeneffekte sind die Ursache fur die Isoto-
pendiskriminierung bei der Entstehung und Umsetzung organischer Substanzen in pflanzli-
chen und tierischen Organismen. Dies hat eine Verschiebung des Isotopengehalts der Bio-
elemente H, C, N, O und S relativ zur mittleren natirlichen Haufigkeit zur Folge. Tabelle 3.1
zeigt die mittleren Isotopenverhaltnisse der relevanten Bioelemente.

Tabelle 3.1: Die wichtigsten Bioelemente und die Haufigkeit ihrer stabilen Isotope

Element Stabile Isotope | Mittlere rel. Haufigkeit | Verhaltnis seltenes/
in Atom% " haufiges Isotop
Wasserstoff H 99,9885 0,000115
D 0,0115
12
C 98,93 0,0110816
Kohlenstoff 130 1.07
. N 99,632 0,00369
Stickstoff 15\ 0.368
*0 99,757
Sauerstoff "0 0,038 0,000381
'*0 0,205 0,002055
;;o 94,93
(0] 0,76 0,0801
Schwefel 30 429 00452
%0 0,02 0,000211

" Rosman und Taylor 1998

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Analytik der Kohlenstoffisotope. In den folgenden
Teilen dieser Arbeit sind deshalb, wenn nicht anders beschrieben, stets die Kohlenstoffisoto-

pe gemeint.

In der IRMS-Analytik ist der 8-Wert eine gebrauchliche GrdBe fir die Angabe von Isotopen-
verhaltnissen. Der §'°C-Wert ist die in Promille angegebene Abweichung des '*C/'*C-
Verhéltnisses einer Probe relativ zu einem Standard (s. Formel 3.1).

(1°C1/ ["*CDprobe
8 13C vs PDB [%0] = -1

(1°C1/1"*Cl)eos

Formel 3.1

x 1000 %o
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Der PDB-Standard (Pee Dee Belemnite aus South Carolina) ist ein fossiles Calciumcarbonat
mit dem festen Isotopenverhaltnis ['*C}/['2C] = 0,0112372 + 0,000009, was einem '*C-Gehalt
von 1,1112328 Atom% entspricht [Craig 1957]. Dieser Wert ist der Bezugspunkt der interna-
tional tiblichen PDB-Skala fiir §'*C-Werte und wurde auf einen §'°C-Wert von 0 %. festgelegt.
Die Anderung des §'3C-Wertes um 1 %o entspricht also einer Anderung von 0,0010989 A-
tom-%.

In der Natur kommt es aufgrund der oben beschriebenen Isotopeneffekte zu Abweichungen
der in Tabelle 3.1 gezeigten mittleren Haufigkeiten der stabilen Isotope. Beim Kohlenstoff
zeigt sich diese Abweichung ab der dritten Nachkommastelle des Verhaltnisses des '°C-
Isotopes zum '2C-Isotop. Bei der Photosynthese fiihrt der kinetische Isotopeneffekt bei der
primaren CO,-Fixierung der Pflanzen zu unterschiedlichen '*C/'2C-Verhéltnissen. '*CO, rea-
giert langsamer als '?CO,, weshalb es zu einer Abreicherung von '*C im organisch gebunde-
nen Kohlenstoff im Verhéltnis zu CO, in der Luft kommt. Der Grad der Abreicherung hangt
vom jeweiligen Photosyntheseweg der Pflanze ab. In landlichen Gebieten betrégt der §'°C-
Wert des CO, in der Luft -7,8 %o, in stéadtischen Gebieten oder in der N&dhe von Fabriken be-
tragt der 5'°C-Wert zwischen -12 und -7,8 %..

d3C vs. PDB [%o]

—50‘.00 | —40‘.00 —SOI.OO —20‘.00 I —10‘.00 | 0.00 +1?.00

CO, in der Atmosphire
[

Europa USA
\ | |

CO, in menschlichem Atem

synthetische Steroide natiirliche Steroide

PDB
C3-Pflanzen C4-Pflanzen
|/
CAM Pflanzen
l |
Carbonate|(Meer
I:i

| Petroleum (Meer) ‘ Carbonate (irdisch) 1

Fossile Brennstoffe

T T T T T \ T T T
1.0563 1.0673 1.0783 1.0893 1.1002 1.1112 1.1222

13C [Atom%]

Abbildung 3.1: Natiirliche Isotopenfraktionierung des Kohlenstoffs

C3-Pflanzen fixieren das CO, aus der Luft im Calvin-Zyklus Uber das Primarprodukt 3-
Phosphoglycerinsaure (C3). Hierbei kommt es zu einer relativ starken '*C-Abreicherung mit
8'3C-Werten zwischen —24 und —32 %. (Abb. 3.1). Zu den C3-Pflanzen gehéren beispielswei-
se Weizen, Gerste, Hafer, Reis, Zuckerriben, Kartoffeln, Zitrusfrichte, Sojabohnen und
Weintrauben. Die C3-Pflanzen werden wegen ihres niedrigen §'3-Wertes auch ,leichte Pflan-
zen“ genannt.
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Mais, Hirse und Zuckerrohr zdhlen zu den C4-Pflanzen, die das CO, im Hatch-Slack-Zyklus
{ber das Primarprodukt Oxalacetat (C4) fixieren, was zu einer geringeren '*C-Abreicherung
fihrt. Deshalb werden diese Pflanzen auch ,schwere Pflanzen* genannt und besitzen §'°C-
Werte zwischen —10 und —16 %. (Abb. 3.1).

CAM-Pflanzen (Crassulacean Acid Metabolismus) speichern CO, wahrend der Nacht Uber
eine Variante des C4-Weges in Form von Malat und setzen es tagsiiber zum Einbau in Zu-
cker wieder frei. CAM-Pflanzen, z.B. Ananas und Vanille, haben §'*C-Werte zwischen —12
und =30 %o.

3.2 Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie

Die Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie (IRMS) ist das alteste massenspektrometrische
Verfahren in der analytischen Chemie. In der Geochemie, den Umweltwissenschaften und
den erdgeschichtlichen Wissenschaften ist die IRMS seit Langem Standardanalytik. Mit der
Entwicklung des Elemental Analyzers (EA) und des Thermal Conversion Elemental Analy-
zers (TC/EA) kann die Probe online in das flr die IRMS benétigte Messgas Uberfihrt wer-
den. Dies fUhrte dazu, dass die IRMS neben ihrem Einsatz in der Geochemie nun auch in
anderen Gebieten der analytischen Chemie wie der Lebensmittelchemie an Bedeutung ge-
wann. Allerdings bietet die EA-IRMS nur die Mdglichkeit der Vermessung einer Gesamtprobe
(bulk analysis) und nicht einzelner Probenbestandteile. Barrie et al. [1984] koppelten als Ers-
te einen Gaschromatographen Uber ein Online-System an ein Massenspektrometer mit zwei
Massenkollektoren. Mit dem kommerziellen Vertrieb von an die IRMS gekoppelten
Gaschromatographen ab dem Jahr 1988 kénnen nun auch die Einzelsubstanzen einer Probe
nach ihrer gaschromatographischen Auftrennung direkt an der IRMS vermessen werden
[Brand 1996]. Je nach Beschaffenheit des Interfaces kénnen die Isotopenzusammensetzun-
gen der Elemente Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff und Wasserstoff einzelner Komponen-
ten auf diese Art bestimmt werden, wobei die Messungen von '*C und N verbreiteter sind
als die der anderen Elemente.

Mit herkdmmlichen Massenspektrometern kénnen durch das Scannen von Massen mehrerer
hundert Dalton strukturelle Informationen Uber die untersuchte Probe gewonnen werden.
Diese Massenspektrometer haben nur einen Detektor und kénnen deshalb nicht zeitgleich
zwei oder mehr Massen detektieren. Selbst im SIM-Modus (selected ion monitoring) kdnnen
deshalb mit organischen Massenspekirometren nur Anreicherungen von mindestens 0,5
Atom% '3C mit ausreichender Genauigkeit gemessen werden [Meier-Augenstein 2004]. Die
natrlichen Unterschiede, die in der Stabilisotopenanalytik von Interesse sind, liegen fur Koh-
lenstoff jedoch im Bereich von 0,001 Atom% [Craig 1957; Meier-Augenstein 2004].

Isotopenverhéltnis-Massenspektrometer besitzen deshalb mindestens einen Doppel-, meist
jedoch einen Dreifach-Kollektor, mit denen die lonenstrébme von zwei bis drei Massen simul-
tan erfasst werden kénnen. Zur Bestimmung der Isotopenverhaltnisse der Kohlenstoffisotope
'3C/™C werden die zu untersuchenden Substanzen zunachst vollstandig zu CO, umgesetzt.
Dabei eventuell entstehende Stickoxide werden anschlieBend zu elementarem Stickstoff
reduziert. Mittels IRMS wird nun das Mengenverhaltnis der entstandenen Kohlendioxid-
Isotope mit den Massen 44 ('2C'*0'0) und 45 ('3C'®0'®0, '2C'*0'’0) bestimmt. Die Isoto-
penverhaltnis-Massenspektrometer, die einen Dreifach-Kollektor (drei Faraday Cups) besit-
zen, kdnnen zudem die Masse 46 (*C'*0"0, ?C'*0'"0, ?C'"'0''0) simultan zu den Mas-
sen 44 und 45 erfassen. Die Signale werden anschlieBend digitalisiert und die Peakflachen
jeder Masse integriert, aus denen dann die Isotopenverhaltnisse berechnet werden. Um alle
Massen in ungeféhr der gleichen Intensitat darstellen zu kénnen (vgl. Abb. 3.2), werden die
lonenstrdme entsprechend ihrer Intensitat unterschiedlich verstéarkt. Die Masse 45 wird im
Verhaltnis zur Masse 44 100-fach verstarkt, die Masse 46 333-fach. Neben dem '*CO, wird
auch das 'C'®0" 0O mit der Masse 45 aufgenommen. Der Fehler, der bei der Erfassung des
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70 entsteht, wird von der Software moderner IRMS-Gerate, wie sie fiir diese Arbeit verwen-
det werden, automatisch korrigiert.

4000 -
— Masse 44
Masse 45
~ 3000 1 —— Masse 46
E
o
3 2000 -
2
g
< 1000 -
O T T T T 1
1150 1155 1160 1165 1170 1175
Retentionszeit [s]

Abbildung 3.2: Auszug aus einem GC/C-IRMS-Chromatogramm: Massen 44, 45 und 46 eines Standard-
Peaks

3.3 GC/C-IRMS

In der GC/C-IRMS erfolgt vor der Umsetzung der Probe zu CO, eine gaschromatographische
Auftrennung der Einzelsubstanzen, die sich von der klassischen Gaschromatographie nicht
unterscheidet. Das GC-Eluat wird direkt in den Oxidationsreaktor geleitet und dort bei ca.
950 °C mit Platin, Nickel- und Kupferoxid als Katalysator vollstandig zu Kohlendioxid und
Wasser verbrannt. Im Reduktionsofen werden die in Gegenwart von Stickstoff bei der
Verbrennung entstehenden Stickoxide zu elementarem Stickstoff reduziert.

Mit Hilfe eines Backflush-Ventiles ist es mdglich, Lésemittel-Peaks und andere unerwinschte
Komponenten nach der GC-Trennung nicht in den Oxidationreaktor, sondern aus dem Sys-
tem heraus zu spullen. Dadurch wird die Lebensdauer des Verbrennungsofens erheblich er-
héht. Mit der GC/C-IRMS kann im Gegensatz zur EA-IRMS nur jeweils entweder das '*C/'?C-
Verhéltnis oder das "°N/"*N-Verhaltnis der Substanzen einer Probe bestimmt werden. Bei der
EA-IRMS ist die simultane Bestimmung beider Elemente méglich, da das Messgas vor der
IRMS chromatographisch in CO, und N, getrennt werden kann. Bevor das Messgas-Helium-
Gemisch nun Uber einen Open-split-Mechanismus in die lonenquelle geleitet wird, wird das
bei der Verbrennung entstandene Wasser mittels einer semipermeablen Membran — meis-
tens aus Nafion® — vom Messgas abgetrennt (Abb. 3.3). Dies ist erforderlich, weil sich in der
lonenquelle in Anwesenheit von Wasser HCO,-lonen bilden kénnen, die, da sie die Masse
45 besitzen, das Messergebnis verfalschen wirden [Leckrone und Hayes 1998, Meier-
Augenstein 1999a].
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der verwendeten GC/C-IRMS, modifiziert nach Thermo Finnigan

Waéhrend jeder Messung werden mehrere StéBe des Referenzgases CO,, das gegen den
internationalen Bezugsstandard PDB kalibriert wurde (vgl. Kap. 3.3.1), in die Quelle eingelei-
tet. Die folgende Abbildung (Abb. 3.4) zeigt ein typisches GC/C-IRMS-Chromatogramm, in
dem vorne die Referenzgas-Peaks und hinten die Peaks von Steroid-Acetat-Standard-

Substanzen zu sehen sind.
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Abbildung 3.4 : Beispiel fiir ein GC/C-IRMS-Chromatogramm: oben Verhéltnis der Massen 45 und 44 zu-
einander, unten Amplitude der Masse 44, vorne im Chromatogramm fiinf CO.-Referenzgas-Peaks, hinten
Steroid-Acetat-Standards

Fir die erfolgreiche Vermessung einer Probe mittels GC/C-IRMS mussen von jedem Analy-
ten in der Regel mindestens 10 ng, besser jedoch ca. 50 ng injiziert werden. Somit ist die
Empfindlichkeit der Isotopenverhéltnis-Massenspektrometer als Detektor fir die Gaschroma-
tographie um ein Vielfaches geringer als die eines herkbmmlichen Massenspektrometers.

3.3.1 Kalibrieren von GC/C-IRMS-Systemen

Die Messung von Stabilisotopenverhaltnissen erfolgt nicht als Absolutwert, sondern gegen
einen Standard bzw. ein standardisiertes Referenzgas, um Massendiskriminierungseffekte
zu kompensieren, die im Laufe der Zeit oder von Gerét zu Gerat unterschiedlich stark ausfal-
len kénnen. Zu diesem Zweck wird vor und/oder nach den Probenpeaks mehrfach ein Refe-
renzgas (CO,) mit bekannter Isotopenzusammensetzung in die Quelle eingelassen. Gegen
einen oder mehrere dieser Referenzgas-Peaks wird das Isotopenverhéltnis der Probenpeaks
von der Software berechnet.

Abbildung 3.5 zeigt das fiir die GC/C-IRMS relevante Kalibrierschema. Fir die '*C/*C-
Verhéltnismessung gilt der Standard PDB (PeeDee Belemnite) als Bezugspunkt und somit
als Primdrstandard. Wegen der begrenzten Verfligbarkeit der Primérstandards wurden Se-
kundérstandards gegen diesen Primarstandard vermessen und werden zum Kalibrieren der
Standardgase verwendet. Diese Standards werden in der Regel vom National Institute of
Standards & Technology (NIST) hergestellt und von der Internationalen Atomenergiebehdrde
(IAEA) zertifiziert und vertrieben. Fiir die '*C/'?C-Verhaltnismessung mit der EA-IRMS sind
dies z.B. eine Polyethylenfolie (IAEA PE-foil) mit dem &'*C-Wert gegen PDB von —31,8 %
und ein OI (IAEA NBS-22) mit dem & "*C-Wert gegen PDB von —29,7 %o.
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Abbildung 3.5: Standards und verwendetes Kalibrierschema fiir die GC/C-IRMS

Fur die Uberpriffung der Kalibrierung und den taglichen Laborgebrauch werden (iblicherwei-
se Tertidrstandards hergestellt, die Uber den Sekundarstandard in Bezug zum Primérstan-
dard gesetzt werden. Letztlich wird Uber den Vergleich der Stabilisotopenverhaltnisse des
CO,-Gases der zur vermessenen Probe mit den Isotopenverhéalinissen des Referenzgases
der 5'3C-Wert der Probe gegen den Primérstandard PBD bestimmt und ist so mit allen ande-
ren gegen PBD aufgenommenen Messwerten vergleichbar (Abb. 3.5). Zertifizierte Sekun-
dérstandards existieren bisher nur fur die EA-IRMS, nicht jedoch fir die GC/C-IRMS. Des-
halb wurde das fir die vorliegende Arbeit verwendete Referenzgas fur die GC/C-IRMS-
Messungen mit Hilfe der EA-IRMS mit den IAEA-Standards PE-foil und NBS 22 kalibriert.
Dies ist allerdings nicht ideal, da sich die Ergebnisse von EA-IRMS-Messungen von GC/C-
IRMS-Ergebnissen aufgrund chromatographischer Phdnomene, Einflisse wahrend der Injek-
tion und Unterschiede im Interface unterscheiden kénnen. Diese Einflisse sind auch abhan-
gig von der Art der zu untersuchenden Substanzen, weshalb es wiinschenswert ware, flr die
GC/C-IRMS madglichst problemspezifische Standards zur Verfigung zu haben (vgl. Kapitel
4.6 Kalibrierung).

3.4 Anwendungsgebiete der GC/C-IRMS

Die Anwendungsgebiete der Stabilisotopenanalytik sind vielféltig. In der Geochemie, den
erdgeschichtlichen Wissenschaften, der Archaologie und den Umweltwissenschaften gilt die
IRMS seit Langem als Standardanalytik [Meier-Augenstein 2004]. Aber auch in der Lebens-
mittelanalytik gibt es inzwischen etablierte IRMS-Standardmethoden zur Herkunftsbestim-
mung und Untersuchung der Authentizitdt wie zum Beispiel die Bestimmung der *C/'?C-
Stabilisotopenverhéltnisse in Weinethanol, Fruchtséften oder in Honig zum Nachweis einer
Verfélschung durch unerlaubte Zuckerung [Breas et al. 1994; Martin et al. 1996; Weber et al.
1997; Gonzales et al. 1999; Guillou et al. 2001]. Zur Herkunftsbestimmung von Wein und
zum Erkennen von Verfalschungen von Fruchtsaften und Weinen durch Wasserung hat sich
zudem die Bestimmung des ®0/'°0-Verhéltnisses in der Lebensmittelanalytik etabliert [1999;
Begley und Scrimgeour 1997; Rossmann et al. 1999].

Seit an Gaschromatographen gekoppelte IRMS-Gerate kommerziell erhéltlich sind [Brand
1996], wird die Stabilisotopenanalytik zunehmend fir diejenigen Anwendungsgebiete der
analytischen Chemie interessant, in denen Einzelsubstanzen aus komplexer Matrix unter-
sucht werden. Dies sind neben der Lebensmittelanalytik (Herkunft und Authentizitat) die
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Geochemie, die Archdologie, die Umweltchemie, die Dopingkontrolle im Sport und Bereiche
der Stoffwechseluntersuchungen [Meier-Augenstein 1999]. Eine Recherche nach allen Ver-
6ffentlichungen mit dem Inhalt GC/C-IRMS unter den Suchbegriffen ,GC/C-IRMS*, ,GC-
IRMS* und ,,,Compound Specific Carbon Isotope Analysis“ ergab 566 Ergebnisse aus den
Jahren 1990 bis 2008. Abbildung 3.6 zeigt anhand der Anzahl der Artikel pro Jahr die wach-
sende Bedeutung der GC/C-IRMS.
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Abbildung 3.6: Anzahl der unter den Suchbegriffen ,,GC/C-IRMS*“, ,,GC-IRMS“ und ,,Compound Specific
Carbon Isotope Analysis“ gefundenen Artikel der Jahre 1990 bis 2008

Dem Fachgebiet der Chemie sind 29 % der Arbeiten zuzuordnen und den Geowissenschaf-
ten 17 %. Aus den Anwendungsgebieten der Umweltwissenschaften, der Agrarwissenschaf-
ten und der Biologie sowie der Biochemie, Genetik und Molekularbiologie stammen jeweils
12 % der Veréffentlichungen und aus der Medizin 5 % (s. Abb. 3.7).

Medizin Sonstige
5% 13% Chemie

29%

Biochemie, Genetik,
Molekularbiologie

12%
Agrarwissen- .
schaften, Biologie Umwelt- GeOWISjig/SChaﬂen
12% wissenschaften ’

12%

Abbildung 3.7: Aufteilung der Literatur nach Fachgebieten
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In der Lebensmittelchemie wird die GC/C-IRMS bisher hauptsachlich in der Aromenfor-
schung eingesetzt. Es wurden '*C-Isotopenalysen an Transanethol [Bilke und Mosandl
2002], 2-und 3-Methylbutanol [Schumacher et al. 1999], Korianderdl [Frank et al. 1995], Zit-
ronendl und Orangendl [Braunsdorf et al. 1993a; Braunsdorf et al. 1993b], Estragol und Me-
thyleugenol [Ruff et al. 2002], Mandarinendl [Faulhaber et al. 1997a, Faulhaber et al. 1997b],
Aromakomponenten verschiedener Schwarzteesorten [Weinert et al. 1999], flichtige Kom-
ponenten der Birne und Ananas [Preston et al. 2003; Kahle et al. 2005], a- und B-lonone aus
Himbeeren [Sewenig et al. 2005], y- and &-Decalactone aus Steinobst der Gattung prunus
[Tamura et al. 2005] und Zimtaldehyd [Sewenig et al. 2003] zur Bestimmung der Authentizi-
tat von Aromen durchgefuhrt. Weitere Arbeiten beschaftigen sich mit der Authentizitat von
Vanillearoma [Fayet et al. 1999; Bensaid et al. 2002; Scharrer und Mosandl 2002]. Neben
den '3C/"C-lIsotopenverhéltnissen werden zunehmend auch die 2H/'H-Verhaltnisse und
'80/'®0-Isotopenverhaltnisse untersucht.

Uber das ®C/'2C-Verhéltnis einzelner Fettsiuren verschiedener pflanzlicher Ole lassen sich
Verfalschungen hochwertiger Fette mit minderwertigeren und preiswerteren Fetten erkennen
[Woodbury et al. 1995; Kelly et al. 1997; Angerosa et al. 1997; Woodbury et al. 1998a;
Woodbury et al. 1998b; Spangenberg et al. 1998; Angerosa et al. 1999; Royer et al. 1999;
Spangenberg und Ogrinc 2001]. Auf die gleiche Weise konnten Spangenberg und Dionisi
[2001] auch die Zugabe von pflanzlichen Fetten zu Kakaobutter nachweisen.

Ein weiterer Themenkomplex der Lebensmittelchemie, in dem die GC/C-IRMS zum Einsatz
kommt, ist die Authentizitdtskontrolle von (alkoholischen) Getranken. Hener et al. bestimm-
ten mittels Headspace-GC/C-IRMS die §'*C-Werte von Ethanol aus diversen alkoholhaltigen
Getranken [Hener et al. 1995; Hener et al. 1998]. Die Authentizitat von Tequila lasst sich mit
Hilfe der ®C/'?C-Verhaltnisse und der '®0/'°O-Verhatnisse des Ethanols Uiberpriifen [Aguiler-
Cisneros et al. 2002], ebenso wie die von Scotch Whisky anhand der '*C/'“C-Verhaltnisse
[Parker et al. 1998]. Eine relativ neue Methode ist die Bestimmung des §'°C-Wertes (und des
8'80-Wertes) von Weinglycerin mit dem Ziel, einen unerlaubten Zusatz von Glycerin nach-
zuweisen [Calderone et al. 2004; Jung et al. 2006]. Mit Hilfe der GC/C-IRMS kann die Her-
kunft von CO, in Mineralwasser (natirlich oder industriell) nachgewiesen werden [Redondo
und Yelamos 2005], ebenso wie der Zusatz von CO, zu Schaumweinen [Calderone et al.
2007]. Kelly et al. [2003] gelang Uber die Bestimmung der Kohlenstoff- und Wasserstoffiso-
topenverhéltnisse von Hexamethylentetramin aus Fruktose der Nachweis von Zuckersirup-
zusatz zu Apfelsaft.

Ein relativ neues Einsatzgebiet ist die Entwicklung von Methoden zur Bestimmung des uner-
laubten Einsatzes von endogenen Hormonen in der Fleischproduktion mit Hilfe der GC/C-
IRMS. Das Prinzip gleicht dem in der Kontrolle des Humandopings, wo die GC/C-IRMS
schon seit einiger Zeit Anwendung findet. Der Beweis von Doping kann bei der Verwendung
von endogenen Hormonen nicht alleine Uber deren Quantifizierung erfolgen, da bei einer
Quantifizierung keine Unterscheidung naturlich gebildeter und unerlaubt verabreichter Men-
gen gemacht werden kann. Aufgrund der groBen natlrlichen Schwankungsbreiten bei Hor-
monen zwischen einzelnen Individuen lassen sich schwer quantitative Grenzwerte festlegen.
Nach der Einnahme von endogenen Hormonen andert sich allerdings die Isotopenzusam-
mensetzung der entsprechenden Hormone und ihrer Metaboliten im Organismus, wahrend
die Isotopenzusammensetzung der Vorlaufersubstanzen unverandert bleibt. Zur Kontrolle
unerlaubten Dopings beim Sport werden deshalb die Isotopenverhéltnisse geeigneter Vor-
lAufersubstanzen und die der verdachtigen Hormone oder ihrer Metaboliten aus dem Urin
bestimmt. Wenn sich die Isotopenverhaltnisse der unerlaubt eingenommenen Hormone von
den §"®C-Werten der kérpereigenen Hormone unterscheiden, ist (iber diese Differenz die
Einnahme von endogenen Hormonen nachweisbar [Aguilera et al. 1996a; Aguilera et al.
1996b; Schanzer et al. 1997; Shackleton et al. 1997a; Shackleton et al. 1997b; Aguilera et al.
1999; Ueki et al. 1999; Aguilera et al. 2000; Bourgogne et al. 2000; Aguilera et al. 2001;
Mathurn et al. 2001; Desroches et al. 2002; Saudan et al. 2004; Baume et al. 2006].
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Neben den im Rahmen des ISOSTER-Projektes verdffentlichten Arbeiten zur Detektion einer
Behandlung von Rindern mit Testosteron und 17p-Estradiol [Buisson et al. 2005; Hebestreit
et al. 2006] wurden auf diesem Gebiet bisher nur wenige Ergebnisse publiziert. Ferchaud et
al. bestimmten die §"°C-Werte von DHEA als Vorlaufersubstanz und den Metaboliten Epi-
testosteron und Etiocholanolon aus dem Urin einer Kuh in einem Zeitraum von 23 Tagen
nach der intramuskularen Gabe von Testosteronenanthat und ermittelten dabei Unterschiede
von bis zu 4,2 %. zwischen dem Testosteron-Vorlaufer und den Metaboliten [Ferchaud et al.
1998]. In einer weiteren Studie untersuchten Ferchaud et al. den Einfluss der Fitterung und
des Alters der Tiere auf die Isotopenverhéltnisse der oben genannten Substanzen [Ferchaud
et al. 2000]. Mason et al. untersuchten die Isotopenverhaltnisse von 5B8-Androstan-3a,17a-
diol und Cholesterol aus der Galle von 48 h vor der Schlachtung mit Testosteronpraparaten
behandelten Rindern mittels GC/C-IRMS. Allein anhand der absoluten §'*C-Werte von 5p-
Androstan-3a,17a-diol konnte kein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und un-
behandelten Tieren gemessen werden. Die Differenz der §'°C-Werte von 5B-Androstan-
30,17a-diol zu dessen Vorldufer Cholesterol war jedoch bei den behandelten Tieren signifi-
kant gréBer als bei den unbehandelten [Mason et al. 1998]. Balizs et al. zeigten die Unter-
schiede der §'°C-Werte von DHEA, Etiocholanolon und Epitestosteron aus Rinderurin in Ab-
hangigkeit von der Fitterung der Tiere (Mais- oder Grasfitterung) anhand von vier jungen
Bullen [Balisz et al. 2005].

Vor der Vermessung der Zielanalyten mittels GC/C-IRMS ist eine aufwendige Aufarbeitung
der komplexen Matrix notwendig. Die Einflisse der unterschiedlichen Aufarbeitungsschritte
und der Messbedingungen auf die Ergebnisse wurden bisher nur wenig untersucht (s. Kap.
3.5).

3.5 Einflusse auf die Messungen von Stabilisotopenverhaltnissen mittels GC/C-IRMS

Sowohl wahrend der Probenaufarbeitung fir die GC/C-IRMS als auch wahrend der Messung
kann es zu Isotopenfraktionierungen kommen, die das Messergebnis verfalschen. Die be-
sonderen Anforderungen, wie eine ausreichende Analytenmenge, die richtige Derivatisierung
der Analyten, die Qualitat der gaschromatographischen Trennung, das Interface-Design und
die geeignete Kalibrierung fiir die Messungen mittels GC/C-IRMS, wurden in einigen Uber-
sichtsartikeln [Meier-Augenstein 1999; Meier-Augenstein 2002; Meier-Augenstein 2004] an-
gefuhrt. Das AusmaB der entstehenden Fehler und Ungenauigkeiten bei Abweichungen von
den idealen Messbedingungen wurde bisher wenig diskutiert.

Nach Meier-Augenstein [1999; 2004] sind folgende Punkte als Ursachen fir eine Massendis-
kriminierung und somit eine mdgliche Isotopenfraktionierung wéhrend der GC/C-IRMS-
Messung zu bertcksichtigen:

Isotopenfraktionierung wahrend der Injektion

chromatographischer Isotopeneffekt

chromatographische Peakverformung (Fronting und Tailing)

Verbrennungsprozess (Combustion)

Peakverformung des CO,-Gas-Peaks wahrend der Passage durch das Combustion-
Interface

6. Anderung der Gasfllisse im open-split

7. das Isotopenmassenspektrometer

RN~

AuBerdem ist bei Probenaufarbeitungsschritten mit Flissigchromatographie und Festpha-
senextraktion sowie bei der Derivatisierung eine Isotopenfraktionierung mdglich [Meier-
Augenstein 2002].
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In dieser Arbeit werden anhand der Steroide und teilweise anhand von Alkanen verschiede-
ner Kettenlange die Einflisse von Aufarbeitungsschritten und der Messtechnik auf die Isoto-
penfraktionierung und somit die Genauigkeit untersucht. Die Schwerpunkte liegen bei der
Messtechnik auf der Probeninjektion und der Gaschromatographie sowie dem Verbren-
nungsprozess und den Gasflissen im Interface. Zudem wird der Einfluss der Gesamt-
Probenaufarbeitung und einiger Einzelschritte auf die Genauigkeit der ermittelten Isotopen-
verhéltnisse untersucht. Bei den einzelnen Aufarbeitungsschritten liegt der Schwerpunkt auf
der HPLC-Aufreinigung sowie der Derivatisierung der Zielsubstanzen.

3.6 Beurteilungs- bzw. Validierungsparameter in der GC/C-IRMS

Es gibt far die Validierung einer Methode verschiedene Mébglichkeiten wie die In-house-
Validierung oder Ringversuche. Parameter fir eine Methodenvalidierung sind a) die Richtig-
keit, b) die Prazision, c) die Linearitat, d) die Wiederfindung, e) die Bestimmungs- und die
Nachweisgrenze, f) die Selektivitat und Spezifitdt und g) die Robustheit [Kromidas 1999]. In
der GC/C-IRMS-Analytik kdbnnen nicht alle Ublichen Validierungsparameter bestimmt werden
oder besitzen hier eine andere Relevanz als bei klassischen Analysenmethoden wie der
Quantifizierung.

a) Richtigkeit

Die Richtigkeit ist das MaB der Abweichung eines Messwertes vom richtigen Wert aufgrund
eines systematischen Fehlers [ISO 5725-1]. Dabei bezieht man sich auf einen Wert, der als
fehlerfrei gilt, wie zum Beispiel der Wert eines zertifizierten Referenzmaterials. Als quantitati-
ves MaB fir die Richtigkeit gilt die systematische Ergebnisabweichung. Fir die EA-IRMS
existieren zertifizierte Standards mit bekannten Isotopenverhaltnissen. Fir Anwendungen mit
der GC/C-IRMS gibt es solche zertifizierten Standards bislang noch nicht. Fir die vorliegen-
de Arbeit wurden Versuche mit diversen Steroiden und Alkanstandards durchgefiihrt, um die
Richtigkeit von GC/C-IRMS-Methoden zu bestimmen (s. Kap. 4.7).

b) Préazision

Die Préazision einer Methode beschreibt, wie groB die Streuung der Messwerte aufgrund zu-
falliger Fehler ist [ISO 5725-1]. Sie wird entweder als Standardabweichung aus verschiede-
nen Einzelmesswerten oder als deren Varianz angegeben. In dieser Arbeit wird zwischen der
Messprézision, welche die Wiederholprazision fur die GC/C-IRMS-Messung bedeutet, und
der Methodenprézision, welche die gesamte Aufarbeitung mit einschlieBt, unterschieden.

Die Genauigkeit ist das MaB fiir den Gesamtfehler einer Analyse und ist damit ein Oberbeg-
riff fir Richtigkeit und Prazision [ISO 5725-1].

c) Linearitat

Die Linearitat stellt ein MaB fir den mathematischen Zusammenhang zwischen dem Mess-
wert beziehungsweise dem Messsignal und der Konzentration eines Analyten dar [Kromidas
1999]. Bei der IRMS sollte der Messwert unabhangig von der Menge des eingesetzten Ana-
lyten beziehungsweise der Signalhéhe sein. Die dennoch in Abh&ngigkeit von der Proben-
konzentration bzw. der Héhe des Signals bestehende Abweichung des Messwertes kann
Uber die Bestimmung der Linearitat erfasst und berlcksichtigt werden. Die Linearitat der
IRMS-Methode wird im Kapitel 4.6 eingehend betrachtet.

d) Wiederfindung

Die Wiederfindung ist in der quantitativen Analytik das Verhaltnis des gemessenen Mittelwer-
tes zum richtigen Wert des Analyten in der Probe und stellt die Ausbeute dar [Kromidas
1999]. Da die IRMS keine quantifizierende Methode ist, kann keine Wiederfindung bestimmt
werden.
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e) Bestimmungsgrenze, Nachweisgrenze

Auch die Bestimmungs- und die Nachweisgrenzen sind fiir die IRMS-Analytik nicht anwend-
bar. Sie beschreiben die kleinste quantifizierbare beziehungsweise die kleinste nachweisba-
re Menge eines Analyten [Kromidas 1999]. Es gibt aber eine bestimmte Probenmenge bzw.
eine Signalhéhe, die fir eine Messung der Stabilistopenverhaltnisse nétig ist und die mit der
Bestimmungsgrenze einer Methode gleichgesetzt werden kann.

f) Selektivitat und Spezifitat

Eine Methode ist selektiv, wenn sie verschiedene, nebeneinander zu bestimmende Kompo-
nenten ohne gegenseitige Stérung erfasst. Sie ist spezifisch, wenn sie den zu bestimmenden
Analyten erfasst, ohne dass das Ergebnis durch andere Bestandteile wie zum Beispiel Matrix
beeinflusst wird [Kromidas 1999]. Spezifitat ist bei der GC/C-IRMS nicht gegeben.

g) Robustheit )

Die Robustheit beschreibt das AusmaB der Unabhangigkeit eines Ergebnisses von Ande-
rungen relevanter Einflussparameter [ISO/WD 13530]. Als MaB fiir die Robustheit einer Me-
thode gilt der Bereich, in dem das Ergebnis von einer Anderung des Parameters unabhangig
ist. Dieser Validierungsparameter ist fur die GC/C-IRMS anwendbar und wird mit der Unter-
suchung der Einflussfaktoren auf die Genauigkeit der Stabilisotopenmessungen bestimmt.
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4 Ergebnisse

Alle in dieser Arbeit dargestellten und diskutierten GC/C-IRMS-Ergebnisse stammen, wenn
nicht anders angegeben, aus Dreifachmessungen. Zum Identifizieren und Eliminieren von
AusreiBern wurde der Grubbs-AusreiBertest mit einem Signifikanzniveau von 95 % ange-
wendet. Zum Vergleich zweier (Mittel-)werte wurde — wenn nicht anders angegeben — der t-
Test (Student-Test) durchgefihrt, mit dem die Signifikanzen der Unterschiede der Mittelwerte
mit einem Signifikanzniveau von 95 % berechnet wurden. Zum Uberprifen der Homogenitat
der Varianzen wurde der Varianzen-F-Test ebenfalls mit einem Signifikanzniveau von 95 %
durchgefiihrt. In allen Grafiken werden die Ergebnisse von gleichzeitig — also in derselben
Mischung — gemessenen Analyten in ihrer Elutionsreihenfolge dargestellt. Die Fehlerbalken
stellen stets die einfache Standardabweichung der abgebildeten Mittelwerte dar.

Im Allgemeinen sind im Folgenden nur die direkt gegentibergestellten Werte miteinander
vergleichbar, da sie auch unter identischen Bedingungen ermittelt wurden. Ein Vergleich
absoluter §'®C-Werte aus verschiedenen Kapiteln dieser Arbeit ist nur bedingt méglich.

Folgende Punkte der Aufarbeitung, der GC/C-IRMS-Messung und der Auswertung wurden in
dieser Arbeit hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die Genauigkeit der 5'°C-Werte untersucht:

e Aufarbeitung: Gesamtaufarbeitung und die Einzelschritte Solvolyse, HPLC, Derivatisie-
rung, Probenmatrix und Analytkonzentration

e GC/C-IRMS, Injektion: Losemitteleinflisse, Injektionsgeschwindigkeit, Injektionstempera-
tur, Liner, Purgetime, Injektionstechnik

e GC/C-IRMS, Gaschromatographie: GC-Temperaturprogramm, Tragergasfluss

e GC/C-IRMS, Auswertung: Peakintegration, Background-Korrektur, '’O-Korrektur
e Combustion: Sauerstoffgehalt des Combustion-Ofens, Oxidationstemperatur

e GC/C-Interface: Helium- und Kohlendioxidfluss, GC-Tragergasfluss

e mengenabhangige Isotopendiskriminierung, Kalibrierung

4.1 Probenaufarbeitung

Far Messungen von biologischen Matrizes mit der GC/C-IRMS ist eine Probenaufarbeitung
nétig, um die gewiinschten Analyten aufzureinigen und gegebenenfalls aufzukonzentrieren.
Die zu untersuchenden Analyten mussen basisliniengetrennt und frei von unerwinschten
Begleitstoffen sein. Oft ist eine Derivatisierung schwer fllichtiger Substanzen nétig. Die Auf-
arbeitung muss maoglichst diskriminierungsfrei geschehen, um eine Isotopenfraktionierung zu
vermeiden.

Die folgenden Steroidhormone wurden im ISOSTER-Projekt nach ihrer Isolierung aus Rinde-
rurin und einer mehrstufigen Aufarbeitung zur Aufreinigung und Konzentrierung mit der
GC/C-IRMS vermessen: DHEA, Epitestosteron, Etiocholanolon, Epiandrosteron, 5a-
Androstan-383,17a-diol, 5-Androsten-38,17a-diol, Estron, 17a-Estradiol und 17(3-Estradiol.

Die Isolierung dieser Analyten erfolgte aus jeweils 20 ml Rinderurin. Der erste Schritt ist die
enzymatische Hydrolyse zur Freisetzung der glucuronidisch gebundenen Steroide, gefolgt
von einer Festphasenextraktion an C18-Material. Bei der sich anschlieBenden Flis-
sig/flussig-Extraktion werden die Steroide durch Extraktion bei unterschiedlichen pH-Werten
in drei verschiedene Fraktionen, die Androgen-, die Estrogen- und die Sulfatfraktion, aufge-
trennt. FUr die Androgen- und die Estrogenfraktion folgen jeweils eine weitere Festphasenex-
traktion an einer SiOH-Phase und eine Aufreinigung mittels HPLC (N[CH;]>-Phase). Nach
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der HPLC liegen die Steroide in Unterfraktionen vor und werden entweder in diesen Unter-
fraktionen weiterbehandelt und vermessen oder gegebenenfalls vor der Analyse mit der
IRMS wieder vereinigt. Sowohl die Androgene als auch die Estrogene werden nach der
HPLC acetyliert. Die Estrogene sind nach dieser Derivatisierung direkt an der GC-MS und
GC/C-IRMS messbar. Die Steroide der Androgenfraktion werden nach der Derivatisierung
ein weiteres Mal mittels HPLC (RP-18-S&ule) aufgereinigt und in verschiedenen Fraktionen
gesammelt. Nach diesem letzten Schritt kénnen nun auch die Androgene mittels GC-MS und
GC/C-IRMS vermessen werden. Die nach der FlUssig/flissig-Extraktion erhaltene Sulfatfrak-
tion wird zunachst an einer C18-Festphase aufgereinigt und anschlieBend werden die als
Sulfat gebundenen Steroidhormone mittels saurer Hydrolyse freigesetzt. Die Androgene der
Sulfatfraktion werden analog zur Aufarbeitung der Estrogenfraktion weiterbehandelt: Nach
einer Aufreinigung an einer SiOH-Festphase folgen die HPLC (N[CH3].-Phase) und die Ace-
tylierung vor der Vermessung mit der GC-MS und GC/C-IRMS.

20 ml Rinderurin
Dekonjugation
der Glucoronide ] SPE C18
SPE C18 Solvolyse
FlUssig/flissig- || Flussig/flissig-
Extraktion Extration
v v A
Androgenfraktion ,A" Estrogenfraktion ,E“ Sulfatfraktion ,S*
SPE SiOH SPE SiOH SPE SiOH
HPLC (N(CH;),) HPLC (N(CHa),) HPLC (N(CH;),)
Acetylierung Acetylierung Acetylierung
HPLC (RP-18)
A \ 4 A
GC-MS GC-MS GC-MS
GC-C-IRMS GC-C-IRMS GC-C-IRMS

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung aller Aufarbeitungsschritte zur Isolierung und Aufreinigung der
Steroidhormone aus Rinderurin; Methode nach Hebestreit et al. [2006] und Buisson et al. [2005], in dieser
Arbeit ndher untersuchte Einzelschritte sind blau unterlegt.
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Vor der Vermessung der Proben mit der GC/C-IRMS erfolgt zunéchst die Uberpriifung der
Aufreinigung mittels GC-MS. Hierbei werden sowohl die fir die GC/C-IRMS-Bestimmung
notwendige Reinheit der Extrakte Uberpriift als auch die Identifizierung und Quantifizierung
der Analyten vorgenommen. Fir die Injektion in die GC/C-IRMS werden mindestens 10 ng,
optimal jedoch etwa 50—-100 ng pro Analyt benétigt. Nach der Quantifizierung mit der GC-MS
werden die Messlésungen fur die GC/C-IRMS auf diese Konzentrationen eingestellt. Bei der
Probenaufarbeitung muss sichergestellt werden, dass keine Isotopendiskriminierung erfolgt.

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der verwendeten Standardmischungen (Tab. 4.1).

Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Standardmischungen

Name der Mischung Zusammensetzung der Mischung

Steroid-Acetat-Standard DHEA-Acetat, Estron-Acetat, Testosteron-Acetat, 173-Estradiol-Acetat,
5a-Androstan-3B-ol, 5a-Cholestan in Cyclohexan

Spiked Water Epitestosteron-, DHEA-Sulfat-, DHEA-, 5-Androsten-3a,1783-diol und

Etiocholanolon-Glucuronid-Standards in Wasser
Alkanstandard nach Schim- | Alkane der Kettenlange C16 bis C30 in n-Hexan

melmann
Alkan-Mischung Alkane C16, C20, C22, C24, C30, C32 in n-Hexan
Kontrollurin Rinderurinmischung

41.1 Einfluss der Gesamtaufarbeitung auf die Richtigkeit der §'°C-Werte

Die Genauigkeit einer Messmethode setzt sich aus der Richtigkeit und der Prazision der mit
ihr gemessenen Werte zusammen. Im Folgenden wird zunachst auf die Einflisse der Pro-
benaufarbeitung auf die Richtigkeit der §"°C-Messwerte eingegangen. Am Ende dieses Kapi-
tels werden die Aufarbeitungs- und insbesondere die Matrixeinflisse auf die Prazision der
gemessenen Stabilisotopenwerte anhand verschiedener Rinderurinproben naher betrachtet
(Kap. 4.1.6).

Der Einfluss der Probenaufarbeitung lieB sich nicht fir alle Schritte anhand von authenti-
schen Proben untersuchen. In den meisten Fallen konnten diese Untersuchungen nur mit
Standards durchgefiihrt werden, da nur so ein Vergleich der nach der Aufarbeitung erhalte-
nen §'°C-Messwerte mit denen vor einer Aufarbeitung bestimmt werden kann. Im ISOSTER-
Projekt wurden zur stédndigen Uberprifung der Aufarbeitungseinflisse auf die Messwerte
und zur Beurteilung der Stabilitdt der Messungen Standards mit aufgearbeitet und vermes-
sen. So wurde Wasser mit den Standardsubstanzen Epitestosteron, Etiocholanolon, 5-
Androsten-38,17a-diol, DHEA und DHEA-Sulfat dotiert, wie die Proben aufgearbeitet und mit
der GC/C-IRMS vermessen.

Tabelle 4.2: 5'°C-Werte einiger Standardsubstanzen vor ihrer Aufarbeitung (EA-IRMS) und nach der Auf-
arbeitung und Derivatisierung mit der GC/C-IRMS gemessen

Epitestosteron [DHEA-Sulfat [DHEA Etiocholanolon |5-Androstendiol

vor Aufarbeitung [%o] -33,01 —29,99 -30,73 —21,94 —29,98
Standardabw. [%o] 0,024 0,086 0,053 0,066 0,009
n 5 5 5 5 5
nach Aufarbeitung [%o] —-35,54 -32,62 -33,22 —25,55 —34,26
Standardabw. [%.] 0,513 0,636 0,109 0,109 0,253

n 11 11 10 10 10
nach Aufarbeitung —
vor Aufarbeitung —2,53 —2,63 —-2,49 -3,61 —4,28
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Die 8'*C-Werte dieser Substanzen ohne Aufarbeitung wurden mit der EA-IRMS bestimmt.
Nach der Aufarbeitung wurden fir Epitestosteron, DHEA-Sulfat, DHEA und Etiocholanolon
zwischen 2,5 und 2,6 % niedrigere 8'°C-Werte als im unbearbeiteten Zustand gemessen (s.
Tabelle 4.2). Bei 5-Androsten-3B,17a-diol betragt der Unterschied —4,3 %.. Die Standardab-
weichungen liegen bei der GC/C-IRMS-Messung mit 0,11 bis 0,64 %. teilweise deutlich Uber
denen der EA-Werte mit 0,01 bis 0,09 %.. Diese signifikanten Unterschiede in den gemesse-
nen Isotopenverhaltnissen und der Prazision der Daten verdeutlichen, dass es wahrend der
Probenaufarbeitung und/oder bei der Messung der Proben zu Isotopendiskriminierungen
kommt, die das Messergebnis beeinflussen. In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit werden
die Einflisse einzelner ausgewahlter Aufarbeitungsschritte und die der Messmethoden auf
die Genauigkeit der gemessenen &'3C-Werte untersucht.

4.1.2 Einfluss der Solvolyse und Hydrolyse

Die ersten Schritte der Urinaufarbeitung flr die Vermessung der Steroidhormone sind die
Dekonjugation der Steroid-Glucoronide mittels enzymatischer Hydrolyse und der Steroid-
Sulfate mittels Solvolyse.

Eine gesonderte Betrachtung des Einflusses der enzymatischen Hydrolyse der Steroid-
Glucoronide auf die Messung des §'3C-Wertes analog zur Betrachtung der Solvolyse ist nicht
maoglich. Bei der EA-IRMS-Messung des Steroid-Glucoronides kdnnen die C-Atome des Ste-
roides nicht getrennt von denen des Glucoronidrestes erfasst werden. Der Sulfat-Rest der
Steroid-Sulfate enthalt dagegen keinen Kohlenstoff. Bei der Vermessung des DHEA-Sulfates
mit der EA-IRMS werden ausschlieBlich die C-Atome des Steroides erfasst.

DHEA-Ac nach
DHEA-Sulfat EA- DHEA nach Solvolyse + DHEA-Ac in Spiked
Wert Solvolyse Acetylierung Water
-27
28 A
-29
_, 30 1 -
28 31, 29,99
o 32 -30,36
o i
-33 |
. L
-34 1 32,73
-33,61
35

Abbildung 4.2: 5'*C-Werte von DHEA-Sulfat vor der Aufarbeitung mittels EA-IRMS bestimmt, nach der
Solvolyse und nach der Acetylierung im Vergleich mit den Werten nach der Aufarbeitung in Spiked Water
(jeweils mit der GC/C-IRMS gemessen)

Abbildung 4.2 zeigt am Beispiel von DHEA-Sulfat die §"°C-Werte nach einzelnen Aufarbei-
tungsschritten. Nach der Solvolyse und anschlieBender Extraktion mit Pentan betragt der mit
der GC/C-IRMS gemessene 5'°C-Wert —30,36 %o und ist um 0,37 %o kleiner als der Mess-
wert flr den unbearbeiteten DHEA-Sulfat-Standard. Dieser Unterschied ist statistisch nicht
signifikant (t-Test, p>0,05) und kann zudem auf die unterschiedlichen Messverfahren (EA-
und GC/C-IRMS) zurlickgefiihrt werden (vgl. Kap. 4.6). Eine Isotopenfraktionierung wahrend
der Solvolyse des DHEA-Sulfates zu DHEA und der anschlieBenden Fllssig/flissig-
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Extraktion mit Pentan konnte nicht nachgewiesen werden. Der ebenfalls dargestellte Mess-
wert des DHEA nach der Derivatisierung zum DHEA-Acetat unterscheidet sich mit —33,61 %o
wie auch der Wert nach der Gesamtaufarbeitung in Spiked Water signifikant vom EA-Wert
des DHEA-Sulfates. Dieser Unterschied ist auf die Derivatisierung zurtickzufiihren und wird
in Kapitel 4.1.5 naher betrachtet.

Da nur DHEA-Sulfat kommerziell erhaltlich ist, konnte der Einfluss der Hydrolyse nicht an
weiteren Substanzen untersucht werden.

4.1.3 Fraktionierung wahrend der HPLC-Aufreinigung

Nach der FlUssig- und Festphasenextraktion schlieBt sich in der Probenaufarbeitung die
HPLC-Aufreinigung an. Wie auch bei der Gaschromatographie kommt es wahrend der HPLC
zu Isotopenfraktionierungen innerhalb eines HPLC-Peaks. Werden wéhrend der Probenauf-
reinigung mittels HPLC nicht jeweils 100 % des Ziel-Analyten aufgefangen, kann es aufgrund
dieser Isotopenfraktionierung zu verfalschten Messwerten in der GC/C-IRMS kommen. Dies
kann vor allem bei breiten HPLC-Peaks mit einem ausgepréagten Fronting und/oder Tailing,
die nicht optimal von unerwlnschten Begleitsubstanzen getrennt werden, der Fall sein. Um
den Einfluss der Isotopenfraktionierung wahrend der beiden durchgefiihrten HPLC-Schritte
zu bestimmen, wurden Steroide (1. HPLC) und Steroid-Acetate (2. HPLC) wie in Abbildung
4.3 schematisch dargestellt mittels Fraktionssammler in mehreren Fraktionen aufgefangen
und diese anschlieBend mittels GC/C-IRMS hinsichtlich ihrer Isotopenzusammensetzung
vermessen. Die Fraktionen wurden in Abstanden von 0,2 min gesammelt. In Abhangigkeit
von der Peakbreite des jeweiligen Analyten konnten die Peaks in unterschiedlich viele Frak-
tionen unterteilt werden.

Fdr die Untersuchungen der Isotopenfraktionierungen an der 1. HPLC (Normalphase) wur-
den die Analyten vor der GC/C-IRMS-Messung acetyliert. Die folgende Grafik zeigt exempla-
risch den Verlauf der mit der GC/C-IRMS gemessenen relativen Peakflachen der Einzelfrak-
tionen und der §'°C-Werte anhand von DHEA (Abb. 4.3a) und Epiandrosteron (Abb. 4.3b).
Bei beiden Analyten bilden die beiden gréBten Fraktionen Uber 96 % der Gesamtpeakflache.
Far DHEA wurde flr den vorderen Teil des HPLC-Peaks ein Isotopenverhéltnis von —34,7 %o
gemessen. In dieser Fraktion wurden 50,7 % des DHEA gefunden. In der darauf folgenden
Fraktion, die mit 47,0 % der Gesamtflache fast ebenso groB war (s. Abb. 4.3a), lag der §'°C-
Wert mit —33,32 %o um 1,4 %o hoher. Die beiden letzten Fraktionen machten zusammen
2,3 % der Flache des DHEA-Peaks aus und hatten §'°C-Werte von —31,5 bzw. —31,3 %.. Bei
Epiandrosteron sind die Ergebnisse dhnlich (Abb 4.3b): Die Differenz im §'3C-Wert zwischen
den beiden gréBten Fraktionen betragt 1,3 %.. Auch hier ist der Wert der ersten Fraktion, die
hier allerdings nur 23 % des Epiandrosteron-Peaks ausmacht, niedriger als der der zweiten
Fraktion. Diese Ergebnisse zeigen, dass auf einer HPLC-Normalphase die leichteren Isotope
der Steroide zuerst eluieren.



26 Bundesinstitut fir Risikobewertung

60 - - -28
50 - ] T 29
] +-30
— 40 - -31.49 -31.33 9
2 30 - +-32
3 '33-3//. 33 o
w 20 - /u/
-:4.7V + -34
10 - e 1 a5
0 — -36

F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
HPLC-Fraktionen von DHEA

80 - -+ -30

70 - -+ -31

60 - -+ -32

-33.44

2 > -34.44 [ 2
2 40 -34.76  34.90 1 34 o
8 30 | P40 135 %

20 'BG'SV/Y -+ -36

10 [ "] + 37

0 = -38

F6 F7 F8 F9 F10 F11

HPLC-Fraktionen von Epiandrosteron

Abbildung 4.3 a+b: Darstellung der relativen Peakflachen (am GC/C-IRMS) und der 5'*C-Werte der HPLC-
Fraktionen (1. HPLC, Normalphase), von oben: DHEA und unten: Epiandrosteron

Anders sieht es bei der 2. HPLC mit einer Reversed Phase aus. Trotz gleicher Fraktionie-
rungsweise verteilen sich die Peaks gleichméaBiger auf die gesammelten Fraktionen und der
Verlauf der gemessenen &'°C-Werte ist genau umgekehrt. 5a-Androstan-3o,17p-diol-
Diacetat eluiert in zwei Hauptfraktionen mit jeweils etwa 40 % der Peakflache und zwei klei-
neren Fraktionen mit jeweils etwa 10 % (Abb. 4.4a). In den zuerst eluierenden 10 % wurde
ein 8'*C-Wert von —30,2 %. gemessen, in den folgenden Teilen —35,9 und —38,3 %o und in
den letzten 10 % —39,6 %.. Zwischen dem vordersten Teil und dem hintersten Teil des 5a-
Androstan-3a,17B-diol-Diacetat-Peaks besteht also eine Differenz von 9,3 %.. Es ergibt sich
flr die erste Peakhélfte (Fraktion F2 und F3) ein Wert von —34,9 % und flr die zweite (Frak-
tion F4 und F5) —38,6 %.. Zwischen der ersten und der zweiten Peakhélfte besteht folglich
eine Differenz im gemessenen §'°C-Wert von 3,7 %.. Der Verlauf der Isotopenverhéltnisse in
den Teilfraktionen ist bei Epitestosteron der gleiche (Abb. 4.4b).
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Abbildung 4.4 a+b: Darstellung der relativen Peakflichen (am GC/C-IRMS) und der §'°C-Werte der HPLC-
Fraktionen (2. HPLC, Reversed Phase), von oben: 5a-Androstan-33,17a-diol-Diacetat und unten: Epi-
testosteron-Acetat

Der HPLC-Peak verteilt sich hier allerdings auf sieben Fraktionen, die jeweils zwischen 0,9
und 36,5 % der Gesamtpeakflache besitzen. Zwischen den vordersten 7 % und den hinters-
ten 4 % des Epitestosteron-Acetat-Peaks besteht eine Differenz des ermittelten §'°C-Wertes
von 11,9 %.. Teilt man hier den Gesamtpeak in zwei Teile, so ergibt sich fir die 1. Halfte (F4,
F5, F6 und %2 F7) ein §'*C-Wert von —33,2 % und fiir die zweite Halfte (Y2 F7, F8, F9 und
F10) —37,9 %.. Daraus ergibt sich eine Differenz von 4,7 %.o.

Die Isotopenfraktionierung war bei den untersuchten Steroiden und Steroid-Acetaten auf der
Reversed-Phase-HPLC deutlich ausgepréagter als auf der Normalphasen-HPLC. Wahrend
bei der Normalphasen-HPLC die leichteren Isotopomere zuerst eluierten, eluierten bei der
Reversed-Phase-HPLC die schweren Isotope zuerst.

Der Verlust eines Teiles eines Analyten durch zu knappes Schneiden des HPLC-Peaks bei
der Aufreinigung kann je nach verwendeter HPLC-Phase und analytbedingter Peakform zu
deutlichen Unterschieden in den gemessenen 5'°C-Werten fiihren.
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4.1.4 Einfluss der 2. HPLC-Aufreinigung

Einige Urinproben sind trotz aufwendiger Aufreinigung mit Festphasen- und Flissigextraktio-
nen und einer HPLC-Fraktionierung (Normalphase) noch nicht sauber genug fur eine Ver-
messung mit der GC/C-IRMS. Dies betrifft vor allem eine Androgenfraktion, die nach der
ersten HPLC die Steroide Etiocholanolon, Epitestosteron, 5-Androsten-3[3,17a-diol und 5o-
Androstan-38,17a-diol enthélt. In dieser Androgenfraktion sind die Untergrundwerte héher
als in anderen Fraktionen und einige Analytenpeaks sind nicht sauber von Stérpeaks ge-
trennt. Deshalb werden diese Analyten nach der Acetylierung ein zweites Mal mittels HPLC
(Reversed Phase) aufgereinigt. Der in Hellblau dargestellte Abschnitt eines Chroma-
togramms in Abbildung 4.6 zeigt eine Stdérung des Analytpeaks 5a-Androstan-3(3,17a-diol-
Diacetat durch eine Begleitsubstanz und die gleichzeitig schlechte Trennung vom vorher
eluierenden Peak des 5-Androsten-383,17a-diol-Diacetates. Nach einer zweiten Aufreinigung
dieser Fraktion mit der HPLC nach der Derivatisierung der Analyten kénnen beide Substan-
zen sauber von allen anderen Substanzen getrennt in zwei verschiedenen Unterfraktionen
vermessen werden (hier in Dunkelblau dargestellt).
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Abbildung 4.5: Ausschnitt aus der Androgenfraktion 3 einer Rinderurinprobe vor und nach einer 2. HPLC-
Aufreinigung, hellblau: vor der 2. HPLC, dunkelblau: 5-Androsten-3,17a-diol (Peak Nr. 1) und 5a-
Androstan-38,17a-diol (Peak Nr. 2) nach der zweiten HPLC

Die nach dieser zweiten HPLC-Fraktionierung an der GC/C-IRMS gemessenen Isotopenver-
héltnisse der Analyten Etiocholanolon-Acetat, Epitestosteron-Acetat, 5-Androsten-33,170o-
diol-Diacetat und 5a-Androstan-33,17o-diol-Diacetat unterscheiden sich mit +0,9 %o
bis —4,7 % signifikant (t-Test, p<0,05) von den Messwerten mit nur einer HPLC-
Fraktionierung (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: 5'*C-Werte der Steroid-Acetate vor und nach einer zweiten HPLC-Aufreinigung, Mittelwerte
und einfache Standardabweichungen aus einer sieben- bis zehnfachen Aufarbeitung derselben Probe

Der Unterschied von 4,7 %. bei 5a-Androstan-3p,17a-diol-Diacetat ist auf den mit der
2. HPLC entfernten Stérpeak zurlickzuflihren, der den Peak dieses Analyten Gberlagerte und
so das Ergebnis verfélschte. Bei den nicht tGberlagerten Peaks fallen die Unterschiede mit —
0,4 %o bis +0,9 %. deutlich geringer aus. Der Einfluss der zweiten Aufreinigung auf die Rich-
tigkeit der Ergebnisse kann nicht festgestellt werden.

Auch in der Préazision der Ergebnisse zeigten sich Unterschiede. W&hrend nach einem
HPLC-Schritt die Standardabweichungen bei einer sieben- bis zehnfachen Aufarbeitung fur
die einzelnen Substanzen zwischen 0,1 und 1,1 %. lagen, wurden nach der zweiten HPLC fir
alle Substanzen 0,2 bis 0,3 %. als Standardabweichung ermittelt. Die mit 1,1 %. gr6Bte Stan-
dardabweichung wurde bei dem mit einem Stérpeak Uberlagerten 5a-Androstan-33,17a-diol-
Diacetat gemessen.

Die zusatzliche Aufreinigung fUhrte zu einem saubereren Untergrund und somit zu einer
deutlichen Verbesserung der Methodenprézision von zwei der vier untersuchten Analyten.

4.1.5 Einfluss der Derivatisierung

Ein oft notwendiger Schritt in der Probenvorbereitung fir die Gaschromatographie ist die
Derivatisierung schwer flichtiger Analyten. Bei einer Derivatisierung kann es aus verschie-
denen Griinden zu Anderungen der Isotopenzusammensetzung kommen. Bei einer nicht
quantitativen Umsetzung der Edukte kann ein kinetischer Isotopeneffekt auftreten. AuBer-
dem kann sich die Isotopenzusammensetzung durch die Addition weiterer C-Atome andern.
Aus dieser Addition kénnen sich zudem chromatographische Verédnderungen ergeben, wo-
durch sich die gemessenen §'°C-Werte der Derivate von denen der reinen Substanzen un-
terscheiden kénnen. Trotz dieser Einflisse ist eine Derivatisierung mit einer Addition weiterer
C-Atome in manchen Fallen einer Vermessung ohne Derivatisierung oder mit anderen Me-
thoden ohne C-Atom-Addition vorzuziehen. Im Fall der im ISOSTER-Projekt analysierten
Steroide brachte die Acetylierung die meisten Vorteile mit sich, wie etwa die Stabilitat der
aufgearbeiteten Extrakte und die chromatographischen Eigenschaften der Steroid-Acetate.
Die untersuchten Steroide wurden in Abhangigkeit von der Anzahl ihrer OH-Gruppen jeweils
an einer oder an zwei Stellen acetyliert (vgl. Abb. 4.7).



30 Bundesinstitut fir Risikobewertung

R = CH3COO0 R
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Abbildung 4.7: Zweifach acetyliertes Steroid-Diol- und einfach acetyliertes Steroid-Keton-Grundgeriist

Zur Berechnung des Einflusses der Acetylierung wurde das eingesetzte Reagenz Essigsau-
reanhydrid mittels EA-IRMS vermessen. Fir das fur alle Derivatisierungsstudien verwendete
Essigsaureanhydrid wurde ein 8'°C-Wert von —=31,00 + 0,07 %. (n = 5) ermittelt. Dieser Wert
wurde im Laufe der Zeit regelmaBig mittels EA-IRMS-Messungen Uberprift und blieb inner-
halb der Messgenauigkeit des EA-IRMS stabil. Anhand des Wertes fur das Essigsaurean-
hydrid und der Isotopenverhéltnisse der underivatisierten Steroide, die ebenfalls mittels EA-
IRMS gemessen wurden, lassen sich theoretische Werte fiir die Isotopenverhaltnisse der
acetylierten Steroide nach Formel 2 berechnen, die dem Eintrag externer C-Atome Rech-
nung tragen. Durch die Acetylierung werden abhangig vom Steroid zu 18 bis 19 C-Atomen 2
oder 4 C-Atome mit dem Acetatrest eingefiigt (vgl. Tabelle 4.2).

Formel 4.1

" C[Steroid]* n N OV C[Essigsiureanhydrid |* m

8" C|Steroidacetat] =
(n+m) (n+m)

mit n = Anzahl der C-Atome im Steroid, m = Anzahl der C-Atome in der Acetat-Gruppe

In der folgenden Tabelle sind die mit der obigen Formel berechneten §'*C-Werte am Beispiel
einiger Steroide dargestellt.

Tabelle 4.3: 5'3C-Werte von Steroiden und ihre theoretisch berechneten §'°C-Werte nach der Addition
weiterer C-Atome durch die Acetylierung, "’ gemessen mit der EA-IRMS

Substanz 0 13C [%0] |C-Atome |C-Atome |0 13C [%.] |Differenz
underiv.1) |(n) (m) theor.
derivatisiert

5a-Androstan-33-17a-diol -30,27 19 4 -30,40 —0,13
5-Androsten-3f3,17a-diol —28,20 19 4 —28,69 —0,49
17a-Estradiol 1 —27,00 18 4 —27,73 -0,73
17a-Estradiol 2 —28,99 18 4 —29,36 —-0,36
17B-Estradiol —25,69 18 4 —26,66 -0,97
DHEA 1 —29,52 19 2 —29,66 -0,14
DHEA 2 —28,60 19 2 —28,83 -0,23
Testosteron —27,19 19 2 —27,56 -0,36
Epitestosteron -32,05 19 2 -31,95 0,10
Etiocholanolon —27,44 19 2 —27,78 —0,34
Estron 1 —25,28 18 2 —25,86 -0,57
Estron 2 —26,04 18 2 —26,54 -0,50
Epiandrosteron -32,45 19 2 —-32,31 0,14

Die Unterschiede zwischen den mit der EA-IRMS ermittelten §'°C-Werten der underivatisier-
ten Steroide und den theoretisch berechneten Werten der Steroid-Acetate liegen zwischen —
0,97 und +0,14 %.. Mit der verwendeten Formel wird allerdings ausschlieBlich der Anderung,
die durch das Einfigen weiterer C-Atome zustande kommt, Rechnung getragen. Der kineti-
sche Isotopeneffekt, der durch die Acetylierung verursacht wird, wird in dieser Rechnung
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nicht berlcksichtigt. Um diesen zu bestimmen, wurden die acetylierten Steroide mit der
GC/C-IRMS untersucht und die Differenzen zu den Werten der underivatisierten Steroide
gebildet. Diese werden in Abbildung 4.8 mit den theoretisch berechneten Differenzen vergli-
chen. Die Differenzen zwischen den EA-Werten fir die nicht derivatisierten Steroide und den
GC/C-IRMS-Werten der acetylierten Steroide liegen bei 4,4 bis 5,2 %o flr Steroide mit zwei
OH-Gruppen, die doppelt acetyliert werden. Fir die Steroide, die einfach acetyliert werden,
betragt diese Differenz in Abhangigkeit vom Analyten zwischen 2,0 und 3,1 %. Zieht man die
theoretisch ermittelte Differenz, die nur dem Eintrag weiterer C-Atome Rechnung trégt, vom
experimentell ermittelten Wert ab, erhélt man die Differenz, die durch Isotopenfraktionierung
oder den unvollstdndigen Umsatz der Analyten verursacht wird. Fir die Diole betragt diese
korrigierte Differenz 3,9 bis 4,5 %. und fir die Ketone 1,8 bis 2,8 %e.
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Abbildung 4.8: Differenzen der gemessenen und berechneten 5'*C-Werte der Steroid-Acetate zu den
Messwerten der underivatisierten Steroide

Aus den in Tabelle 4.3 dargestellten Werten lasst sich nach folgender Formel der kinetische
Isotopeneffekt (KIE) berechnen:

A(n + m) Formel 4.2

KIE =1+ ——
1000x

nach Rieley [1994] mit n = Anzahl C-Atome im Steroid; m = Anzahl C-Atome Acetat-Gruppe,
x = Anzahl Acetat-Gruppen und A = Differenz zwischen 5°C-Wert des Steroid-Acetates und
theoretischem &'°C-Wert des Steroid-Acetates (vgl. Formel 2)

Es ergeben sich dabei fir die Diole Werte zwischen 1,044 und 1,052 mit einem Mittelwert
von 1,047 und fUr die Ketone Werte zwischen 1,035 und 1,058 mit einem Mittelwert von
1,046.
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Eine weitere Mdglichkeit, den Einfluss der Derivatisierung auf den §'*C-Wert zu beschreiben,
besteht darin, einen Korrekturfaktor zu berechnen, der beschreibt, welchen Einfluss jedes
einzelne wahrend der Derivatisierung addierte C-Atom rein rechnerisch auf den §'*C-Wert
des Derivates hat. Nach Berechnung nach Formel 3 ergeben sich die in Abbildung 4.9 dar-

gestellten Werte.
Formel 4.3

13 o *
Faktor f = (513C [Steroidacetat]— ¢ CESteroz)d] nJ s (n+m)
n+m m

mitn = Anzahl C-Atome im Steroid; m = Anzahl C-Atome Acetat-Gruppe

Aus dieser Berechnung geht hervor, dass der Einfluss jedes einzelnen bei der Acetylierung
der Steroide eingefligten C-Atomes bei den Diolen und den Ketonen gleich ist. Bei den Dio-
len betragt der Faktor f zwischen —53,16 und —56,85 %. mit einem Mittelwert von —54,26 %.
Far die Ketone wurden fur den Faktor f Werte von —48,67 bis —60,22 % mit einem Mittelwert
von —53,97 %. berechnet. Das bedeutet, dass jedes bei der Acetylierung der Steroide einge-
tragene C-Atom rein rechnerisch einen 5'*C-Wert von ca. =54 %. hat (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Theoretisch ermittelter Faktor f fiir jedes wahrend der Derivatisierung eingefiigte C-Atom

Die Untersuchungen zu den Einflissen der Probenaufarbeitung der zu bestimmenden Ste-
roide zeigen, dass der gréBte Einfluss auf die Richtigkeit des §'3C-Wertes von der Derivati-
sierung ausgeht. Die 5'°C-Werte werden durch die Addition von C-Atomen und die kineti-
schen Isotopeneffekte bei der Acetylierung bis zu 5,2 %. niedriger. Bei den anderen naher
untersuchten Aufarbeitungsschritten lassen sich unerwlnschte Einfliisse durch Isotopendis-
kriminierung weitestgehend vermeiden. Die Solvolyse und anschlieBende Flissig/flissig-
Extraktion fiihrte zu keinem signifikanten Unterschied der 8'°C-Werte. Bei der HPLC wurden
Unterschiede von bis zu 11,9 %. zwischen der ersten und zweiten Halfte des HPLC-Peaks
gemessen. Durch vollstandiges Auffangen der Peaks kdnnen negative Folgen der Isotopen-
diskriminierung auf den Messwert jedoch verhindert werden.
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4.1.6 Einfluss der Gesamtaufarbeitung auf die Prazision der §"°C-Messwerte

Um die Préazision der gesamten Methode einschlieBlich der Aufarbeitung zu bestimmen (Me-
thodenprézision), wurde der Urin von finf Tieren in jeweils zehn Teilproben unterteilt, jede
Teilprobe aufgearbeitet und die Isotopenzusammensetzung der relevanten Steroide mittels
GC/C-IRMS bestimmt.

4000 ~

3500 +

3000 +

2500 +

2000 +

1500 -

1000 +

Peakhohe Masse 44 [mV]

500 -

O T T T T T T 1
1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450

Retentionszeit [sec]

4000 -
3500 - 1 S
3000 -
2500 - ‘
2000 -
1500 | 4
1000 |
500 -

O _

1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450

Peakhohe Masse 44 [mV]

Retentionszeit [sec]

Abbildung 4.10: Beispielchromatogramme mit den Substanzen der Androgenfraktion mit 1: Etiocholano-
lon, 2: DHEA, 3: Epiandrosteron, 4: Epitestosteron, 5: 5-Androsten-3,17a-diol, 6: 5a-Androstan-38,
170-diol

Die Proben stammen von einem nicht mit Steroiden behandelten Bullen (Urin 1), einem mit
Estradiol behandelten Bullen (Urin 2), einer mit Testosteron und Estradiol behandelten Kuh
(Urin 3), einem mit Testosteron behandelten Stier (Urin 4) und einem mit Testosteron be-
handelten Kalb (Urin 5). Durch die Auswahl weiblicher und méannlicher sowie unterschiedlich
behandelter Tiere konnten Daten aus Messungen mit unterschiedlicher Matrix und Steroid-
konzentration gewonnen und so deren Einfluss auf die Prazision der Messwerte verglichen
werden. Die Beispieldiagramme (Abb. 4.10) zeigen alle Analyten der Androgenfraktion. Die
aus dieser jeweils zehnfachen Bestimmung erhaltenen §'°C-Mittelwerte und die einfache
Standardabweichung der acetylierten Steroide sind in Tabelle 4.4 aufgelistet.
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Tabelle 4.4: Mittelwerte der 5'°C-Werte einiger Steroide (gemessen als Acetat) nach zehnfacher Aufarbei-
tung; n.n.: Analyt nicht oder in zu geringer Konzentration vorhanden

Urin 1 Urin 2 Urin 3 Urin 4 Urin 5
R R R R 8°Cc s
[%o] [%o] [%o] [%o] [%o]
DHEA -16,34 0,77 | —-15,94 0,52 |-19,01 0,59|-18,46 0,59|-17,18 0,20

Epiandrosteron |-16,47| 0,49|-16,52| 0,65|-23,88| 0,30|—24,11 0,38 | —25,73 1,08

Etiocholanolon |-16,09| 0,15|-16,03 0,29|-26,72| 0,24|-27,01 0,29|-27,32| 0,20

Epitestosteron | —21,94| 0,44|-21,88| 0,80 |—28,81 0,31|—24,82| 0,32|-23,87| 0,63

5-Aen-diol -19,76 0,28 | —20,36 0,67 | —20,67 0,23 | —20,76 0,52 | —20,09 0,10
5a-Aan-diol —20,86 0,52 |-20,18 0,31|-23,69 0,26 | —25,12 0,46 | —23,36 1,05
DHEA-S -15,82 0,21|-17,75 0,80|-17,74 0,09|-17,13 0,74 |-17,63 0,13
EA-S n.n. —20,19 2,90| -23,11 0,77 n.n. n.n.
Estradiol —24,08 1,86| 31,45 0,33| —31,38 0,14 n.n. n.n.

Die Unterschiede in den gemessenen Isotopenzusammensetzungen entstehen durch unter-
schiedliche Ernahrung (C3- und C4-Pflanzen) und die Hormonbehandlung. Es ist kein Zu-
sammenhang zwischen den gemessenen §'°C-Werten und den Standardabweichungen er-
kennbar. Da die §'°C-Werte fiir die Préazision nicht von Bedeutung sind, sollen hier nur die
Standardabweichungen betrachtet werden, die in Abbildung 4.11 fur alle Steroide und Urine
grafisch dargestellt sind. Insgesamt liegen die aus den Werten einer zehnfachen Aufarbei-
tung ermittelten Standardabweichungen zwischen 0,09 und 2,90 %.. Abgesehen von Etiocho-
lanolon (0,15 bis 0,29 %.) sind die berechneten Standardabweichungen der gemessenen
5'3C-Werte der Analyten in jeder Probe sehr unterschiedlich. Bei Epitestosteron wurden 0,31
bis 0,80 %o, bei 5-Androsten-3a,17B-diol 0,10 bis 0,67 % und bei 5a-Androstan-3a,173-diol
0,26 bis 1,05 % als Standardabweichung berechnet, wahrend die Werte fir DHEA und EA
aus der Glucoronidfraktion bei 0,20 bis 0,77 % beziehungsweise 0,30 bis 1,08 %. lagen.
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Abbildung 4.11: Standardabweichungen der §'°C-Werte einiger Steroide nach jeweils zehnfacher Aufar-
beitung der Urine von fiinf verschiedenen Tieren und einer Standardlésung (SW, Spiked Water)

Bei DHEA und EA aus der Sulfatfraktion und 17a-Estradiol hdngen die Standardabweichun-
gen mit 0,09 bis 0,80 %. (DHEA-S), 0,77 bis 2,90 %. (EA-S) und 0,14 bis 1,86 %. (17a-
Estradiol) von der Probe ab. Es besteht kein direkter Zusammenhang der Prazision mit einer
Substanz oder einem bestimmten Tier. Die Standardabweichungen der zum Vergleich eben-
falls zehnmal aufgearbeiteten Lésung der Androgene und des 17a-Estradiols in Wasser
(Spiked Water) liegen fur DHEA (£ 0,11 %.), Epiandrosteron (+ 0,25 %) und Etiocholanolon
(£ 0,11 %) zum Teil deutlich unter den entsprechenden Standardabweichungen in Matrix.
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Fir Epitestosteron (£ 0,43 %.), 5-Androsten-3a,17B-diol (+ 0,25 %.), 5a-Androstan-3a,17f3-
diol (£ 0,29 %) und 17a-Estradiol (£ 0,27 %.) liegt die Prazision nach zehnmaliger Aufarbei-
tung im Bereich der Matrixproben.

Ursache fur die je nach Analyt und Probe stark unterschiedlichen Prazisionen kénnen prinzi-
piell die unterschiedliche Matrix und Probenkonzentration, die Probenaufarbeitung, aber
auch die Messtechnik der GC/C-IRMS sein.

Die groBen Standardabweichnungen von 17a-Estradiol in Urin 1 und Epiandrosteron aus der
Sulfatfraktion in Urin 2 lassen sich mit den sehr niedrigen Konzentrationen der beiden Analy-
ten in den jeweiligen Urinen erklaren. In Vorversuchen (vgl. Kap. 4.7.2 Linearitat) wurde fir
alle Steroide in Matrix ein linearer Bereich (vgl. Kap. 3.6¢) von etwa 1 bis 10 V bestimmt,
innerhalb dessen mit der verwendeten GC-Saule verlasslich gemessen werden kann. Die
Analyten 17a-Estradiol aus Urin 1 und Epiandrosteron aus der Sulfatfraktion aus Urin 2 wur-
den mit wesentlich niedrigeren Amplituden von 123 mV und 191 mV gemessen. Fir die im
linearen Bereich gemessenen Substanzen konnte keine generelle Abhangigkeit der Prazisi-
on von der Peakhdhe festgestellt werden.

Die unterschiedliche Matrix der Urine der finf verschiedenen Tiere verursacht unterschied-
lich hohe Untergriinde bei der GC/C-IRMS-Messung. Dieser Effekt wird dadurch verstérkt,
dass die aufgereinigten Proben vor der Injektion in die GC/C-IRMS je nach Konzentration der
Ziel-Analyten in Volumina zwischen 20 und 50 pl aufgenommen und davon unterschiedliche
Mengen (1-3 ul) injiziert werden. Dadurch steigt bei niedrigen Probenkonzentrationen der
Untergrund bei der GC/C-IRMS. Es konnte keine pauschale Untergrundhéhe bestimmt wer-
den, ab der die Messwerte weniger prazise zu bestimmen sind. Vielmehr mussten auch die
Art des Analyten und seine Peakh6he mit in Betracht gezogen werden. Die in Abbildung 4.12
dargestellten Chromatogramm-Ausschnitte zeigen DHEA-Acetat und Epiandrosteron-Acetat
der Sulfatfraktion aus zwei verschiedenen Urinen im Vergleich. Die Peakhéhen der Analyten
sind etwa gleich, der Untergrund jedoch bei Urin 2 mit durchschnittlich 370 mV signifikant
héher als bei Urin 3 (im Mittel 60 mV).
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Abbildung 4.12: Ausschnitt zweier GC/C-IRMS-Chromatogramme der Sulfatfraktion mit 1: DHEA-Acetat
und 2: Epiandrosteron-Acetat
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Die Standardabweichungen betragen in Urin 2 fir DHEA-Acetat 0,80 %. und fir Epiandroste-
ron-Acetat 2,90 %0, wahrend sie in Urin 3 fiir DHEA-Acetat mit 0,09 %. und fir Epiandroste-
ron-Acetat mit 0,77 %. bestimmt wurden.

Abhéangig von der Probenmatrix kann es zu Interferenzen zwischen Analyten und uner-
winschten Begleitsubstanzen kommen. Die Beispielchromatogramme (Abb. 4.10) zeigen
alle Analyten in fur diese Matrix optimaler Peakhéhe und guter Auflésung. Beides konnte
nicht bei allen Proben erreicht werden. So ist beispielsweise der 5a-Androstan-3,17a-diol-
Peak in Urin 5 nicht optimal von einem unerwiinschten Begleitpeak getrennt, der in allen
anderen Proben nur als kleine Schulter in Erscheinung tritt (vgl. Abbildung 4.10). Die Stan-
dardabweichung ist fir die Messwerte dieser Probe signifikant gréBer (1,05 %.; Varianzen-F-
Test p<0,05) als bei den anderen vier Urinproben (0,26 bis 0,52 %.). Eine zuséatzliche HPLC-
Aufreinigung dieser Fraktion, die eine optimale Abtrennung des Begleitpeaks zur Folge hat
(s. Abb. 4.13), senkt die Standardabweichung aus den Messwerten derselben Substanz aus
demselben Urin auf 0,21 %o.
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Abbildung 4.13: Ausschnitte der GC/C-IRMS-Chromatogramme von Urin 4 und 5 mit 1: 5-Androsten-
3B,17a~diol und 2: 5a-Androstan, 3p,17a-diol

In der Umgebung des Etiocholanolon-Peaks sind die Chromatogramme aller Urine verhalt-
nismagig sauber und die Peakhdhe selbst ist aufgrund der hohen Konzentration von Etiocho-
lanolon in allen Urinen im linearen Bereich. Deshalb sind die Standardabweichungen in allen
vermessenen Urinen mit 0,15 bis 0,29 %. anndhernd gleich und vergleichsweise gering.

Die Probenmatrix und die Konzentration der zu untersuchenden Analyten wirkt sich also ent-
scheidend auf die Prazision der GC/C-IRMS-Messungen aus. Ausreichend hohe Probenkon-
zentrationen zur Messung im linearen Bereich, eine gute Auflésung der Peaks und ein nied-
riger Untergrund wirken sich positiv auf die Prazision der Messungen aus.

Auch das Messsystem ist als Ursache flr unterschiedliche Prazisionen denkbar. Alle Mess-
werte wurden unter identischen Bedingungen gewonnen. Die Stabilitat des GC/C-IRMS-
Systems wurde stets mittels einer Geratekontrollprobe Uberprift (vgl. Kap 4.8). Die Messwer-
te, aus denen die oben dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet wur-
den, wurden jeweils direkt hintereinander injiziert. Die zehnfache Messung einer StandardIé-
sung mit den acetylierten Substanzen unter identischen Bedingungen ergab die in Tabelle
4.5 gezeigten Mittelwerte und Standardabweichungen. Die Standardabweichungen liegen in
einer Standardlésung ohne Matrix fiir alle Analyten zwischen 0,04 und 0,15 %. (Messpréazisi-
on flr eine Standardldsung). Es besteht zwischen den Messprézisionen fir die verschiede-
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nen Analyten nur ein geringer Unterschied. Eine Beeinflussung der Methodenprézision durch
die GC/C-IRMS-Messmethode ist somit auszuschlieBen.

Tabelle 4.5: Mittelwerte und Standardabweichungen derivatisierter Steroidstandards (in %.) nhach zehnfa-
cher Injektion

Etiochola- | DHEA- Epiandros- | Epitestos- | 5-Androsten-| 5a-Androstan- | 17a-Estradiol-
nolon- Acetat teron- teron- 3a,17B-diol- | 3c,17p-diol- | Diacetat
Acetat Acetat Acetat Diacetat Diacetat
MW [%o] -30,94 -32,28 -34,41 -35,91 -33,07 -34,03 -33,60
Standardabw. [%o] +0,15 +0,04 +0,08 +0,10 +0,07 +0,06 +0,04

Ebenso lasst sich die Derivatisierung der Analyten, zumindest in matrixfreier Standard-
l6sung, als Ursache fir unterschiedliche Standardabweichungen ausschlieBen. Tabelle 4.6
zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der Messwerte nach einer zehnfachen De-
rivatisierung der Steroidstandards und einer jeweils einfachen Injektion. Die Werte unter-
scheiden sich mit Standardabweichungen zwischen 0,06 und 0,16 %. nicht signifikant von
denen nach einer zehnfachen Injektion (Varianzen-F-Test, p<0,05).

Tabelle 4.6: Mittelwerte und Standardabweichungen derivatisierter Steroidstandards (in %.) nach je einfa-

cher Injektion nach zehnfacher Derivatisierung

Etiochola- |DHEA- Epiandros- |Epitestos- |5-Androsten- |5a-Androstan- |17a-Estradiol-
nolon- Acetat teron- teron- 3a,17B-diol- (3a,17B-diol- |Diacetat
Acetat Acetat Acetat Diacetat Diacetat
MW [%o] -31,08| -32,32 —34,52| -35,99 -33,37 —34,08 -33,85
Standardabw. [%o] +0,16 +0,06 +0,08 +0,13 +0,07 +0,09 +0,06

Andere Teilaufarbeitungsschritte konnten aufgrund des hohen zeitlichen und materiellen
Aufwandes in diesem Versuch nicht gesondert hinsichtlich ihres Einflusses auf die Prazision
untersucht werden, wurden aber anhand von Standards im vorangehenden Kapitel behan-
delt. Es wurde eine der zehn aufgearbeiteten Teilproben von Urin 1 finf- bis siebenmal (je
nach verfliigbarem Probenvolumen) injiziert, um die sich daraus ergebende Standardabwei-
chung (Messprézision fir Proben) mit der nach zehnfacher Aufarbeitung (Methodenprézisi-
on) vergleichen zu kénnen. Wie aus den in Abbildung 4.14 dargestellten Daten ersichtlich ist,
sind mit der Ausnahme von Epitestosteron die Standardabweichungen einer mehrfach inji-
zierten Teilprobe kleiner als die nach einer zehnmaligen Aufarbeitung.

Die Unterschiede sind bei Etiocholanolon mit 0,02 und 0,15 %., DHEA mit 0,19 und 0,77 %o,
5-Androsten-33,17a-diol mit 0,08 und 0,28 %. sowie 5a-Androstan-3,17a-diol mit 0,24 und
0,52 %0 signifikant. Fir Epiandrosteron wurde bei mehrmaliger Injektion einer Probe eine
Standardabweichung von 0,28 %. ermittelt, die sich nicht signifikant von 0,49 %. fur die zehn-
fache Aufarbeitung unterscheidet. Ebenso ist der Unterschied der Prazisionen fir Epi-
testosteron mit 0,57 und 0,44 %. nicht signifikant. Insgesamt sind bei einer zehnmaligen Auf-
arbeitung fur alle untersuchten Steroide fur die Gesamtmethode Standardabweichungen von
< 0,80 %o bestimmt worden (Methodenprézision), wenn die Messungen mit ausreichender
GroBe und Auflésung der Peaks durchgefihrt wurden. Bei Peakhéhen auBerhalb der linea-
ren Bereiche, hohem Untergrund und Interferenzen mit anderen Peaks wurden Standardab-
weichungen von bis zu 2,9 %. ermittelt. Der Vergleich mit der zehnmaligen Injektion einer
Standardlésung mit denselben Analyten zeigt, dass die Messpréazision der GC/C-IRMS far
Standardlésungen mit 0,04 bis 0,15 %. bedeutend besser ist als die Messpréazision fir Mat-
rixproben mit 0,02 bis 0,57 %o.
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Abbildung 4.14: Standardabweichungen der Messwerte der Androgenfraktion von Teilprobe 1.4 einfach
aufgearbeitet und fiinf- bis siebenfach injiziert verglichen mit den Werten nach zehnfacher Aufarbeitung
und jeweils einfacher Injektion

4.2 Probeninjektion

Die Probenaufgabe auf die Trennsaule ist bei der Gaschromatographie ein kritischer Punkt,
weil wahrend der Probenaufgabe Uber den Injektor zahlreiche Faktoren zu einer Diskriminie-
rung einzelner oder aller zu analysierenden Analyten fihren kdnnen. Wenngleich Diskrimi-
nierungen auch bei quantitativen Untersuchungen nicht erwiinscht sind, missen sie die Qua-
litat der Messungen nicht negativ beeinflussen, wenn sie reproduzierbar sind. Ein immer
gleichbleibender Verlust eines Analyten fallt bei entsprechender Standardisierung nicht auf
und eine Optimierung der Injektionstechnik ist nicht nétig, solange die erforderliche Leis-
tungsféahigkeit der Methode gegeben ist. Bei der Injektion der Proben in ein GC/C-IRMS-
System kann die Diskriminierung der Analyten groBen Einfluss auf die Messwerte haben,
wenn es dadurch zu einer Isotopenfraktionierung der Analyten kommt. Deshalb muss bei der
GC/C-IRMS durch die Auswahl einer geeigneten Injektionstechnik eine diskriminierungsfreie
Probenaufgabe gewahrleistet werden. Faktoren, welche die Qualitat der Probeninjektion be-
einflussen kénnen, sind die Wahl der Spritze und Spritzentechnik, die Injektionsgeschwindig-
keit, die Injektionstemperatur, die Purgetime, die Art der Injektion, die Wahl des Liners und
die Position der S&ule im Liner.

Far die Injektion auf Kapillarsdulen gibt es drei Basistechniken: die klassische Verdamp-
fungsinjektion (classical vaporizing injection), die programmed temperature vaporizing (PTV)
injection und die On-column-Injektion. Die beiden Erstgenannten gliedern sich in split, split-
less und direkte Injektion [Grob 2001]. Weit verbreitet ist die Verwendung eines
Split/splitless-Injektors. Wahrend bei der Split-Injektion nur ein kleiner Teil (in der Regel zwi-
schen 0,3 und 20 %) der verdampften Probe auf die Sdule gelangt, wird bei der Splitless-
Injektion nahezu die gesamte verdampfte Probe auf die Saule Ubertragen. Die Splitless-
Injektion ist die klassische Injektionstechnik fir die Spurenanalytik. Aufgrund der fir die
GC/C-IRMS geringen Analytkonzentrationen wurden die Steroidhormone im ISOSTER-
Projekt splitless auf die Saule gegeben, wobei Volumina zwischen 1 und 4 pl aufgegeben
wurden. Die Injektionsnadel wurde mit der ,Sandwich-Technik® beflllt und die Injektion sehr
rasch (cold needle) durchgefiihrt. Bei der Sandwich-Technik wird die Injektionsnadel zuerst
mit Losemittel gefolgt von Luft, Probenlésung, Luft und abschlieBend Losemittel beflillt.
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4.2.1 Einfluss der Injektionsgeschwindigkeit

Bei einer zu langsamen Injektionsgeschwindigkeit besteht die Gefahr von Verlusten hochsie-
dender Analyten [Grob 2001]. Die im Projekt untersuchten Steroid-Acetate kénnen zu den
hochsiedenden Substanzen gezahlt werden. Es wurden Versuche an Steroiden und Alkanen
durchgefihrt, um zu prifen, ob es bei Verlust eines Analyten zu einer Isotopendiskriminie-
rung kommt. Die Steroid-Acetat-Lésung wurde mit 1 pl/s, 50 pl/s und 100 pl/s Injektionsge-
schwindigkeit injiziert und die gemessenen Isotopenverhaltnisse und Peakflachen verglichen.
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Abbildung 4.15: Peakflachen des Steroid-Acetat-Standards in Abhéngigkeit von der Injektionsgeschwin-
digkeit (normiert auf die Peakflachen bei 50 pl/s), Anordnung der Analyten in Elutionsreihenfolge

Die Peakflachen bei einer Injektionsgeschwindigkeit von 100 pl/s unterscheiden sich mit 97,8
bis 103,4 % nicht signifikant von denen bei 50 pl/s. Bei einer Injektion mit 1 pl/s sind mit
Ausnahme von 5a-Androstan-33-ol signifikante Abnahmen der Peakflachen zu beobachten.
Die Flachen betragen zwischen 42,7 und 54,9 % der Peakflachen bei einer Injektionsge-
schwindigkeit von 50 pl/s (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.16: 5'°C-Werte der Analyten des Steroid-Acetat-Standards in Abhingigkeit von der Injekti-
onsgeschwindigkeit, Anordnung der Analyten in Elutionsreihenfolge, jeweils n = 3

Es wurden fiir zwei Substanzen signifikante Unterschiede zwischen den §'°C-Werten mit
1 yl/s und 100 pl/s ermittelt (Abb. 4.16). Flr Estron-Acetat wurden nach einer schnelleren
Injektion um 0,62 %. negativere Werte gemessen, wahrend die Werte von Testosteron-
Acetat in denselben Analysen um 0,80 %. positiver waren als bei der langsameren Injektion.
Bei den anderen Analyten liegen die Unterschiede bei nicht signifikanten 0,02 bis 0,17 %o.
Eine Korrelation der Isotopenverhéltnisse mit den Peakflachen ist bei keinem der hier unter-
suchten Analyten zu erkennen. Selbst der Verlust von etwa 50 % einer Substanz aufgrund
der zu langsamen Injektion flhrt nur bei zwei von finf Substanzen zu Abweichungen in den
gemessenen §'°C-Werten.

Um den Einfluss der Injektionsgeschwindigkeit auf die Analyten unterschiedlicher Kettenlan-
ge zu untersuchen, wurde eine Alkan-Mischung mit Alkanen der Kettenlange C16 bis C30
(Hexadecan bis Triacontan) ebenfalls mit den Geschwindigkeiten 1 pl/s, 50 pl/s und 100 pl/s
injiziert und die gemessenen Daten wurden verglichen.
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Abbildung 4.17: Peakflachen des Schimmelmann-Alkan-Mixes in Abhéangigkeit von der Injektionsge-
schwindigkeit (normiert auf die Peakflachen bei einer Injektionsgeschwindigkeit von 50 pl/s)
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Auch hier zeigt sich bei keiner Substanz ein signifikanter Unterschied in den Peakflachen
zwischen einer Injektion 50 pl/s und 100 pl/s. Bei einer Injektionsgeschwindigkeit von 1 pl/s
ist bei den Peakflachen eine deutliche Korrelation mit der Kettenlange der Alkane zu erken-
nen. Die Peakflache des Triacontans (C30) betragt hier nur noch 13,9 % der entsprechenden
Flache bei 50 pl/s Injektionsgeschwindigkeit. Die Alkane mit 16 bis 19 C-Atomen haben je-
doch gréBere Peakflachen als bei schnellerer Injektion. Bei Eicosan (C20) sind alle Flachen
unabhangig von der Injektionsgeschwindigkeit gleich groB, wahrend alle Alkane mit mehr C-
Atomen bei langsamerer Injektion kleinere Flachen haben als bei einer gréBeren Injektions-
geschwindigkeit (s. Abb. 4.17). Die schwerer fllichtigen Alkane (ab ca. 357 °C) gelangen also
im Gegensatz zu den leichter verdampfbaren bei einer zu langsamen Injektion nicht mehr
vollstandig auf die Saule. Dies zeigt die bekannte Diskriminierung der hochsiedenden Sub-
stanzen bei langsamer Injektion.

Vergleicht man die gemessenen §'°C-Werte in Abhéngigkeit von der Injektionsgeschwindig-
keit (Abb. 4.18), werden erst ab einer Kettenlange von C26 (Hexacosan) signifikante Unter-
schiede zwischen der Injektion mit 100 pl/s und 1 pl/s sichtbar. Diese bewegen sich mit Aus-
nahme von Heptacosan (C27) zwischen 0,8 und 1,4 %., wobei die §'*C-Werte nach einer
schnellen Injektion positiver als nach einer langsamen Injektion sind.

Alkan
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0,2

00 (g —— = S I o

0,2
0,4
-0,6

-0,8

-1,0 4
1,2

A &'3C [100pl/s - 1pl/s] in %.

14 —

1,6 4

Abbildung 4.18: Differenzen in den §'°C-Werten [%.] bei Injektionen von 1 pl/s und 100 pl/s in Abhangigkeit
von der Kettenldnge der Alkane

Hier ist wie auch beim zuvor dargestellten Steroid-Acetat-Standard keine Abhangigkeit der
5'3C-Wert-Differenzen von den Peakflachen zu beobachten. Obwohl schon die Alkane ab 21
C-Atomen (Henicosan) bei einer langsamen Injektion deutlich diskriminiert werden, veran-
dern sich die gemessenen Stabilisotopenverhéltnisse erst ab einer Kettenlange von 26 C-
Atomen.

Eine Diskriminierung der Substanzen im Injektionssystem aufgrund einer zu geringen Injekti-
onsgeschwindigkeit muss also nicht zu einer Isotopendiskriminierung fihren. Kommt es den-
noch zu einer Isotopendiskriminierung, so wurden mit Ausnahme von Testosteron-Acetat bei
einer zu langsamen Injektionen die schweren Isotope diskriminiert.



42 Bundesinstitut fir Risikobewertung

4.2.2 Einfluss der Injektionstemperatur

Die Auswahl der Injektionstemperatur ist nicht nur fir die GC/C-IRMS von Bedeutung. Mit
einer ausreichend hohen Injektionstemperatur ist sichergestellt, dass alle Analyten im Injek-
tor méglichst vollstandig verdampfen und auf die Saule gelangen. Andererseits darf die Injek-
tortemperatur nicht so hoch sein, dass sich die Analyten thermisch zersetzen. In der Literatur
werden flr die Analyse von Steroid-Acetaten Injektionstemperaturen von 220 °C bis 285 °C
beschrieben. Im ISOSTER-Projekt wurden die Steroid-Acetate bei einer Temperatur von
250 °C injiziert. Um den Einfluss der Injektortemperatur auf die Messung der Stabilisotopen-
verhéltnisse zu bestimmen, wurde der Steroid-Acetat-Standard bei 220 °C, 250 °C und
280 °C injiziert und die §"*C-Werte und Peakflachen bestimmt.

Bei den Peakflachen der untersuchten Analyten wurden bei den untersuchten Injektionstem-
peraturen keine signifikanten Unterschiede gemessen. Es ergab sich kein Hinweis auf eine
thermische Zersetzung oder eine unvollstandige Verdampfung der Analyten. Erwartungsge-
man wurden auch in den gemessenen Isotopenzusammensetzungen bei keiner untersuch-
ten Substanz signifikante Unterschiede zwischen den Injektionstemperaturen 220 °C, 250 °C
und 280 °C gemessen (Abb. 4.19).
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3B-ol DHEA-Ac Estron-Ac -Ac Cholestan Diac
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Abbildung 4.19: 5'*C-Werte der Analyten des Steroid-Acetat-Standards in Abhéngigkeit von der Injektor-
temperatur, jeweils n =3

Eine Standardmischung aus den Alkanen Hexadecan (C16), Eicosan (C20), Docosan (C22),
Tetracosan (C24), Triacontan (C30) und Dotriacontan (C32) wurde ebenfalls bei Injektortem-
peraturen von 200 °C, 250 °C und 280 °C unter sonst gleichbleibenden Bedingungen unter-
sucht. Bei Hexadecan sind keine Unterschiede in den Flachen zu erkennen, bei Eicosan bis
Tetracosan sind bei hdheren Injektortemperaturen tendenziell gréBere Flachen zu beobach-
ten, wahrend bei Triacontan und Dotriacontan die Flachen bei einer Temperatur von 280 °C
signifikant gréBer sind als bei den niedrigeren Temperaturen (Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: Peakflachen von Alkanen in Abhéangigkeit von der Injektortemperatur; n = 3

Trotz der unvollstdndigen Verdampfung vor allem der langerkettigen Alkane bei niedrigeren
Injektortemperaturen zeigte sich kein temperaturabhéangiger Unterschied in den gemessenen
5'3C-Werte der Alkane.
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Abbildung 4.21: 5'*C-Werte von Alkanen in Abhéangigkeit von der Injektortemperatur; n = 3

Wahrend der unvollstandigen Vaporisierung der Alkane kommt es zu keiner messbaren Iso-
topenfraktionierung (Abb. 4.21). Eine Abweichung von der Injektionstemperatur um + 30°C
flhrt trotz teilweise unvollstdndiger Vaporisierung der Analyten weder bei den untersuchten
Steroid-Acetaten noch bei den Alkanen zu Unterschieden in den gemessenen Isotopenver-
héltnissen.
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4. Einfluss des Liners

Fir eine diskriminierungsfreie Aufgabe der Analyten auf die S&ule ist unter anderem die
Wahl eines geeigneten Liners wichtig. Fir die Splitless-Injektion von Substanzen wie acety-
lierten Steroiden erwies sich ein desaktivierter, spezialbeschichteter Splitless-Liner mit beid-
seitiger Verjingung als geeignet (Liner 1). Dieser Liner wurde mit einem einfachen, mit
Glaswolle geflillten Split/splitless-Liner (Liner 2) hinsichtlich der gemessenen Peakflachen
und §'*C-Werte verglichen.
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Abbildung 4.22: Peakflachen der Analyten des Steroid-Acetat-Standards mit einem Splitless-Liner (Liner
1) und einem Split/splitless-Liner mit Glaswolle (Liner 2) in Vs;n =5

Der Vergleich der Peakflachen der injizierten Substanzen zeigt, dass die Flachen flr alle
untersuchten Substanzen mit Liner 1 deutlich gréBer sind als mit Liner 2. Die Abweichungen
liegen flr die Estron-Derivate Estron-Acetat und 173-Estradiol-Diacetat bei 6,1 bzw. 6,3 Vs.
Dies entspricht einer verminderten Empfindlichkeit des Liners 2 gegenlber Liner 1 um rund
40 %. Bei allen anderen Substanzen liegt die Differenz der FlAchen zwischen 4,4 und 4,9 Vs,
was einer um 20 bis 25 % verringerten Empfindlichkeit entspricht (s. Abb. 4.22).
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Abbildung 4.23: Differenzen der gemessenen 8'*C-Werte in %. (Liner 2 — Liner 1), jeweils aus n =5
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Die Abweichungen der Mittelwerte der mit den verschiedenen Linern gemessen §'°C-Werte
liegen flr die untersuchten Analyten bei —0,30 bis +0,62 %o (s. Abb. 4.23). Aufgrund der sehr
niedrigen Standardabweichungen sind diese Unterschiede mit einem Signifikanzniveau von
95 % signifikant (t-Test, p<0,05). Die Standardabweichungen nach einer Finffachinjektion
liegen bei den Messungen mit Liner 1 fUr alle Analyten unter 0,1 %., bei den Messungen mit
Liner 2 bei bis zu 0,2 %.. Die Analyten sind in der Abbildung 4.26 in ihrer Elutionsreihenfolge
angegeben. Es zeigt sich eine Abhangigkeit der Differenzen der gemessenen §'°C-Werte
von der Retentionszeit der Analyten. Die zuerst eluierenden Substanzen haben mit dem
Split/splitless-Liner (Liner 2) negativere §'°C-Werte, wahrend bei den spater eluierenden
Substanzen positivere Werte als mit dem desaktivierten Splitless-Liner gemessen werden.
Mit Liner 2, mit dem geringere Peakflachen gemessen wurden, werden bei den zuerst eluie-
renden Substanzen 5o-Androstan-33-ol und DHEA-Acetat die schweren Isotope diskrimi-
niert, wahrend bei den spater eluierenden die leichten Isotope diskriminiert werden. Die er-
mittelten Abweichungen in den Isotopenverhaltnissen lassen sich nicht mit den Unterschie-
den in den Peakflachen in Relation setzen.

4.2.1 Einfluss der Purgetime

Die Purgetime beschreibt den Zeitraum, in dem die Probe nach der Injektion splitless durch
den Liner gespllt wird. Die Purgetime muss so gewahlt werden, dass alle Analyten auf die
Séule gelangen kénnen. Wird eine zu kurze Purgetime ausgewahlt, kommt es zu einer Dis-
kriminierung eines oder mehrerer Analyten und es gelangt nicht die gesamte Probe auf die
Séule [Grob 2001].

Um die Auswirkung der Purgetime auf die Messung von Stabilisotopenverhéltnissen zu un-
tersuchen, wurden der Steroid-Acetat-Standard und eine Alkanmischung jeweils mit einer
Purgetime von 0,1, 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0 min unter ansonsten identischen Bedingungen mit-
tels GC/C-IRMS vermessen. Abbildung 4.24 zeigt, dass es bei den Steroiden in Abh&ngigkeit
von der Purgetime zu erheblichen Unterschieden in der GroBe der Peakflache der Analyten
kommt. Ausgehend von 100 % bei einer Zeit von 1,5 min, betragen die Flachen bei 0,1 min
9,5 bis 13,8 % und bei 0,5 min 46,8 bis 52,3 %. Bei 1,0 min Purgetime sind die Flachen mit
72,7 bis 86,0 % der Flachen bei 1,5 min noch immer deutlich kleiner als bei 1,5 min, wohin-
gegen bei 2,0 min Purgetime mit 88,9 bis 115,2 % sowohl gréBere als auch kleinere Flachen
als mit einer Zeit von 1,5 min gemessen wurden.
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Abbildung 4.24: Peakflachen der Analyten des Steroid-Acetat-Standards in Abhéngigkeit von der Purge-
time (normiert auf 1,5 min Purgetime), n =3
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In Abbildung 4.25 sind die mit den unterschiedlichen Purgetimes ermittelten §'°C-Werte fiir
die untersuchten Analyten des Steroid-Acetat-Standards dargestellt.
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Abbildung 4.25: 5'*C-Werte der Steroide des Steroid-Acetat-Standards in Anhéangigkeit von der Purgetime

Die 8'°C-Werte liegen in Abhéngigkeit von der Purgetime fiir 5a-Androstan-3B-ol bei —32,8
bis —34,8 %., fir DHEA-Acetat zwischen —36,0 und —38,0 %. und fur Estron-Acetat bei —33,8
bis —34,8 %.. Fir Testosteron-Acetat wurden Stabilisotopenverhaltnisse von —32,1 bis —
37,9 %o gemessen, fir Cholestan Werte zwischen —24,7 und —28,7 %. und fiir 17p-Estradiol-
Diacetat Werte von —29,1 bis —33,2 %.. Der Unterschied zwischen den mit der Standardein-
stellung von 1,5 min und einer Purgetime von 0,1 min gemessenen Isotopenverhaltnisse liegt
fur die verschiedenen Analyten zwischen 0,3 und 5,8 %., wobei die mit der kurzeren Purge-
time gemessenen §'°C-Werte negativer sind (Abb. 4.26). Mit Ausnahme von Estron-Acetat
und Cholestan sind die gemessenen Unterschiede signifikant (Vergleich der Mittelwerte mit
dem t-Test, p<0,05).
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Abbildung 4.26: Differenzen der mit verschiedenen Purgetimes aufgenommenen 5'*C-Werte in %.; schraf-
fierte Balken markieren signifikante Unterschiede (t-Test, p<0,05)
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Der gleiche Versuch, mit den Alkanen Hexadecan (C16), Eicosan (C20), Docosan (C22),
Tetracosan (C24), Triacontan (C30) und Dotriacontan (C32) durchgeflhrt, zeigt ebenfalls
eine deutliche Abhéngigkeit der gemessenen Peakflachen von der gewdhlten Purgetime
(Abb 4.27).

Mit einer Purgetime von 0,1 min betragen die Peakflachen zwischen 12 und 15 % der FI&-
chen mit 1,5 min Purgetime, wahrend es bei 0,5 min 55 bis 57 % sind. Bei den Alkanen der
Kettenlangen C16 bis C24 sind mit einer Purgetime von 2 min mit 99 bis 102 % keine signifi-
kanten Unterschiede zu 1,5 min zu messen, wahrend die Flachen der langerkettigen Alkane
9 bzw. 11 % grdBer sind.
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Abbildung 4.27: Peakflachen der Alkane bei verschiedenen Purgetimes (normiert auf eine Purgetime von
1,5min),n=3

Trotz der erwarteten deutlichen Unterschiede in den Peakflachen in Abhangigkeit von der
Purgetime konnten bei den Alkanen keine signifikanten Unterschiede in den §'°C-Werten
gemessen werden. Die Messwerte bei 0,1 min sind bis zu 0,7 %. negativer als bei 1,5 min
(Abb. 4.28). Diese Unterschiede sind jedoch wegen der groBen Messungenauigkeit bei einer
Purgetime von 0,1 min nicht signifikant (t-Test, p>0,05).

Bei zu kurzen Purgetimes werden sowohl bei den untersuchten Steroid-Acetaten als auch
bei den Alkanen deutlich kleinere Flachen gemessen. Bei den Alkanen fihrt dies selbst bei
Verlusten von Uber 85 % nicht zu einer nachweisbaren Isotopenfraktionierung. Bei den Ste-
roid-Acetaten hingegen wurden unter ansonsten identischen Messbedingungen signifikante
Unterschiede von bis zu 5,8 %. gemessen.
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Abbildung 4.28: 5'*C-Werte des Alkan-Mixes [%.] bei unterschiedlichen Purgetimes, n =3

4.2.3 Einfluss der Injektionstechnik (split und splitless)

Die Wahl des Injektionsmodus split oder splitless bei der GC/C-IRMS kann sich auf die ge-
messenen Isotopenverhaltnisse auswirken. Meier-Augenstein [1997] empfiehlt fir die GC/C-
IRMS ausschlieBlich den Splitless-Modus, um eine Isotopenfraktionierung im Injektor zu
vermeiden.

Aufgrund der niedrigen Konzentrationen der Steroide im Rinderurin und der Tatsache, dass
fur die GC/C-IRMS groBe Analytmengen bendtigt werden, wurden die Proben im ISOSTER-
Projekt auch ausschlieBlich im Splitless-Modus injiziert. Da der Injektionsmodus bei der
GC/C-IRMS aber prinzipiell von Bedeutung ist, wurden die im Split- und Splitless-Modus ge-
messenen §'°C-Werte von Standardldsungen miteinander verglichen und der Einfluss des
Splitfaktors untersucht.

Hierzu wurden zunéachst jeweils 100 ng des Steroid-Acetat-Standards im Split- und Splitless-
Modus injiziert und die erhaltenen §'°C-Werte miteinander verglichen. Fiir die Messungen im
Splitless-Modus wurden dafir jeweils 2 pl einer 50 ng/pl-Lésung injiziert. AuBerdem wurde
1 ul einer 2 pg/pl-Lésung der gleichen Standard-Mischung mit einem Splitverhéltnis von 1:20
injiziert. Der Vergleich der aus jeweils Dreifachbestimmungen erhaltenen Mittelwerte lasst
keine signifikanten Abweichungen zwischen den beiden Injektionsmodi erkennen. Die Unter-
schiede liegen bei den untersuchten Substanzen zwischen 0,04 und 0,59 %. (Abb. 4.29).
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Abbildung 4.29: 5'*C-Werte des Steroid-Acetat-Standards nach Split- und Splitless-Injektion, injizierte
Menge jeweils 100 ng, je n =3

Die folgende Abbildung (4.30) zeigt exemplarisch flr alle untersuchten Analyten den Verlauf
der 8'°C-Werte des DHEA-Acetates in Abhéngigkeit von variierenden Splitverhaltnissen. Die
Mittelwerte aus den Dreifachinjektionen bei Splitverhéltnissen von 1:10 bis 1:100 liegen zwi-
schen —33,7 und —34,0 %. mit Standardabweichungen zwischen 0,05 und 0,09 %o.
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Abbildung 4.30: 5'*C-Werte bei Splitverhaltnissen von 1:10 bis 1:100 am Beispiel von DHEA-Acetat, je-
weils n = 3, bei splitless n =12

Es lasst sich wie auch bei den anderen hier nicht dargestellten Analyten keine Korrelation
zwischen den Splitverhaltnissen und den gemessenen Isotopenverhéltnissen herstellen. Un-
ter den gewahlten Bedingungen sind also sowohl die Messwerte aus Split- und Splitless-
Injektion als auch die §'3C-Werte aus Messungen mit unterschiedlichen Splitverhaltnissen

identisch.
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4.2.4 Einfluss des Injektionsvolumens

Vorversuche mit Standardlésungen zeigten, dass Injektionsvolumina zwischen 0,5 und 4 pl
keinen Einfluss auf das gemessene Isotopenverhaltnis haben. Bei Matrixproben wie z.B.
Rinderurinproben kann sich das injizierte Volumen auf das Ergebnis auswirken. Bei einem
gréBeren Injektionsvolumen gelangt mit gréBeren Analytenpeaks auch mehr stérende Matrix
auf die Saule. Der Einfluss von Probenmatrix auf den gemessenen §'°C-Wert wird im Kapitel
Probenaufarbeitung (Abschnitt 4.1.1 und 4.1.6) beschrieben.

4.3 Gaschromatographische Einfliisse

Die gaschromatographischen Parameter Temperaturgradient und Tragergasfluss sind neben
der Auswahl der Trennsaule wichtige Faktoren fur die chromatographische Trennung. In der
GC/C-IRMS gewinnen sie zusatzlich an Bedeutung, da die thermodynamischen Isotopenef-
fekte von ihnen abhéngen und sie sich somit auf die Bestimmung der §'°C-Werte auswirken
kénnen. Die thermodynamischen Isotopeneffekte sind auch als inverse chromatographic
isotope effect bekannt, weil die schwereren Isotopomere friher eluieren als die leichteren
[Cherrah et al. 1987; Meier-Augenstein et al. 1996]. Das Signal der Masse 45 (**CO,) kommt
etwa 150 ms vor dem der Masse 44 ('?CO,). Wie stark diese Auswirkung auf die §'C-Werte
verschiedener Analyten ist, wurde bisher nur wenig untersucht, sie hangt jedoch von der
Polaritat der Trenns&ule und den Analyten ab.

4.3.1 Einfluss des Temperaturprogrammes und des Tragergasflusses

Die Alkane mit den Kettenlangen C16 bis C30 (Hexadecan bis Triacontan, Alkanstandard
nach Schimmelmann) wurden mit verschiedenen GC-Temperaturmethoden vermessen, um
den Einfluss auf den §'3C-Wert bestimmen zu kénnen. Dabei wurde zum einen eine fir die
Alkane optimierte Methode (GC-Methode 15), mit der eine optimale Trennung der Alkane bei
jeweils etwa gleicher Peakform jedes Analyten mdglich ist, gewéahlt. Zum anderen wurden
GC-Methoden, die fir die Messung von Steroiden oder deren Acetate entwickelt wurden
(GC-Methoden 4, 9, 11 und 12), getestet. Der Verlauf der verwendeten Temperaturpro-
gramme ist in Abbildung 4.31 dargestellt. Die Temperaturprogramme der GC-Methoden 11
und 12 sind identisch, hier unterscheiden sich lediglich die FlieBgeschwindigkeiten des Tra-
gergases Helium. Das Gleiche gilt fir die GC-Methoden 9 und 13.
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Abbildung 4.31: Temperaturverlauf der verwendeten GC-Methoden

Die verwendeten Temperaturprogramme lassen sich in zwei Gruppen aufteilen. Die GC-
Methoden 4 und 15 haben eine langsamere erste Aufheizrate (20 °C/min bzw. 15 °C/min) als
die anderen Methoden (40 °C/min).
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Abbildung 4.32: Retentionszeiten der untersuchten Alkane in Abhangigkeit vom verwendeten GC-
Temperaturprogramm

Die Retentionszeiten aller Alkane mit den verschiedenen GC-Programmen sind in Abbildung
4.32 dargestellt. Fir die GC-Methoden 9, 11 und 12 liegen die Zeiten zwischen etwa 400 s
fir Hexadecan (C16) und etwa 1800 s fir Triacontan (C30). Bei den Methoden 4 und 15 elu-
ieren die Analyten in einem deutlich kiirzeren Zeitraum von etwa 750 s fir Hexadecan bis
etwa 1300 s bzw. 1500 s fir Triacontan.

Auch bei den mit diesen Methoden erhaltenen §'°C-Werten lassen sich die gleichen zwei
Gruppen bilden. Bei den Methoden 9, 11 und 12 sind die §'*C-Werte aller gemessenen Alka-
ne negativer als der jeweilige Referenzwert, wobei die §'°C-Werte mit zunehmender Ketten-
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lAnge immer positiver werden (Abb. 4.33). Die Abweichung der Messwerte des Hexadecans
vom Sollwert betragt bei diesen Methoden im Schnitt —1,1 %. und die Abweichung fir Nona-
cosan (C29) im Mittel +0,1 %.. Bei den beiden anderen Temperaturprogrammen besteht die
gleiche Abhéngigkeit der §'°C-Werte von der Kettenlange der Alkane, allerdings in ausge-
pragterer Form. Die Differenzen der §'°C-Werte zum Sollwert reichen hier von —1,7 %, fir
Hexadecan bis +0,9 %. fir Nonacosan.
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Abbildung 4.33: Abhingigkeit des gemessenen §'°C-Wertes (im Verhiltnis zum Referenzwert) vom ver-
wendeten GC-Temperaturprogramm

Bei den GC-Methoden 4 und 15, bei denen die Retentionszeiten kiirzer sind, ist eine andere
Entwicklung der §'3C-Werte der l&ngerkettigen Alkane zu beobachten.

Um unter bekannten Messbedingungen selbst hergestellte Alkanstandards fir die Untersu-
chungen der GC-Bedingungen zu erhalten, wurden die Alkane Hexadecan (C16), Eicosan
(C20), Docosan (C22), Tetracosan (C24), Triacontan (C30) und Dotriacontan (C32) mit der
Elemental-Analyzer- (EA-)IRMS hinsichtlich ihrer '*C/"?C-Isotopenverhaltnisse gemessen. In
Tabelle 4.7 sind die mittels EA-IRMS gemessenen §'°C-Werte der untersuchten Alkane dar-
gestellt. Die Bestimmung der §'*C-Werte von reinen Feststoffen und Fliissigkeiten ist im Iso-
topenlabor des BfR mit einer Genauigkeit von 0,2 %. mdglich . Eine gréBere Abweichung
hiervon kann durch eine nicht ausreichend homogene Probe verursacht werden. Es lagen
jeweils nur einige Milligramm jedes Alkanstandards vor, weshalb eine Homogenisierung der
kristallin vorliegenden Substanzen wegen des damit verbundenen Substanzverlustes nicht
mdoglich war. Mit Standardabweichungen unter 0,3 %. liegen die in diesem Versuch ermittel-
ten Werte im akzeptablen Bereich.

Tabelle 4.7: "*C-Isotopenverhiltnisse einiger Alkane [%.], gemessen mit der EA-IRMS

Name Anzahl 5'°C-Wert |Standard- n
C-Atome  |[%o] abweichung

n-Hexadecan 16 —29,11 0,060 3
Eicosan 20 —27,62 0,185 3
Docosan 22 -33,24 0,206 4
Tetracosan 24 -32,89 0,276 3
Triacontan 30 —29,52 0,104 3
Dotriacontan 32 -30,15 0,078 3
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Aus diesen Alkanen wurde ein Mix in Cyclohexan hergestellt und mit den gleichen Methoden
wie der Schimmelmann-Standard vermessen.
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Abbildung 4.34: Abhingigkeit des gemessenen §'°C-Wertes einiger Alkane (im Verhiltnis zum EA-Wert) in
Abhéangigkeit vom verwendeten GC-Temperaturprogramm

Die Differenz zum EA-Wert liegt bei der GC-Methode 15 zwischen +0,12 und —0,65 %. und
bei Methode 4 zwischen —0,62 und —1,15 %.. Die Ergebnisse der Methoden 9 und 12 sind mit
Abweichungen von +0,08 bis —0,63 %. bzw. —0,08 bis —0,65 %. zum Sollwert fast identisch.
Die Abweichungen der Messwerte mit Methode 11 zu den EA-Werten liegen zwischen +0,75
und —0,34 %.. Zwischen den sich in den §'*C-Werten am stéarksten unterscheidenden Metho-
den 4 und 11 betragen die Differenzen je nach Alkan 0,73 bis 1,44 %e..

Bei den '3C/'?C-Isotopenverhéltnissen dieser selbst hergestellten Alkan-Mischung ist im Ge-
gensatz zu den Alkanen des Standards nach Schimmelmann kein Trend in Abh&ngigkeit von
der Kettenlange im Vergleich mit dem Sollwert zu erkennen. Dies lasst die Vermutung zu,
dass der beim Alkanstandard nach Schimmelmann gemessene Trend in Abhangigkeit von
der Kettenlange der Alkane nicht in den selbst verwendeten Methoden zu suchen ist, son-
dern eventuell an der Messmethode, mit der die vorliegenden Referenzwerte gemessen
wurden, liegt. Die Versuche mit den Alkanen zeigen, dass es zu Unterschieden in den ge-
messenen Isotopenverhaltnissen in Abhangigkeit von der verwendeten GC-Methode kom-
men kann.

Fir die Vermessung von Steroid-Acetaten wurden im Laufe des Projektes vier verschiedene
GC-Methoden erarbeitet, von denen sich jeweils zwei nur durch unterschiedliche Tragergas-
flisse unterscheiden (GC-Methode 9, GC-Methode 11, GC-Methode 12, GC-Methode 13).
Im Folgenden werden diese Methoden und ihre Auswirkung auf die Peakflachen und die
ermittelten Isotopenverhéltnisse miteinander verglichen. Die folgenden Abbildungen (4.35)
zeigen die Chromatogramme, die mit den unterschiedlichen GC-Methoden aufgenommen
wurden.
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Abbildung 4.35: IRMS-Chromatogramme eines Steroid-Acetat-Standards mit verschiedenen GC-Methoden
aufgenommen; mit 1: AOL, 2: DHEA-Acetat, 3:EA-Acetat, 4: Estron-Acetat, 5: Cholestan, 6: 173-Estradiol

Fir diesen Versuch wurde der Steroid-Acetat-Standard eingesetzt. Die mit den Methoden 9
und 11 ermittelten Peakflachen unterscheiden sich bei gleicher injizierter Menge signifikant
von denen mit den Methoden 12 und 13 ermittelten. Dies ist auf die unterschiedliche Trager-
gasflussgeschwindigkeit und die damit verbundenen Einflisse im Open-Split-Interface zu-
rickzufihren (vgl. Kapitel 4.5 Interface). Die Peaks jeder Substanz, die mit unterschiedlichen
Temperaturprogrammen, aber identischem Tragergasfluss aufgenommen wurden, sind
gleich groB (Abb. 4.36). Die Anderung des Temperaturprogrammes bei Beibehaltung des
Tragergasflusses fuhrt zu keiner signifikanten Anderung der Peakflachen.
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Abbildung 4.36: Peakflachen des Steroid-Acetat-Mixes [Vs] in Abhéngigkeit von der verwendeten GC-

Methode
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Mit diesen GC-Methoden wurden fiir 5a-Androstan-3-ol &'°C-Werte zwischen —28,5 und
—29,1 %o, fir DHEA-Acetat zwischen —33,7 und —34,0 %. und fir Estron-Acetat von —28,8
und —29,2 %. gemessen. Bei Testosteron-Acetat lagen die Messwerte zwischen —29,7 und
—-30,1 %o, bei Cholestan zwischen —24,1 und —24,2 %. und bei 17p3-Estradiol zwischen —29,1
und —29,8 %o (Abb. 4.37). Die gemessenen Unterschiede sind nicht signifikant (t-Test,
p>0,5). In den &'°C-Werten lassen sich weder in Abhéangigkeit von der GC-
Temperaturmethode noch vom Tragergasfluss signifikante Unterschiede erkennen.
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Abbildung 4.37: Isotopenverhéltnisse des Steroid-Acetat-Standards [%.] in Abhéngigkeit von der verwen-
deten GC-Methode

Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen aus derselben Versuchsreihe mit Alkanen.
Eine Erklarung kdnnte sein, dass sich die verwendeten Methoden, die zu einer Trennung der
Steroid-Acetate geeignet sind, nicht ausreichend voneinander unterscheiden. Die erste Heiz-
rate ist bei allen vier Methoden mit 40 °C/min identisch. In Vorversuchen wurden Steroide
underivatisiert und acetyliert mit der GC-Methode 9 sowie der GC-Methode 4 gemessen. Mit
der GC-Methode 4 kénnen die untersuchten Analyten nicht getrennt werden, sodass alle
Analyten einzeln vermessen werden mussten. Diese unterscheidet sich im Temperaturver-
lauf deutlich von den zuvor miteinander verglichenen GC-Methoden (vgl. Abb. 4.31). Sowohl
bei den underivatisierten als auch bei den acetylierten Steroiden sind die Messwerte, die mit
der GC-Methode 4 aufgenommen wurden, positiver als die Ergebnisse der GC-Methode 9.
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Abbildung 4.38: Isotopenverhiltnisse einzeln vermessener Steroide in Abhangigkeit von der verwendeten
GC-Methode, n = 3

Bei den underivatisierten Steroiden betragt die Differenz zwischen —0,28 und —1,89 %. (Abb.
4.38), alle Unterschiede sind — teilweise aufgrund der niedrigen Standardabweichungen —
signifikant (t-Test, p<0,05). Bei den acetylierten Steroiden fallen die Differenzen zwischen
den Messwerten mit —0,12 bis —0,60 %. geringer aus, bis auf Etiocholanolon-Acetat sind die
Unterschiede auch hier signifikant (Abb. 4.39).
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Abbildung 4.39: Isotopenverhiéltnisse einzeln vermessener Steroid-Acetate in Abhangigkeit von der ver-
wendeten GC-Methode, n =3

Im Gegensatz zu den oben dargestellten Ergebnissen mit den GC-Methoden 9, 11, 12 und
13, bei denen keine signifikanten Unterschiede in den §'®C-Werten zu erkennen waren, wer-
den mit der GC-Methode 4, deren Temperaturverlauf sich deutlich von den anderen vier Me-
thoden unterscheidet (vgl. Abb. 4.31), signifikant positivere Isotopenverhéltnisse gemessen.

Es zeigten sich sowohl bei den untersuchten Alkanen als auch bei den Steroid-Acetaten teil-
weise signifikante Unterschiede in den gemessenen §'°C-Werten in Abhéngigkeit von der
gewahlten GC-Methode. Bei den Alkanen werden auch bei vergleichbaren GC-Methoden
Unterschiede gemessen, wahrend bei den Steroiden und deren Acetaten erst bei einem sehr
unterschiedlichen Temperaturverlauf signifikante Unterscheide zu beobachten sind. Eine
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Anderung der Peakintensitidten muss hingegen nicht mit einer Anderung der Isotopenver-
héltnisse einhergehen.

4.3.2 Peakintegration

Bei der Stabilisotopenanalytik ist es von groBer Wichtigkeit, jeweils den gesamten Peak zu
integrieren, da die leichten und schweren Isotope unterschiedlich eluieren. Abbildung 4.40
zeigt das Verhéltnis der Massen 45 und 44 innerhalb eines DHEA-Acetat-Peaks zueinander.
Zuerst eluieren die schweren Isotope, dann die leichten.
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Abbildung 4.40: Verhiltnis der Masse 45 zur Masse 44 innerhalb eines DHEA-Acetat-Peaks (vgl. Abb. 3.4
in Kap. 3.3 — GC/C-IRMS)

Die Peaks werden von der Software ISODAT automatisch integriert und Gber die Flachen-
verhaltnisse der Massen 44 und 45 wurden die Isotopenverhaltnisse bestimmt. Fir alle Mes-
sungen wurde als Startpunkt eine Steigung von 0,2 mV/s und als Endpunkt 0,4 mV/s ge-
wahlt, welche der Standardeinstellung entsprechen. Vorversuche an Standardsubstanzen
mit anderen Start- und Endpunkten fiihrten zu keiner Veranderung der ermittelten §'°C-
Werte. Bei unzureichender Auflésung von Peaks bzw. schlechter Trennung von Stdrpeaks
kann nicht der gesamte Peak integriert werden, was sich maBgeblich auf den erhaltenen
5'3C-Wert auswirkt. In diesen Fallen muss die Peakintegration haufig von Hand vorgenom-
men werden. Die in Abbildung 4.41 dargestellten Differenzen der §'°C-Werte der ersten und
zweiten Peakhélften verschiedener Substanzen verdeutlichen die Inhomogenitat der Isoto-
pen innerhalb eines Peaks.
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Abbildung 4.41: Differenzen der §'°C-Werte der ersten und zweiten Peakhilften der Standards des Ste-
roid-Acetat-Mixes und einiger Alkane

Bei den Analyten des Steroid-Acetat-Standards waren die ersten Peakhélften zwischen 1,8
und 5,4 %, positiver als die zweiten, wahrend bei den untersuchten Alkanen Differenzen zwi-
schen 0,8 und 3,5 %. gemessen wurden.

4.3.3 Background-Korrektur

Bei der Background-Korrektur wird die Isotopenzusammensetzung der den Peak umgebe-
nen Matrix bestimmt und damit der §'3C-Wert des Substanzpeaks berichtigt. Die Korrektur
des Untergrundes erfolgte stets Uber die Verwendung des Modus ,individual background',
bei dem der Background soweit moglich immer unmittelbar vor dem jeweiligen Peak ermittelt
wird. Die Software ISODAT erméglicht zahlreiche weitere Background-Modi, die bei der Ver-
messung von reinen Standardlésungen jedoch keinen nennenswerten Unterschied zum ver-
wendeten Modus ergeben. Bei Matrixproben liegen in der Umgebung der Analyten haufig
Stérsubstanzen mit vom Untergrund abweichenden §'°C-Werten. Hier ist die Art der Korrek-
tur von groBer Bedeutung. Es kommt haufig vor, dass die automatische Background-
Korrektur zu keinem befriedigenden Ergebnis fuhrt und eine manuelle Korrektur fir jeden
einzelnen Peak durchgeflhrt werden muss.

Bei der Vermessung von verschiedenen Urinproben waren die mit der manuellen Back-
ground-Korrektur ermittelten 8'3C-Werte bis zu 2,6 %. positiver als die automatisch mit dem
»Individual-background*“-Modus berechneten. Bei den im Diagramm (Abb. 4.42) nicht darge-
stellten Analyten korrigierte das Programm die Untergriinde ebenso wie bei manueller Kor-
rektur. Wahrend dies bei den Analyten Etiocholanolon-Acetat, Epitestosteron-Acetat, 5-
Androstendiol-Diacetat und 5oa-Androstandiol-Diacetat Uberwiegend der Fall war bezie-
hungsweise die Unterschiede zur manuellen Korrektur deutlich unter einem Promille lagen,
zeigten sich bei DHEA-Acetat und Epiandrosteron-Acetat groBe Differenzen. Diese beiden
Substanzen wurden in einer eigenen Fraktion vermessen, die um die Zielanalyten herum viel
Matrix aufwies, sodass die Software keine geeignete Stelle zur Korrektur finden konnte. Wa-
re das Ziel der GC/C-IRMS-Messung das Ermitteln der Differenz der §'°C-Werte von Etio-
cholanolon-Acetat und DHEA-Acetat, wirden mit dem ,/ndividual-background*“-Modus Ab-
weichungen von 1,2 bis 1,7 %. zu den Werten mit manueller Background-Korrektur gemes-
sen.
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Abbildung 4.42: Unterschied in den ermittelten 5'°C-Werten [%.] einiger Steroide aus Rinderurinen in Ab-
héngigkeit von der Art der Background-Korrektur

4.3.4 "O-Korrektur

Mit der Masse 45 werden nicht nur die '?C'3C'®O-Molekiile erfasst, sondern auch die
2G'%0"O-Molekille. Zur rechnerischen Korrektur dieses Fehlers bietet die Software ISODAT
zwei verschiedene Korrektur-Modelle an, die nach ihrer Auswahl automatisch zur Berech-
nung der Isotopenverhéltnisse angewendet werden: zum einen das Modell nach Craig [Craig
1957] und zum anderen jenes nach Santrock, Studley und Hayes (SSH) [Santrock et al.
1985]. Beide Modelle berechnen den Anteil der ?C'®*0'O-Molekille an der Masse 45 Uber
das durchschnittliche Verhaltnis von 'O zu '®0. Aus der neben den Massen 44 und 45 miter-
fassten Masse 46 wird hierfir der Anteil des '°0 berechnet. Alle fiir diese Arbeit gewonnenen
Daten wurden zunéchst nach Craig korrigiert.
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Abbildung 4.43: Differenz der 5'*C-Werte einiger Steroide aus Urinproben zwischen der "O-Korrektur
nach Craig und nach Santrock, Studley, Hayes (SSH)
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Eine stichpunktartige Untersuchung ergab, dass der Unterschied zwischen beiden Modellen
bei Steroid- und Steroid-Acetat-Standards bei 0 bis 0,04 %. liegt, wobei keine signifikanten
Unterschiede (t-Test, p>0,05) zwischen verschiedenen Analyten ermittelt werden konnten.
Bei den Alkanen des Schimmelmann-Standards und des Alkan-Mixes sind die Daten nach
Craig um 0,06 bis 0,09 %. negativer als die nach SSH. Bei den Steroiden Etiocholanolon,
DHEA und 5-Androstendiol aus drei Urinproben waren die Daten nach Craig um 0,05 bis
0,10 %0 negativer als nach SSH, wobei tendenziell auch eine Abhangigkeit von der Art des
Analyten und der jeweiligen Urinprobe zu erkennen war (Abb. 4.43). Bei den Analyten aus
Probe 4 waren die Abweichungen etwas geringer als bei Probe 3 und 5, wie auch bei Etio-
cholanolon geringere Abweichungen als bei DHEA und 5-Androstendiol beobachtet wurden.
Insgesamt hat die Wahl des '"O-Korrekturmodells keine signifikante Auswirkung auf die Mes-
sung der Isotopenzusammensetzung der untersuchten Analyten, da die Abweichungen klei-
ner sind als bei allen anderen untersuchten Faktoren.

Die Wahl des GC-Temperaturprogrammes und die vollstandige Integration der Probenpeaks
wirken sich deutlich auf den gemessenen §'®C-Wert von Steroiden und Alkanen aus. Es
werden Unterschiede von bis zu 1,4 %. gemessen. Die Art der Background-Korrektur spielt
nur bei Proben mit viel Matrix eine entscheidende Rolle, wahrend die Wahl des 'O-
Korrektur-Modus keinen signifikanten Einfluss auf den §'°C-Wert hat.

4.4 Einflisse der Combustion

Fur die Messung des '3C/"?C-Verhaltnisses einer Probe mittels IRMS muss die Probe zu-
nachst vollstandig zu CO, verbrannt werden (Combustion). Dieser Schritt geschieht nach der
gaschromatographischen Trennung der Analyten. Das GC-Eluat wird dabei direkt in den
Verbrennungsofen geleitet und dort bei Gber 900 °C unter Entstehung von CO, und Wasser
verbrannt:

CxHyOz + O, — x CO, + 1/2 y H,O Formel 4.6

Bei der Verbrennung von stickstoffhaltigen Analyten entstehen auBerdem Stickoxide, die im
nachfolgenden Reduktionsofen zu elementarem Stickstoff reduziert werden. Der hier ver-
wendete Oxidationsofen besteht aus einem mit Kupfer-, Nickel- und Platindraht gefullten
Keramikrohr. Vor der Messung wird dem Ofen Sauerstoff zugefihrt, der bei einer Tempera-
tur von 600 bis 650 °C zur Oxidation von Kupfer und Nickel fihrt. Bei der Betriebstemperatur
von Uber 940 °C wird der Sauerstoff gemaB Gleichung 5 [Hollemann-Wieberg] abgegeben
und steht fir die Oxidation der Analyten zur Verfligung.

4 CuO — 2 Cu0 + O, bei 900 C bzw. 146 KJ Formel 4.7
2NiO — 2Ni+ O,

Fur eine vollstdndige Oxidation aller Analyten — Voraussetzung fir die korrekte Bestimmung
der Isotopenverhéltnisse — ist neben der richtigen Temperatur und der richtigen Platzierung
der Saule im Ofen auch die Verfligbarkeit von gentigend Sauerstoff entscheidend. Deshalb
muss dem Ofen in regelmaBigen Abstédnden der verbrauchte Sauerstoff wieder zugefiihrt
werden, wobei die Kupfer- und Nickeldrahte oxidiert werden. Wie haufig dies zu geschehen
hat, hangt von der Art der Analyten, der Probenmatrix, dem Saulenbluten und der Philoso-
phie des Anwenders ab. Es kann in kleineren Abstanden flr kirzere Zeit oder in groBeren
Abstanden fur langere Zeit reoxidiert werden. Bei leicht verbrennbaren Analyten, die einen
hohen Sauerstoffanteil haben, ist dieser Punkt der GC/C-IRMS nicht so kritisch wie bei
schwerer verbrennbaren Substanzen mit geringem Sauerstoffanteil. Der Geratehersteller
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empfiehlt pauschal fir alle Anwendungen, den Oxidationsofen ca. alle 200 Injektionen eine
Stunde lang zu reoxidieren. In Vorversuchen zeigte sich jedoch, dass dieser Zyklus fur die
Steroid-Acetate nicht ausreichte.

4.4.1 Einfluss des Sauerstoffgehaltes des Combustion-Ofens

Mit dem vom Hersteller empfohlenen Reoxidationszyklus konnten etwa 20 Injektionen unter
gleichbleibenden Bedingungen durchgefihrt werden. Um den genauen Einfluss eines unzu-
reichend oxidierten Oxidationsofens auf die Qualitat der Messwerte zu bestimmen, wurde
nach einer einstindigen Oxidation der Steroid-Acetat-Standard 172-mal unmittelbar hinter-
einander injiziert und die Kohlenstoffisotopen-Verhaltnisse aller Analyten (5a-Androstan-3f3-
ol, 5a-Cholestan, DHEA-Acetat, Estron-Acetat, Testosteron-Acetat, 17B-Estradiol-Diacetat)
im Verlauf der Messungen bestimmt. Innerhalb dieser Messreihe wurden zudem zwei ver-
schiedene GC-Methoden eingesetzt (GC-Methoden 9 und 12, vgl. Abb. 4.31 aus Kap. 4.3.1),
und zwar im Wechsel nach jeweils zwei Injektionen. Diese beiden Methoden unterscheiden
sich nicht nur in der Aufheizgeschwindigkeit, sondern auch in der Tragergasgeschwindigkeit
(1,5 und 2,0 ml/min). Durch die somit bedingte unterschiedlich lange Durchflussdauer durch
den Oxidationsofen schienen abweichende Ergebnisse nicht unwahrscheinlich.

Das Diagramm 4.44 zeigt den Verlauf der §'C-Werte der untersuchten Substanzen im Ver-
lauf der Messreihe anhand der Messungen mit der GC-Methode 9. Es waren bei den ver-
schiedenen Substanzen stark unterschiedliche Verlaufe der §'3C-Werte zu erkennen, die in
Tabelle 4.8 in Form von Mittelwerten, Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerten
fir jede der untersuchten Substanzen verdeutlicht werden. Wahrend die gemessenen Isoto-
penverhaltnisse des Cholestans langsam und gleichmaBig im Verlauf der Messungen um
4,3 %. negativer werden, kommt es beispielsweise bei den §'°C-Werten des DHEA-Acetates
zu einem unregelmaBigen Abfall der Werte um insgesamt 10,8 %.. Die Bereiche, in denen
eine Substanz mit diesen Versuchsparametern Uber mehrere Messungen stabil, also mit
geringer Streuung, gemessen werden kdnnen, sind von Analyt zu Analyt unterschiedlich,
liegen jedoch bei allen Substanzen innerhalb der ersten 80 Messungen.

Analyse Nr.
0 20 40 60 80 100 120 140 160

21 ]

513C [%]

—— 5a-Androstan-3-ol —— DHEA-Ac Estron-Ac
Testosteron-Ac —— 5a-Cholestan 17B-Estradiol-Diac

Abbildung 4.44: Darstellung der §'°C-Werte des Steroid-Acetat-Standards in Abhangigkeit von der
Sauerstoffsattigung des Oxidationsofens
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Die sechs untersuchten Analyten lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: in die zuerst eluie-
renden Substanzen 5a-Androstan-3B-ol, DHEA-Acetat und Estron-Acetat und die spater elu-
ierenden Testosteron-Acetat, 5a-Cholestan und 17B-Estradiol-Diacetat. Bei den zuerst eluie-
renden sind im Verlauf der Messreihe mit abnehmender Sauerstoffsattigung des Oxidations-
ofens Messwertdifferenzen zwischen 8,7 und 10,8 %. zu beobachten; die Standardabwei-
chung Uber alle Messwerte liegt zwischen 2,5 und 3,6 %.. In der zweiten Gruppe fallen die
Differenzen und die Standardabweichungen deutlich geringer aus, obwohl die Daten aus
denselben Analysen unter identischen Bedingungen gewonnen wurden.

Tabelle 4.8: Auswertung der Messwerte des Steroid-Acetat-Standards gemessen unter sinkender
Sauerstoffsattigung im Oxidationsofen, aufgenommen mit GC-Methode 9, n = 85, alle Werte in %.

5a- DHEA-Ac |Estron-Ac |Testostos- |5a- 17B-

Androstan- teron-Ac Cholestan |Estradiol-

3B-ol Diac
Mittelwert [%o] -31,89 -38,76 -33,88 -32,21 —25,42 -31,44
Standardabw.[%o] 13,63 43,51 12,47 +0,88 +1,10 +0,75
Max [%o] -27,74 -34,33 —29,51 —29,69 -23,91 —29,81
Min [%o] -38,33 -45,15 -38,18 -33,65 —28,26 -33,36
Min — Max [%o] -10,59 -10,82 -8,67 -3,97 —4,35 -3,54

Die Differenzen zwischen den am Anfang positiveren und am Ende der Messreihe negative-
ren §'3C-Werten liegen hier zwischen 3,5 und 4,4 %. und fallen somit nur halb so groB aus
wie bei den anderen drei Analyten. Die Standardabweichungen wurden mit 0,8 bis 1,1 %o
berechnet.
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Abbildung 4.45: Verlauf der Peakflachen der untersuchten Analyten in Abhéangigkeit von der
Sauerstoffsattigung des Oxidationsofens (in Abhéngigkeit von der Anzahl der Analysen)

Die Peakflachen der Analyten im Verlauf der Versuchsreihe sind in Abbildung 4.45
verdeutlicht. Zwischen der Analyse Nr. 112 und der Analyse Nr. 131 kommt es bei allen
untersuchten Substanzen zu einem deutlichen Abfall der Peakflachen. Von dieser
Auffalligkeit abgesehen, entwickeln sich die Peakflachen in Abhangigkeit von der Sauerstoff-
sattigung des Oxidationsofens vollkommen unterschiedlich. Bei 5a-Cholestan kommt es bis
zur 148. Analyse zu einer Abnahme der Peakflache um rund 40 %, wahrend die Peaks des
17B-Estradiols am Ende der Sequenz, also bereits mit stark verdnderten 8'3C-Werten, sogar
gréBer sind als am Anfang. Bei keiner der untersuchten Substanzen lasst sich eine
Abhéangigkeit der 5'3C-Werte von der GroBe des Peaks ableiten. Eine solche Abhangigkeit
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wdre jedoch zu erwarten gewesen, da sich bei einer unvollstdndigen Verbrennung der
Analyten im Oxidationsofen nicht nur die &'°C-Werte &ndern sollten, sondern auch die
Intensitaten des gemessenen CO,-Signals.

Ein Vergleich der bereits dargestellten Messwerte der GC-Methode 9 mit den in derselben
Sequenz im Wechsel aufgenommenen Werten mit der GC-Methode 12 zeigt, dass der
Verlauf der Messwerte und die in Abhangigkeit vom Oxidationsgrad des Ofens entstehenden
Differenzen im Wesentlichen gleich ist. Die Mittelwerte aus allen Werten beider GC-
Methoden unterschieden sich bei Estron-Acetat um 0,69 %., wéhrend die Mittelwerte bei den
anderen Analyten mit Differenzen zwischen 0,07 und 0,24 %. noch geringere Unterschiede
aufwiesen.

Tabelle 4.9: Auswertung der Messwerte des Steroid-Acetat-Standards gemessen unter sinkender
Sauerstoffsattigung im Oxidationsofen, aufgenommen mit GC-Methode 12, n =87 und Unterschiede zu
den Werten der GC-Methode 9, alle Werte in %.

50~ DHEA-Ac |Estron-Ac | Testos- 5a- 17B-

Andro- teron-Ac | Cholestan |Estradiol-

stan-3B-ol Diac
Mittelwert —31,62 —38,87 —34,57 -32,45 —25,31 -31,37
Standardabweichung 13,46 43,83 13,34 +1,14 +1,13 +0,59
Max [%o] =27,77 —33,58 —29,59 —29,65 —23,96 —29,65
Min [%o] —37,63 —45,22 —40,95 —34,28 —28,39 —32,60
Min — Max [%o] —9,86 -11,64 -11,37 —4,63 —4,44 —2,95
Met. 12 — Met. 9 0,27 -0,11 —0,69 -0,24 0,11 0,07
Diff. der Spannweiten —0,74 0,81 2,70 0,66 0,09 —0,60

Vergleicht man die jeweiligen maximalen Spannweiten der im Verlauf der Sequenz
gemessenen §'C-Werte (Differenz Min — Max [%.]), so sind die Unterschiede fir alle
Analyten mit Ausnahme von Estron-Acetat mit 0,09 bis 0,81 %. gering; bei Estron-Acetat
betragt der Unterschied 2,70 %.o.

Die gewahlte GC-Methode spielte fiir den Verlauf der §'°C-Werte in Abhangigkeit vom
Oxidationsgrad des Ofens keine Rolle. Der Geschwindigkeitsunterschied des Tragergases
von 0,5 ml/min und somit die Verweildauer der Analyten im Oxidationsofen hatten keinen
Einfluss auf die mit unzureichend oxidiertem Ofen gemessenen Isotopenverhaltnisse.

Wie die vorgestellten Daten zeigen, ist eine vollstdndige Verbrennung aller Analyten in einem
ausreichend mit Sauerstoff versorgten Oxidationsofen fir die Bestimmung der
Stabilisotopenverhaltnisse auBerst wichtig. Der Oxidationszyklus wurde fir das bearbeitete
Projekt optimiert. Fir die Analyse von Steroid-Acetaten wurde alle 80—100 Injektionen 12 h
bei einer Temperatur von 600 bis 650 °C Sauerstoff zugefiihrt und anschlieBend mindestens
2 h mit erhéhtem Heliumdruck der nicht gebundene Sauerstoff aus dem System gespdlt. Auf
diese Weise konnten mindestens tber 80 Injektionen alle interessierenden Substanzen aus-
reichend stabil gemessen werden. Diese Stabilitat wurde in jeder Sequenz mit dem Steroid-
Acetat-Standard Uberprift (vgl. Kap. 4.8 Validierung). Konnten mit dieser Vorgehensweise
keine stabilen Ergebnisse mehr erzielt werden und wurden die §'°C-Werte zu negativ, wurde
der Oxidationsofen, dessen Kapazitat nach einigen hundert Injektionen erschépft ist, ge-
wechselt.
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4.4.1 Einfluss der Oxidationstemperatur

Fir eine vollstdndige Verbrennung aller Analyten ist neben der optimalen Sauerstoffversor-
gung eine ausreichende Verbrennungstemperatur zu gewahrleisten. Vom Hersteller wird
eine Temperatur von 940 °C empfohlen. Bei einer zu niedrigen Temperatur werden die Ana-
lyten nicht vollstandig verbrannt und es kommt zu falschen Ergebnissen bei den gemesse-
nen Stabilisotopenwerten.
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Abbildung 4.46: Differenz der §'*C-Werte [%.] von Steroiden bei einer Ofentemperatur von 620 °C gegen-
tiber einer Temperatur von 940 °C (jeweils n =3)

Ein Versuch mit dem Steroid-Acetat-Standard zeigte, dass die Analyten bei einer um 320 °C
reduzierten Combustion-Temperatur unterschiedliche Abweichungen im &'°C-Wert aufwie-
sen (Abb. 4.46), je nach Analyt zwischen 1,85 %. negativer und 4,83 %. positiver als bei der
empfohlenen Verbrennungstemperatur. Die 8'°C-Werte der beiden zuerst eluierenden Sub-
stanzen werden bei niedrigerer Temperatur negativer, wéhrend die der tbrigen Substanzen
positiver werden. Die in den 8'°C-Werten gemessenen Unterschiede sind bei Estron-Acetat
mit 4,83 %. und 17B-Estradiol-Diacetat mit 3,64 %. besonders hoch. Unter Berlicksichtigung
der Standardabweichungen der Messwerte sind alle Differenzen, ausgenommen die des
DHEA-Acetates, signifikant (t-Test, p < 0,05).

Die Auswertung der Peakdaten Héhe und Flache in Abhangigkeit von der gewéahlten Oxida-
tionstemperatur zeigt, dass diese sich ebenfalls von Analyt zu Analyt unterschiedlich verhal-
ten und sich weder in ihrer Richtung noch in ihrer Intensitat in einen Zusammenhang mit den
Unterschieden in den 5'°C-Werten bringen lassen. Wahrend bei Estron-Acetat mit 4,83 %o
der groBte Unterschied in der *C/'C-Zusammensetzung beobachtet wurde, fallt die Diffe-
renz in den Peakflachen mit —0,28 Vs gering aus (Abb. 4.47). Umgekehrt ist bei Cholestan
die Peakflache bei herabgesetzter Temperatur um 1,93 Vs gréBer, das entspricht 9,2 %,
wahrend der Unterschied im &'C-Wert mit 0,78 %. zwar signifikant, aber vergleichsweise
gering ist.
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Abbildung 4.47: Veranderung der Peakflachen [Vs] bei einer Herabsetzung der Ofentemperatur auf 620 °C,
jeweils n =3

Bei einer Abweichung der Oxidationstemperatur von 320 °C vom vorgegebenen Wert 940 °C
waren deutliche Veranderungen in den gemessenen Stabilisotopenwerten der untersuchten
Steroid-Acetate zu beobachten. Ein weiterer Versuch mit Alkanen mit einer um 100 °C redu-
zierten Temperatur zeigte, dass in diesem weniger drastischen Fall keinerlei signifikante Un-
terschiede hinsichtlich der 8"°C-Werte (Abb. 4.48) oder der Peakflaichen gemessen werden
konnten (t-Test, p<0,05).
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Abbildung 4.48: Differenz der 5'*C-Werte [%.] von Alkanen bei einer Ofentemperatur von 840 °C gegeniiber
einer Temperatur von 940 °C (jeweils n = 3)
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Geringe Abweichungen der Oxidationstemperatur fihrten also zu keiner Verénderung der
erhaltenen Messwerte, wahrend deutlich niedrigere Temperaturen die gemessenen Isoto-
penverhaltnisse signifikant beeinflussen kdnnen.

Zu wenig Sauerstoff im Oxidationsofen und wesentlich zu niedrige Oxidationstemperaturen
fiihren zu deutlichen Abweichungen der gemessenen §'°C-Werte.

4.5 Einflisse am Interface

Im GC/C-Interface (vgl. Abb. 3.3 in Kap. 3.3 GC/C-IRMS) wird das zuvor im Combustion-
Ofen in das Messgas Uberfiihrte GC-Eluat in einem Open-Split-System (Abb. 4.49) mit
Helium verdinnt und anschlieBend dem Isotopenverhaltnis-Massenspektrometer zugefiihrt.
Die Verbindung des Gaschromatographen mit dem Massenspektrometer erfolgt Uber eine
Open-Split-Verbindung, damit der Druck in der lonenquelle von den schwankenden Driicken
im restlichen System unabhangig und somit konstant bleibt.

—

———= |[RMS —= |IRMS

He —

He —»=_—"—

GC-Eluat —=

GC-Eluat —

Open Split Open Split "offen”
"geschlossen™

Abbildung 4.49: Funktionsweise des verwendeten Open-Split-Ventils

Das Verhaltnis des Messgases zum Tragergas Helium kann zum einen tber den am GC/C-
Interface einstellbaren Heliumdruck geregelt werden und wird zum anderen von der Flussge-
schwindigkeit im Gaschromatographen beeinflusst. Die Flussgeschwindigkeit dieses Gemi-
sches Richtung Massenspektrometer hangt jedoch ausschlieBlich von der Lange und dem
Durchmesser der vom Open-Split zum Massenspektrometer flihrenden Kapillare und dem
Vakuum in der lonenquelle ab.

AuBerdem wird im Interface Uber den Referenzgas-Einlass das CO, mit Helium gemischt
(Abb. 4.50) und Uber eine weitere Kapillare in das IRMS geleitet.
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Abbildung 4.50: Funktionsweise des Referenzgas-Einlasses

Der Druck und somit der Fluss des Referenzgases Kohlendioxid kann ebenfalls am GC/C-
Interface geregelt werden. Alle Gasflisse und -dricke kdnnen die GréBe der zu untersu-
chenden Peaks im Chromatogramm beeinflussen. Da die Peakhdhen ein fiir die Linearitat
(vgl. Kap. 4.6) entscheidender Faktor sind, kénnen die Gasflisse theoretisch somit auch die
Messergebnisse fir die §'°C-Werte beeinflussen. AuBerdem kénnen die unterschiedlichen
Gasflisse im Open-Split und im Referenzgas-Einlass zu Verformungen der Peaks flihren,
die sich ebenfalls auf den §'*C-Wert auswirken kénnen [Goodman und Brenna 1994; Brand
1996; Meier-Augenstein 1996; Goodman und Brenna 1998].

4.5.1 Einfluss des Helium- und des Kohlendioxidflusses

Um die Einflisse der am GC/C-Interface frei variierbaren Helium- und Kohlendioxiddriicke zu
bestimmen, wurden ausgehend von der verwendeten Standardeinstellung sowohl der Heli-
umdruck als auch der Kohlendioxiddruck verandert und anschlieBend der Steroid-Acetat-
Standard hinsichtlich der Isotopenzusammensetzung seiner Analyten vermessen. Bei einem
konstanten Heliumdruck von 1,0 bar wurden CO,-Driicke zwischen 0,8 und 1,6 bar unter-
sucht. Wird der Druck ausgehend von der Standardeinstellung von 1,1 bar um 0,5 bar er-
héht, werden die ermittelten Isotopenverhéltnisse fast aller untersuchten Substanzen zwi-
schen 0,19 und 0,39 %. positiver (Abb. 4.51). Fiir 5a-Cholestan wurde ein um 0,06 %. negati-
verer Wert gemessen. Nur bei DHEA-Acetat ist die ermittelte Differenz signifikant (t-Test,
p<0,05). Nach einer Absenkung des Druckes auf 0,8 bar werden im Vergleich zur Standard-
einstellung je nach Substanz um 0,27 bis 0,86 %. negativere Werte gemessen, wobei die
Unterschiede bei den Substanzen DHEA-Acetat, Estron-Acetat und Testosteron-Acetat signi-
fikant waren. Die Differenz zwischen den Werten mit 0,8 bar und 1,6 bar Referenzgasdruck
am Interface liegt je nach Analyt bei bis zu 1,04 %o.
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Abbildung 4.51: Einfluss des CO2-Druckes auf die 5'*C-Werte der Substanzen des Steroid-Acetat-
Standards, dargestellt als Differenz zum 5'*C-Wert bei einem CO»-Druck von 1,1 bar (bei einem gleichblei-
benden He-Druck von 1,0 bar), schraffierte Balken kennzeichnen signifikante Unterschiede (t-Test,
p<0,05); aus jeweils n =3

Die Peakdaten der vermessenen Analyten @ndern sich bei diesem Versuch nicht mit der
Veranderung der Drlcke, alle Peakflachen beziehungsweise -héhen bleiben gleich, wie in
Abbildung 4.52 deutlich wird. Allerdings variiert die Hohe der CO,-Referenzgaspeaks in
Abhangigkeit vom gewéhlten CO,-Druck. Wahrend die Referenzgaspeaks mit einem Druck
von 0,8 bar durchschnittlich 3488 mV hoch sind, sind es bei 1,1 bar 5460 mV, 7483 mV bei
1,4 bar und bei 1,6 bar 9156 mV.
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Abbildung 4.52: Chromatogramme des Steroid-Acetat-Standards mit einem Referenzgasdruck von 0,8 bar
(oben) und 1,4 bar (unten), vorne im Chromatogramm jeweils fiinf Referenzgaspeaks, gefolgt von 5a-
Androstan-33-ol, DHEA-Acetat, Estron-Acetat, Testosteron-Acetat, 5a-Cholestan und 17g3-Estradiol-
Diacetat

Wird bei einem gleichbleibenden Referenzgasdruck von 1,1 bar der Heliumdruck im GC/C-
Interface verandert, wirkt sich das ebenfalls nicht auf die Peakflachen der Analyten, wohl
aber auf die der Referenzgaspeaks aus. Bei den untersuchten Heliumdricken von 0,7, 1,0
und 1,3 bar waren die Referenzgaspeaks durchschnittlich 8220 mV, 5157 mV und 3644 mV
hoch. Je gréBer der Heliumdruck ist, desto kleiner sind die Referenzgaspeaks, da mit dem
Helium das Kohlendioxid im Referenzgas-Einlass verdinnt wird. Die Verdnderungen der
Isotopenverhéltnisse sind allerdings nicht so deutlich wie die mit variierenden
Referenzgasdriicken. Bei vier der sechs untersuchten Substanzen sind die §'°C-Werte mit
einem um 0,3 bar verringerten Heliumdruck um 0,10 bis 0,29 %. positiver, wahrend bei 1783-
Estradiol-Diacetat kein Unterschied gemessen wurde und bei Testosteron-Acetat der §'°C-
Wert 0,19 %o negativer ist (Abb. 4.53). Bei 5a-Androstan-33-ol und DHEA-Acetat sind die
Unterschiede signifikant (t-Test, p<0,05).
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Abbildung 4.53: Einfluss des Heliumdruckes auf die 5'*C-Werte der Substanzen des Steroid-Acetat-
Standards, dargestellt als Differenz zum 5'*C-Wert bei einem Heliumdruck von 1,0 bar (bei einem gleich-

bleibenden CO.-Druck von 1,1 bar); schraffierte Balken kennzeichnen signifikante Unterschiede; aus
jeweilsn =3

Bei einem erhdhten Heliumdruck ist der Messwert bei finf Substanzen zwischen 0,07 und
0,76 %0 negativer als mit der Standardeinstellung, wahrend bei DHEA-Acetat ein um 0,11 %o
positiverer Wert gemessen wurde (Abb. 4.53). Die Unterschiede bei Estron-Acetat, Testoste-
ron-Acetat, 5a-Cholestan und 17p-Estradiol-Diacetat sind signifikant (t-Test, p<0,05).

4.5.2 Einfluss des GC-Tragergasflusses

Im Kapitel 4.3 wurden mit den verschiedenen GC-Temperaturprogrammen auch unterschied-
liche FlieBgeschwindigkeiten des Heliums untersucht. Da sich dieser Parameter bei der
GC/C-IRMS nicht nur auf die Chromatographie auswirkt, sondern aufgrund des Designs des
Interfaces auch auf die Verdinnung des Messgases im Open-Split (vgl. Abb. 4.49), wird er
hier noch einmal aufgegriffen. Die Untersuchungen zu den Mischungsverhéltnissen der Gase
im Referenzgas-Einlass haben gezeigt, dass Einflisse auf die gemessenen 5'3C-Werte be-
stehen. Ahnliche Einflisse sind auch im Open-Split denkbar. Das Mischungsverhaltnis von
Messgas zu Helium hangt von der GC-FlieBgeschwindigkeit ab und ist fir die verwendeten
Methoden in Tabelle 4.10 als Verdinnungsfaktor dargestellt.

Tabelle 4.10: Verdiinnung des GC-Eluates im ,,Open-Split‘ in Abhéngigkeit von der GC-
Flussgeschwindigkeit

GC-Methoden GC-Fluss | Verdinnungsfaktor
GC-Methode 4 0,9 ml/min ~1:2
GC-Methoden 9 + 11 1,5 ml/min ~1:3,75
GC-Methoden 12 + 13 2,0 ml/min ~1:5

Je langsamer die FlieBgeschwindigkeit des Heliums ist, desto geringer ist die Verdinnung
des vorher zu CO, verbrannten Analyten im Open-Split des Interfaces. Deshalb werden die
Peaks bei gleicher Analytkonzentration mit zunehmender Flie Bgeschwindigkeit kleiner.
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Abbildung 4.54: Peakflachen des Steroid-Acetat-Standards [Vs] in Abhangigkeit von der FlieBgeschwin-
digkeit wahrend der Gaschromatographie, Temperaturprogramm jeweils bei Methoden 9 und 13 bzw. 11

und 12 identisch

Die bereits im Kapitel 4.3 dargestellten Ergebnisse zeigten eine deutliche Abhangigkeit der
Peakflachen von der gewéhlten FlieBgeschwindigkeit im GC. Bei identischem Temperatur-
verlauf wahrend der gaschromatographischen Trennung betragen bei GC-Methode 13 die
Flachen der Steroid-Acetate mit einer FlieBgeschwindigkeit von 2,0 ml/min nur 70 % der Fl&-
chen, die mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1,5 ml/min aufgenommen wurden (GC-
Methode 9). Fiir 5a-Androstan-3B-ol bzw. 5a-Cholestan sind es 85 % bzw. 82 % der Flachen
von GC-Methode 9 (Abb. 4.54). Mit der GC-Methode 12 (FlieBgeschwindigkeit 2,0 ml/min)
betragen die Flachen aller untersuchten Analyten 68 bis 81 % der Flachen mit einer FlieBge-
schwindigkeit von 1,5 ml/min (GC-Methode 11).
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Abbildung 4.55: Chromatogramme des Steroid-Acetat-Standards mit einem Tragergasfluss von oben:
1,5 ml/min und unten: 2 ml/min bei identischem GC-Temperaturverlauf; jeweils vorne drei Referenz-
gaspeaks, gefolgt von den Analyten

Im Gegensatz zu den Versuchen mit unterschiedlichen Helium- und Kohlendioxiddriicken im
Interface bleiben die Flachen der Referenzgaspeaks unverandert, da die Verhaltnisse im
Referenzgas-Einlass nicht von der FlieBgeschwindigkeit des Tragergases beeinflusst werden
(Abb. 4.55). Die Unterschiede der Messwerte der Isotopenverhaltnisse sind weniger deutlich
als die der Peakflachen. Es wurden beim Vergleich der GC-Methoden 13 (2 ml/min) und 9
(1,5 ml/min) Unterschiede zwischen +0,11 und -0,42 %, und bei den Methoden 12
(2,0 ml/min) und 11 (1,5 ml/min) zwischen +0,34 und —0,36 % ermittelt (Abb. 4.56). Dabei
sind die Unterschiede bei beiden Vergleichen fir 5a-Androstan-3p-ol und bei 17p-Estradiol-
Diacetat signifikant (t-Test, p<0,05).
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Abbildung 4.56: Einfluss der FlieBgeschwindigkeit im Gaschromatographen auf die 5'*C-Werte der Analy-
ten des Steroid-Acetat-Standards, dargestellt als Differenz der §'°C-Werte zwischen Messungen mit
2 ml/min und 1,5 ml/min, signifikante Unterschiede (p<0,05) sind schraffiert dargestellt
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Ein einheitlicher Trend in Richtung positiverer oder negativerer §'°C-Werte bei zunehmender
bzw. abnehmender FlieBgeschwindigkeit des Tragergases ist bei den untersuchten Analyten
nicht zu erkennen.

Alle untersuchten Anderungen der Driicke beziehungsweise Fliisse des Tragergasstroms im
Gaschromatographen, des Heliums am GC/C-Interface und des Referenzgases CO, am
Interface flihren zu_signifikanten Veranderungen der Peakflachen der Referenzgaspeaks
oder der Analyten. Anderungen in den gemessenen Isotopenverhéltnissen der untersuchten
Analyten des Steroid-Acetat-Standards sind teilweise signifikant. Lediglich bei der Anderung
des Referenzgasdruckes ist ein eindeutiger Trend bei allen Analyten mit Ausnahme des 5a-
Cholestans zu erkennen.

4.6 Linearitat — mengenabhéngige Isotopenfraktionierung

Der lineare Bereich ist in der IRMS der Konzentrationsbereich eines Analyten, in dem der
gemessene §'°C-Wert im Idealfall unabhéngig von seiner Signalhdhe ist, innerhalb dessen
es also zu keiner mengenabhangigen Isotopenfraktionierung kommt. Eine gewisse Abhan-
gigkeit des Messwertes von der Signalhdhe ist allerdings normal. Laut Hersteller des GC/C-
IRMS-Geréates darf im linearen Bereich der Quelle, der bei Peakhéhen von etwa 2 bis 7 Volt
liegen soll, bei optimaler Fokussierung der Quelle die Steigung nicht mehr als 0,06 %./V
betragen. Mit diesem Wert wird jedoch nur die Linearitat der Quelle beschrieben, nicht die
des gesamten GC/C-IRMS-Systems.

Der lineare Bereich der verwendeten lonenquelle alleine I&sst sich nicht exakt ermitteln.
Wenn durch das Einleiten von unterschiedlichen Mengen Referenzgas eine mengenabhéan-
gige Isotopenfraktionierung bestimmt werden soll, wird der Einfluss, den die unterschiedli-
chen Gasflisse verursachen (vgl. Kapitel 4.5 Interface), automatisch mit erfasst. Uber das
Open-Split-Ventil wurde das Referenzgas Kohlendioxid in verschiedenen Mengen in die
Quelle geleitet, wozu am Interface Drlicke von 0,2 bis 1,6 bar eingestellt wurden. Fir diese
Gasdriicke wurden mit beiden untersuchten lonenquellen Amplituden von etwa 600 bis 9000
mV gemessen. Zwischen dem kleinsten und gréBten gemessenen Signal ergeben sich fir
den &§'3C-Wert Differenzen von 1,1 %o, 1,8 %o, 0,9 %o und 1,5 %o (s. Abbildung 4.57), wobei
die 8'°C-Werte mit steigender Amplitude negativer werden. Die Werte lassen sich in eine
logarithmische Abhé&ngigkeit bringen. Eine lineare Abhangigkeit konnte bei allen Messungen
erst ab einer Signalhéhe von mindestens 3 V festgestellt werden. Zwischen 2 und 10V
betragen die mittleren Steigungen im Laufe von drei Jahren —0,08 %./V, —0,09 %./V, —
0,06 %./V und —0,10 %./V und sind somit etwas schlechter als vom Hersteller flr die lonen-
quellen angegeben. Da hier aber auch der Einfluss des Interfaces mit erfasst wird, kann kei-
ne genaue Aussage Uber die Linearitat der Quelle alleine getroffen werden. Im unteren Amp-
litudenbereich von bis zu etwa 3,5V betragen die Steigungen zwischen —0,23 und —
0,44 %./V. Die mengenabhangige Isotopenfraktionierung ist bei kleinen Amplituden also
deutlich ausgepragter als bei gréBeren ab etwa 2 V. Die Unterschiede der Isotopenfraktionie-
rungen in Abhangigkeit vom Messzeitraum kdnnten sich mit unterschiedlichen Fokussierun-
gen der lonenquelle erklaren lassen. Zwischen den beiden verwendeten Quellen ist kein
Unterschied in der Linearitat zu erkennen.
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Abbildung 4.57: Abhéngigkeit des relativen 5'*C-Wertes [%.] von der Intensitit des Referenzgaspeaks
[mV], gemessen mit zwei verschiedenen Quellen zu verschiedenen Zeitpunkten

Interessanter als die mengenabhangige Fraktionierung der lonenquelle alleine ist in der
GC/C-IRMS jedoch die Abhéngigkeit des §'°C-Wertes eines Analyten vom jeweiligen Pro-
bensignal, die nicht nur von der lonenquelle, sondern auch von anderen Faktoren wie der
Chromatographie beeinflusst wird.

Fir die Alkane Hexadecan (C16), Eicosan (C20), Docosan (C22), Tetracosan (C24), Tria-
contan (C30) und Dotriacontan (C32) wurde die Linearitat im Bereich von 340 bis 10392 mV
untersucht. Fur diese Signalhéhen wurden von jedem Analyten zwischen 5 und 40 ng ver-
messen. Im Gegensatz zum reinen CO.-Referenzgas ist hier die Abhangigkeit der gemesse-
nen Isotopenzusammensetzung von der Signalhdhe nicht logarithmisch, sondern im gesam-
ten untersuchten Bereich linear (Abb. 4.58). AuBerdem werden die §'°C-Werte mit steigender
Amplitude positiver. Ab einer Peakhdhe von etwa 2 V betragt die Abweichung der §'*C-Werte
fir Hexadecan 0,13 %./V und fir die lbrigen untersuchten Alkane 0,03 bis 0,07 %./V. Be-
trachtet man den gesamten untersuchten Messbereich von 340 bis 10392 mV (abhéngig
vom Alkan), erhdlt man fir Hexadecan einen Wert von 0,19 %./V und fir die Ubrigen Analy-
ten Steigungen von 0,06 %./V bis 0,10 %./V. Abgesehen von Hexadecan ist die Linearitat bei
allen vermessenen Alkanen im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich gut. Betrach-
tet man nur die Daten ab etwa 2 V Peakhohe, ist die Linearitat sogar sehr gut (verglichen mit
den Anforderungen des Gerateherstellers).
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Abbildung 4.58: Abhiangigkeit des §'°C-Messwertes [%.] einiger Alkane von der Intensitit des Proben-
peaks [mV]

Flr die Bestimmung des linearen Messbereiches der Steroide wurden mehrere Untersu-
chungen mit dem Steroid-Acetat-Standard (5a-Androstan-33-ol, DHEA-Acetat, Estron-
Acetat, Testosteron-Acetat, 5a-Cholestan, 17p-Estradiol-Diacetat) und einer weiteren Stan-
dard-Mischung (Etiocholanolon-Acetat, DHEA-Acetat, Epiandrosteron-Acetat, Epitestoste-
ron-Acetat, 5-Androstendiol-Diacetat und 5a-Androstandiol-Diacetat) durchgefihrt. Alle in
Abbildung 4.59 dargestellten Untersuchungen wurden mit derselben lonenquelle gemessen.
Es wurden von den oben genannten Analyten Mengen zwischen 2,5 ng und 200 ng injiziert,
um den Messbereich von 0 bis etwa 7 V abzudecken. Abbildung 4.59 zeigt am Beispiel des
DHEA-Acetates die Abhéangigkeiten der gemessenen §'°C-Werte von der Amplitude. Die
Messwerte wurden im Laufe von drei Jahren ermittelt. Die Messwerte werden jeweils relativ
zu dem Wert, der mit der kleinsten Menge, also der kleinsten Peakhéhe, gemessen wurde,
dargestellt. Bei den meisten Messreihen zeigt sich ab einer Amplitude von etwa einem Volt
ein linearer Zusammenhang zwischen der Peakhdéhe und der ermittelten Isotopenzusam-
mensetzung. Lediglich bei der in Abbildung 4.59 grau dargestellten Messung aus Serie 8
beginnt der lineare Bereich erst bei etwa 3 V. Innerhalb des linearen Bereiches wurde mit
zwei Ausnahmen eine maximale Abweichung der §'°C-Werte von 0,05 bis 0,14 %./V ermittelt.
Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen der Alkane. Bei den Messungen aus Serie 4
und Serie 8 betragt diese Abweichung 0,23 %/V. Die mit Amplituden unterhalb der jeweiligen
linearen Bereiche gemessenen §'°C-Werte weichen um bis zu 2 %. von denen im linearen
Bereich ab. Bei den durchgefiihrten Untersuchungen konnte keine obere Grenze flr den
linearen Bereich bestimmt werden. Mit den hierflr erforderlichen Analytmengen ware die
GC-Saule stark uberladen und der Oxidationsofen Uberlastet worden. Obwohl in den meisten
Féllen ab ca. 1 V Peakhéhe der lineare Bereich beginnt, sind die Korrelationen bei den ver-
schiedenen Messungen doch sehr verschieden. Dies kann zum einen an unterschiedlichen
Fokussierungen der lonenquelle liegen, zum anderen aber auch an gaschromatographi-
schen Faktoren, die im gewahlten Untersuchungszeitraum — haupséachlich wegen anfallender
Reparaturarbeiten — nicht absolut konstant gehalten werden konnten.
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Abbildung 4.59: Linearitat von DHEA-Acetat, dargestellt als relativer §'*C-Wert [%.] in Abhingigkeit von
der Peakhéhe [mV]

Im folgenden Diagramm (Abb. 4.60) sind die Ergebnisse der Linearitdtsmessung der sechs-
ten Serie fir alle untersuchten Analyten des Steroid-Acetat-Standards dargestellt. Die in der-
selben Serie zeitgleich gemessenen Ergebnisse unterscheiden sich teilweise deutlich von-
einander. Bei DHEA-Acetat und 173-Estradiol-Diacetat liegt im gesamten Messbereich mit
Ausnahme jeweils eines Datenpunktes ein linearer Zusammenhang zwischen der Amplitude
und dem &'*C-Wert vor. Unter Nichtberiicksichtigung dieser einzelnen Datenpunkte betragt
die maximale Abweichung fir DHEA-Acetat 0,04 %./V und fir 17B-Estradiol-Diacetat
0,10 %./V. Bei 5a-Cholestan und Testosteron-Acetat werden die Isotopenverhéltnisse mit
steigender Amplitude der Peaks deutlich negativer. Zwischen 0 und 2 V liegen die Abwei-
chungen bei etwa 1 %.. Im Messbereich Uber 2 V hingegen betragt die maximale Abwei-
chung jeweils 0,06 %./V. Bei 5a-Androstan-3B-ol sinken die Messwerte bis zu einer Amplitu-
de von etwa 4 V rapide ab, der Unterschied liegt bei 2,2 %., also 0,63 %. pro Volt. Oberhalb
von 4V betragt die Abweichung 0,06 %./V. Das starkste Gefélle wurde bei Estron-Acetat
verzeichnet. Bis etwa 2 V betragt es 1,74 %./V. Ab 2 V liegt die Abweichung jedoch bei ak-
zeptablen 0,11 %o/V.



Bundesinstitut fur Risikobewertung

77

—e— 5a-Androstan-3p-ol
Estron-Ac

—m— 5a-Cholestan

5'3C relativ [%.]

—=— DHEA-Ac
Testosteron-Ac
—e— 17(3-Estradiol-Diac

0 2000 4000 6000

8000 10000 12000

Amplitude [mV]

Abbildung 4.60: Linearitat der Analyten des Steroid-Acetat-Standards, dargestellt als Abhéangigkeit des
5'°C-Wertes [%0] (relativ zum Messwert mit der kleinsten Amplitude) von der Peakhéhe [mV]

Die Unterschiede der linearen Bereiche der untersuchten Steroide und Steroid-Acetate sind
groB, besonders im Vergleich zu den oben beschriebenen Alkanen, die sich unabh&ngig von
ihrer Kettenlange hinsichtlich der Linearitédt sehr ahnlich verhalten. Mit Ausnahme des 5o-
Androstan-3B-ol beginnt aber bei allen untersuchten Analyten bei etwa 2 V der lineare Be-
reich mit einer akzeptablen bis sehr guten Abh&ngigkeit des §'°C-Wertes von der Amplitude
des Peaks. Auch bei den Alkanen wurde eine bessere Linearitat bei Amplituden Uber 2 V als
darunter erreicht. Diese Grenze deckt sich mit den Herstellerangaben. Nach oben konnte bei
keinem Analyten eine Begrenzung des linearen Bereiches erfasst werden. Der limitierende
Faktor bei diesen Untersuchungen ist die Kapazitat der verwendeten GC-Saule und des Oxi-

dationsofens.
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Abbildung 4.61: Linearitat der Analyten des Steroid-Acetat-Standards, dargestellt als Abhangigkeit des
5'°C-Wertes [%0] relativ zum Messwert mit der groBten Amplitude) von der Peakhdhe [mV], alle Daten ab

einer Peakhohe von etwa 2 V
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass mit wenigen Ausnahmen alle untersuchten Analy-
ten zu allen Messzeitpunkten ab einer Amplitude von 2 V zuverlassig im linearen Bereich
messbar sind. Einige Analyten konnten auch mit geringeren Amplituden schon zuverlassig
vermessen werden. Um jeden Fehler durch eine mengenabhangige Isotopendiskriminierung
in der Quelle und den anderen Schritten der GC/C-IRMS zu vermeiden, misste jeder zu un-
tersuchende Analyt immer in derselben Menge, die eine immer gleiche Signalh6he von min-
desten 3 V erzeugt, injiziert werden. Dies ist in der Praxis selten méglich. In der Analytik von
Steroiden aus Rinderurin liegen wie bei vielen anderen Fragestellungen alle Zielanalyten in
verschiedenen Konzentrationen vor, sodass es bei der Probenaufarbeitung unmadglich ist,
Lésungen mit identischen Konzentrationen aller Analyten herzustellen. Jede Lésung mehr-
mals in unterschiedlichen Verdinnungen zu injizieren, sodass jeder Analyt in der gewlinsch-
ten Menge vorliegt, ist wenig praktikabel. Zum einen ware damit ein enormer zeitlicher und
apparativer Aufwand verbunden, zum anderen ware fir diese Art der Analyse haufig nicht
genlgend Probenmaterial vorhanden.

4.7 Kalibrierung

Das Kalibrieren von Messgeraten und Analysemethoden wird Ublicherweise mit zertifiziertem
Referenzmaterial mit bekannten Sollwerten durchgefiihrt. Bei der Messung der Stabilisoto-
penverhaltnisse werden keine absoluten Messwerte wie z.B. die Konzentration einer Sub-
stanz in der quantitativen Analytik bestimmt, sondern die gemessenen absoluten Werte wer-
den zur besseren Vergleichbarkeit und Handhabbarkeit prinzipiell in Bezug zu einem Ver-
gleichsstandard gesetzt. Aus Mangel an zertifizierten GC/C-IRMS-Standards (vgl. Einleitung
Kap. 3.3.1) wurde die Kalibrierung des Messgases mittels der EA-IRMS durchgefihrt. Auf-
grund der bereits dargestellten chromatographischen Eigenschaften und Phdnomene wah-
rend der Probeninjektion bei der GC/C-IRMS ist jedoch eine Richtigkeit der so gewonnen
5'3C-Werte nicht selbstverstandlich und bedarf deshalb der Uberpriifung. Die folgenden Da-
ten wurden zum einen zur Uberprifung der Eignung der gewahlten Kalibrierung und zum
anderen als Suche von Alternativen zur Kalibrierung Uber die EA-IRMS erhoben.
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Abbildung 4.62: Vergleich der §'°C-Werte einiger als Standard fiir die GC/C-IRMS verwendeter Substan-
zen, Anzahl der Messwerte EA-IRMS n = 5, GC/C-IRMS n =3

Abbildung 4.62 zeigt die §'°C-Werte einiger als Standard fiir die GC/C-IRMS verwendeter
Steroid-Acetate, aufgenommen mit der EA-IRMS und der GC/C-IRMS. Die Unterschiede der
gemessenen §'°C-Werten lagen bei —0,08 bis +0,92 %.. Alle Unterschiede, ausgenommen
die der Substanzen DHEA-Acetat 2, Testosteron-Acetat 2 und Estron-Acetat 2, waren signi-
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fikant (t-Test, p<0,05). Wurden signifikante Unterschiede gemessen, waren die Werte der
GC/C-IRMS stets positiver als die der EA-IRMS.

Die Substanzen, bei denen kein signifikanter Unterschied gemessen werden konnte, stam-
men alle vom selben Hersteller (Steraloids), wahrend die anderen Substanzen von anderen
Herstellern bezogen wurden. Es ist denkbar, dass bei Steraloids die Steroid-Acetate reiner
sind oder eventuelle Verunreinigungen keine vom Analyten stark abweichende Isotopenzu-
sammensetzung haben und deshalb nicht messbar waren.

Auch bei anderen im Hinblick auf ihre Tauglichkeit als GC/C-IRMS-Standard untersuchten
Substanzen wurden Unterschiede zwischen den Messwerten der beiden IRMS-Techniken
beobachtet. Bei den Alkanen (Abb. 4.63) waren die §'C-Werte, die mit der GC/C-IRMS auf-
genommen wurden, um 0,28 bis 0,86 %. positiver als die Werte, die mit der EA-IRMS ge-
messen wurden. Alle Unterschiede, ausgenommen der des n-Hexadecans (C16), waren
signifikant (t-Test, p<0,05).
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Abbildung 4.63: Vergleich von 5'*C-Werte [%.] von Alkanen, mit EA-IRMS und GC/C-IRMS aufgenommen,
Anzahl der Messwerte je n =3

Bei den Substanzen, die im Rahmen eines Ringversuches (EU-Projekt Nr. GBRD-CT-2001-
00515 vom 24.03.2005) hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit als Standards fir die GC/C-IRMS
untersucht wurden, konnte die gleiche Beobachtung gemacht werden. Die Daten der am BfR
gemessenen Substanzen Tetramethylanilin, Dimethalanilin, Methyl-N-methyl-anthranilat,
Dodecan, Octanol, Methyldecanoat, Methyldodecanoat und Vanillin sind in Abbildung 4.64
dargestellt. Die Differenzen zwischen den beiden Messmethoden liegen flr die einzelnen
Substanzen zwischen —0,63 und +0,03 %.. Auch hier sind die mit der GC/C-IRMS aufge-
nommenen Werte zumeist positiver als die der EA-IRMS, wobei alle Unterschiede bis auf die

0,03 %o bei Octanol signifikant sind.
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Abbildung 4.64: Vergleich der 5'°C-Werte von A: Tetramethylanilin, B: Dimethylanilin, C: Methyl-N-methyl-
anthranilat, D: Dodecan, E: Octanol, F: Methyldecanoat, G: Methyldodecanoat, H: Vanillin, gemessen mit
EA-IRMS und GC/C-IRMS, Anzahl der Messwerte jen=3

Betrachtet man die Daten aller Teilnehmer dieses Ringversuches im Vergleich mit denen des
BfR, fallt auf, dass mit der EA-IRMS eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den Mess-
werten des BfR und dem Mittelwert aller Teilnehmer besteht. Die Unterschiede liegen far die
untersuchten Substanzen zwischen —0,11 und +0,17 %. (Abb. 4.65). Bei den mit der GC/C-
IRMS gemessenen Daten liegen die Unterschiede zwischen dem BfR und dem Mittelwert
aller teilnehmenden Labore zwischen —0,22 und +2,26 %.. Sie sind wegen der groBen Streu-
ung der Werte aller Labore jedoch nicht signifikant (Abb. 4.66).
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Abbildung 4.65: Vergleich der EA-IRMS-Messwerte des BfR mit dem Mittelwert aller Teilnehmer des Ring-
versuches EU-Projekt Nr. GGRD-CT-2001-00515 vom 24.03.2005; mit A: Tetramethylanilin, B: Dimethylani-
lin, C: Methyl-N-methyl-anthranilat, D: Dodecan, E: Octanol, F: Methyldecanoat, G: Methyldodecanoat, H:

Vanillin
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Die hohe Streuung der GC/C-IRMS-Messwerte aller Labore verdeutlicht, dass im Gegensatz
zu EA-IRMS-Messungen die Vergleichbarkeit der Daten noch sehr schlecht ist. Sicherlich ist
der Grund hierfir auch in den fehlenden Standardsubstanzen fur die GC/C-IRMS zu suchen.
Die Streuung zeigt aber auch, dass die GC/C-IRMS noch eine wenig standardisierte Metho-
de mit vielen Fehlerquellen ist.

Bei allen untersuchten Substanzen bestehen gréBtenteils signifikante Unterschiede zwischen
den Messwerten der EA-IRMS und der GC/C-IRMS bei Messungen mit demselben Refe-
renzgas und identischer Kalibrierung dieses Gases. Die Unterschiede liegen bei bis zu
0,92 %.. Aufgrund dieser Abweichungen in den §'°C-Werten der einzelnen Analyten im Ver-
gleich zur EA-IRMS féllt es auch schwer, statt der Kalibrierung des Referenzgases Uber die
EA-IRMS mit zertifiziertem Material geeignete Tertidrstandards fur die Kalibrierung des Refe-
renzgases Uber die GC/C-IRMS zu verwenden. Versuche, das Referenzgas direkt Uber die
GC/C-IRMS mit einem oder mehreren Steroid-Acetat-Standards zu kalibrieren, flhrten zu
unbefriedigenden Ergebnissen.
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Abbildung 4.66: Vergleich der GC/C-IRMS-Messwerte des BfR mit denen aller Teilnehmer des Ringversu-
ches EU-Projekt Nr. GGRD-CT-2001-00515 vom 24.03.2005; mit A: Tetramethylanilin, B: Dimethylanilin, C:
Methyl-N-methyl-anthranilat, D: Dodecan, E: Octanol, F: Methyldecanoat, G: Methyldodecanoat, H: Vanil-
lin

Auch der Alkanstandard nach Schimmelmann (C16 bis C30), der als ,Quasistandard” fir die
GC/C-IRMS angeboten wird, erwies sich fir diese Zwecke als nicht geeignet. Wie in Abbil-
dung 4.33 erkennbar und in Kapitel 4.3 (Gaschromatographie) ausfihrlich diskutiert, ist die
Differenz zwischen dem Referenzwert und dem gemessenen Wert je nach Kettenlange des
Alkans unterschiedlich groB und zudem noch abhangig vom gewahlten GC-Temperatur-
programm.

Wenn auch alle untersuchten Substanzen nicht fiir die direkte Kalibrierung der GC/C-IRMS
geeignet scheinen, so waren doch die eigenen Messwerte mit der GC/C-IRMS und der EA-
IRMS in den meisten Fallen vergleichbar. Dass dies als Zufall zu werten ist, zeigen zum ei-
nen die Ergebnisse aller Teilnehmer des Ringversuches, aber auch die am BfR routinemaBig
durchgefiihrte '*C/'*C-Stabilisotopenbestimmung von Ethanol aus Wein mittels GC/C-IRMS.
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Flr die Stabilisotopenmessungen an Wein und anderen Alkoholika existieren Alkoholstan-
dards mit bekannten §'®C-Werten. Der Sollwert fiir den Reference Alkohol BCR N° 656 be-
tréagt —26,91 %.. Mit der an der EA-IRMS etablierten Kalibrierung wurde fiir diesen Alkohol mit
der EA-IRMS ein Wert von —26,65 %. gemessen. Mit demselben Referenzgas wurden fur
denselben Standard an der GC/C-IRMS in Abhangigkeit von der Injektionsart jedoch Werte
von —25,44 %, und —24,20 %. an einem IRMS-Messgerat und —22,91 %. an einem weiteren
GC/C-IRMS-Gerat gemessen (Abb. 4.67).
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Abbildung 4.67: Differenzen der gemessenen §'°C-Werte des BCR-Standards N 656 zum zertifizierten
Sollwert in Abhéangigkeit von der Messmethode und dem verwendeten Gerit

Die Abweichung ist bei der Vermessung am EA-IRMS mit 0,26 %. erwartungsgeman gering.
Bei den GC/C-IRMS-Messungen liegen die Differenzen zum Sollwert zwischen 1,5 und
4,0 %.. Die groBen Differenzen der GC/C-IRMS-Werte riihren von den unterschiedlichen In-
jektionsmethoden her. Bei der konventionellen Injektion wurde 1 pl mit einem Split von 1:50
injiziert. Bei der Headspace-Injektion wurden 2 ul aus dem Gasraum des Probenvials, das
den puren Referenzalkohol enthielt, mit einem Split von 1:20 injiziert. Die Headspace-
Injektion wurde zum Vergleich an zwei unterschiedlichen GC/C-IRMS-Geréaten, die mit dem-
selben Referenzgas versorgt werden, durchgefliihrt. Zwischen den Ergebnissen mit diesen
beiden GC/C-IRMS-Geraten wurde fir den BCR-Ethanol ein Unterschied von 1,8 %. ermit-
telt. Dieses Ergebnis zeigt, dass bei einer externen Kalibrierung — hier mittels EA-IRMS — in
Abhangigkeit von der Methode und vom Gerat selbst unterschiedlich groBe Abweichungen
zum Sollwert gemessen werden kénnen.

4.8 Validierung

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die EinflussgréBen der Aufarbeitung und der
GC/C-IRMS-Messmethode auf die Genauigkeit der gemessenen &'°C-Werte untersucht.
Einige fUr eine Methodenvalidierung relevante Parameter wurden in diesen Kapiteln bereits
beschrieben. In Kapitel 4.1.6 ist die Methodenprézision fur unterschiedliche Urinmatrizes
beschrieben. Die Kapitel 4.2 Probeninjektion, 4.3 Gaschromatographische Einflisse, 4.4
Combustion und 4.5 Interface enthalten Daten, welche die Robustheit der GC/C-IRMS-
Methode beschreiben. Der lineare Bereich fir alle untersuchten Analyten wurde in Kapitel
4.6 Linearitdt — mengenabhangige Isotopenfraktionierung dargestellt.
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Im Folgenden werden weitere Validierungsparameter dargestellt. Sowohl die gesamte Me-
thode inklusive der Aufarbeitung als auch die GC/C-IRMS alleine missen Uberprift werden,
um richtige und prazise Ergebnisse zu gewahrleisten.

4.8.1 GC/C-IRMS

Es wurden messtéglich Tests durchgefiihrt, um die Messbereitschaft des GC/C-IRMS-
Gerates zu Uberprifen. Darlber hinaus wurden innerhalb jeder Sequenz Standards zur U-
berprifung der Stabilitdt der Messwerte mitgefihrt. Da vor allem Steroide in acetylierter
Form vermessen werden sollten, wurde zu diesem Zweck ein Mix aus DHEA-Acetat, Estron-
Acetat, Testosteron-Acetat und Estradiol-Diacetat zusammen mit 5a-Cholestan und 5a-
Androstan-3-ol verwendet. Uber die Peakhdhen und -flachen, die Retentionszeiten und die
8'3C-Werte der Substanzen dieses Steroid-Acetat-Standards konnten neben der Chroma-
tographie und der Injektion auch der Zustand des Oxidationsofens und das Isotopenverhalt-
nis-Massenspektrometer Uberprift werden. Von der Substanz DHEA-Acetat lagen die meis-
ten Messwerte vor und sie erwies sich als ausreichend empfindlich gegenliber einem Sauer-
stoffmangel im Oxidationsofen (vgl. hierzu Kap. 4.4 Combustion). Deshalb wurde eine Quali-
tatsregelkarte mit den §'C-Werten des DHEA-Acetats gefiihrt (Abb. 4.68). Der mit der EA-
IRMS ermittelte Referenzwert betragt fir das verwendete DHEA-Acetat —33,99 %o, der Mit-
telwert an der GC/C-IRMS liegt im dargestellten Zeitraum bei —33,63 %. mit einer Standard-
abweichung von % 0,22 %.. In Abhangigkeit von Reparatur- und Wartungsarbeiten schwank-
ten die langzeitigen Mittelwerte fir das DHEA-Acetat zwischen —33,6 und —34,0 %.. Zeigt die
Qualitatsregelkarte ins Positive abweichende §'*C-Werte, kann dies auf eine Undichtigkeit im
System hinweisen, wahrend ein zu negativer Wert meistens auf einen nicht ausreichend oxi-
dierten bzw. defekten Oxidationsofen schlieBen Iasst.
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Abbildung 4.68: Beispiel einer Qualitatskontrollkarte: messtégliche Mittelwerte [%.] von DHEA-Acetat aus
einem Zeitraum von sechs Monaten

Die Wiederholstandardabweichung s;, also die Standardabweichung der DHEA-Acetat-
Messungen eines Messtages, liegt zwischen 0,10 und 0,47 %.. Die Vergleichstandardabwei-
chung sg betrégt im hier dargestellten Zeitraum 0,22 %o.
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4.8.2 Interner Standard

Da mit dem Messen einer Standardlésung wie dem Steroid-Acetat-Standard zwar der mo-
mentane Zustand der GC/C-IRMS innerhalb einer Sequenz Uberprift werden kann, nicht aber
der Zustand wéahrend der jeweiligen Analysen, schien das Verwenden von internen Standards
fur die Steroidanalytik mittels GC/C-IRMS sinnvoll. Solche Standards missen, wie auch solche
zur internen Kalibrierung, dem Zielanalyten stark ahneln, dirfen aber nicht zu Interferenzen
fihren [Merrit et al. 1994]. Fir die Steroidanalytik im ISOSTER-Projekt wurden die Substanzen
5a-Cholestan und 5a-Androstan-33-ol zu diesem Zweck ndher untersucht. Sie boten sich we-
gen ihrer Steroidstruktur und ihrer Retentionszeiten an. 5a-Androstan-3B-ol eluiert vor allen
interessierenden Steroiden, wahrend 5a-Cholestan im hinteren Bereich des Chromatogramms
liegt (s. Abbildungen 4.69 und 4.70). Die beiden Standards wurden in Hexan geldst, in dem die
aufgearbeiteten Proben vor der GC/C-IRMS-Messung aufgenommen wurden.
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Abbildung 4.69: Steroid-Acetat-Standard-Mix mit a: 5a-Androstan-3g-ol und b: 5a-Cholestan als interne
Standards

Erste Auswertungen der Standards zeigten, dass 5a-Cholestan ausgesprochen stabile
Messwerte liefert, auch wenn die Messbedingungen fir die Zielsubstanzen nicht mehr ideal
sind, wahrend die Messwerte des 5a-Androstan-3B-ol in der Stabilitdt denen anderer Ste-
roid-Acetat-Standards enspricht. Auch in Matrix gab es keine Interferenzen von 5a-
Cholestan und 5a-Androstan-33-ol mit den Zielanalyten. 5a-Cholestan lieB sich zudem gut
von Matrixbestandteilen trennen. 5a-Androstan-3B-ol eluiert jedoch gemeinsam mit uner-
winschten Begleitsubstanzen, die sich negativ auf die oxidative Kapazitat des Oxidations-
ofens auswirken und deshalb bevorzugt ausgeblendet wurden.
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Abbildung 4.70: Urinmix mit a: 5a-Androstan-3$-ol und b: 5a-Cholestan als interne Standards

Es wurde far die im ISOSTER-Projekt verwendetet Methode kein geeigneter interner Stan-
dard gefunden.

4.8.3 Aufarbeitung

Im ISOSTER-Projekt wurde zur Uberpriifung der Aufarbeitung und der GC/C-IRMS-Messung
zusammen mit den Urinproben stets ein Kontrollurin mit aufgearbeitet und vermessen. Das
heiBt, es wurde immer die gleiche Probe an unterschiedlichen Tagen von verschiedenen
Mitarbeitern aufgearbeitet und anschlieBend an immer demselben GC/C-IRMS-Gerat mit
derselben Methode von einer Person vermessen. Genauso wurde mit einer wassrigen Stan-
dardlésung mit drei Zielanalyten (Spiked Water) verfahren. Auf diese Weise wurde die Auf-
arbeitung mit und ohne Matrix durchgefuhrt. Zusatzlich wurde mit jeder Aufarbeitung eine
Standardlésung mit den Zielanalyten acetyliert (GC/C-IRMS-Standard). Die Ergebnisse die-
ser Kontrollmessungen werden beispielhaft fir den Analyten Etiocholanolon einiger Sequen-
zen in Tabelle 4.11 dargestellt.

Tabelle 4.11: Vergleich der 5'*C-Werte von Etiocholanolon-Acetat aus Spiked Water, Positive Control Urin
und dem GC-IRMS-Standard

Sequenz Nr. Spiked Water Kontrollurin GC/C-IRMS-Standard
13 —25,475 —20,126 -30,497
14 —25,051 —20,533 —-30,559
16 —25,236 —19,849 —30,526
18 —24,971 —20,350 —30,851
34 —26,246 —29,687
35 —25,189 —20,038 -30,282
39 —25,252 —19,957 —30,300
40 —26,095 -20,214 -30,711
41 —25,838 -30,707
42 —25,918 —21,165 -30,819
54 —25,781 —21,750 -30,452
57 —24,666 —21,070 -30,375
58 —25,060 —30,452
Mittelwert [%o] —25,44 —20,51 -30,48
Stabw [%.] 0,49 40,62 +0,30
Anzahl n 13 10 13
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Die Wiederholprézisionen der Messwerte flr Etiocholanolon-Acetat aus jeweils zehn bezie-
hungsweise 13 Sequenzen liegen bei 0,49 %. fur Spiked Water, 0,62 %. fir den Kontrollurin
und 0,30 %. fiir den GC/C-IRMS-Standard. Die Standardabweichung fiir die 5'°C-Werte des
Etiocholanolon-Acetates nach der Aufarbeitung des Kontrollurins ist signifikant gréBer als die
der GC-IRMS-Standard-Werte (Varianzen-F-Test, p<0,05). Die absoluten &'°C-Werte kén-
nen nicht miteinander verglichen werden, da die Etiocholanolon-Quellen aus den dargestell-
ten Messreihen unterschiedlich sind. Das Etiocholanolon des Spiked Waters stammt aus
einem Etiocholanolon-Glucoronid-Standard, jenes aus dem Kontrollurin ist nattrlichen Ur-
sprungs und fir den GC/C-IRMS-Standard wurde ein Etiochololanolon-Standard eingesetzt.

Zur Bestimmung der Richtigkeit der nach der Probenaufarbeitung gemessenen Isotopenver-
héaltnisse wurden Standardlésungen mit einigen Zielanalyten aufgearbeitet (Spiked Water).
Die hierbei erhaltenen Messwerte wurden mit denen vor der Aufarbeitung (EA-IRMS) vergli-
chen (Tabelle 4.12). Die Unterschiede zwischen den Werten vor und nach der Aufarbeitung
sind flr alle Analyten signifikant. Bei Epitestosteron, DHEA-Sulfat und DHEA betragen sie
zwischen 2,5 und 2,6 %., bei Etiocholanolon 3,6 %. und bei 5-Androsten-3a,173-diol 4,3 %o.
In Kapitel 4.1 wurde der Einfluss der Acetylierung auf die 3'3C-Werte der einzelnen Steroide
berechnet. Zieht man die durch die Acetylierung verursachte Differenz von der Differenz, die
nach der gesamten Aufarbeitung gemessen wurde, ab, erhdlt man Abweichung vom EA-
IRMS-Wert zwischen + 0,07 und —0,49 %..

Tabelle 4.12: 5'3C-Werte einiger Standardsubstanzen vor ihrer Aufarbeitung (EA-IRMS) und nach der Auf-
arbeitung (GC-C-IRMS) gemessen

Epitestosteron [ DHEA-Sulfat DHEA Etiocholanolon |5-Androsten-
3a,17-diol

EA-IRMS [%] —33,01 —29,99 -30,73 -21,94 —29,98
Stabw [%o] 0,024 0,086 0,053 0,066 0,009
n 5 5 5 5 5
GC-C-IRMS [%] —35,54 -32,62 —33,22 —25,55 —34,26
Stabw [%o] +0,513 +0,636 0,109 +0,109 40,253
n 11 11 10 10 10
GC-C-IRMS -

EA-IRMS [%] —2,53 —2,63 —2,49 —3,61 —4,28
Einfluss Acetylierung [%o] —-2,35 -2,18 2,18 -3,12 —4.35
Restdifferenz [%o] -0,18 -0,45 —0,31 -0,49 +0,07

Die Unterschiede nach Abzug des Acetylierungseinflusses sind bei DHEA mit —0,31 %. und
Etiocholanolon mit —-0,49 %. wegen der niedrigen Standardabweichungen signifikant
(p<0,05), bei den Ubrigen Analyten jedoch nicht.

Die Richtigkeit der Messwerte nach der Probenaufarbeitung konnte nicht an Matrixproben
untersucht werden, weil keine Urinmatrix ohne die zu untersuchenden Analyten zur Verfu-
gung stand, um diese als Standards mit bekannten §'*C-Werten zudotieren zu kénnen.
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5 Diskussion

Es wurden in dieser Arbeit sowohl die Probenaufarbeitung von Steroiden aus Rinderurin als
auch zahlreiche Parameter der GC/C-IRMS-Methode hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die
Genauigkeit der gewonnenen d'3C-Werte untersucht. Meier-Augenstein hat in verschiedenen
Publikationen potenzielle Quellen von Isotopendiskriminierung wahrend der GC/C-IRMS-
Messung selbst und auch bei Probenaufarbeitungsschritten genannt [Meier-Augenstein
1999; Meier-Augenstein 2002; Meier-Augenstein 2004], die hier anhand der Steroide aus
Rinderurin und teilweise anhand von Alkanen ndher untersucht wurden.

5.1 Probenaufarbeitung gesamt

Nach der Aufarbeitung einiger Standards in wassriger Lésung analog zur Probenaufarbei-
tung der Rinderurine wurden fir Epitestosteron, DHEA und DHEA aus DHEA-Sulfat mit der
GC/C-IRMS zwischen 2,5 und 2,6 %. negativere 5'°C-Werte gemessen als ohne Aufarbei-
tung mit der EA-IRMS. Bei 5-Androsten-33,17a-diol und Etiocholanolon betragt der Unter-
schied —4,3 %. bzw. —3,6 %.. Die Differenz zwischen EA-IRMS- und GC/C-IRMS-Messungen
verschiedener Steroid-Acetate betrug in einem anderen Versuch zwischen -0,08 und
+0,92 %., wobei die GC/C-IRMS-Ergebnisse meistens positiver als die Ergebnisse der EA-
IRMS waren. Die Verwendung unterschiedlicher Messsyteme kann die oben genannten Dif-
ferenzen deshalb nicht erklaren. Die anschlieBende Untersuchung der einzelnen Aufarbei-
tungsschritte ergab, dass der gréBte Einfluss von der Derivatisierung der Substanzen aus-
geht. Nach der Korrektur der Messwerte um die von der Derivatisierung verursachte Ver-
schiebung der Isotopenverhaltnisse liegen die Unterschiede bei —0,5 bis +0,1 %.. Diese Un-
terschiede sind nicht gréBer als die Methodenpréazision und liegen in derselben GrdBenor-
dung wie die Einflisse der Aufarbeitung in anderen Arbeiten. Baume et al. [2006] untersuch-
ten die 8'°C-Werte einiger fir das Humandoping relevanter Steroide wie z.B. Testosteron
und Etiocholanolon vor und nach der Probenaufarbeitung fiir die Messung mit der GC/C-
IRMS. Die Probenaufarbeitung ahnelt mit einer Festphasenextraktion (C18) und einer Hydro-
lyse gefolgt von einer weiteren Festphasenextraktion (C18) und der Acetylierung der Steroi-
de der hier untersuchten Methode. Die Unterschiede in den gemessenen &'°C-Werten vor
und nach einer Extraktion aus Urin lagen flr alle Steroide unter 0,7 %.. Auch Saudan et al.
[2004] ermittelten nach einer vergleichbaren Aufarbeitung von menschlichem Urin far
Androstenol, Etiocholanolon, 5a-Androstan-3a,17B-diol, 5B-Androstan-3a,173-diol und
Androsteron Unterschiede von unter 0,5 %o.

5.1.1 Solvolyse und Flissig/flissig-Extraktion

Auf den 5'°C-Wert des aus DHEA-Sulfat erhaltenen DHEA hatte die Solvolyse mit der an-
schlieBenden Flissig/flissig-Extraktion mit Pentan keinen messbaren Einfluss. Der Unter-
schied der vor und nach der Solvolyse gemessenen Isotopenverhaltnisse war mit —0,37 %o
nicht signifikant. Bei der Solvolyse wird der Sulfat-Rest mit Hilfe von Ethylacetat und Schwe-
felsdure vom Steroidgeriist abgetrennt. Da der Sulfat-Rest keinen Kohlenstoff enthalt, konnte
keine Anderung der Isotopenverhaltnisse durch stéchiometrische Veranderungen eintreten.
Aber auch eine theoretisch mdgliche Beeinflussung des &'°C-Wertes durch nicht vollstandi-
gen Umsatz des DHEA-Sulfates mit einer schnelleren Reaktion der leichteren Molekile
konnte durch diese Untersuchung ausgeschlossen werden. Die Solvolyse lief unter den un-
tersuchten Bedingungen entweder vollstandig ab oder flihrte bei Unvollstandigkeit nicht zu
einer Isotopenfraktionierung.
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5.1.2 Fraktionierung wahrend der HPLC

Bei Untersuchungen von Unterfraktionen der HPLC-Peaks einiger Steroide und Steroid-
Acetate sind deutliche Isotopenfraktionierungen innerhalb der HPLC-Peaks gemessen wor-
den. Wahrend bei der Normalphase-HPLC (N[CHjs],) die leichteren Isotopomere zuerst elu-
ierten, waren bei der Reversed-Phase-HPLC (RP-18) die schweren Isotope im vorderen Teil
des HPLC-Peaks zu finden. Bei der Normalphase wurden zwischen den beiden Hauptfrakti-
onen vergleichsweise geringe Differenzen von 1,4 %. bei DHEA und 1,3 %. bei Epiandroste-
ron gemessen. Zwischen dem Anfang und dem Ende der Peaks lagen bei DHEA und bei
Epiandrosteron jeweils 3,4 %.. Fir DHEA konnte dieses Ergebnis innerhalb des ISOSTER-
Projektes in einem anderen Labor bestatigt werden [uisson et al. 2005]. Die Differenzen zwi-
schen der ersten und zweiten Peakhalfte bei der Reversed Phase waren mit 3,7 %o flr
Androstandiol-Diaceat und 4,7 %. flr Epitestosteron-Acetat deutlich héher. Zwischen dem
Anfang und dem Ende des Peaks liegt bei Androstandiol-Diacetat eine Differenz von 9,3 %o
und bei Epitestosteron-Acetat von 14,3 %.. Buisson et al. [2005] stellten mit den gleichen
HPLC-Séaulen fir DHEA-Acetat eine Differenz zwischen den Peakenden von 17 %. und fir
17a-Estradiol von 18 %. fest.

Aufgrund der in diesem Fallbeispiel schmalen Peaks und der moderaten Unterschiede in den
Isotopenzusammensetzungen im vorderen und hinteren Peakteil ist bei der Normalphasen-
HPLC eher keine groBe Verfalschung des mit der GC/C-IRMS gemessenen §'*C-Wertes zu
erwarten. Bei der als Zweites durchgefihrten Reversed-Phase-HPLC ist allerdings zum ei-
nen die Wahrscheinlichkeit gréBer, einen Teil des relativ breiten Peaks abzuscheiden, wah-
rend man die Analyten von unerwiinschten Begleitstoffen trennt. Zum anderen ist hier auch
die Isotopenfraktionierung innerhalb eines Peaks ausgepragter. Im Falle des Androstandiol-
Acetates wiirde der §'*C-Wert um —0,6 %, bzw. um +0,4 %. verfalscht, wenn nur die ersten 9
oder die letzten 11 % des HPLC-Peaks abgeschnitten wirden. Bei Epitestosteron-Acetat
bewegen sich mégliche Abweichungen mit —0,5 %. bei einem Wegschnitt der vordersten 7 %
und +0,5 %. bei einem Wegfall der hinteren 17 % in derselben GréBenordnung. Ohne das
letzte Drittel des Peaks ist der 8"°C-Wert von Epiandrosteron-Acetat 1,7 %o positiver als im
Gesamtpeak.

Caimi und Brenna [1997a] untersuchten die Isotopenverhaltnisse innerhalb eines Methylpal-
mitatpeaks auf einer Reversed-Phase-HPLC. Zwischen dem vordersten und hintersten Tell
des Peaks ermittelten sie Unterschiede von bis zu 7 %., wobei im vorderen Teil der Peaks
die '®C-Isotope angereichert sind. Aguilera et al. [1999] weisen auf das Risiko der Isotopen-
diskrimierung wahrend der HPLC hin und ersetzen die HPLC-Aufreinigung der Steroid-
Acetate durch eine FlUssig/flissig-Extraktion. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch
Braunsdorf et al. [1993] bei der Untersuchung der Fraktionierung von Octanal, Decanal und
Dodecanal auf einer Reversed-Phase-Saule. Die Unterschiede zwischen der ersten und der
zweiten Peakhélfte betrugen zwischen 4,6 und 7,2 %o.

Die durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, dass wahrend der HPLC-Aufarbeitung von Ste-
roiden und deren Acetaten eine Isotopenfraktionierung auftritt, die den d'3C-Wert deutlich
verfélschen kann, wenn die Analyten nicht quantitativ erfasst werden. Diese potenzielle Iso-
topendiskriminierung hat allerdings keinen Einfluss auf die gemessene Isotopenzusammen-
setzung, wenn die HPLC-Peaks der Ziel-Analyten vollstédndig ausgeschnitten werden kon-
nen, wie es in der Aufarbeitung der Steroide aus Rinderurin der Fall war.



Bundesinstitut fur Risikobewertung 89

5.1.3 Einfluss der zweiten HPLC-Aufreinigung

Die Androgenfraktion mit den Analyten Etiocholanolon, Epitestosteron, 5-Androsten-383,17a-
diol und 5a-Androstan-3(3,17a-diol enthielt nach der ersten HPLC-Aufreinigung haufig noch
zu viele unerwiinschte Begleitsubstanzen fir die GC/C-IRMS und wurde deshalb ein zweites
Mal mittels HPLC gereinigt. In der néher untersuchten Urinprobe eluierte nach dem ersten
HPLC-Schritt zwischen 5-Androsten-3,17a-diol und 5a-Androstan-33,17a-diol ein Stérpeak,
der teilweise mit 5a-Androstan-303,17a-diol Uberlagerte. Fir 5a-Androstan-33,17a-diol wurde
nach der zweiten HPLC ein 4,7 %. negativerer 8°C-Wert gemessen als ohne diesen Aufar-
beitungsschritt. AuBerdem verringerte sich die Standardabweichung von 1,1 %. auf 0,2 %o.
Der den Analyten Uberlagernde Peak flhrte also nicht nur zu einem falschen Messwert, son-
dern verschlechterte auch die Prazision der Messung. Auch der Messwert des 5-Androsten-
3B,17a-diol ist nach der zuséatzlichen Aufarbeitung negativer als zuvor (um 0,4 %.). Mogli-
cherweise wurde auch er zuvor durch den positiveren Stérpeak beeinflusst. Etiocholanolon
und Epitestosteron hingegen konnten schon vor der zweiten HPLC ohne sichtbare Beein-
trachtigung mittels GC/C-IRMS vermessen werden. Die nach weiterer HPLC-Aufreinigung
gemessenen Isotopenverhéltnisse weichen mit 0,9 %. (Etiocholanolon) und 0,8 %. (Epi-
testosteron) positiveren 8'°C-Werten dennoch signifikant von denen mit nur einem HPLC-
Schritt ab. Die Ursache hierfir kénnte sein, dass durch die zweite Aufreinigung Verunreini-
gungen entfernt wurden, die vorher eventuell vorhanden, aber im GC/C-IRMS-
Chromatogramm nicht sichtbar waren. Isotopenfraktionierung wahrend der zweiten HPLC
scheint als Ursache unwahrscheinlich, da die Analyten in diesem Aufreinigungsschritt quanti-
tativ erfasst werden konnten. Da die Lésungen vor und nach einer erneuten HPLC-
Aufreinigung innerhalb einer GC/C-IRMS-Sequenz unmittelbar hintereinander unter identi-
schen Bedingungen gemessen wurden, scheiden systematische Fehler wahrend der Ver-
messung ebenfalls als mdgliche Ursache aus.

5.1.4 Einfluss der Derivatisierung

Im ISOSTER-Projekt wurden alle Steroide vor ihrer Vermessung mit der GC/C-IRMS acety-
liert. Dadurch wurde eine Verdampfung und gaschromatographische Trennung der Analyten
bei gleichzeitig hoher Stabilitit der Analyten erméglicht. Die Anderung der '*C-Werte durch
die Addition weiterer C-Atome wurde aus den Isotopenverhéltnissen der Steroide und des
zur Derivatisierung verwendeten Essigsaureanhydrids Uber eine einfache Massebalanceglei-
chung berechnet. Die theoretische Abweichung vom nicht acetylierten Steroid betragt je
nach Analyten zwischen —0,97 und +0,14 %.. Die mit der GC/C-IRMS gemessenen &'°C-
Werte von dreizehn Steroidstandards nach ihrer Acetylierung sind um 1,8 bis 4,5 %. negati-
ver als der theoretisch berechnete Wert, der die Addition von C-Atomen bertcksichtigt. Diese
Differenz wird durch den kinetischen Isotopeneffekt (KIE) verursacht und ist bei den Ketonen
mit —1,8 bis —2,8 %o in etwa halb so groB wie bei den Diolen mit —3,9 bis —4,5 %.. Daraus
lassen sich flr die verschiedenen Steroide Korrekturfaktoren von —48,7 bis —60,2 %. flr jedes
wahrend der Acetylierung addierte C-Atom berechnen. Die Isotopeneffekte (KIE) fur das ge-
samte Molekul betragen bei der Acetylierung der Steroide zwischen 1,035 und 1,058. Die
Isotopeneffekte und die dadurch zu berechnenden Korrekturfaktoren und Differenzen sind
unter gleichbleibenden Bedingungen reproduzierbar. Bei Anderungen der Acetylierungsrea-
genzien oder der gaschromatographischen Bedingungen mussen diese Werte allerdings neu
berechnet werden.

Die Voraussetzung fur das Auftreten kinetischer Isotopeneffekte wahrend der Derivatisierung
ist die nicht quantitative Umsetzung der Reaktanden im geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Reaktion. Ursache fir kinetische Isotopeneffekte sind die unterschiedlichen Vibra-
tionsenergielevels der Bindungen zwischen den Atomen. Die Bindungen mit schwereren
Atomen sind starker, haben also eine gréBere potenzielle Energie. Das fuhrt zu unterschied-
lichen Reaktionsgeschwindigkeiten flir Reaktionen mit unterschiedlichen Isotopen. Isotopen-
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effekte werden in primare und sekundare Isotopeneffekte unterteilt. Bei der Anderung einer
Kohlenstoffbindung im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt einer Reaktion ist der primére
Isotopeneffekt der weitaus bedeutsamere. Fiir *C gegen '°C betrégt der Isotopeneffekt (KIE)
zwischen 1,01 und 1,10. Der sekundare Isotopeneffekt hat die Substitution eines schwereren
Isotopes in einer zur gespaltenen Bindung benachbarten Position zur Folge. Wegen der rela-
tiv kleinen Masse von Kohlenstoffatomen ist dieser Effekt hier nicht von Bedeutung [Rieley
1994; Meier-Augenstein 2002].

Theoretisch kénnen neben der Anderung der Isotopenzusammensetzung aufgrund der Addi-
tion weiterer Kohlenstoffatome aus den Derivatisierungsreagenzien und den kinetischen Iso-
topeneffekten auch die Anderung der gaschromatographischen Bedingungen und die unvoll-
standige Umsetzung des Ziel-Analyten eine Veranderung der gemessenen Isotopenverhalt-
nisse verursachen. Diese beiden Phdnomene konnten hier jedoch nicht gesondert unter-
sucht und quantifiziert werden.

Der Einfluss der Acetylierung von Steroidhormonen auf den &'°C-Messwert wurde bisher
wenig untersucht, obwohl es einige Veréffentlichungen zur GC/C-IRMS-Analytik von Ste-
roiden gibt, in denen die Analyten vor der GC/C-IRMS-Analyse acetyliert wurden [Shackle-
ton et al. 1997a; Ferchaud et al. 1998;]. Der Arbeitskreis von Aguilera und Becchi beobach-
tete ebenso wie Shackleton et al. [1997b] keine signifikante Anderung der 5'*C-Werte von
Steroiden nach ihrer Acetylierung [Becchi et al. 1994; Aguilera et al. 1996; Aguilera et al.
1999]. Allerdings sind in den Veroéffentlichungen keine konkreten Daten zu finden, die auf
eine systematische Untersuchung dieses Phanomens schlieBen lassen. Prevost et al.
[2001] fanden nach der Acetylierung von Steroiden neben den Diacetaten auch mono- und
unacetylierte Steroide und beschrieben diese Derivatisierung deshalb als instabil und un-
zureichend. Mathurin et al. [2001] sowie Desroches et al. [2002] und Saudan et al. [2004]
berechnen Korrekturfaktoren fir die Acetylierung von Steroidhormonen, die zwischen —
48,8 und —50,1 %. liegen. Diese Werte liegen im Bereich jener, die in dieser Arbeit berech-
net wurden. Allerdings handelt es sich lediglich um pauschale Korrekturwerte, die fir alle
Steroide verwendet werden, und nicht, wie in dieser Arbeit, um einen Korrekturfaktor fur
jeden Analyten. In den zitierten Arbeiten wird zudem der Korrekturfaktor als §'3C-Wert des
Acetylierungsreagenzes angegeben und nicht, wie eigentlich richtig, als Korrekturfaktor,
der den kinetischen Isotopeneffekt berlicksichtigt. Eine experimentelle Ermittlung der Iso-
topenzusammensetzung der Acetylierungsreagenzien wurde in den genannten Arbeiten
nicht vorgenommen. Auch Jones et al. [1991] berechneten einen Korrekturfaktor, den sie
ebenso mit dem §'°C-Wert der aus dem Derivatisierungsreagenz stammenden C-Atome
gleichsetzten, und korrigierten auf diese Weise die Einflisse einer Trimethylsilylierung auf
u.a. Cholesterol und 24-Ethyolcholestanol. In einer weiteren Arbeit wird der Einfluss der
gesamten Aufarbeitung inklusive einer Actylierung bestimmt (<0,7 %.), nicht jedoch die De-
rivatisierung alleine [Baume et al. 2006].

Far einige andere Analyten wurden die Einflisse der Acetylierung und anderer Derivatisie-
rungen auf den 8'°C-Wert jedoch bereits untersucht. Dautraix et al. [1996] maBen mittels EA-
IRMS und GC/C-IRMS zwischen 3,7 und 4,0 %. negativere Werte als theoretisch berechnet
fir acetyliertes Acetaminophen. Fir die Acetate von verschiedenen Aminosduren wurden
zwischen 3,2 und 6,1 %. negativere Isotopenverhaltnisse als berechnet mittels GC/C-IRMS
gemessen [Demmelmair und Schmidt 1993]. Daraus ergeben sich fur den kinetischen Isoto-
peneffekt (KIE) Werte von 1,030 bis 1,062, die in derselben GréBenordnung liegen wie die
der hier untersuchten Steroid-Acetate. Die Abweichungen der 5'°C-Werte von Aminosduren-
isopropylestern vom berechneten Wert liegen zwischen +0,6 und —1,6 %., wahrend sie flr
dieselben Aminoséauren als Trifluoressigsaure-Isopropylester zwischen —1,0 und —3,3 %, lie-
gen [Silfer et al. 1991]. Aus diesen Daten ermittelte Rieley [1994] kinetische Isotopeneffekte
(KIE) zwischen 1,013 und 1,025. Corr et al. [2007] untersuchten den kinetischen Isotopenef-
fekt bei sieben verschiedenen Derivatisierungsmethoden an 15 Aminosauren und erhielt fur
KIE Werte zwischen 1,004 und 1,067. Metges und Daenzer [2000] ermittelten flr 14 Amino-
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sauren nach einer Veresterung in Abhéngigkeit von der Derivatisierungsmethode zwischen
1,13 und 2,52 %. (NPP-Ester) bzw. zwischen 2,36 und 3,97 %. negativere 5'°C-Werte als
berechnet. In einer weiteren Arbeit wurden fir die Alditolacetate von Monosacchariden zwi-
schen 12,3 und 13,9 %. negativere 5'°C-Werte gemessen als zuvor berechnet [Docherty et
al. 2001]. Macko et al. [1998] maBen mit der gleichen Derivatisierung an drei Monosaccari-
den 9,9 bis 11,1 %. negativere Werte als theoretisch ermittelt. In allen genannten Arbeiten
wurden die Derivatisierungen als stabil und die resultierenden Isotopeneffekte als reprodu-
zierbar dargestellt, weshalb diese Uber fir jede Substanz individuelle Korrekturfaktoren her-
ausgerechnet werden kénnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit den Resultaten derjenigen Arbeitsgruppen tber-
ein, welche die kinetischen Isotopeneffekte wahrend einer Derivatisierung flr reproduzierbar
und rechnerisch korrigierbar halten. Daten flir die Acetylierung einzelner Steroide lagen bis-
her nicht vor.

Die Acetylierung hat von allen hier untersuchten Parametern und Aufarbeitungsschritten den
gréBten Einfluss auf den gemessenen §'°C-Wert. Wenn die absoluten Isotopenverhéltnisse
von Interesse sind, ist deshalb eine genaue Bestimmung von Korrekturfaktoren fur jeden
Analyten unvermeidlich. Wenn lediglich das Verhéltnis zweier Isotopenverhéltnisse zueinan-
der bestimmt werden soll, kénnen in manchen Féllen auch die nicht korrigierten Messwerte
miteinander verglichen werden. Werden im Fall der Steroid-Analytik aber beispielsweise die
Isotopenverhéltnisse des Testosteronvorlaufers DHEA und des Testosteronmetaboliten 5o
Androstan-33,17a-diol miteinander verglichen, so entsteht alleine durch die Acetylierung
eine Differenz von ungeféhr 2,5 %..

5.1.5 Betrachtung der Prazision bei der Gesamtaufarbeitung

Die Standardabweichnung der Messwerte nach einer zehnmaligen Injektion einer Standard-
I6sung lag fur die Androgene DHEA, Epiandrosteron, Etiocholanolon, Epitestosteron, 5-
Androstendiol und 5a-Androstandiol bei +0,04 bis +0,15 %.. Die finf bis siebenfache Ver-
messung einer Urinprobe mit denselben Analyten ergab etwas héhere Standardabweichun-
gen von 0,02 bis 0,57 %.. Diese Werte beschreiben die Messprézision des verwendeten
GC/C-IRMS-Systems. Die Prazision der Gesamtmethode einschlieBlich der Aufarbeitung
und der Matrixeffekte (Methodenprézision) wurde durch die Aufarbeitung und Vermessung
von je zehn Teilproben von funf Urinen bestimmt, wobei unter guten Bedingungen Standard-
abweichungen von +0,10 bis +0,80 % flir die oben genannten Steroide erreicht wurden.

Veréffentlichte Vergleichswerte zu Prazisionen von Messungen von Steroiden sind rar. Meist
ist nur die Messprézision der GC/C-IRMS-Methode angegeben oder es ist nicht eindeutig
ersichtlich, ob es sich um die Methoden- oder die Messprézision handelt. Aguilera et al.
[2001] bestimmten die Messprézision des verwendeten GC/C-IRMS-Instrumentes durch die
viermalige Injektion zweier Urinextrakte und erhielten flr die acetylierten Steroide 5B- und
5a-Androstan-3a,17B-diyl und 53-Pregnan-3a,20a-diyl Werte zwischen +0,08 und 10,59 %..
Sie lagen damit im selben Bereich wie in dieser Arbeit ermittelt. Ferchaud et al. [1998 und
2000] akzeptierten fiir die Dreifachbestimmung der §'°C-Werte von DHEA, Epitestosteron
und Etiocholanolon aus Rinderurin eine Standardabweichung von 0,5 %.. Saudan et al.
[2004] erhielten fir die Substanzen Androstenol, Etiocholanolon, 5a-Androstan-3a,173-diol,
5B-Androstan-3a,173-diol und Androsteron Standardabweichungen zwischen #0,16 und
10,29 %., wenn sie 5 Aliquote am selben Tag aufarbeiteten und jeweils einmal injizierten
(within assay). Fur dieselben Analyten lagen die Standardabweichungen zwischen +0,16 und
10,59 %o, wenn 16 Aliquote innerhalb eines Jahres jeweils einmal injiziert wurden (between
assay). Balisz et al. [2004] bestimmten die Isotopenzusammensetzung von DHEA, Etiocho-
lanolon, Epitestosteron und Testosteron aus dem Urin von vier jungen Bullen mittels GC/C-
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IRMS mit /large volume injection ohne vorherige Derivatisierung. Flr eine reine StandardI6-
sung ermittelten sie flr die Messprézision Standardabweichungen von +0,47 bis +1,27 %o
(n = 24), wahrend die Methodenprézision fir die einzelnen Steroide bei 10,71 bis +2,10 %o
lag. Bei der Bestimmung der Isotopenzusammensetzung von Androstandiol und Cholesterol
aus der Galle von Rindern maBen Mason et al. [1998] bei Zwei- bis Sechsfach-
Bestimmungen Standardabweichungen von +0,01 bis £2,02 %.. Prevost et al. [2001] unter-
suchten den Einfluss der Silylierung der Steroide auf den §'3C-Wert und die Préazision fiir die
Steroide DHEA und 19-Nortestosteron. Die Methodenprézision lag abhangig von der Deriva-
tisierung fir DHEA bei 0,92 bzw. 10,35 %. und fur 19-Nortestosteron bei +1,51 bzw.
10,32 %.. Der Unterschied wird mit einer effektiveren Derivatisierung und einer besseren
Stabilitat der Derivate fir die letztere Methode erklart. Zwischen der ebenfalls getesteten
Acetylierung der Steroide und der effektiveren Silylierung konnten Prevost et al. [2001] keine
signifikanten Unterschiede in der Prazision finden. Aus dem Gebiet des Humandopings wer-
den folgende Angaben zur Prazision von GC/C-IRMS-Messungen von Steroiden in Urin ge-
troffen: Die Arbeitsgruppe um Aguilera et al. [1996] und Becchi et al. [1994] beschreiben
+0,4%. als typische Messprézision (bei zwei- bis dreifacher Injektion) fir die §°C-
Bestimmung von DHEA, Etiocholanolon und anderen Steroiden nach der Isolation aus
menschlichem Urin und Acetylierung. Shackleton et al. [1997] ermittelten fir Doppelinjektio-
nen mittlere Standardabweichungen von 0,21 %. flr Pregnandiol, +0,11 %. flir 5a-
Androstandiol und 0,25 %. fiir 5B-Androstandiol aus menschlichem Urin.

Die Messpréazision fir Standardldsungen ist in dieser Arbeit besser als veréffentlichte Ver-
gleichswerte, wahrend die Messprézision fur Urinproben mit den publizierten Werten ver-
gleichbar ist. Meier-Augenstein [1999a] gibt eine pauschale durchschnittliche Messprazision
von 0,3 %. fur GC/C-IRMS-Messungen an, die in dieser Arbeit fir matrixbelastete Proben
durchschnittlich erreicht wurden. Die Methodenprézision ist mit 0,10 bis 0,80 %. analyt- und
matrixabhangig und ebenfalls mit verdffentlichten Werten vergleichbar.

5.2 Probeninjektion

Sowohl bei den untersuchten Steroid-Acetaten als auch bei den Alkanen wurden beim Ver-
gleich der Injektionsgeschwindigkeiten 1pl/s, 50 pl/s und 100 pl/s teilweise groBe Unter-
schiede in den Peakflachen der Analyten gemessen. Die Peakflachen der mit 1 pl/s injizier-
ten Analyten DHEA-Acetat, Estron-Acetat, Testosteron-Acetat, 5a-Cholestan und 17f3-
Estradiol-Diacetat betrugen 42,7 bis 54,9 % der Flachen nach einer Injektion mit 50 pl/s. Fir
das zuerst eluierende 5a-Androstan-3B-ol wurde hingegen kein Unterschied festgestellt, was
daran liegen kdnnte, dass der Siedepunkt des 5a-Androstan-3B-ol deutlich niedriger ist als
der der anderen untersuchten Steroide, sodass die Substanz durch schnelles Verdampfen
vollstandig auf die Saule gelangt. Grob [2001] beschreibt die Diskrimierung hochsiedener
Substanzen bei zu langsamer Injektion und begriindet sie damit, dass bei einer langsamen
Injektion der Verdampfungsprozess wichtiger wird als das mechanische Herausdrlicken der
Probe aus der Spritze. Bei den Alkanen war eine starke Abh&ngigkeit der Peakflachen von
der Kettenlange zu beobachten. Bei einer Injektionsgeschwindigkeit von 1 pl/s wurde mit
zunehmender Kettenlange die Peakflache kleiner. Triacontan (C30) hatte nur 13,9 % der
Flache bei einer Injektionsgschwindigkeit von 50 pl/s. Die Ergebnisse der mit den unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten gemessenen Isotopenverhaltnisse zeigen jedoch, dass die
Diskriminierung der Steroide bei geringen Injektionsgeschwindigkeiten nicht in gleichem Ma-
Be mit einer Isotopenfraktionierung einhergeht. Von den Analyten des Steroid-Acetat-
Standards wurden bei Estron-Acetat bei 1 pl/s um 0,6 %. positivere Werte gemessen als bei
einer schnelleren Injektion, also die leichteren Isotope diskriminiert, wahrend bei Testoste-
ron-Acetat um 0,8 %. negativere Werte gemessen wurden, also die schweren Isotope diskri-
miniert wurden. FUr dieses unterschiedliche Verhalten von sehr &hnlichen Analyten wurde
keine Ursache gefunden. Bei den Alkanen wurden ab dem Hexacosan (C26) mit einer zu
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langsamen Injektion zwischen 0,8 und 1,4 %. negativere Isotopenverhaltnisse gemessen.
Das bedeutet, dass wie auch beim Testosteron-Acetat die schweren Isotope durch die zu
langsame Verdampfung der Substanzen diskriminiert wurden. Bei den Alkanen wurde dieser
Effekt allerdings erst ab einem Siedepunkt von ca. 357 °C beobachtet.

Die Variation der Injektionstemperatur um +30 °C ausgehend von 250 °C fuhrte weder bei
den Alkanen noch bei den Steroid-Acetaten zu messbaren Unterschieden in den Isotopen-
verhaltnissen. Bei den héhersiedenen Alkanen war allerdings die Peakflache bei 280 °C sig-
nifikant gréBer als bei niedrigeren Injektortemperaturen, was sich mit den Ausfiihrungen von
Grob [2001] deckt, der die mengenmaBige Diskriminierung langkettiger Alkane im Injektor
selbst bei sehr hohen Temperaturen von 400 °C beschreibt.

Die Wahl des Liners beeinflusste bei den Steroid-Acetaten die GrdBe der Peakflachen deut-
lich, die Unterschiede zwischen einem desaktivierten Splitless-Liner (Liner 1) und einem mit
Glaswolle gefullten Universal-Liner (Liner 2) lagen unter sonst identischen Bedingungen zwi-
schen 20 und 40 %. Die Differenzen in den gemessenen Isotopenwerten hingen von der
Retentionszeit der Analyten ab. Die zuerst eluierenden Analyten hatten mit dem Universal-
Liner bis zu —0,3 %. negativere §'°C-Werte als mit dem Splitless-Liner, wahrend es sich bei
den spater eluierenden Substanzen mit bis zu +0,6 %. genau umgekehrt verhielt. Da die Ab-
weichungen zwischen den §'®C-Werten von Analyt zu Analyt unterschiedlich sind, miissen
alle zu vergleichenden Messungen mit dem gleichen Linertypen durchgefiihrt werden.

Das Herabsetzen der Purgetime von 1,5 min auf 0,1 min hatte sowohl bei den Steroiden als
auch bei den Alkanen eine Verringerung der Peakflachen von um bis 90 % zur Folge. Bei
einer Purgetime von 0,5 min betrugen die Flachen ungeféhr 50 % derjenigen bei 1,5 min und
mit einer einmindtigen Purgetime 73 bis 86 %. Eine Erhdhung der Purgetime auf 2,0 min
fihrte im Durchschnitt zu gleichen PeakgréBen wie 1,5 min. Mit 0,1 min Purgetime wurden
fir die untersuchten Steroide zwischen 0,3 und 5,8 %. negativere Isotopenverhaltnisse ge-
messen als mit 1,5 min. Vier von sechs Unterschieden waren trotz der schlechten Prazisio-
nen fir die Messungen bei 0,1 min signifikant. Bei den Alkanen wurden mit 0,1 min bis zu
0,7 %o negativere Isotopenverhaltnisse gemessen. Die Unterschiede waren jedoch aufgrund
der groBen Messunsicherheit nicht signifikant. Es kommt also bei einigen Substanzen zu
einer Isotopenfraktionierung, wenn aufgrund einer zu kurzen Purgetime nicht die gesamte
Probe auf die Saule gelangt, wobei die schweren Isotope diskriminiert werden. Bei allen un-
tersuchten Analyten sind die Standardabweichungen der Messwerte bei einer Purgetime von
0,1 min im Vergleich zu den anderen Einstellungen sehr groB.

Meier-Augenstein [1997] empfiehlt, den Splitter 10 s nach der Injektion zu &6ffnen, um ein
Peaktailing, dass haufig bei der Splitless-Injektion auftritt, zu vermeiden. Dies entspricht ei-
ner Purgetime von 0,17 min, die bei den hier untersuchten Steroid-Acetaten zu signifikanten
Verringerungen der Peakflache und Veranderungen der §'°C-Werte filhrte und deshalb fiir
diese Anwendung nicht praktikabel ist.

Es wurden weder beim Vergleich von Split- und Splitless-Injektionen noch mit verschiedenen
Split-Verhaltnissen signifikante Unterschiede in den gemessenen Isotopenverhaltnissen er-
halten. Die Abweichungen betrugen zwischen einer Splitless- und einer Split-1:20-Injektion in
Abhangigkeit vom untersuchten Steroid zwischen 0,04 und 0,59 %.. Meier-Augenstein [1997]
empfiehlt fir die GC/C-IRMS-Analytik ausschlieBlich splitlose Probenaufgabe, da es bei ei-
ner Split-Injektion zu Isotopenfraktionierungen im Injektor kommen kann. Diese Aussage
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Eine pauschale Empfehlung zur Art
der Injektion kann nicht getroffen werden. Glaser und Amelung [2002] verglichen die 5'*C-
Werte von Aminosauren-PFP-Isopropylester im Splitless-Modus und mit einem Split von
1:12. Dabei erhielten sie mit einem Splitfaktor von 1:12 9,2 %. negativere bis 9,7 %. positivere
Werte als mit einer Splitless-Injektion. Bei zehn fllichtigen organischen Substanzen wie z.B.
Benzol und Tetrachlormethan ermittelten Zwank et al. [2003] nach einer Injektion mit einem
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Splitfaktor von 1:50 um —2,31 bis +1,12 %, abweichende 5'°C-Werte zu denen nach einer
Splitless-Injektion. Mit Ausnahme eines Wertes waren die Unterschiede jedoch nicht signifi-
kant. Im Gegensatz zu Ergebnissen von Versuchen mit anderen Analyten wurde in dieser
Arbeit keine Isotopendiskriminierung der Steroid-Acetate bei einer Split-Injektion beobachtet.

Bei allen Variationen der Injektionsbedingungen, die eine Anderung der Peakflache nach
sich ziehen, kann ein Unterschied der gemessenen Isotopenverhaltnisse sowohl durch die
Diskrimierung der leichteren oder schwereren Isotopomere im Injektor als auch aufgrund der
mengenabhéangigen Isotopendiskriminierung zustande kommen. Werden aufgrund der Ana-
lytverluste im Injektor sehr kleine Peaks gemessen, besteht die Gefahr, dass man auBerhalb
des sogenannten linearen Bereichs misst und die Messwerte deshalb verschoben sind. Bei-
de Phanomene kdnnen sich hierbei sowohl addieren als auch bei gegenlaufigen Effekten
relativieren.

5.3 Gaschromatographische Einfliisse

Es wurden verschiedene Temperaturprogramme und Tragergasfliisse hinsichtlich ihres Ein-
flusses auf die gemessenen §'3C-Werte von Steroid-Acetaten und Alkanen untersucht. Die
fir die Trennung der relevanten Steroide geeigneten und untersuchten Temperaturpro-
gramme fUhrten zu keinen signifikanten Unterschieden in den ermittelten Isotopenzusam-
mensetzungen. Der Vergleich von zwei weiteren Temperaturgradienten, mit denen die Ste-
roide und ihre Acetate aufgrund nicht ausreichender Trennleistung nur einzeln vermessen
werden konnten, zeigte im Gegensatz dazu einen Einfluss auf die §'°C-Werte, der bei den
underivatisierten Analyten mit Abweichungen von 0,3 bis 1,9 %. deutlicher war als bei den
acetylierten Steroiden (0,1 bis 0,6 %.). Bei den Messungen der Alkanstandards war eine
deutlichere Abhangigkeit der 5'3C-Werte von den gewahlten Temperaturprogrammen zu er-
kennen. Bei der selbst hergestellten Alkan-Mischung mit Alkanen der Kettenlangen von C16
bis C32 betrugen die Unterschiede zwischen den sich am meisten unterscheidenen Metho-
den je nach Alkan zwischen 0,7 und 1,4 %e.

Die Abweichungen der Werte der einzelnen Alkane vom durch eine EA-IRMS-Messung er-
haltenen Vergleichswert liegen durchschnittlich fir alle untersuchten GC-Methoden fir die
einzelnen Alkane zwischen 0,1 und 0,5 %., wobei die GC/C-IRMS-Ergebnisse negativer als
die EA-IRMS-Ergebnisse sind. Eine Abhangigkeit dieser Differenz von der Kettenlange der
Alkane konnte nicht beobachtet werden.

Anders verhielt es sich bei den Ergebnissen der Vermessung des Alkanstandards nach
Schimmelmann, der mit Alkanen der Kettenlangen C16 bis C29 eine ahnliche Zusammen-
setzung hat wie die zuvor diskutierte Alkan-Mischung. Zuséatzlich zu den GC-
methodenbedingten Unterschieden, die je nach Alkan zwischen zwei Methoden bis zu 0,9 %o
betragen, wurden je nach Kettenldnge unterschiedlich groBe Differenzen zum Referenzwert
beobachtet. Die §'°C-Werte der kurzkettigeren Alkane sind bis zu 1,7 %. negativer als der
Referenzwert und n&hern sich mit zunehmender Kettenldnge dem Vergleichswert an. Bei
zwei GC-Methoden wurden ab einer Kettenlange von C27 um bis zu 0,9 %. positivere §'*C-
Werte als der Referenzwert gemessen. Da dieses Phédnomen bei der selbst hergestellten
Alkan-Mischung nicht auftrat, liegt die Vermutung nahe, dass die Ursache hierfir in der
Messmethode, die flr die Generierung der Referenzwerte des Alkanstandards nach Schim-
melmann verwendet wurde, liegt. Die Referenzwerte wurden allerdings ebenfalls mit der EA-
IRMS gemessen [Schimmelmann 2009], weshalb sich die Unterschiede nicht mit unter-
schiedlichen GC-Temperaturmethoden erklaren lassen kénnen.

Meier-Augenstein [1996b] bestimmte den Einfluss der gaschromatographischen Parameter
Temperaturgradient und Tragergasfluss auf den 5'°C-Wert von Fettsduremethylestern (FA-
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MEs). Mit der Verwendung eines GC/C-IRMS-Systems, das keine time shift correction gegen
den chromatographic isotope effect durchfiihrt, erhielt er in Abhangigkeit von der S&ule und
dem zur relativen Berechnung ausgewahlten internen Standard mit der Anderung des Tem-
peraturgradienten Unterschiede von 1,8 bis 3,3 %.. Derselbe Versuch mit einem GC/C-IRMS-
Instrument, das mit der Software ISODAT (mit time shift correction) betrieben wird, ergab
lediglich Verschiebungen in den 8'°C-Werten von 0,13 bis 0,65 %.. Die auch fiir diese Arbeit
verwendete Software ISODAT kompensiert automatisch die chromatographische Trennung
der Isotopomere.

Die schweren Isotope eluieren vor den leichten, wobei Parameter wie die Eigenschaften des
Analyten und der Saule bedeutend sind. Die Differenzen in den §'3C-Werten zwischen der
ersten und der zweiten Peakhalfte betrugen bei den Steroiden bis zu 5,4 %.. Eine Auswir-
kung auf die gemessene Isotopenzusammensetzung ist nur dann zu erwarten, wenn grof3e
Teile des Peaks nicht mitintegriert werden, was bei der GC/C-IRMS nicht Gblich ist.

In Proben mit hoher Matrixbelastung und niedriger Analytkonzentration ist die automatische
Erfassung und Subtraktion des Untergrundes mit der Software schwierig. In den untersuch-
ten Urinproben wurden bei einigen Analyten Abweichungen von bis zu 2,6 %. gefunden.
Deshalb wurden bei kritischen Proben alle Integrationen und Background-Korrekturen kon-
trolliert und gegebenenfalls manuell korrigiert. Auch Dautraix et al. [1995] erwahnen eine
schwierige Interpretierbarkeit von §'*C-Werten verhaltnisméaBig kleiner Probenpeaks auf ho-
hem background und die Notwendigkeit einer zuverlassigen Background-Korrektur.

Der angewandte '’O-Korrekturmodus hat auf den §'*C-Wert der Analyten keinen signifikan-
ten Einfluss.

Sowohl bei den Steroiden als auch bei den untersuchten Alkanen kann es bei Variationen
der gaschromatographischen Parameter zu signifikanten Veranderungen in den gemesse-
nen §"°C-Werten kommen, die sich jedoch durch Konstanthalten aller Parameter vermeiden
lassen. Mit welchen Einstellungen allerdings die richtigen Werte gemessen werden, konnte
nicht abschlieBend geklart werden, da keine zertifizierten Standardmaterialien fir die GC/C-
IRMS zur Verfugung standen. Einen Anhaltspunkt kann der Vergleich mit den EA-IRMS-
Messwerten darstellen.

5.4 Combustion

In Abhéngigkeit von der Verfligbarkeit von Sauerstoff im Oxidationsofen wurden je nach Ana-
lyt Unterschiede zwischen 3,5 und 10,8 %. gemessen, wobei die §'*C-Werte negativer wer-
den, je weniger Sauerstoff vorhanden ist. Dies lasst darauf schlieBen, dass bei einem Sauer-
stoffmangel die Analyten nicht mehr vollstandig verbrannt werden und vorrangig die leichten
Isotopomere oxidiert werden. Es kommt bei einer Abnahme des verfligbaren Sauerstoffs zu
einer Verkleinerung der Peaks, die jedoch nicht direkt mit der Veranderung der gemessenen
Isotopenzusammensetzung korreliert.

In der Stabilisotopenanalytik sind die Isotopenverhaltnisse der Analyten haufig nicht als Ab-
solutwerte interessant, sondern in Verhaltnis zu einer Vergleichssubstanz. Beim Nachweis
eines illegalen Einsatzes von Steroiden wird der §'°C-Wert eines méglicherweise verabreich-
ten Hormons (z.B. Testosteron) oder seiner Metaboliten mit dem &§'3C-Wert einer Vorlaufer-
substanz im Stoffwechsel verglichen. Es werden also Differenzen zwischen den Messwerten
verschiedener Analyten gebildet. Bei einer Differenzbildung zwischen den Messwerten des
5a-Cholestan und denen des DHEA-Acetates jedes Laufes ergeben sich mit verschiedenen
Sauerstoffsattigungen des Oxidationsofens Werte zwischen 10,1 und 19,0 %.. Diese unter
Extrembedingungen aufgenommenen Daten zeigen, dass es fur die GC/C-IRMS-Analytik
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essentiell ist, dass der Reoxidationszyklus so gewahlt wird, dass alle Ziel-Analyten stabil und
richtig gemessen werden kénnen. Es reicht nicht aus, diese Stabilitdt anhand einer einzelnen
Substanz der entsprechenden Stoffklasse oder sogar anhand von Geratekontrollen mit ande-
ren Substanzen zu untersuchen. Die Substanz DHEA-Acetat hatte sich als besonders emp-
findlich gegen sich verandernde Bedingungen erwiesen und wurde deshalb als Indikator fur
die Steroid-Analytik ausgewahlt.

Auch Zwank et al. [2003] maBen groBe Abweichungen vom eigentlichen 5'°C-Wert, wenn
der Oxidationsofen nicht regelmaBig reoxidiert wurde. Bei chlorhaltigen Substanzen wie z.B.
Dichlorethylen und Tetrachlormethan betrugen diese Abweichungen zwischen —0,93 und —
8,95 %o, bei halogenfreien Analyten wurde hingegen kein Unterschied gemessen.

Um eine ausreichende Verbrennung aller Steroide zu gewahrleisten, wurde der Oxidations-
ofen alle 80—100 Injektionen 12 h lang reoxidiert. Fihrt die Reoxidation zu keiner Stabilisie-
rung der Messwerte, muss der Ofen ausgetauscht werden. Die Ursache ist haufig die Bil-
dung von Kupfer-l-oxid (Cu,QO), welches durch seine leuchtend rote Farbe erkennbar ist und
die Leistung des Oxidationsofens nachhaltig herabsetzt. Aguilera et al. [2001] oxidierten den
Oxidationsofen fir die Vermessung von Steroid-Acetaten alle 30 Injektionen eine Stunde
lang und wechselten den Ofen alle 500 Injektionen.

Eine Herabsetzung der empfohlenen Verbrennungstemperatur von 940 °C auf 840 °C wirkte
sich nicht auf die gemessenen §'°C-Werte von Alkanen (C16 bis C32) aus. Bei einer Ver-
minderung der Ofentemperatur um 320 °C wurden bei Steroid-Acetaten Abweichungen von —
1,9 bis +4,8 %. gemessen. Bei einer unvollstandigen Verbrennung der Substanzen im Oxida-
tionsofen aufgrund zu niedriger Temperaturen wurde eine Verschiebung der 5'*C-Werte in
negativere Bereiche erwartet, wie auch bei einer unvollstdndigen Verbrennung aufgrund
schlechter Sauerstoffversorgung beobachtet. Tatsachlich wurden aber die gréBeren Unter-
schiede in der entgegengesetzten Richtung gemessen. Auch bei den Peakflachen konnten
neben deutlichen Abnahmen bei einigen Analyten bei der herabgesetzten Oxidationstempe-
ratur auch um bis zu 9 % gréBere Peaks beobachtet werden. Fir diese Beobachtung wurde
keine Erklarung gefunden.

Sowohl die Verbrennungstemperatur als auch die Sauerstoffversorgung kénnen sich emp-
findlich auf die Messung der §'°C-Werte auswirken, weshalb diese Parameter stets konstant
gehalten werden mussen. Merrit et al. [1995] beschreiben die vollstandige Verbrennung als
wichtigsten Schllssel fir die Richtigkeit der Messwerte bei der GC/C-IRMS-Untersuchung
von organischem Material. Daraus folgt, dass fir stabile Messbedingungen je nach Art der
Probenmatrix und Analyten der Oxidationszyklus und die Verbrennungstemperatur individuell
angepasst werden mussen.

5.5 Interface

Bei einer Variation des Referenzgasdruckes am Interface zwischen 0,8 und 1,6 bar unter
sonst identischen Bedingungen werden Unterschiede in den &'°C-Werten von Steroid-
Acetaten von bis zu 1 %. gemessen. Die Amplituden der Referenzgaspeaks liegen unter die-
sen Bedingungen zwischen 3500 und 9100 mV, wahrend die Peaks der zu untersuchenden
Analyten unveréndert bleiben. Wird der Heliumdruck am Interface ausgehend von der Stan-
dardeinstellung von 1,0 bar um 0,3 bar angehoben oder abgesenkt, werden ebenfalls veran-
derte Amplituden der Referenzgaspeaks, nicht aber der Analyten festgestellt. Durch die Ver-
didnnung mit Helium sinkt die CO,-Amplitude bei 1,3 bar Heliumdruck auf 3600 mV, wahrend
sie bei 0,7 bar auf 8200 mV steigt. Die Unterschiede der fir die Steroid-Acetate gemessenen
8'3C-Werte sind nur teilweise signifikant und liegen zwischen —0,8 und +0,3 %o.
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Bei beiden Versuchen zum Einfluss von Gasflissen im GC/C-Interface (gemessen als Gas-
druck) werden die fiir den Steroid-Acetat-Standard ermittelten §'*C-Werte tendenziell positi-
ver, wenn die Referenzgaspeaks gréBer sind, und entsprechend bei kleineren Referenz-
gaspeaks negativer. Die Ursache hierflr kénnte in unterschiedlichen Diskriminierungen der
CO,-Molekille im Referenzgas-Einlass in Abh&angigkeit vom Mischungsverhaltnis mit Helium
liegen. Wenn bei einer Mischung von verhéltnismaBig viel Helium und vergleichsweise wenig
Kohlendioxid im Referenzgas-Einlass des GC/C-Interfaces die schweren *CO,-Molekiile
gegeniiber den leichten ®CO,-Molekiilen diskriminiert wiirden, ware die Isotopenzusammen-
setzung der Referenzgaspeaks negativer als zuvor. Da dem Referenzgaspeak aber nach wie
vor derselbe — jetzt zu positive — Referenzwert zugeordnet wird, sind die auf ihn bezogenen
8'3C-Werte der vermessenen Analyten zu positiv. Umgekehrt fiihrt ein im Verhaltnis zum
Helium groBer Kohlendioxiddruck vermutlich zu einer Diskriminierung der leichteren 'CO,-
Molekule und somit zu negativeren Messwerten.

Der GC-Tragergasfluss beeinflusst ebenfalls die Gesamtgasflussverhaltnisse im Interface. Je
gréBer der GC-Tragergasfluss ist, desto gréBer ist die Verdiinnung des Tragergasstromes im
Open-Split des Interfaces. Daraus resultieren kleinere Peaks bei groBeren GC-Gasfllissen.
Bei den Steroid-Acetaten betrugen die Flachen bei einem Fluss von 2,0 ml/min bei ansons-
ten identischen Parametern zwischen 70 und 85 % der Flachen bei einem Fluss von 1,5
ml/min. Im Gegensatz zu Veranderungen an den Gasdriicken am Interface beeinflusst diese
Anderung nicht die Peakflachen der Referenzgaspeaks. Die aus der Variation des Trager-
gasflusses resultierenden Differenzen in den §'*C-Werten von Steroid-Acetaten lagen zwi-
schen —0,4 und +0,3 %.. Meier-Augenstein [1996b] ermittelte mit Tragergasfliissen von 0,8
ml/min bis 1,54 ml/min bei sonst konstanten Bedingungen Verschiebungen in den §'°C-
Werten von 0,03 bis 0,67 %. bei Fettsauremethylestern mit Kettenlangen von C10 bis C20.

Goodman und Brenna [1994] konstatieren wie auch Meier-Augenstein [1996b] eine
Verstarkung der Isotopenfraktionierung, die wahrend der chromatographischen Trennung
stattfindet, wahrend der Passage der inzwischen zu CO, verbrannten Analyten durch das
Interface zum Massenspektrometer. Diese kommt durch zahlreiche Kapillarverbindungen
und Anderungen der Kapillardurchmesser wie auch durch das Open-Split-System zustande.
Goodman und Brenna [1994] bemerkten auBerdem, dass die Peakform von den
Flussverhaltnissen im Open-Split abhéngt. Dies kann auch die abweichenden
Messergebnisse bei sich &ndernden Gasdriicken in dieser Arbeit erklaren.

5.6 Linearitat — mengenabhéngige Isotopenfraktionierung

In der quantitativen Analytik beschreibt der lineare Bereich jenen Konzentrationsbereich,
innerhalb dessen sich die Analytmenge linear zum Messsignal verhalt. In der Isotopenanaly-
tik dagegen ist der 8'*C-Wert im Idealfall im sogenannten linearen Bereich von der Konzent-
ration bzw. der Signalhéhe unabhangig. Die mengenabhangige Isotopenfraktionierung hat
jedoch zur Folge, dass auch im gunstigsten Konzentrationsbereich eine Abhangigkeit des
Messwertes von der Signalhéhe besteht, die laut Herstellerangaben bei dem verwendeten
Gerat nicht mehr als 0,06 %. pro Volt betragen sollte. Mit dem Referenzgas CO, wurde eine
lineare Abhingigkeit des 5'*C-Wertes von der Peakhdhe ab einer Amplitude von etwa 2 Volt
bestimmt. Mit unterschiedlichen Quellen und Fokussierungen wurden innerhalb von drei Jah-
ren Steigungen von —0,06 bis —0,10 %./V ermittelt. Im Bereich unter 2 Volt besteht eine loga-
rithmische Abhangigkeit der gemessenen Isotopenverhalinisse von der Peakhéhe mit we-
sentlich gréBeren Abweichungen.

Fir die Alkane Eicosan (C20), Docosan (C22), Tetracosan (C24), Triacontan (C30) und
Dotriacontan (C32) wurden im gesamten untersuchten Messbereich (340 bis 10392 mV; 5
bis 40 ng) Abhangigkeiten des 5'°C-Wertes von der Signalhéhe von 0,06 %./V bis 0,10 %./V
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gemessen. Die Linearitat von Hexadecan war mit 0,19 %./V etwas schlechter. Bei den unter-
suchten Steroiden war der lineare Bereich vom Analyten und dem Zeitpunkt der Messserie
abhéangig. Verschiedene Linearitdtsmessungen von DHEA-Acetat ergaben in sieben von
acht Fallen einen Beginn des linearen Bereiches ab einer Amplitude von ca. 1 Volt. Innerhalb
dieses Bereiches betrug die maximale Abweichung in zwei Serien 0,23 %./V und in den Ubri-
gen Serien zwischen 0,05 und 0,14 %./V. Der Vergleich des Verlaufs der mengenabhangigen
5'®C-Werte mehrerer Steroide zeigte eine starke Abhangigkeit vom jeweiligen Analyten.
Waéhrend fir DHEA-Acetat und 17B-Estradiol-Diacetat mit der Ausnahme jeweils eines
Messpunktes ab 300 mV der lineare Bereich mit maximalen Abweichungen von 0,04 %./V fir
DHEA-Acetat und 0,10 %./V fir 17p-Estradiol-Diacetat beginnt, ist dies bei 5a-Cholestan und
Testosteron-Acetat mit 0,06 %./V erst ab 2 Volt der Fall. Bei 5a-Androstan-3-ol sinken die
5'3C-Messwerte bis zu einer Amplitude von etwa 4 V rapide ab, der Unterschied liegt bei
2,2 %0, also 0,63 %. pro Volt. Oberhalb von 4 V betragt die Abweichung 0,06 %./V. Das
starkste Gefélle wurde bei Estron-Acetat verzeichnet. Bis etwa 2 V betréagt es 1,74 %./V. Ab
2V liegt die Abweichung jedoch bei 0,11 %./V. Da alle Analyten nach der gaschroma-
tographischen Trennung zu CO, verbrannt werden und im nachfolgenden System (Interface
und Isotopenverhaltnis-Massenspektrometer) in identischer Form vorliegen, ist die Ursache
fur die unterschiedlichen linearen Bereiche in Abhangigkeit von der injizierten Menge bei der
Injektion, der Chromatographie oder der Verbrennung zu suchen.

Aguilera et al. [2001] bestimmten die Linearitat fir drei Substanzen in Abhangigkeit von der
absolut injizierten Menge, nicht jedoch von der Signalhdhe. Fir die Substanzen 53- und 5a-
Androstan-3a,17p-diyl-Diacetat war der gemessene §'3C-Wert in einem Bereich von 2,5 bis
150 ng linear, wahrend der Bereich unter gleichen Bedingungen fir 58-Pregnan-3a,200.-diyl-
Diacetat bei 5 bis 150 ng lag. Bei geringeren Probenmengen war der gemessene '°C-Wert
bis zu 1,5 %o negativer als im linearen Bereich. Saudan et al. [2004] ermittelten mit 20 bis
200 ng einen ahnlichen linearen Bereich fir Androstenol, Etiocholanolon, 5a-Androstan-
3a,17B-diol, 5B-Androstan-3a,173-diol und Androsteron. In einer Studie von Mathurin et al.
[2001] wurde die Linearitat anhand von 19-Norandrosteron-Acetat in einem Bereich von 30
bis 600 ng untersucht. Bei einer Probenaufgabe von 600 ng betrug die Peakhéhe etwa 9 nA
(entspricht etwa 3000 mV), womit die Empfindlichkeit der Messung deutlich schlechter ist als
bei den in dieser Arbeit durchgefiihrte Messungen. Der akzeptable lineare Messbereich von
19-Norandrosteron-Acetat liegt bei Mathurin et al. [2001] zwischen 300 und 3000 mV, inner-
halb dessen mit einer Richtigkeit von * 0,8 %. gemessen werden kann. Glaser und Amelung
[2002] konnten keine mengenabhéangige Isotopenfraktionierung des Referenzgases CO,
feststellen. Auch die Injektion unterschiedlicher CO,-Mengen in den GC/C-IRMS flhrte zu
identischen &'°C-Werten. Die Injektion von 10 bis 200 ng von Aminosauren-PFP-
Isopropylestern zeigte jedoch auch bei Glaser und Amelung [2002] eine starke (logarithmi-
sche) Abhangigkeit der gemessenen Isotopenzusammensetzung von der injizierten Menge
mit Unterschieden von bis zu 10 %.. Deshalb sehen sie als Ursache dieser Isotopendiskrimi-
nierung die Chromatographie und die Combustion, halten aber die lonenquelle als Ursache
fir unwahrscheinlich. So vermuten sie z.B. eine unvollstadndige Verbrennung der Analyten
bei héheren Konzentrationen und eine damit einhergehende Isotopenfraktionierung. In dieser
Arbeit wurde im Gegensatz dazu eine Abhéngigkeit des 5'°C-Wertes von der Amplitude auch
beim Referenzgas beobachtet. Laut Schmitt et al. [2003] kénnen flr diese Isotopendiskrimi-
nierung jedoch auch sich bei diesem Versuch andernde flow conditions im Interface verant-
wortlich sein, die schon zuvor von Goodman und Brenna [1994] beschrieben wurden. Unter
diesem Aspekt sind die oben dargestellten Ergebnisse der Linearitdtsmessungen mit dem
Referenzgas nur unter Vorbehalt auf eine Isotopendiskriminierung in der Quelle zurlickzufiih-
ren. Der Einfluss der Quelle konnte nicht abschlieBend geklart werden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die mengenabhangige Linearitat
ein wichtiger Validierungsparameter fir die GC/C-IRMS ist und fir jeden einzelnen Analyten
eine Uberprifung des linearen Bereiches erfolgen muss. Eine Vorhersage des linearen Be-
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reiches Uber beispielsweise die chemische Struktur des Analyten oder dessen Retentions-
verhalten auf der GC-Saule kann nicht getroffen werden.

5.7 Kalibrierung

Da bisher keine zertifizierten GC/C-IRMS-Standards erhaltlich sind, wurde das Messgas CO,
Uber die EA-IRMS Kalibriert. Ein Vergleich der §'°C-Werte einiger sowohl mit der EA-IRMS
als auch mit der GC/C-IRMS mit demselben Messgas und derselben Kalibrierung untersuch-
ten Steroide und Steroid-Acetate ergab Unterschiede zwischen 0,08 und 0,92 %.. Bei den
untersuchten Alkanen lagen die Differenzen zwischen 0,28 und 0,86 %.. In der gleichen Gro-
Benordung lagen mit 0,03 bis 0,63 %. die Unterschiede weiterer im Rahmen eines Ringver-
suches getesteter Analyten. Mégliche Ursachen fiir die Unterschiede der Messwerte der EA-
IRMS von denen der GC/C-IRMS kdénnen neben einer mdglichen Verunreinigung der Stan-
dardsubstanzen die Kalibrierung des GC/C-IRMS-Systems oder die durch die Injektion in die
GC/C-IRMS und die Chromatographie entstehenden Isotopeneffekte sein. Die §'°C-Werte
der GC/C-IRMS sind bei allen untersuchten Substanzklassen auffallig haufig positiver als die
der EA-IRMS. Dies lasst eine systematische Abweichung, wie sie z.B. durch bauliche Unter-
schiede der verwendeten und verglichenen Gerate verursacht werden kdnnte, vermuten.
Das Referenzgas wurde in der EA-IRMS mit einem von dem des GC/C-IRMS leicht abwei-
chenden Open-Split-System mit dem Tragergas Helium gemischt und in die lonenquelle ein-
geleitet. Dadurch sind unterschiedlich starke Isotopendiskriminierungen bei der Einleitung
des Referenzgases in beide Systeme mdglich, die flr die systematische Abweichung der
8'3C-Werte verantwortlich sein kénnen. Aber auch die durch die Injektion der Substanzen in
den Gaschromatographen verursachte Isotopendiskrimierung kann zu einer systematischen
Abweichung der §'°C-Werte filhren. Die unterschiedlich hohen Differenzen zwischen den
Messwerten beider Systeme innerhalb einer Stoffklasse lassen jedoch zusatzlich zu den
maoglicherweise bestehenden systematischen Abweichungen analytenspezifische Isotopen-
effekte wahrend der Chromatographie vermuten.

Zwank et al. [2003] bestimmten von zehn verschiedenen fliichtigen organischen Substanzen,
die sie zuvor mit der EA-IRMS untersucht hatten, mittels GC/C-IRMS die Isotopenzusam-
mensetzung und mafen bei drei Substanzen signifikante Unterschiede zwischen —1,14 und
+0,93 %e.

Es gab in den letzten Jahren bereits Ringversuche zur Etablierung verschiedener Analyten
wie z.B. Vanillin, Tetramethylanilin, Dimethalanilin, Methyl-N-methyl-anthranilat, Dodecan,
Octanol, Methyldecanoat, Methyldodecanoat als GC/C-IRMS-Standard [Serra et al. 2007].
Ein Vergleich der EA-Werte der getesteten Analyten aller Teilnehmer zeigt eine sehr gute
Ubereinstimmung der meisten Labore sowie gute Prazisionen mit Standardabweichungen
zwischen 0,1 und 0,2 %.. Die GC/C-IRMS-Werte derselben Analyten und Labore zeigten
jedoch eine wesentlich schlechtere Vergleichbarkeit. Die Standardabweichungen der von
allen Laboren gemessenen §'°C-Werte lagen fiir die untersuchten Analyten zwischen 0,4
und 1,9 %.. Dies verdeutlicht, dass die GC/C-IRMS eine Methode ist, die noch nicht so gut
standardisierbar ist wie beispielsweise die EA-IRMS und deshalb zu weniger vergleichbaren
Ergebnissen flhrt.

Da keine zertifizierten Standards fur die GC/C-IRMS zur Verfligung stehen und auch keine
geeigneten Alternativen gefunden wurden, wurde das CO, fiir die GC/C-IRMS (ber die EA-
IRMS kalibriert. Der Nachteil der Kalibrierung mittels des Referenzgases CO. ist, dass die in
der Gaschromatographie auftretenden Effekte mit dieser Methode nicht kompensiert werden
kénnen.
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Als interne Standards wurden die Substanzen 5a-Androstan-33-ol und 5a-Cholestan naher
untersucht. 5a-Androstan-33-ol kam wegen starker Interferenzen mit Probenmatrix, die zu
instabilen 8'°C-Werten filhrten, nicht als interner Standard infrage. Die 8'°C-Werte des 5a-
Cholestans hingegen waren wesentlich stabiler als die der zu untersuchenden Analyten,
weshalb sich auch 5a-Cholestan nicht als MaBstab fir die Ziel-Analyten eignet. Baume et al.
[2006] verwendeten fir die Untersuchung von Steroiden aus menschlichem Urin 5a-
Androstan-3p-ol-Acetat als internen Standard. Dabei akzeptierten sie fiir den 5'°C-Wert des
Standards eine Abweichung vom maximal + 2 Standardabweichungen (S.D. 0,20 %.). Auf-
grund des in vielen Extrakten hohen Untergrundes konnte kein geeigneter interner Standard
mit angebrachter Retentionszeit und den Anforderungen entsprechender Stabilitit der §'°C-
Messwerte gefunden werden. Dieses Problem erkannten auch Juchelka et al. [1998], wes-
halb auch sie die Kalibrierung gegen das Messgas CO, praferierten.

Die Kalibrierung des GC/C-IRMS-Systems uber die EA-IRMS kann zu abweichenden Ergeb-
nissen flihren und es gibt selten einen geeigneten internen Standard. Deshalb ist es schwie-
rig, mit der GC/C-IRMS absolute Messwerte zu erhalten, die mit denen anderer Labore ver-
gleichbar sind. Dies spiegelt sich auch in den von Serra et al. [2007] veréffentlichten Ring-
versuchsdaten (s. oben) wider.

5.8 Validierung

In den vorangegangen Kapiteln wurden bereits einige validierungsrelevante Parameter dis-
kutiert. Zur standigen Uberpriifung der Messbereitschaft des GC/C-IRMS-Systems wurde am
Anfang, wahrend und am Ende jeder Sequenz eine Standardlésung der Analyten DHEA-
Acetat, Estron-Acetat, Testosteron-Acetat, Estradiol-Diacetat, 5o-Cholestan und 5a-
Androstan-3B-ol injiziert und anhand der Peakform und -gréBe sowie anhand der §'°C-Werte
ausgewertet. DHEA-Acetat zeigt sich besonders empfindlich gegenliber einem Sauerstoff-
mangel im Oxidationsofen. Deshalb wurde eine Qualitatsregelkarte mit DHEA-Acetat gefiihrt.
Die Wiederholstandardabweichung eines Messtages betrug in einem als reprasentativ aus-
gewahlten Zeitraum von sechs Monaten zwischen 0,10 und 0,47 %.. Im selben Zeitraum lag
die laborinterne Vergleichsstandardabweichung bei 0,22 %o.

Zur Uberpriifung der Qualitat der Aufarbeitung der Urinproben wurde ein Kontrollurin mit auf-
gearbeitet und vermessen. AuBerdem wurde eine matrixfreie Standardlésung mit unter-
schiedlichen Ziel-Analyten (Spiked Water) mit jeder Aufarbeitungsserie aufgearbeitet und
ebenfalls vermessen. Zusatzlich wurde bei jeder Acetylierung eine Standardlésung (GC/C-
IRMS-Standard) acetyliert, um die Derivatierung zu Uberprifen. Der Vergleich der Wieder-
holprazisionen von Etiocholanolon-Acetat, das in allen genannten Kontrolliésungen enthalten
ist, zeigt, dass die Standardabweichungen zwischen zehn Sequenzen beim Kontrollurin mit
0,62 %o signifikant gréBer ist als bei der nicht aufgearbeiteten Standardiésung mit 0,30 %o,
jedoch vergleichbar mit den 0,49 %. des aufgearbeiteten Spiked Water. Saudan et al. [2004]
ermittelten fur ihre Aufarbeitung vergleichbare Werte. Aus 16 Aliquoten von Androstenol,
Etiocholanolon, 5a-Androstan-3a,17B-diol, 5B8-Androstan-3a,173-diol und Androsteron, in-
nerhalb eines Jahres jeweils einmal injiziert, berechneten sie Standardabweichungen zwi-
schen 0,16 und 0,59 %. (between assay).
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5.9 Zusammenfassung

In den folgenden Tabellen sind die untersuchten Aufarbeitungsschritte und GC/C-IRMS-
Messparameter zusammengefasst und ihre Relevanz fir die Genauigkeit, also die Richtig-
keit und die Prazision, der ermittelten §"*Werte der untersuchten Analyten angegeben.

Tabelle 5.1: Darstellung der Relevanz aller untersuchten Aufarbeitungsschritte fiir die Richtigkeit und die
Prazision der mittels GC/C-IRMS gemessenen 5'°C-Werte von Steroiden aus Rinderurin, @ = kein signifi-
kanter Einfluss, ++ = signifikanter Einfluss auf alle untersuchten Analyten, + = signifikanter Einfluss auf
einzelne Analyten

Aufarbeitungsschritte Signifikanter Einfluss Signifikanter Einfluss

auf Richtigkeit der 5'°C-Werte | auf Prazision der §'°C-Werte
Gesamtaufarbeitung ++ %)
Hydrolyse/Pentanextraktion %) %)
1. HPLC %) %)
2. HPLC + +
Derivatisierung ++ %]

Die Derivatisierung wirkt sich, wenn sie nicht rechnerisch korrigiert wird, bei allen Analyten
auf die Richtigkeit, nicht jedoch auf die Prazision der ermittelten §'C-Werte aus (Tab. 5.1).
Der Einfluss der Gesamtaufarbeitung auf die Richtigkeit des Messwertes lasst sich fast voll-
standig auf den Derivatisierungseinfluss zurtickfiihren. Die Hydrolyse der Steroid-Sulfate und
die anschlieBende Pentanextraktion sowie der erste HPLC-Aufreinigungsschritt mittels einer
Normalphase hatten keine signifikante Auswirkung auf die Richtigkeit oder die Prazision der
8'3C-Werte. Wahrend der Reversed-Phase-HPLC, die als weitere Aufreinigung einiger Ex-
trakte durchgefihrt wurde, wurden bei einigen Analyten sowohl die Richtigkeit als auch die
Prazision der Messwerte signifikant verandert.

Von den untersuchten Messparametern der GC/C-IRMS wirkten sich die meisten signifikant
auf die Richtigkeit des gemessenen Isotopenverhaltnisses aus (Tab. 5.2). Die GC/C-IRMS-
Messmethode ist somit nicht robust gegenlber Veranderungen der Messparameter.

Tabelle 5.2: Darstellung der Relevanz aller untersuchten Gerate- und Messparameter fir die Richtigkeit
der mittels GC/C-IRMS gemessenen 5'*C-Werte von Steroiden und Alkanen; @ = kein signifikanter Ein-
fluss, ++ = signifikanter Einfluss auf alle untersuchten Analyten, + = signifikanter Einfluss auf einzelne
Analyten

GC/C-IRMS-Einflusse Signifikante Bemerkungen

Einflisse auf die

Richtigkeit
Injektionsgeschwindigkeit + Parameter kann konstant gehalten werden
Injektionstemperatur %) Parameter kann konstant gehalten werden
Liner + Parameter kann konstant gehalten werden
Split/Splitless %) Parameter kann konstant gehalten werden
Purgetime ++ Parameter kann konstant gehalten werden
GC-Temperaturprogramm + Parameter kann konstant gehalten werden
Peakintegration + nur bei unglnstiger Matrix relevant
Untergrundkorrektur + bei hohen Untergriinden, viel Matrix
""O-Korrektur %)
Combustion, Sauerstoffgehalt ++ kann durch geeigneten Oxidationszyklus vermieden werden
Combustion-Temperatur + kann konstant gehalten werden
Interface: Heliumfluss + Parameter kann konstant gehalten werden
Interface: CO,-Fluss + Parameter kann konstant gehalten werden
GC-Tragergasfluss %)
Linearitat ++ kann durch Auswahl eines geeigneten Messbereiches mini-

miert werden

Kalibrierung ++ kann durch sorgfaltige Uberprifung minimiert werden




102 Bundesinstitut fir Risikobewertung

Verdnderungen der Injektionstemperatur, des Injektionsmodus (split/splitless), der '"O-
Korrektur und des Tragergasflusses wirkten sich nicht signifikant auf die Richtigkeit der er-
mittelten 8'*C-Messwerte aus.

Messparameter wie die Injektionsgschwindigkeit, die Art des Liners, die Purgetime, das GC-
Temperaturprogramm, die Combustion-Temperatur und der Helium- und CO,-Fluss im Inter-
face haben sich zum Teil deutlich auf die Richtigkeit der gemessenen §'*C-Werte ausgewirk.
Sie kénnen aber bei zu vergleichenden Messungen innerhalb eines Labors problemlos kon-
stant gehalten werden und missen deshalb keinen Einfluss auf die Messwerte haben.

Matrixabhangige Peakintegrationen und Untergrundkorrekturen sind probenabhéngig und
kénnen nicht vermieden, sondern nur durch eine sorgfaltige Aufarbeitung minimiert werden,
weshalb sie einen bedeutenden Einfluss auf die Richtigkeit der gemessenen Isotopenver-
héaltnisse auslben. In einigen Fallen flhrt dies dazu, dass keine zuverlassige Auswertung
der Messwerte durchgefihrt werden kann.

Der lineare Bereich jedes Ziel-Analyten ist ebenso wie die Art der Kalibrierung des Messga-
ses sorgfaltig auszuwahlen und regelméaBig zu Uberprifen, um die sonst deutlichen Einflisse
auf die Richtigkeit der Messwerte zu minimieren.

Bei der Gesamtbewertung der Einflisse auf die Richtigkeit der Messwerte muss bertcksich-
tigt werden, dass sich die Einflisse sowohl addieren als auch relativieren kénnen. Bei der
Aufarbeitung von Steroiden aus Rinderurin und deren Vermessung mittels GC/C-IRMS sowie
der Untersuchung von Alkanen wurden zahlreiche kritische Parameter, deren Einflisse auf
die Genauigkeit der gemessenen §'*C-Werte teilweise groB sind, identifiziert und quantifi-
ziert. Die GC/C-IRMS ist wenig robust gegen Verdnderungen von Injektions- und GC-
Parametern sowie gegen Variationen von Einstellungen am Interface. Allerdings lassen sich
die meisten relevanten Parameter konstant halten und weitere Einflisse lassen sich durch
sorgfaltige Auswahl geeigneter Messbereiche gering halten.

5.10 Fazit

Bei Rinderurin handelt es sich um eine komplexe biologische Matrix, die eine mehrstufige
Aufarbeitung vor der Isotopenanalyse einzelner Komponenten wie der Steroidhormone nétig
macht. Die in dieser Arbeit untersuchten Aufarbeitungsschritte fiir die Messung von Steroi-
den aus Rinderurin konnten weitgehend isotopendiskrimierungsfrei durchgefiihrt werden. Die
Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass sich jede Anderung eines Messparame-
ters unterschiedlich auf verschiedene Analyten auswirkt. Deshalb kénnen keine fir alle Mat-
rizes und Analyten geeigneten Injektionsmodi, GC-Temperaturprogramme oder Einstellun-
gen am GC/C-IRMS-Interface empfohlen werden. Es lassen sich aus den Ergebnissen die-
ser Arbeit aber folgende Empfehlungen zur Probenaufarbeitung und GC/C-IRMS-Messungen
ableiten:

e Es ist ein hohes MaB an Standardisierung von GC/C-IRMS-Methoden und Qualitatssiche-
rung noétig, um innerhalb eines Labors vergleichbare Messwerte zu erhalten.

e Die Probenaufarbeitung muss kontinuierlich durch das Mitfiihren von Standards und ge-
gebenenfalls bekannten Matrixproben Uberpriift werden, um eine Isotopendiskriminierung
ausschlieBen oder erkennen zu kénnen.

e Wahrend der Derivatisierung kann es zu Isotopendiskriminierungen und einer deutlichen
Verschiebung der §'°C-Werte kommen. Werden die Derivatisierungsmethode, die Rea-
genzien und die Messmethoden konstant gehalten, lassen sich diese rechnerisch korrigie-
ren. Dies ist fir die Ermittlung der absoluten Isotopenverhaltnisse unerlasslich. Hierfar
missen allerdings die §'°C-Werte des Derivatisierungsreagenzes sowie von Standards
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der zu untersuchenden Analyten bekannt sein, z.B. durch ihr Vermessen mittels EA-
IRMS.

» Das vorherige Untersuchen der aufgearbeiteten Lésungen mittels GC-MS zur Quantifizie-
rung der Ziel-Analyten und zur Uberprifung des Erfolges der Aufreinigung wird dringend
empfohlen.

e Esist sinnvoll, eine Lésung je nach Konzentration der Ziel-Analyten in verschiedenen Ver-
dinnungen oder mit unterschiedlichen Volumina zu injizieren, damit jede Substanz inner-
halb des fir sie geltenden linearen Bereiches gemessen werden kann.

e Es empfiehlt sich, durch das sorgféltige Ausblenden von Lésemittelpeaks und anderen
unerwlinschten Substanzen den Oxidationsofen zu schonen und ein Verschmutzen der
lonenquelle zu verhindern.

e Nach einer — auch kleinen — Anderung eines Messparameters ist unbedingt die Auswir-
kung auf jeden einzelnen Ziel-Analyten zu Uberprifen, da der Effekt fir einzelne Substan-
zen — auch derselben Substanzklasse — unterschiedlich groB sein kann.

e Das gesamte Messsystem sollte vor, wahrend und nach jeder Sequenz mittels Standard-
I6sungen Uberprift werden. So werden Fehler bei der Injektion, chromatographische
Probleme, Lecks im System oder eine unzureichende Sauerstoffsattigung des Oxidati-
onsofens rechtzeitig erkannt.

e Eine laborinterne Validierung von GC/C-RMS-Methoden ist méglich. Auf einem GC/C-
IRMS-Gerat entwickelte Methoden kénnen nicht ohne Weiteres auf andere Gerate Uber-
tragen werden. Ein Abgleich der Messwerte Uber Standardlésungen oder einen Profiency
Test ist unbedingt nétig, um die Messwerte von verschiedenen Geraten beziehungsweise
aus verschiedenen Laboren vergleichbar zu machen. Deshalb waren zertifizierte Stan-
dards fir die GC/C-IRMS fir die Zukunft winschenswert.

Wird sowohl eine potenzielle Isotopenfraktionierung wahrend der Probenaufarbeitung als
auch die GC/C-IRMS-Messung durch fir die jeweilige Anwendung geeignete Kontrollmes-
sungen kontinuierlich Uberprift, erweist sich die GC/C-IRMS als genaue Methode fur die
Bestimmung von Isotopenverhaltnissen auch aus komplexer biologischer Matrix wie die von
Steroidhormonen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien und Messgase

Es wurden fir die durchgefliihrten Versuche folgende Chemikalien und Messgase verwendet:

Steroide

- Testosteron-Acetat CAS 1045-69-8 (Steraloids, USA)

- Estron-Acetat CAS 901-93-9(Steraloids, USA)

- Dehydroepiandrosteron- (DHEA-)Acetat CAS 853-23-6

- 17B-Estradiol-Diacetat CAS 3434-88-6

- Etiocholanolon CAS 53-42-9

- Dehydroepiandrosteron (DHEA) CAS 53-43-0

- Epitestosteron CAS 481-30-1

- Epiandrosteron CAS 481-29-8

- 5-Androsten-33,17a-diol (Steraloids, USA) CAS 1963-03-7
- 5a-Androstan-3,17a-diol (Steraloids, USA) CAS 5856-11-1
- Estron CAS 53-16-7

- 17a-Estradiol CAS 57-91-0

- 17B-Estradiol CAS 50-28-2

- Dehydroepiandrosteron (DHEA)-Sulfat Natriumsalz CAS 78590-17-7
- Etiocholanolon-Glucoronid CAS 3602-09-3

- 5a-Cholestan (Steraloids, USA) CAS 481.21.0

- 5a-Androstan-3B-ol (Steraloids, USA) CAS 1224-92-6

Alkane

- Alkanstandard nach Schimmelmann (Mix A, Alkane C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22,
C23, C24, C25, C26, C27, C28, C29, C30) jeweils 0,7 mg in 0,5 ml n-Hexan (Indiana Uni-
versity, USA)

- n-Hexadecan (C16) CAS 544-76-3 (Fluka)

- Eicosan (C20) CAS 112-95-8 (Fluka)

- Docasan (C22) CAS 629-97-0 (Fluka)

- Tetracosan (C24) CAS 646-31-1 (Fluka)

- Triacontan (C30) CAS 638-68-6 (Fluka)

- Dotriacontan (C32) CAS 544-85-4 (Fluka)

Messgase (verschiedene Quellen)

- Helium 5.0 mit Gas Purifier CAS 7440-59-7
- Kohlendioxid 4.5 CAS 124-38-9

- Sauerstoff 4.5 CAS 7782-44-7

Sonstige

- Essigsaureanhydrid p.A. CAS 108-24-7

- Pyridin getrocknet tGber Molekularsieb (max. 0,01 % H,O) CAS 110-86-1
- Cyclohexan p.A. CAS 110-82-7

- n-Hexan CAS 110-54-3

Kalibrierstandards und Geratekontrollen EA-IRMS

- |AEA-Standard NBS 22 (Ol), 13C/12C-Isotopenverhaltnis vs. PDB —29,7 %. (IAEA, Wien,
Osterreich)

- |AEA-Standard IAEA-CH-7 (Polyethylen-Folie), 13C/12C-Isotopenverhaltnis vs. PDB —
31,8 %o (IAEA, Wien, Osterreich)

- Fruktose (GKP 2), '3C/'?C-Isotopenverhéltnis vs. PDB —24,5 %, CAS 57-48-7
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Standardlésungen fiir die GC/C-IRMS

- Steroid-Acetat-Standard: Androstanol, DHEA-Acetat, Estron-Acetat, Testosteron-Acetat,
17B-Estradiol-Acetat, Cholestan, je 50 ng/ul in Cyclohexan

- Alkanstandard nach Schimmelmann: Alkane C16, C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23,
C24, C25, C26, C27, C28, C29, C30, jeweils 28 ng/pl in n-Hexan

- Alkan-Mischung: Alkan C16, C20, C22, C24, C30, C32, jeweils 20 ng/ul in n-Hexan

Weitere fUr die Aufarbeitung der Proben verwendete Reagenzien und Lésungen sind den in
Buisson et al. [2005] und Hebestreit et al. [2006] verdffentlichten Methoden zu entnehmen.

6.2 Gerateparameter Basiseinstellungen
6.2.1 GC/C-IRMS

Im Folgenden werden die Basisparameter der GC/C-IRMS dargestellt, die fir alle Untersu-
chungen zur Aufarbeitung verwendet wurden. Alle Untersuchungen wurden mit einer DB-5-
Séule durchgefiihrt. Die fur die Untersuchungen der Einflisse auf die Messparameter vorge-
nommenen Anderungen werden unter 6.3 aufgelistet.

Gaschromatograph

Name: Agilent 6890N

Autosampler: MPS 2L von Gerstel (Mihlheim a.d.R, Deutschland)

Séaule: DB-5ms fused silica column (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, J&W Scien-
tific) mit Retention Gap (Fused Silica deactivated, 5 m x 0,25 mm)

Injektor: Split/Splitless-Injektor (Agilent)
Liner: Splitless-Liner, Double Gooseneck, 4 mm, Siltek (Nickel-Stahl-
Legierung) (Restek GmbH, Bad Homburg, Deutschland)

Tragergas: Helium

Interface

Name: GC/C-1ll von Thermo Finnigan (Bremen, Deutschland)

Gasdriicke: Helium 1,0 bar
Referenzgas Kohlendioxid 1,1 bar
Sauerstoff fir Reoxidation 0,8 bar

Oxidationsofen: Fullung: Platin, Kupferoxid, Nickeloxid; 940 °C

Reduktionsofen: Fillung: Kupfer; 650 °C

Wasserfalle: Nafion®-Membran, Raumtemperatur

Isotopenverhéltnis-Massenspektrometer

Name: MAT 253 von Thermo Finnigan (Bremen, Deutschland)
Kollektor: 3-fach Faraday Cups

Auswertung

Software: Isodat 1.5, spater Isodat 2.0 (Thermo Finnigan, Bremen)
Parameter: Background-Korrektur: Individual Background

"O-Korrektur nach Craig
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Fir die Untersuchung der Aufarbeitung verwendete GC-Methode

Injektion: splitless, 250 °C, Injektionsvolumen 1-2 pl, Helium 1,5 ml/min

GC-Programm: 60 °C (1,5 min halten), anschlieBend mit 40 °C/min auf 220 °C, gefolgt
von 1 °C/min bis 240 °C (1 min halten), dann mit 20 °C/min bis 295 °C
(1 min halten) (GC-Methode 11)

Anmerkung: Alle Verbindungen zwischen Kapillaren im GC-System wurden ausschlieBlich
mit desaktivierten Pressfit-Verbindern aus Glas hergestellt. An Metallkonektoren besteht die
Gefahr einer Kondensation der hochsiedenden Steroide an aktiven Stellen. AuBerdem wurde
ein modifiziertes Valco-Ventil fur die Verbindung der GC-Kapillare mit dem Oxidationsrohr
verwendet, mit dem die Kapillare einige Zentimeter in das Oxidationsrohr hineinragt. Zusatz-
lich wurde das Oxidationsrohr mittels einer modifizierten Blroklammer etwas angehoben.
Beide MaBnahmen sorgen dafir, dass das GC-Eluat direkt in die heiBe Zone des Ofens ge-
langt.

6.2.2 EA-IRMS

Alle EA-IRMS-Messungen wurden mit folgenden Gerateparametern durchgefihrt:

Elementaranalysator (EA)

Name: EA 1110 CHN von CE Instruments, ThermoQuest Italia S.p.A (Rodano,
Italien

Autosampler: AS 200

Gasdrilcke: Eingangs-O,-Druck: 150 kPa

Eingangs-He-Druck: 150 kPa
Heliumfluss: 80 ml/min

Oxidationsrohr: Fallung: Chrom(lll)oxid und versilbertes Kobaltoxid, 1040 °C
Reduktionsrohr: Flllung: reduziertes Kupfer und Kupfer(ll)oxid, 650 °C
GC-Saule: Porapak, 50 °C

Wasserfalle: Magnesiumperchlorat, Raumtemperatur

Interface

Name: ConFlow Il von Thermo Finnigan (Bremen, Deutschland)
Gasdriicke: Helium-Dilution: ~1,3 bar

Referenzgas CO,:  ~1,15 bar

Isotopenverhiltnis-Massenspektrometer
Name: DeltaPlus von Thermo Finnigan (Bremen, Deutschland)
Kollektor: 3-fach Faraday Cups

6.3 Probenvorbereitung fiir die EA-IRMS

Alle Analyten wurden so in Zinnkapseln (fir Feststoffe 3,2 mm x 4 mm, Zinnreinheit 97,4 %,
fir Flassigkeiten 5 mm x 2 mm &, Zinnreinheit 99,9 %) eingewogen, dass die Menge eine
Amplitude von 3 bis 4 V ergab, und die Zinnkapseln fest verschlossen. Flichtige Proben
wurden sofort vermessen, andere der EA-IRMS Uber den Autosampler zugefihrt.

Tabelle 6.1: Einwaagen fiir die EA-IRMS

Analyt Einwaage bzw. Probenvolumen

alle Steroide und Steroid-Acetate 0,5 bis 0,6 mg
Essigsaureanhydrid ~1ul
Polyethylen-Folie ~ 0,6 mg
Fruktose 1,1 bis 1,2 mg
Octan, Hexadecan ~ 1l
Eicosan, Docosan, Tetracosan, Triacontan, Dotriacontan ~0,5mg
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6.4 Referenzgaskalibrierung

Das Referenzgas CO, wurde sowohl fir die GC/C-IRMS- als auch fir die EA-IRMS-
Messungen mit der EA-IRMS gegen folgende Standards kalibriert:

IAEA-Standard NBS 22 (Ol), '*C/*C-Isotopenverhéltnis vs. PDB -29,7 %o
IAEA-Standard IAEA-CH-7 (Polyethylen-Folie), '3C/'?C-Isotopenverhaltnis vs. PDB -31,8 %o

6.5 Aufarbeitung

Fur die Untersuchung des Einflusses der Gesamtaufarbeitung auf die Richtigkeit der §'°C-
Werte (Kap. 4.1.1) wurde eine wassrige Lésung mit den Substanzen Epitestosteron, Etiocho-
lanolon, 5-Androsten-38,17a-diol, DHEA und DHEA-Sulfat (Konzentration: 125 pug/l) analog
zu der von Buisson et al. [2005] und Hebestreit et al. [2006] verdffentlichten und in der Einlei-
tung beschriebenen Methoden durchgefihrt. Die aufgearbeitete Lésung wurde mit der GC/C-
IRMS mit der GC-Methode 11 flnffach vermessen.

Fir den Einfluss der Solvolyse (Kap. 4.1.2) wurden zehn Aliquote (je 50 ul) einer wassrigen
DHEA-Sulfat-Lésung mit einer Konzentration von 100 ng/ul der Solvolyse wie von Hebestreit
et al. [2006] beschrieben unterzogen und das DHEA anschlieBend mit Pentan extrahiert
[Hebestreit et al. 2006]. Finf Aliquote wurden direkt ohne eine Derivatisierung mittels GC/C-
IRMS mit der GC-Methode 4 vermessen, die Gbrigen flnf wurden zuvor derivatisiert, in je-
weils 100 pl Ethylacetat/Cyclohexan aufgenommen und mit der GC-Methode 11 vermessen.
Zum Vergleich wurde das DHEA-Acetat finffach mit der EA-IRMS analysiert. Die Standard-
l6sung Spiked Water enthielt unter anderem DHEA-Sulfat und wurde mit jeder Probense-
quenz wie Urinproben aufgearbeitet und ebenfalls mit Methode 11 vermessen.

Fir die Untersuchung der Fraktionierung wahrend der HPLC-Aufreinigung wurden je
5 pg eines Steroides bzw. Steroid-Acetates mit den in Hebestreit et al. [2006] beschriebenen
HPLC-Methoden analysiert, wobei jeder Peak in jeweils 12 Fraktionen aufgetrennt wurde.
Die Fraktionen der Steroide wurden in jeweils 10 pl Ethylacetat und 10 pl Cyclohexan aufge-
nommen, bevor sie mit der GC-Methode 11 mit der GC/C-IRMS untersucht wurden. Die Ste-
roid-Acetate wurden in jeweils 20 pl Cyclohexan aufgenommen und mit der GC-Methode 11
der GC/C-IRMS vermessen. Fir diese Studie wurde von jeder Fraktion nur eine Einfachbe-
stimmung durchgefihrt.

Der Einfluss der zweiten HPLC auf die 5'*C-Werte wurde ermittelt, indem Urinproben nach
der ersten HPLC-Aufreinigung [Hebestreit et al. 2006] in zwei Fraktionen unterteilt wurden.
Die erste wurde nach der Derivatisierung direkt mittels GC/C-IRMS untersucht, die zweite
wurde zunachst Uber eine weitere HPLC [Hebestreit et al. 2006] aufgereinigt und dann in die
GC/C-IRMS injiziert. Beide Fraktionen wurden sieben- bis zehnfach mit der GC/C-IRMS mit
der GC-Methode 11 vermessen.

Der Einfluss der Derivatisierung auf den gemessenen &'°C-Wert wurde anhand von Ste-
roid-Standards ermittelt. Zun&chst wurden alle untersuchten Steroide im underivatisierten
Zustand mittels EA-IRMS (dreifach) vermessen. Dann wurden von den zu untersuchenden
Steroiden jeweils 250 pl einer ethanolischen S2-Lésung in einem Glasréhrchen zur Trockne
eingedampft. Der Trocknungsrickstand wurde mit jeweils 100 pl Pyridin und Essigsaurean-
hydrid versetzt, verschlossen, geschittelt und 45 min bei 60 °C im Trockenschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden die Derivatisierungsreagenzien unter Stickstoff eingedampft (bis zur
Geruchslosigkeit), in 100 pl Cyclohexan aufgenommen und in ein Probenvial mit Glasinsert
Uberfihrt. Die Konzentration der Steroid-Acetat-Lésungen betrug nun 25 ng/ul. Jede Lésung
wurde dreifach per GC/C-IRMS vermessen. Jeweils 2 pl dieser Lésungen wurden splitless in
das GC/C-IRMS injiziert und mit GC-Methode 4 (50 °C [1,5 min halten], mit 20 °C/min auf
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270 °C, dann mit 1 °C/min auf 280 °C [1 min halten] und mit 20 °C/min bis 295 °C) mit einem
Tragergasfluss von 0,9 ml/min analysiert.

6.6 Einfluss von GC/C-IRMS-Gerateparametern

Fur die Untersuchung des Ldésemitteleinflusses wurden dreimal 200 pl einer 50 ng/ul-
Lésung von DHEA-Acetat, Testosteron-Acetat und Estron-Acetat in Ethanol unter Stickstoff
eingedampft und anschlieBend in jeweils 200 pl Isohexan, n-Hexan, Ethylacetat oder Cyclo-
hexan aufgenommen. Aus jeder Lésung wurde eine Dreifachbestimmg der &'°C-Werte mit-
tels GC/C-IRMS durchgeflhrt.

Fir alle im Folgenden beschriebenen Versuche zu den Einflissen von Injektorparametern
(Kap. 4.2) und gaschromatographischen Parametern (Kap. 4.3) wurden der Steroid-
Acetat-Standard, der Alkanstandard nach Schimmelmann und die Alkan-Mischung verwen-
det (siehe Chemikalien und Messgase: Standardiésungen).

Fir die Untersuchung der Injektorparameter wurde der Steroid-Acetat-Standard stets mit
der GC-Methode 11 vermessen (siehe Gerateparameter Basiseinstellungen). Der Al-
kanstandard nach Schimmelmann und die Alkan-Mischung wurden mit GC-Methode 15 ver-
messen (siehe Gerateparameter Basiseinstellungen). Mit jeder Losung und jeder Einstellung
wurde eine Dreifachinjektion durchgefihrt. Die Einstellungen wurden stets alternierend ge-
andert, um eventuelle systematische Fehler nicht fehlzuinterpretieren. Folgende Parameter
wurden bei sonst gleichbleibenden Einstellungen untersucht:

Injektionsgschwindigkeit: 50 pl/s, 1 pl/s, 100 pl/s
Injekortemperatur: 250 °C, 280 °C, 220 °C
Liner: Liner 1: Splitless-Liner, Double Gooseneck, 4 mm, Siltek (Ni-
ckel-Stahl-Legierung) deaktiviert
Liner 2: Split-Liner mit Glaswolle, 4 mm (Agilent, Deutschland)
Purgetime: 2,0 min; 0,1 min; 1,5 min; 0,5 min; 1,0 min
Split-Verhéltnisse: 2 pl einer 50 ng/ul-Lésung splitless vs. 1 pl einer 2 pug/ul-Lésung
mit split 1:20 und
Split-Verhaltnisse 1:100, 1:50, 1:30, 1:20 und 1:10

Folgende GC-Temperatur-Programme wurden miteinander verglichen:

Tabelle 6.2: Verwendete GC-Temperaturprogramme

Name Anfangs- Rampe 1 Rampe 2 Rampe 3 Flow
temperatur [ml/min]
GC-Met. 4 |50 (1,5 min) |20 %min auf 270 °C |1 Ymin auf 280 °C (1 min) |20 %min auf 295 °C 0,9
GC-Met. 9 |60 (1,0 min) |40 9min auf 220 °C |2 Ymin auf 260 °C 20 %min auf 295 °C (1 min) 1,5
GC-Met. 11 |60 (1,5 min) |40 Ymin auf 220 °C |1 ¥Ymin auf 240 °C (1 min) |20 %Ymin auf 295 °C (1 min) 1,5
GC-Met. 12 |60 (1,5 min) |40 ¥min auf 220 °C |1 Ymin auf 240 °C (1 min) |20 %Ymin auf 295 °C (1 min) 2,0
GC-Met. 13 |60 (1,0 min) |40 9min auf 220 °C |2 Ymin auf 260 °C 20 %min auf 295 °C (1 min) 2,0
GC-Met. 15 |60 (2,0 min) |15 %min auf 295 °C |(5 min) 1,5

Die Einflisse der Uber die Auswerte-Software Isodat 1.5 bzw. Isodat 2.0 veranderbaren Kor-
rekturparameter wurden anhand von ausgewahlten Urinproben und Steroid-Acetat-
Standards nach den eigentlichen Messvorgéangen untersucht. Alle Messungen wurden mit
einer automatischen Inidvidual-Background-Korrektur aufgenommen. Die backgrounds ei-
niger Chromatogramme wurden nach der Messungen manuell korrigiert und die §'°C-Werte
der Analyten darauf von der Software neu berechnet. Auch der Einfluss der "O-Korrektur
wurde untersucht, indem nach der Messung ausgewahlter Urinproben der Korrekturmodus
verandert und die Isotopenverhaltnisse neu berechnet wurden. Es wurden die von der Soft-
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ware unterstltzten Modi nach Craig und nach Santrock, Studley und Hayes (SSH) miteinan-
der verglichen. Von jeder Probe wurden mindestens drei Messungen nachtréglich korrigiert.

Fir die Untersuchung des Einflusses des Sauerstoffgehaltes des Combustion-Ofen wur-
de der Ofen zunéchst eine Stunde lang mit einem Sauerstoffdruck von 1 bar reoxidiert und
anschlieBend der (berschissige Sauerstoff eine weitere Stunde mit erhéhtem Heliumfluss
ausgespult. Dann wurde der Steroid-Acetat-Standard (50 ng/pl) 172-mal direkt hintereinan-
der injiziert und abwechselnd mit GC-Methode 9 und 12 gemessen. Aus jedem Vial wurde
nur zehnmal injiziert, um Aufkonzentrationen der Analyten durch Verdunstung des Hexan zu
vermeiden.

Der Einfluss der Oxidationstemperatur wurde ermittelt, indem der Steroid-Acetat-Standard
dreimal bei einer auf 620 °C herabgesetzten Oxidationsofen-Temperatur vermessen wurde
und anschlieBend ebenfalls dreifach bei 940 °C unter sonst identischen Messbedingungen
(siehe 6.2). Die Alkanmischung wurde bei 840 und 940 °C unter sonst identischen Bedin-
gungen jeweils dreifach vermessen (GC-Methode 15).

Fur die Untersuchung der Einfliisse der Parameter am GC/C-Interface wurde der Steroid-
Acetat-Standard zunachst dreifach mit den unter 6.2 genannten Einstellungen und Methoden
vermessen. Dann wurde der CO,-Referenzgasdruck am GC/C-Interface zuerst auf 0,8 bar
herabgesetzt und anschlieBend auf 1,6 bar angehoben und der Steroid-Acetat-Standard un-
ter sonst identischen Bedingungen jeweils dreifach vermessen. AuBerdem wurde ausgehend
von den Basiseinstellungen der Heliumdruck am Interface erst auf 0,7 bar herabgesetzt und
anschlieBend auf 1,3 bar eingestellt und mit beiden Einstellungen jeweils dreimal der Ste-
roid-Acetat-Standard vermessen.

Die mengenabhangige Isotopenfraktionierung wurde folgendermaBen bestimmt: In re-
gelmaBigen Abstédnden wurde die sogenannte Linearitat der Quelle bestimmt, indem eine
,Referenzgas-Standard-on-off*-Messung mit unterschiedlich groBen Signalen durchgefiihrt
wurde. Dazu wurde das Referenzgas in Pulsen in die Quelle eingelassen und der 5'°C-Wert
der einzelnen Pulse gemessen. Am Interface wurde jeweils nach 2 bzw. 3 CO,-Pulsen ma-
nuell der CO,-Druck veréndert (von 0,2 bis 1,6 bar in 0,2-bar-Schritten). Zur Auswertung
wurde der 8'3C-Wert in Abhangigkeit von der jeweiligen Peakhdhe grafisch aufgetragen. Die
mengenabhangige Isotopenfraktionierung im Gesamtsystem wurde sowohl mit der Al-
kan-Mischung als auch mehrmals mit dem Steroid-Acetat-Standard bestimmt. Fir die Ver-
messung der Alkan-Mischung wurden Ldsungen in den Konzentrationen 5, 10, 15, 20, 30
und 40 ng/ul hergestellt und jeweils 1 pl injiziert. Jede Konzentration wurde dreifach vermes-
sen. Die Reihenfolge der Konzentrationen in der Messsequenz wurde randomisiert, um sys-
tematische Fehler auszuschlieBen. Fir die wiederholten Vermessungen des Steroid-Acetat-
Standards in verschiedenen Jahren wurden die Konzentrationen der Analyten der aktuellen
Empfindlichkeit des Messsystems angepasst, wobei jeweils der Amplitudenbereich zwischen
0 und 7 Volt mit mindestens sieben Konzentrationen untersucht wurde. Dazu wurden Lésun-
gen mit Konzentrationen zwischen 2,5 ng und 200 ng/ul hergestellt und jeweils 1 pl in die
GC/C-IRMS injiziert. Es wurden jeweils alle Messungen am selben Messtag unter identi-
schen Bedingungen in randomisierter Reihenfolge und jeweils dreifach durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der Eignung verschiedener Substanzen zur Kalibrierung der GC/C-IRMS
wurden die Steroide Cholestan, AOL, DHEA-Acetat (von zwei Herstellern), Estradiol-
Diacetat, Testosteron-Acetat (von zwei Herstellern) und Estron-Acetat (von zwei Herstellern)
und die Alkane n-Hexadecan (C16), Eicosan (C20), Docasan (C22), Tetracosan (C24) und
Triacontan (C30) sowohl mittels EA-IRMS als auch mit der GC/C-IRMS mit den oben genann-
ten Parametern vermessen. Fir beide Systeme wurde das gleiche Referenzgas mit identi-
scher Kalibrierung verwendet. Fir die Steroide wurde eine Flnffachbestimmung durchgefihrt
und fur die Alkane eine Dreifachbestimmung. Die Steroide wurden in Lésungen mit einer
Konzentration von jeweils 50 ng/ul und der GC-Methode 9 jeweils dreifach vermessen. Die
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Alkane wurden in einer Standard-Mischung mit einer Konzentration von 20 ng/ul untersucht,
von der jeweils 1 ul bei einer Injektortemperatur von 280 °C mit der GC-Methode 15 injiziert
wurde. Dardber hinaus wurden im Rahmen eines Ringversuches Tetramethylanilin, Dime-
thylanilin, Methyl-N-methyl-anthranilat, Dodecan, Octanol, Methyldecanoat, Methyldodeca-
noat und Vanillin sowohl an der EA-IRMS mit den Standardparametern (jeweils dreifach) als
auch mittels GC/C-IRMS vermessen. Fur die GC/C-IRMS-Analyse wurde eine 0,02 %ige
Vanillinlésung in Methyl-tert-Butylether (MTBE) und eine ebenfalls 0,02 %ige Mischung aus
den Ubrigen Analyten in MTBE hergestellt. Beide Losungen wurden je dreifach mit folgenden
GC-Parametern vermessen: Heliumfluss 1,8 ml/min; 1 ul mit einem split von 1:20, Tempera-
turprogramm: 40 °C (5 min halten), mit 5 °C/min bis 250 °C (10 min halten). Die Gbrigen Pa-
rameter sind dem Abschnitt 6.2 zu entnehmen.

Fur den Vergleich der §'3C-Werte des BCR-Referenzalkohols mit verschiedenen Geraten
und Methoden wurden die Messungen mit folgenden Einstellungen durchgeflhrt: Die funffa-
che Vermessung an der EA-IRMS erfolgte mit den in Abschnitt 6.2 beschriebenen Parame-
tern. An den beiden GC/C-IRMS-Geraten wurden die Proben bei 180 °C injiziert und bei
150 °C isotherm analysiert. Der Heliumfluss lag bei 2 ml/min. Die GC/C-IRMS 2 war mit einer
DB-WAX-Saule ausgestattet (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), die GC/C-IRMS 3 wurde mit der
unter 6.2 beschriebenen Ausstattung betrieben. Fir die konventionelle Injektion an der
GC/C-IRMS 2 wurde jeweils 1 ul des BCR-Alkohols mit einem Split-Verhaltnis von 1:50 inji-
ziert. Fir die Headspace-Injektionen an der GC/C-IRMS 2 und 3 wurden jeweils 100 ul des
Alkohols in ein 2-ml-Vial gegeben und 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Aus der
Gasphase dieser Vials wurden jeweils 2 ul mit einer gasdichten Spritze mit einem Split-
Verhaltnis von 1:20 injiziert. Alle Messungen wurden mindestens funffach durchgefahrt.

Validierung: Fiir die messtigliche Uberpriiffung der GC/C-IRMS wurde der Steroid-
Acetat-Standard (siehe Abschnitt 6.1, Standardiésungen) verwendet. Es wurde jeweils 1 pl
mit den unter 6.2 aufgelisteten Standardparametern vermessen. Mindestens am Anfang und
am Ende einer Sequenz wurde dieser Standard jeweils mindestens zweimal injiziert. Mit den
8'3C-Werten des DHEA-Acetates wurde eine Qualitatskontrollkarte gefiihrt. Zuséatzlich wur-
den die Chromatographie und die Messempfindlichkeit anhand dieses Standards Uberprift.

Fur die Uberpriiffung der Eignung von internen Standards wurde mit den Substanzen 5o-
Cholestan und 5a-Androstan-3B-ol eine Lésung in Cyclohexan mit der Konzentration von
50 ng/ul hergestellt. Mit dieser Lésung wurden am Ende der Probenaufarbeitung nach der
Acetylierung die Analyten aufgenommen und wie gewohnt mittels GC/C-IRMS (Parameter
siehe 6.2) untersucht.

Die Uberpriifung der Aufarbeitung erfolgte anhand eines Kontrollurins und einer wéssrigen
Lésung (Spiked Water). Hierzu wurde in jeder Serie ein Aliquot eines Urines mit den anderen
Proben zusammen aufgearbeitet (nach Buisson et al. [2005] und Hebestreit et al. [2006]) und
mit der GC/C-IRMS mit den in Abschnitt 6.2 dargestellten Parametern analysiert. Fir das
Spiked Water wurden jeweils 20 ml Wasser mit 250 pl einer Spike-Lésung (Epitestosteron,
DHEA-Sulfat und Etiocholanolon-Glucoronid, jeweils 10 ng freies Steroid/ul in Ethanol) ver-
setzt und ebenfalls wie die Proben aufgearbeitet und vermessen.

Zusétzlich wurde bei jeder Aufarbeitung die Acetylierung anhand einer Standard-Mischung
(GC/C-IRMS-Standard) Uberprift. Hierzu wurden eine Androgenlésung mit den Analyten
DHEA, Epitestosteron, Etiocholanolon, Epiandrosteron, 5a-Androstan-3B,17a-diol und 5-
Androsten-33,17a-diol und eine Estrogenlésung mit Estron, 17a-Estradiol und 173-Estradiol
jeweils mit 10 ng/pl in Ethanol hergestellt. Jeweils 250 pl dieser Lésungen wurden zur Tro-
ckene eingedampft und wie oben beschrieben derivatisiert.
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