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Derivatisation Methods in Gas Chromatographic Analysis. Application in the
Toxicological Field

Summary. Derivatisation methods are described, which can be used in gas chroma-
tography of drugs in the forensic toxicological usage. Especially acetylation,
silylation and methylation can be performed quite simply and fast. Several proce-
dures for these reactions are compliled from the literature.

Zusammenfassung. Es erfolgt eine Beschreibung der Derivatisierungsmethoden,
welche fiir die gaschromatographische Analyse von Arzneimitteln in der toxi-
kologisch-forensischen Praxis einsetzbar sind. Insbesondere Acetylierung, Sily-
lierung und Methylierung lassen sich geniigend einfach und schnell durchfithren.
Verschiedene Verfahren fir diese Reaktionen sind aus der Literatur zusammenge-
stellt.
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Ihrer Struktur nach umfassen Arzneimittel meist polare Verbindungen mit freien
OH- und NH-Gruppen. Beim Versuch, diese Verbindungen aus biologischem Material
zu extrahieren, werden in groferem Ausmafl auch biologische Inhaitsstoffe isoliert.
Nach Moglichkeit sollen diese abgetrennt werden, um keine Stérungen zu verursachen.

Trotz der Entwicklung von hochtemperierbaren GC-Phasen (OV-1, OV-101,
OV-17, OV-225) ist es notwendig, schwer fliichtige oder leicht zersetzliche Substanzen
in Derivate iberzufiihren. Auf Grund der Ausbildung von Wasserstoffbriicken der
freien OH- oder NH-Gruppen treten Adsorptionsverluste auf. Damit ist eine wesent-
liche Verschlechterung der gaschromatographischen Trennung (Tailing) und der Nach-
weisempfindlichkeit verbunden. Die Derivatisierung [1] kann zu einer besseren Auf-
trennung und zu einer Erthéhung der Nachweisempfindlichkeit — insbesondere bei Ein-
satz stoffspezifischer Detektoren — filhren. Allerdings stellt die Derivatbildung, als ein
weiterer Schritt im Analysengang, auch eine Fehlerquelle dar. Verunreinigungen
kénnen durch das Reagens eingeschleppt, die Detektoranzeige verindert und die GC-
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Leitungen, Diisen und Elektroden korrodiert werden. Derivate fiir die GC-Praxis in
einem toxikologischen Labor sollen unter einfachen Bedingungen quantitativ und ein-
deutig herstellbar sein: eine Forderung, die derzeit nicht immer erfiillt werden kann.
Wird eine GC/MS-Analyse durchgefiihrt, sollten die Derivate noch einige weitere
Forderungen erfiillen. Das Molgewicht soll so wenig wie moglich verindert werden, um
Strukturaussagen iiber die Ausgangsverbindung zu ermdoglichen. Daher sind Silylierun-
gen daflir weniger geeignet als Methylierungen, Benzoylierungen weniger als Acety-
lierungen.

I. Acylierung

Arzneimittel mit freien OH- und NH,-Gruppen konnen acyliert werden. Die direkte
Acetylierung mit Acetanhydrid ist eine sehr leicht durchfiihrbare Reaktion, die auch
im Mikrolitermafistab noch gute Ergebnisse erbringt. 5 Mikroliter der Probenldsung
werden in ein Réhrchen gegeben, das Losungsmittel abgedampft (Vakuum), 50 Mikro-
liter Acetanhydrid zugegeben, eingeschmolzen und ecine Stunde bei 100° erwirmt.
Danach wird das Reaktionsgemsich direkt gaschromatographiert. Schonender, aber
zeitraubender, erweist sich die Verwendung dquimolarer Mengen Acetanhydrid und
Pyridin. Leicht acetylierbare Verbindungen konnen auch im Einspritzblock durch
aufeinanderfolgendes Injizieren von Probe und Acetanhydrid dargestellt werden |2].

Trifluoracetate haben zum Teil niedrigere Retentionszeiten als die entsprechen-
den Acetate; sie werden unter Ausschluf der Luftfeuchtigkeit eine Stunde bei 50°
mit Trifluoressigsdureanhydrid erwdrmt und danach direkt gaschromatographisch
untersucht [3].

ROH + (CF,C0),0 — ROCOCF, + CF,COOH

RNH, + (CF,C0),0 — RNHCOCF, + CF,COOH

Halogenierte Verbindungen eignen sich vortrefflich fiir die Detektion mittels ECD.
Eingesetzt werden Heptafluorobuttersiureanhydrid in Benzol, Pyridin und Acetonitril
oder die entsprechenden Acylimidazole.

as S
ROH +C,F,CON T - C3F7COOR+HNT
NN \=IN

Wegen der hoheren Nachweisempfindlichkeit der Heptafluorobutyrate mittels
ECD wird dieses Derivat auch beim Spurennachweis von Sterioden und Catecholami-
nen angewendet.

Zur Derivatisierung von Hydroxysiuren hat sich ein Verfahren bewihrt, simultan
Carboxyl- und Hydroxylgruppen mit Heptafluorobuttersiureanhydrid, Athanol und
Pyridin zu verestem [4].

OH 0COC, F,

| p
R-CH-COOH + (C, F,C0),0 + C,H,0OH =%  R-CH-COOC, H, + C,F,COOH
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Dimethylphosphinsiureester [5] bzw. Phosphorigsiureester [6] wurden als Deri-
vate fiir die Gaschromatographie von Alkoholen, Phenolen und Steroiden verwendet.

o]
CH, CH, CH,CN_ ” _CH, _CH,
ROH+ 2PN #1720, — o> RO-P__ + HN
CH, CH, ’ CH, ~CH,

Nachteilig wirkt der an die Reaktion anschlieBende, notwendige Reinigungsschritt,
bei dem iiberschiissiges phosphorhaltiges Reagens und stickstoffhaltige Basen entfernt
werden. AuRerdem scheinen die Verbindungen iiber 280° nicht stabil zu bleiben. Ver-
bindungen, welche 1,2 oder 1,3-diole enthalten [7], lassen sich auch als Borsiureester
gaschromatographieren. Als Vorteil bieten diese Verbindungen eine gute Trennung
von 1,3-und 1,2-diolen, welche als Silylather nicht so einfach zu erreichen ist.

R—(llH-(‘ZH-R’
RCIH{IDH-RI + R".B/OH LN 00 + 210
OH OH T OoH Py e
l
R

II. Silylierung

Silylderivate werden in grolem Umfang fiir die Gaschromatographie von nicht fliichti-
gen Verbindungen verwendet, da fast alle polaren -X-H-Gruppen durch die Silylither
blockiert und die meisten Verbindungen in einer Eintopfreaktion derivatisiert werden
konnen. Als Reagentien dienen:

1. Trimethylchlorsilan (TMCS)

2. Hexamethyldisilazan (HMDS)

3. Silylamien, z. B. Trimethylsilylimidazol (TMSI)

4. Silylamide, Bis(trimethylsilyl) acetamid,

Bistrimethysilyltrifluoracetamid, Methyltrimethylsilyltriffuoracetamid (BSA, BSTFAMSTFA)
Sitylamide [8] bieten den Vorteil, daf8 nach Ubertragen der Trimethylisilylgruppe nur
neutrale Amide entstehen.

Die Reaktivitit der einzelnen Gruppen fillt von —COOH>—OH>—NH (abgesehen
von sterischen Einfliissen) ab. Will man nur die OH-Gruppen silylieren, kann TMSI ein-
gesetzt werden.

Als Losungsmittel dienen wasserfreies Methylenchlorid, Chloroform, Pyridin oder
einfach das Derivatisierungsmittel selbst. Meist geniigt eine Erwirmung von einer
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Stunde bei 60° im geschlossenenen System; Aminosiuren miissen jedoch bei erhShter
Temperatur umgesetzt werden (100°). Weiters besteht noch die Méglichkeit, direkt
auf der Siule durch nachfolgende Injektion von Silylierungsmitteln zu derivatisieren.
Im allgemeinen sind Silylverbindungen empfindlich hinsichtlich Feuchtigkeit und
Basen; E. J. Corey [9] fihrte den t-Butylsilylither ein, welcher weitgehend inert gegen
basische und hydrierende Ejnfliisse ist.

CH, CH, CH, CH,
| CHN, [ ]
. ———-——-—ﬁ .
R-OH + C1-Si — C — CH, oME. RO-Si—C — CH, + HCl
CH, CH, CH, CH,

Bei hoheren Temperaturen lassen sich auch sterisch gehinderte Verbindungen
silylieren, wie beispielsweise Cholesterin, Ostrogene und Corticosteriode. M. Donike
[10] hat ein Verfahren angegeben, um die Silylierungskapazitit durch Zugabe von
Methylorange zu kontrollieren. Farbumschlag von rot nach gelb tritt dann ein, wenn
iiberschiissiges MSTFA vorhanden ist. Auf diese Weise kann das Volumen des Silylie-
rungsansatzes auf ein Minimum beschriinkt werden.

CH,
CH3-Sli~CH
SO, 0 H
0 f) cu, cH,
VN, —N=N- ) I\iH +CF,CON_ _CH, ——
L E CH, S
X | “~CH,
CH,
I
CH, -Si~CH,
$0,0
‘/"‘"\ : (CHs
IOOY oN=N- C ~N  +CF,CONHCH, +(CH,),SiX
Nt CH,

Nachteilig wirkt bei Silylderivaten, daf8 das auf der Anode abgeschiedene SiO,
die Detektorempfindlichkeit rasch verindert. Auch die Einfiihrung von Fluor in das
Reagens (BSTFA, MSTFA) bringt keine prinzipielle Verbesserung. Die einfachste
Losung, eine zu rasche Verschmutzung zu verhindern, besteht in der Entfernung des
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iiberschiissigen Reaktionsgemisches durch Eindampfen unter Stickstoff oder Ver-
wendung siulenchromatographischer Verfahren (Lipidex 5000). Wird der FID kurz
vor der Injektion geloscht und nach dem Passieren des Losungsmittelpeaks wieder
geziindet, verzogert dies ebenfalls die Kontaminierung [11].

III. Alkylierung

Fiir die Alkylierung gibt es mehrere gut eingefithrte Methoden:

1. Diazomethan

2. Methanol mit Borfluorid

3. Methanol mit Salzsdure oder Schwefelsdure

4. Pyrolyse von Tetramethylammoniumsalzen

5. Alkyljodide und Tetramethylammoniumhydroxyd
6. Dimethylformamidacetal

Verbindungen mit Carboxylgruppen, Barbiturate und Phenole werden mit Diazo-
methan schonend methyliert.

Nachteilig konnen sich Giftigkeit, Explosionsgefahr wie auch die Tendenz zu
Cycloadditionen bei ungesittigten Verbindungen auswirken.

Die Veresterung mit Borfluorid/Methanol erfolgt bei 100° innerhalb von zwei
Minuten. Dagegen benétigt die mit Methanol/Schwefelsidure katalysierte Umsetzung
etwa 2—3 Stunden am siedenden Wasserbad. Nach Zugabe von Ather und Wasser
mufy bei beiden Methoden die organische Phase erst isoliert und fiir die Analyse ver-
wendet werden [12].

Quartire Ammoniumhydroxydverbindungen zersetzen sich oberhaib 300°, wobei
Carboniumionen auf alkylierbare Verbindungen iibertragen werden kénnen.

RCOOH + (CH,),NOH — =3  RCOOCH, +H,0+(CH, ), N

Tetramethyl-, Tetrabutyl- und Trimethylaniliniumhydroxyd [13, 14] in Methanol
werden dazu verwendet. Die Methode empfiehlt sich insbesondere dann, wenn
Screeniganalysen, zum Beispiel auf Barbiturate, durchzufiihren sind. Nachteilig wirkt
der Einfluf} der quartiren Ammoniumverbindungen auf die silikonhaltigen Phasen, der
durch Alkylieren in Losung mit Alkyljodiden vermieden werden kann [15].

(CH,),NOH
— 7
CH,OH

R-J + RCOOH RCOOR’

Beim Spurennachweis und bei der quantitativen Bestimmung von Barbituraten
aus biologischem Material empfiehlt sich auf jeden Fall zu alkylieren, da diese Ver-
bindungen an Silikonphasen stark adsorbiert werden. Einige ihrer Methylderivate
lassen sich unter Umstinden nur schwierig trennen, und auferdem erfolgen Demethy-
lierungsreaktionen auch im Stoffwechsel. Eine Moglichkeit, diese Schwierigkeiten zu
umgehen, bietet die Butylierung [16]. Es verlingern sich die Retentionszeiten, wo-
durch eine bessere Trennung vom Losungsmittel und von niedermolekularen Verun-
reinigungen ermoglicht wird. Durch die Alkylierung sinkt nicht nur die Verringerung
der Adsorptionsverluste, es steigt auch die Ansprechempfindlichkeit des Stickstoff-
Phosphordetektors.
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Dimethylformamidacetale werden fiir die Alkylierung von Siuren, Aminover-
bindungen und Diolen verwendet. Die Veresterung von Siuren erfolgt innerhalb von
1015 min bei 60° C in hoher Ausbeute ohne saure oder basische Katalyse [17].

CH, O CH, CycN,
RCOOH + _CHN_ —2——  RCOOCH, +HCON(CH, ), + CH,OH
CHSO (:H3 Cl—lzclz

Mit Hilfe der angegebenen Reaktionen, der Acylierung, Silylierung und Alkylie-
rung sollte es im allgemeinen moglich sein, die mit iiblichen Aufarbeitungsmethoden
erhaltenen polaren Arzneimittel in besser chromatographierbare Verbindungen iiber-
zufiihren. Quantitative Analysen erfordern unbedingt eine genaue Kenntnis der Reak-
tion und der Faktoren, die sie beeinflussen. Die Verwendung entsprechender innerer
Standards ist in diesem Zusammenhang unbedingt erforderiich. Speziell fur die toxi-
kologische Praxis, in welcher zuerst die Identifizierung einer unbekannten Substanz
und dann erst eine quantitative Bestimmung bendtigt wird, empfiehlt sich die ver-
schiedene Derivatisierung der sauren und basischen Extrakte. Vorteilhaft fiir die saure
Fraktion erweist sich, dquivalente Mengen mit 1. Diazomethan oder 2. durch Alkylie-
rung mit Alkyljodiden umzusetzen. Die neutrale und basische Fraktion wird analog
1. acyliert (Acetanhydrid, Trifluoressigsiureanhydrid) und/oder 2. silyliert. Diese
genannten Reaktionen kénnen im Mikroliterma® durchgefiihrt werden und bei Kennt-
nis der GC-Parameter eine Identifizierung mit nur geringsten Probenmengen ermdogli-
chen.
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