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CHROM. 5541 

Zur gaschromatographischen Bestimmung von Di- und TricarbonsGuren 

Im intermediaren Stoffwechsel trcten verschiedene Di- und Tricarbonsauren 
auf, deren quantitative Erfassung bishcr Schwierigkeiten bereitet bat. Zur Losung 
dieses Problems bietet sich die gaschromatographische Trennung und Bestimmung 
als besonders geeignet an. Allerdings sind die genannten Sauren fiir eine direkte gas- 
chromatographische Analyse zu wenig fltichtig. Man muss sie deshalb in fltichtige 
Derivate, wie Ester kurzkettiger Alkohole, iiberftihren. Von den hierzu gebrauch- 
lichen Methoden (HCl-Methanolr-3, Bortrifluorid-Methanol”-5, Diazomethan”) ist 
die Veresterung mit HCl-Methanol bzw. HCl-Athanol vorzuziehen”. 

Die quantitative Erfassung der Sauren erfolgte bisher tiber eine Eichkurve. 
Hierbei wurde ein Signal des Detektors (Peakh8he, Peakflache) in Beziehung zur 
Probenmenge gesetzt z,dpfi. Die Krgebnisse dieser Methode waren aber nur schlecht 
reproduzierbar. 

Aus diesem Grunde wurde die von GEHRKE UND STALLING’ ftir die Bestimmung 
von Aminosauren ausgearbeitete Methode der “Relative Molar Response” (J?llMJZ) 
auf ihre Anwendbarkeit ftir die quantitative gaschromatographische Analyse von Di- 
und TricarbonsZuren geprtift. 

Arbeitsbedilzgzcngen 
Als Testsubstanzen wurden die Di$thyl- bzw. Triathylester der Malon-, Oxal-, 

Fumar-, Bernstein- und der Citronen&ure (p.A.) und als interner Standard Myristin- 
s&ure&thylester (puriss.) verwendet. Die Sauren, Oxal-, Fumar-, Malon-, Bernstein- 
und Citronensaure (p.A.), wurden im geschlossenen Gefass mit HCl-Athanol,‘(I :g w/w; 
wasserfrei) bei Raumtemperatur wahrend 24 Std. verestert. Eine definierte Menge des 
internen Standards wurde der Mischung glcichzeitig zugesetzt. Zur Bindung’ des 
Wassers wurde dem Reaktionsgemisch Natriumsulfat sicc. beigeftigt. Eine Verlang- 
erung der Reaktionszeit veranderte die Ausbeute nicht. 

Nach der Veresterung wurde das Gemisch direkt in den Gaschromatographen 
eingespritzt. Chromatographiert wurde unter folgenden Arbeitsbedingungen : 

Gaschromatograph : 

Trennsaulen : 

Saulendimensionen: 
Arbeitstemperaturen : 

Beckman GC-4 

Trsgergas : 

Detektor : 
Integrator: 
Recorder : 

Probengrosse : 

DEGS auf Celite 545, So/120 mesh, 1o0/, 
200 cm x I/S Zoll i.D., rostfreier Stahl 
Einspritzstelle 220° ; Saule I0 min xGoo isotherm, auf 
190~ nit 3” pro min programmiert; Detektor 250’ 
N,, 30 ml/min 
PID; H,, 50 ml/min ; Luft, 250 ml/min 
Infotronics CRS-104 ” 

. . . 

W-W high speed, I mV 
5-10 pl 

Ergebnisse 
In Analogie zum Vorgehen von GHHRKE UND STALLING’ gilt bei der quantita- 

tiven Auswertung der Gaschromatogramme folgende Beziehung’ 

l O.S. = Orgnnischc SBure; I.S. = Intcmcr Standard; NM. = Malons5xrc. 
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Mo1o.s. = 
Pea1~flacheo.s. 

Pea1~flacheI.s. 
- 

Moh,s. 
l RMR E. . .RMR$ 

. . c . 

wobei gilt 

’ 

: 
(a)’ 

Molar Responseo,s, 
, 

Molar ResponseM,i. 
(b) 

, 

(4 

Urn die verschiedenen Di- und Tricarbonsauren im Gemisch quantitativ be- 
Stimmen zu kcnnen, wurden %uerst die unter (a) und (b) aufgeftihrten RMR-Werte 
ermittelt. : ” 

” (a) Eine bestimmte ‘Menge an Malons~urediathylkster wurde mit einem genau 
definierten Anteil des internen Standards gemischt und chromatographiert. Ftir 
den RMR-Wert ergab sich 

” &‘&f&f% ” F 0.280 (Mittelwert aus Mehrfachbestimmungen) 5, . . . 
” . . 

(b) Je I Mel Athylester der Oxal-, Malon-,,,Bernstein-, Fumar- und Citronen- 
saure wurden im- Gemisch nach den vorliegenden Arbeitsbedingungen chromato- 
graphiert. Unter Berticksichtigung der Beziehung 

RA&’ E;; 

” 

c . 
-=I00 . . . 

. 

ergaben sich fur die verwendeten Saureestern die in Tabelle I wiedergegebenen 
RMR-Werte. 

Zur Uberprtifung der ermitteltep RMR-Werte und der Reproduzierbarkeit der 

DIE RMA-WERTE I.'tiR DIE XTMYLESTERN DRR OSAL-, PUMAR-, MALON-, BERNSTEIiJ- UND 
CITRONENSXURE 

-.--..--__--_l--.-~-_-__--. 

O.S.. ; . 
RMR ‘i-. 

Mal. 
-- _--.. --.-.--._-.._--- _... 

OxalsHuredi2,thylcster 0.90 
i’vlalons~uredi~i.tl~ylester T.00 

Funiars’%urcdi&thylester ! : 1.31' 
RernsteinsLi.urecliki.tl~yle.stf2~ ~I.‘33 
Citronens~uretri2ikhylcster I.09 

* .; . 

. 
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DIE MITTL&RlZN AUSUEUTEN l'i)‘R DIE lEIN%ELNIEN ORGANISCHEN SXUREN 

O~ganiscltc SHatve A tcsbezrte -& mittlever Schwavtf~aivtgsbeveiclt (‘s/o) 
Fchlev (%) 

-- __- _.---- _.__. ----_ -_-.--- -- 

Oxal.s&xc 99 f o.75n 93-104 
MalolisBurc 101 & 0.56 98-105 
PutnarskLure 101 f o.Gz 97-106 

Ucrnstcins%urc 101 & 0.53 97-IO.5 
Citronensilurc TOO f 0.98 94-108 

beschriebenen Methode wurden fiinfzehn Gemische, die neben d.em internen Standard 
je 50 mg Oxal-, Fumar-, Malon-, Bernstein- und Citroncrisgure enthielten, verestert 
und chromatographiert. Die mit Hilfe der zuvor bestimmten XMR-Werte ermittelten 
Ausbeuten filr die verschiedenen SZuren sind in Tabelle II zusammengefasst. 

Aus den Werten in Tabelle II ist ersichtlich, dass die organischen Sguren mit 
grosser Genaui’gkeit quantitativ erfasst werden konnten. Der mittlere Fehler betrug 
0.53% bis o.g80/o. Die Ergebnisse sind also gut reproduzierbar. 
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