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SUMMARY 

N-Trt~~toroace1~1-O-Irit~~erlt~~lsi~vl-pltettolailcylat~~it~es. Preparatior7 arid mass specijic 

gas cltromarographic eslirnatiort 

N-TFA-0-TMS derivatives of phenolalkylamines are relatively stable com- 
pounds which are well suited for identification by combined gas chromatography 
and mass spectrometry. They are easily prepared by trimethylsilylation with N- 
methyl-N-trimethylsiIyltrifluoroacetamide followed by selective N-acylation with 
N-methyl-bis(trifluoroacetamide). This technique of derivatisation can be applied 
to salts of phenolalkylamines without prior liberation of the bases. The thermody- 
namic and the kinetic aspects of the trimethylsilylation and N-trifluoroacetylation 
reactions are discussed. A definition is given of the “relative trimethylsiIylation 
potential” of N-TMS-acetamides, which is based on gas chromatographic data. 

It is not necessary to evaporate the reaction medium, because the excess re- 
agents and the remaining N-methyl-trifluoroacetamide, which originate from the 
trimethylsilylation as well as from the acylation step are extremely volatile and do 
not affect the gas chromatographic analysis. 

N-TFA-0-TMS-phenolalkylamines are stable against oxidising agents and 
at elevated temperatures. They do not show any adsorption effects in the molecular 
separator and in the gas chromatographic system. Solutions of catecholamines, for 
example, are stable for months, provided humidity is excluded. 

After electron impact the charge localisatiqn predominates at the benzyliq 
fragment, which gives information on the hydroxylic substitution pattern of the 
aromatic ring and the /3-C-atom. The detection limits have been found to lie in the 
femtomol region, when this structure-specific benzylic ion is registered in the single- 
ion fashion. 

EINLEITUNG 

Der gaschromatographische (GC) Nachweis von Phenolalkylaminen mit Hilfe 



92 M. DONIKE 

der massenspezifischen (MS) Detektion * ist z.Zt. jeder anderen Detektionsmiiglich- 
keit iiberlegen, wenn man Empfindlichkeit und Spezifittit beriicksichtigt1-5. Von 
Vorteil ist, dass die MS Detektion weniger durcb ubiquittir vorkommende Konta- 
minationen sowie durch Artefakte aus Septen und fliissigen Phasen beeintrtichtigt 
wird, als dies bei tiquivalenter Nachweisempfindlichkeit mit einem Elektronenein- 
fangdetektor (ECD) der Fall ist. 

Die polare Struktur der Phenolalkylamine macht jedoch eine Uberfiibrung in 
fliichtige Derivate erforderlicb, wobei die Eigenschaften der Derivate und die der 
benutzten Reagenzien die gaschromatographisch erreichbare Nacbweisgrenze mitbe- 
stimmen. Das durch die Schutzgruppen induzierte Fragmentierungsschema spielt 
ebenso eine Rolle wie die Fliichtigkeit der Reagenzien und die Kinetik sowie die 
Thermodynamik der gruppeniibertragenden Reaktionen, von denen die Trimethyl- 
silylierung6-9, die Acylierung2*3*5*10-20 und die selektive Trimethylsilylierung der 
Hydroxylgruppen nacb Acylierung der Aminfunktion *I beschrieben werden. Seltener 
wird die Umwandlung der primiiren Amine in Isothiocyanate’*22 und in Schiff’sche 
Basen4*23*zJ empfohlen. 

Die Synthese des N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamids (MSTFA)2s 
und des N-Methyl-bis(triiIuoracetamids) (M BTFA) 26, beides leichtfliichtige und fiir 
gaschromatographische Untersuchungen geeignete Reagenzien, eriiffneten einen neuen, 
vorteilhaften Weg der selektiven Derivatisierung 2(r. Im Falle der Phenolalkylamine 
erhlilt man durch Reaktion mit MSTFA und nachfolgende N-Acylierung O-Tri- 
methylsilyl-phenolalkyltrifluoracetamide. 

Diese N-TFA-0-TMS-Derivate der Phenolalkylamine’*, von denen den bio- 
genen Catecholaminen Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin wegen ihrer physiolo- 
gischer Wirkung besonderes Interesse gebiihrt, sind in der ReaktionslGsung bestgndig 
und entgegen den Angaben in der kiteratur3 ffir GC Untersuchungen vorziiglich ge- 
eignet. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Beciit~glmgen fiir die rnassenspeziJische Derek tiort 
Betriebsbedingungen der GC-MS-Kombination (GC Model1 2700 Varian- 

Aerograph und MS Model1 CH 5 Varian-MAT): 
Gas (He) 40 mI/min 
Quellendruck 4.1 Osh Torr 
Temperaturen 

0 

GC-Einspritzblock 250’= 
G C-Ofen 120-200” 
GC-Detektor 270” 
Verbindungskapillare 270” 
Separator (Glasfritte, doppelstufig) 275” 
Direkteinlass 170” 
lonenquelle 160” 

.- --_ 
l Diesc Bezeichnung folgt cinem Vorschlag von Brandenbergcr upd Schnydcrl. In der angel- 

slchsischen iiteratur:‘mass fragmentography. 
** Folgcnde Abkiirzungen symbolisieren die Schutzgruppen: und die Reagenzien: TMS = 

Trimethylsilyl : TFA = Trifluoracetyl : PFP = Pentafluorpropionyl : HFB = Heptafluorbutyryl: 
MSTFA = N-Methyl-N-trimcthylsilyl-triiluoracctamid: MBTFA = N-Methyl-bis-trifluoradetamid. 
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Elektronenstossionenquelle 

SEV 
Auflijsung 
Registrierung 

Glass$ulen 

300 ,xA Emission 
70 eV Elektronenenergie 
3 kV Beschleunigungsspannung 
1.7 kV 
ca. 400 (10 ‘A Tal) 
Gleichstromverst8rker des CH 5- 
Systems, Integrator Model1 3370 B 
Hewlett-Packard, Kompensations- 
schreiber Model1 7127 A Hewlett- 
Packard 
(1) 0.5 m x 2.5 mm I.D. 10% 
OV-17 auf Chromosorb W AW 
DMCS 
(2) 1.5 m x 2.5 mm I.D. 1 % 
OV-101 auf Chromosorb W AW 
DMCS 

Derivatisierung in1 ,uMof-Masstab urld Registrierurtg der Spektrerl 
Fi.ir die orientierenden GC Untersuchungen mit Hilfe des Flammenionisations- 

detektor (FID) und fiir die Aufnahme der Massenspektren der Reinsubstanzen wur- 
den 1.5-2.0 mg (ca. 10 ~Mol der Phenolalkylamine) in Zentrifugenschliffgltiser ein- 
gewogen und mit 0.5 ml CH&N und 0.5 ml MSTFA (2.7. 10s5 Mol) 30 min auf 80” 
erhitzt. 

Nach GC Kontrolle der trimethylsilylierten Verbindungen und Aufnahme der 
Massenspektren wurden 0.2 ml MBTFA zugefiigt. Wenn innerhalb 60 min die Um- 
wandlung in das N-TFA-Derivat noch nicht beendet war, wurden 100 ~1 Trifluor- 
essigsgure (I .2~ 10 -3 Mol) zugegeben, wodurch ca. 45 o? des uberschusses an MSTFA 
kompensiert wird. 

Aqfuahme der niederat&&%tert Massenspektren. 2 ~1 der Reaktionsliisungen 
(3-4 pg) wurden in den Gaschromatographen injiziert. Die Ofentemperatur wurde 
so justiert, dass die zu messende Verbindung jeweils nach 5 min eluiert wurde. Die 
Registrierbedingungen entsprechen denen der massenspezifischen Detektion (siehe 
oben). Die AuflGsung war ca. 600 (10 “/o Tal), der Scanbereich 45-800 und die Scan- 
geschwindigkeit 3.8 sec/Dekade. Die Auswertung fand statt mit dem Datensystem 
100 MS der Firma Varian-MAT. 

Derivatisierwg der ‘Reinsubstamen irn p-Mel-Masstab 
Aliquote Teile einer Liisung der Phenolalkylamine in 0.1 N Essigstiure werden 

in Zentrifugenschliffgltiser (NS 14.5) zu 0.1 ml einer frisch bereiteten, methanolischen 
1% Oxalsgureltisung (w/v) gegeben und am Vakuumrotationsverdampfer eingeengt. 
Die eingeengten Proben werden mindestens 4 h im Vakuumexsikkator (Wasser- 
strahlpumpe) iiber P,OJKOH getrocknet. Dann werden die Riicksttinde mit 0.125 
ml eines Silylierungsgemisches, bestehend SLUS 5 ml Acetonitril und 1.5 ml MSTFA, 
umgesetzt (80”/30 min). Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur werden zu dieser 
Liisung 0.01 ml MBTFA gegeben. Man beliisst die Reaktionsliisung 10 min bei 
Raumtemperatur und erhitzt dann fiir 5 min auf 80”. Diese L8sung kann nach dem 
Abkiihlen zur Gaschromatographie verwendet werden. 

. . I_ 
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Die weitere Zugabe von 10 ,xI Hexamethyldisilazan ergibt so vie] Silylierungs- 
kapazitat, dass die Zentrifugenschliffglaser mehrfach geijffnet werden kiinnen, ohne 
dass durch die dann hinzutretende Feuchtigkeit eine Entsilylierung der Proben zu be- 
fiirchten ist (Reaktionsablauf: siehe Diskussion, Abschnitt Silylierungspotential). 

Die Konzentration der Stammliisungen war 1 mg/ml in 0.1 N Essigsaure 
(Catecholamine) bzw. Methanol (andere Phenolalkylamine). Es wurdcn Verdiln- 
nungen von 1 ,ug bzw. 0.1 (ug/ml in 0.1 N Essigsgure oder Methanol 1 mg/ml in ein- 
gesetz. 

Artwsndutlgsbeispiele 

Etile~rinbeBtimrnlrr~g in Plasma 
Exi’rakrion des Wirkstoffes. Zu I .OO ml Plasma wurden 500 ng p- Hydroxyephe- 

drin in 0.1 ml Wasser (innerer Standard), 0.2 ml I “/, Glycinlosung, zwei Tropfen 2 N 
WC1 und 9.0 ml dest. Athanol gegeben. N’ach 30 min schiltteln stellt man die Probe 
ca. 1 h in ein Wasserbad von 0” und zentrifugiert anschliessend 10 min bei 0”. Vom 
klaren Uberstand wurden 7.0 ml abpipettiert und am Rotationsverdampfer bei ca. 
30-32” Badtemperatur vorsichtig zur Trockene gebmcht und danach im Vakuum- 
exsikkator tiber P205/KOH nachgetrocknet. 

Eichkurve. Je 1 .O ml Humanserum wurden mit 0,50, 100, 150, 200 bzw. 250 ng 
Etilefrin und je 500 ng p-Hydroxyephedrin versetzt und dann wie oben beschrieben, 
aufgearbeitet. 

Derivatisierung. Zu dem getrockneten Rfickstand gibt man 0.4 ml eines Ge- 
misches von Acetonitril-MSTFA (50:15, v/v) und erhitzt 30 min im Aluminium- 
Heizblock auf 80”. Nach dem Erkalten der Proben werden 25 ~1 MBTFA zugetropft. 
Nach 10 min Stehen bei Raumtemperatur werden die Proben 5 min lang ‘in ‘einem 
80” heissen Aluminiumblock gestellt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur und nach 
Zugabe von 30 ~1 Hexamethyldisilazan kijnnen die Proben bis zur GC Analyse auf- 
bewahrt werden. 

Catechoiamine in tierisckem Gewebe 
Unmittelbar nach dem TBten einer mannlichen Ratte durch Genickschlag 

wurden Gewebsproben (SO-100 mg) entnommen, ausgewogen und mit einer eiskalten, 
frisch bereiteten 0.25% Liisung von Oxalsaure in Methanol (1 ml pro 30 mg Gewebe) 
homogenisiert. Nach GO min Stehen bei 0” wird abzentrifugiert, der tiberstand abde- 
kantiert, eingeengt und im Vakuumexsikkator fiber Pz09/KOH getrocknet (mindes- 
tens 6 h, im allgemeinen iiber Nacht). Die zur Silylierung verwendete Menge eines 
Gemisches aus Acetonitril-MSTFA (1 :l, v/v) richtet sich nach dem eingesetzten 
Volumen der methanolischen Oxalstiureliisung. Fiir je 1 ml Extraktionsmittel werden 
0.1 ml Acetonitril-MSTFA zur getrockneten Probe hinzugefiigt und anschliessend 
30 min lang auf 80” erhitzt. Zur Acylierung fiigt man 0.01 ml MBTFA pro ml Ex- 
traktionsgemisch hinzu. 

Einjluss des Sifylierungspotentials auf die Reaktionsgescltwindigkeit 

N-Tr~jhoracetylierurlgsgeschwindigkeit son Ampltetanlin trnd ~ethan~plletamit~ 
Amphetamin bzw. Methamphetamin werden in Acetonitril-1 M MSTFA 
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(8 I : 19, v/v) geliist, wobei die Konzentration der Amine auF cu. I mg/ml (ca. 7 ,~Mol) 
eingestellt wird, Zu diesen Lhungen Fiigt man 0.1 ml MBTFA (670pMol) und ver- 
folgt die Abnaltme des N-TMS-Amphetamins bzw. des N-TMS-Methamphetamins 
bei Raumtemperatur (bei diesem Versuch 23”). 

In einem aliquoten Teil der Amphetaminlosung reduziert man das Silylierungs- 
potential durch Zugabe von 16.8 ,ul Trifluoressigsiiure (0.2 mMol), bzw. von 42 ,ul 
Trifluoressigsaure (0.5 mMo1). Die Acylierung erfolgt mit 0. I ml MBTFA. 

Gascftro~r~alographisch Berfitrgimngert. Ein Hewlett-Packard Model1 7600 
Gaschromatograph wurde verwendet. Die TrennsBule war 10 ‘A OV-225 auf Chro- 
mosorb W AW DMCS, 1.5 m x 3 mm I.D., Glass, durchgehend vom Septum bis 
zum Detektor. Die Temperatur des Einspritzblocks war l80”, die des OFens 140” und 
die des FJD 300”. Es wurde ca. 2.5 ~1 mit der automatischen Einspritzvorrichtung 
auf die Trenns$ulenfiillung injiziert. 

N-Trl~uoracet~lienrrtg 1’011 Catechofamimn 
25 mg Noradrenalin bzw. Adrenalin werden in 25 ml eines Silylierungs- 

mittelgemisches von Acetonitril, I M MSTFA und 2 M N-Methyl-trifluoracetamid 
(MTFA) - 50 g MSTFA (0.25 Mol) und 63.5 g MTFA (0.5 Mol) mit Acetonitril 
auf 250 ml aufgefiillt - gel&t. Die Acylierung erfolgt mit 0.05 ml MBTFA. Das 
molare Verhaltnis von MSTFA zu MTFA wird stufenweise durch Zugabe von 0.19 
ml MSTFA (1 mMol) pro 1 ml Catecholaminlosung erhiiht. Die Reaktion wird gas- 
chromatographisch wie oben beschrieben verfolgt (Ofentemperatur 180”). 

ERGEBNISSE 

Unter den im Experimentellen Teil angegebenen Bedingungen wurden von 
allen eingesetzten Phenolalkylaminen N-TFA-0-TMS-Derivate erhalten. Die Fiir 
einen MS Nachweis geeigneten Bruchstticke sind in der Tabelle 1 zusammengestellt, 
ebenso wie die zur GC Charakterisierung dienenden Kovcits-Indize$’ fiir die fliissige 
Phase OV-101, die wegen ihrer Temperaturbesti$tdigkeit in der GC-MS Kombi- 
nation eingesetzt wurde. 

Die Tab&e II enthalt die Daten einiger Substanzen, die als nahe Verwandte der 
Phenolalkylamine zur Abkhirung des Reaktionsverlaufes der N-Trifluoracetylierung 
verwendet wurden bzw. die als Vorhiufer bzw. Metabolite der biogenen Phenolalkyl- 
amine im biologischen Material zu erwarten sind. 

Die Kinetik der N-Trifluoracetylierung hisst sich gaschromatographisch ver- 
folgen, wie die in der Fig. 1 wiedergegebenen Chromatogramme belegen. Die N- 
TFA-Verbindungen ergeben auf allen bisher untersuchten fliissigen Pltasen des Sili- 
congummi-Typs (OV-101, OV- 17, OV-225 und OV-210) symmetrische Signale. Die 
Symmetrie der Signale bleibt such beim massenspezifischen Nachweis in der Kombi- 
nation GC-MS weitgehend erhalten, was auf eine geringe Adsorptionsneigung der 
N-TFA-0-TMS-Derivate im gesamten Analysensystem schliessen hisst. Die Folge 
ist, dass die Signalhiihe bis hinab in den Grenzbereich der Nachweisbarkeit linear mit 
der Konzentration abnimmt (Fig. 2). 

Die GC-MS Bestimmung der Phenolalkylamine in biologischem Material ist 
ohne umfangreiche Probenvorbereitung mdglich. 

Eine Fgllung der Proteine und Lipide mit Methanol, Sihnlich der von Hutterer 
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et al. vorgeschlagen Prozedu?, reicht in vielen FBllen aus, wie die Beispiele der Etile- 

frinbestimrnung in Plasmaz9 und der Catecholaminbestimmung in Geweben beweisen. 
Die gefundenen Werte stimmcn mit den Literaturangaben iibereinJo. 

DISKUSE:ON 

Uber die Eignung der fiir Phenolalkylamine, insbesondcre fiir Catecholamine 
zu empfehlenden Schutzgruppen existieren in der Literatur widersprtichliche Angaben. 
Beispielsweise favorisieren Karoum et al. die N,O-PerfluorpropionyIderivateJ. 
Diesen N,O-PFP-Derivaten aber schreiben Goodwin und Mitarbeiter eine starke 
Absorptionsneigung im GC System zu31. Horning et a/,21 schlagen N-HFB-O-TM’S- 
Derivate vor, denen Karoum et al. in der obengenannten Publikation Stabilitct ab- 
sprechen. Die von Brandenberger und Schnyder’ bevorzugte Isothiocyanatbildung 
ist nur fiir prim5re Amine geeignet, die bei glcichzeitiger Trimethylsilylierung der 
OH-Funktionen mit TMS-Imidazol ein mehrstiindiges Erhitzen des Basen mit CS2 
‘erfordert. Unter tihnlichen, fiir Catecholamine als drastisch anzusehenden Reaktions- 
bedingungen, verltiuft die Herstellung der Pentafluorbenzylidenderivatez4, die eben- 
falls nur von primHren Aminen erhtiltlich sind. 

Weiter sind die Angaben iiber die Griinde der InstabilitZit der derivatisierten 
Phenolalkylaminc in L6sung unzureichend. Karoum et a/.3 finden bei den PFP- 
Derivaten der Catecholamine eine bessere Bestgndigkeit gegenfiber Feuchtigkeits- 
zutritt als bei den entsprechenden Heptafluorbutyrylverbindungen, eine Beobachtung, 

I) (b) 1 Cd) 

1 

!I (f) 

t 
I I I I I I 

1 1 I 1 1 I t 1 I I I * 

0 4 0 4 0 4 0 4 0 4 0 4 min 

Fig. 1, Verfolgung der N-Trifluoracctylicrung vori 0-TMS-Adrenalin (I) mit MBTFA, die zum N- 
TFA-0-TMS-Adrenalin (2) TUhrt. (a) 2.5 1’1 einer Liisung von Adrenalin in Acetonitril-2 M MSTFA- 
2 M MTFA. 1 min nach Zugabe von SO/t1 MBTFA/ml. (b) bis (f) Injektion dcr Reaktionsliisung in 
Intervallen von 7.5 min. Siiulc: 10% OV-225 auf Chromosorb W AW DMCS, 180”, FID (vergl. 
Experimentcller Teil). 
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1 
c I I 

I 1 I I 1 1 1 

0 2 0 2 0 2 0 2 

min 

Fig. 2. Bcstimmung dcr Nachwcisgrcnze von N-TFA-0-TMS-Adrenalin. Injiziert wurdcn jcweils 
2 /II rolgcnder Konzentrationcn von N-TFA-0-TMS-Adrenalin. In Klammcrn ist die Empfindlich- 
keit dcs Kompensationsschreibers angegcben in Amp&c pro Vollausschlag. (a) 1 n&ml: 2 pg (2 x 
low9 A); (b) long/ml: -20 pg (2 x IO- g A): (c) 100 ng/ml: 2OOpg (2 x IO-* A): (d) l.Orlg/ml: 
2 ng (2 x IO-’ A). 

die im Widerspruch steht zu der Tatsache, dass die Reaktionsgcschwindigkeit bei 
Acylierungsreaktionen mit steigendem Molekulargewicht der tibertragenden Gruppe 
abnimmt (RGTFI\) RGpFp > RC,.,Fo). 

Im Hinblick auf das Ziel, biologisch relevante Konzentrationen der biogenen 
Phenolalkylamine zu erfassen, mtissen miigliche Derivatisierungsprozeduren such die 
speziellen Eigenschaften dieser Verbindungsklasse berticksichtigen. 

Eine ftir den Analytiker unangenehme Eigenschaft ist die tiberaus grosse, 
durch Schwermetallsalze katalysierte Oxydationsempfindlichkeit in neutralen und 
schwa&-basischen pH-Bereichen. Die Stabilitat bei sauren pH-Werten ist such nur 
als relativ zu bezeichnen, z.B. erfolgt die selektive fluorimetrische Bestimmung des 
Adrenalins neben Noradrenalin bei pH 3.0 unter Zusatz von 0xydationsmitteln32. 
Stgrker saure Medien unterhalb von pH 2.0 ftihren, such in reduzierender Atmos- 
phare, zu Verlusten an Catecholaminen33. Bei der Isolierung der Catecholamine 
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wird diesem Verhalten Rechnung getragen, in dem der letzte Sclwitt der Aufarbeitung 
die ‘Uberfiihrung in ein schwach-saures Medium vorsieht, gleichgiiltig, ob Alumi- 
niumoxidadsorption, Ionenaustauscherchromatographie oder Extraktionsprozeduren 
fiir die Abtrennung der biologischen Matrix benutzt werde@. Schonendes Einengen 
dieser Liisungen liefert die be&indigen Salze der Catecllolamine. 

Die nachfolgende Derivatisierung muss von diesen Salzen ausgehen, und zu 
einem schnellen Schutz der oxydationsempfndlichen Struktur fiihren. 

Darstellurg tlcr N-T/;ii-0-TMS-Deril~ate 
Die Trimethylsilylierung der Phcnolalkylaminsalze, formuliert fijr die Hydro- 

chloride als Beispiel, erfolgt mit iiberschiissigem MSTFA nach der Reaktionsgleich- 
ung: 

Phenolalkylamin. HCI i- 11 MSTFA --t N,O-TMS-Phenolalkylamin + 
+ TMS-Cl + n MTFA (1) 

(17 = Anzahl der silylierbaren Funktionen) 

Diese Reaktion verlhft in drei Schritten, wobei der erste Reaktionsschritt die Frei- 
setzung des Amins aus dem Salz ist: 

AminsHCl + MSTFA + Amin -I- TMS-Cl + MTFA (la) 

Das Silylierungsmittel dient bei dicsem Rcaktionsschritt als HCl-Akzeptor. Es iiber- 
nimmt die Funktion der sonst zur Freisetzung des Amins erforderlichen Base ohne 
basische Reaktionsbedingungen zu schaffen. 

Der zweite Schritt, die Trimethylsilylierung der OH-Funktionen, erfolgt 
schnell : 

-OH + MSTFA + -0-TMS + MTFA (lb) 

Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt weit auf der rechten Seite, im Gegensatz zu 
der langsamer ablaufenden Trimethylsilylierung der Aminfunkiion. 

-NH + MSTFA + -N-TMS + MTFA (lc) 

Diese Reaktion erfordert zur vollstindigen Trimethylsilylierung der Aminfunktion 
einen relativ grossen uberschuss an Silylierungsmittel, wobei das Ausmass des Ober- 
schusses von der Struktur des Amins abhgngt. 

Eine Sonderstellung nehmen bei dieser Art der Trimethylsilylierung primgre 
Amine ein, die durch fiberschiissiges MSTFA ebenso wie durch andere N-TMS- 
Amide in die N,N-Bis-TMS-amine umgewandelt werden : 

-NH2 + 2 MSTFA --f -N(TMS)z + 2MTFA (Id) 

Die N,N-Bis-trimethylsilylierung endst5ndiger aliphatischer Aminfunktionen tritt 
unter TMS-Cl-Katalyse innerhalb weniger Stunden ein3*sJS. Nicht endstdndige pri- 
miire Aminogruppen reagieren wesentlich langsamer. So erfordert die Umwandlung 
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des I-Phenyl-2-aminopropans (Amphetamin) ein mehrmonatiges Stehen bei Raum- 
temperatur. Sie verlauft iiber die Stufe der N-Mono-TMS-verbindung zu dem N,N- 
Bis-TMS-derivat3”. 

Die N,O-TMS-Phenolalkylamine scheinen aufden ersten Blick fiir GC Unter- 
suchungen vorziiglich geeignet, da die PolaritHt aufgehoben ist und die TMS-Derivate 
thermisch stabil sind. Ein FID Nachweis ist bei relativ hollen Konzentrationen und 
grossen Mengen an Probenmaterial m6glicl16-9. Der wesentlich empfindlichere ECD 
kann jedoch nicht verwendet werden, da der Elektroneneinfangquerschnitt der TMS- 
Derivate gering ist. Bis hinab in den Femtomolbereich gelingt der massenspezifische 

,,Nachweis der TMS-Verbindungen, wobei sich jedoch im Verlauf der Untersuchungen 
Einschrtinkungen bemerkbar machten, die einer breiten Anwcndung entgegenstehen: 

(I) N,O-TMS-Phenolalkylamine sind im iiberschfissigen Silylierungsmittel 
instabil. Diese Instabilitst macht sich bei mehrstiindigem Erhitzen oder bei Iiingcrer 
Aufbewahrung bei Raumtemperatur deutlich bemerkbar. Sie stellt keine Entsily- 
lierung durch Wasserzutritt dar, kann jedoch mit einer, durch Schwermetallionen 
katalysierten Oxidation erkltirt werden 37. Die sekundgren Amine Adrenalin, Epinin 
und Pholedrin erweisen sich als besonders oxidationsempfindlich. Dagegen sind die 
N,N-Bis-TMS-vcrbindungen der primtiren Amine unter gleichen Reaktionsbedingun- 
gen bestgndig. 

(2) In den Massenspektren der N,O-TMS-Phenolalkylamine dominiert unter 
den Bedingungen der Elektronenstossionisation die rl-Spaltung, wobei die elektrische 
Ladung bevorzugt bei dem stickstoffhaltigen Bruchstiick verbleibt (vergl. Fig. 3). 
Das iiber die Substitution des Phenylrestes und des P-C-Atoms Auskunft gebende 
Benzylbruchstiick ist nur in geringer IntensitGt vorhanden. Die weiteren, in hoher 
Intensitiit aufgerundenen Massenzahlen, wie das Trimethylsilyl- bzw. Dimethyl- 
siloxykation (MZ = 73 bzw. = 75) sind schon im Untergrund vorhanden und wegen 
ihrer Unspezifitiit fiir den Nachweis nicht geeignet, wie dies fiir alle TMS-Derivate 
zutri fft. 

(3) Der Umstand, dass die N-Trimethylsilylierung sowohl nach Gleichung lc 
als such nach der Gleichung Id zu einem Gleichgewicht fiihrt, macht sich bei Spuren- 
analysen nachteilig bemerkbar, denn der zur Verschiebung des Gleichgewichtes zur 
rechten Seite erforderliche Uberschuss an SilyIierungsmitte bedeutet eine uner- 
wiinschte Verringerung der Konzentration. 

Die Ursache der lnstabililt5it der silylierten Amine liegt darin begrfindet, dass 
trotz der Ausbildung einer dnpn-Bindung zwischen Silizium und Stickstoff das freie 
Elektronenpaar am Stickstoff noch partiell Fiir einen oxydativen Angriff verfiigbar ist. 
Fiir diese Annahme spricht nicht nur die Stabilitiit der N,N-Bis-TMS-amine. sondern 
such die Stabilitst der Phenolalkylaminesalze, in denen das freie Elektronenpaar 
durch die Salzbildung in Anspruch genommen wird. Dies Fiihrt zu der logischen Fol- 
gerung, dass durch Substitution der N-TMS-Gruppe durch eine N-Acylgruppe und 
die dadurch erfolgende Einbeziehung des freien Elektronenpaares in das Resonanz- 
system des Amids stabile, oxidationsunempfindliche Derivate erhalten werden sollten. 

Dies ist in der Tat der Fall, wie am Beispiel des N-TFA-0-TMS-Adrenalins 
gezeigt werden konnte. Die N-Acylderivate sind in der Reaktionsl6sung selbst nach 
Zugabe eines IOO-fachen molaren tiberschusses an Fe3+-Tonen iiber 24 h bei 80” 
stabil! 

Die N-Acylierung mit MBTFA, dessen Synthese und dessen acylgruppen- 
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Fig. 3. Das Fragmenticrungsschcra dcr N,O-TMS-Dcrivate von (a) p-Hydroxyamphetamin rtr/e 
116 = 100%. m/c 179 = 2”/,, MC-l5 = 6%. M + = 0.1 “/“: (b) p-Hydroxynorephedrin m/e 116 = 
100%. m/e 267 = 7%. M+ und M+ - IS = 0.1 o/o: (c) Adrenalin m/e II6 = lOOo/ m/e 355 = 35%. 
MC und M+-15 = 0.1%. 
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iibertragende Eigenschaften kiirzlich beschrieben wurdenzf’, crfolgt durch Zugabe des 
Reagenzes zu der silylierten Probe (Gleichung 2). Eine vorhergehende Entfcrnung des 
Silylierungsmittels ist nicht erforderlich. Der Vorteil dieses lcichtfliichtigen Reagenzes 
gegeniiber andercn Acylierungsmitteln ist, dass 0-TMS-Funklionen nicht angegrif-en 
werden und als Reaktionsprodukt das ebenfalls leicht fliichtige, katalytisch inaktive 
MTFA entsteht, MTFA ist als Endprodukt der Trimethylsilylicrung mit MSTFA 
schon im Ansatz vorhanden, der ohne wcitere Aufarbeitung fiir gaschromatographi- 
sche Untersuchungcn verwendet werden kann. 

R’ R’ CH3 
\ ‘\ / 

N-TMS + (CF3CO)2N-CH3 -+ N-COC F3 i- C FJCO N (2) 

R’/ R’/ \ 
TMS 

(R’ = Alkyl, Aryl oder substituierte Alkyl- bzw. Arylreste: R” r--7 H, Alkyl. 

Aryl) 

Die in obiger Gleichung formulierte Reaktion slcllt formal einen Austauch der 
Schutzgruppen nm Stickstoff, einen TMS-TFA-Austausch dar. Das N-TFA-Derivat 
wird in quantitntiver Ausbeute erhalten, was auf das geringere thermodynamischc 
Potential der Amidbindung zuriickzufiihren ist. Die Formcl (2) beschreibt allgemein 
die Reaktion von MBTFA mit N-TMS-Derivaten, die nicht auf Phenolalkylamine 
beschrsnkt ist und such auf AminosBuren anwendbar istz6. Sie gill sinngemiiss abge- 
wandelt such fiir andere Bis-acylamide wie z.B. Bis-trifluoracetamid2”, N-Methyl-bis- 
acetamid3” bzw. die analogen Bis-acylamidc der Pentafluorpropions%ure bzw. der 
Heptafiuorbutters&re. 

M it grosser Wahrscheinlichkeit verliiuft jedoch die in Gleichung 2 beschriebenc 
Acylierung iiber das freie Amin, da bei sonst gleichen Reaklionsbedingungen primHre 
TMS-Amine wcsentlich schneller reagieren als sekundriire N-TMS-Amine. Bewiesen 
wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass bei einer Verringerung des Sily- 
lierungsmitteliiberschusses in der Reaktionsliisung, wie sie z.B. durch Zugabe von 
TrifluoressigsSiure erfolgen kann, die Reaktionsgeschwindigkeit zunimmt. 

Die Kurven in der Fig. 4a zeigen den Vergleich der Rcaktionsgeschwindig- 
keiten von N-TMS-Amphetamin und N-TMS-Methamplletamin unter identischen 
Reaktionsbedingungen nach MBTFA-Zugabe. Die Acylierung verliiuft wesentlich 
rascher bei dem N-TMS-Amphetamin als bei dem Methylhomologen. Eine Verringe- 
rung des MSTFA-Ubcrschusses durch Trifluoressigsiiure und die damit verbundene 
Verschiebung des Gleichgewichtes (Rcaktionsgleichung Ic) beschleunigt die N- 
Acylierung des Methamphetamins. 

Amphetamin und Methamphetamin dienten als Beispiel fiir primtire und se- 
kundiire Amine, weil beide Verbindungen keine weiteren Funktionen enthalten, 
deren Einfluss interpretiert werden miisste. Die Phenolalkylamine verhalten sich je- 
doch analog, wie Versuche mit den Catecholaminen Noradrenalin und Adrenalin 
beweisen (Fig. 4b). 

Das Silylierrmgsgleic/~ge~~icltl, seim Bedcwtur~g fiir die Nerst ellung wrrl die Gaschro- 
rzlaiographie der N-TFA-0-TMS-Derivate 

Bei der Herstellung von TMS-Derivaten fiir GC Untersuchungen macht sich 
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1.8 _ 
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I.4 , I I I 1 I > 
100 200 300 400 500 min 

Fig. 4. Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der N-Trifluoracetylierung mit MBTFA von 
dem Silylierungspotcntial des Reaktionsansatzes. (a) Amphetamin (I) und Methamphetamin (2) 
in Acetonitril-I M MSTFA, Methamphetamin in Acetonitril-0.8 M MSTFA-0.2 M MTFA (3). 
Methamphetamin in Acetonitril-0.5 M MSTFA-0.5 M MTFA (4). (b) Noradrenalin (NA) und 
Adrenalin (A) in Acctonitril-MSTFA-MTFA: Die Indizes geben die molaren Konzentrationen von 
MSTFA und MTFA im Reaktionsansatz an. 

die Tatsache, dass es sich bei der Silylierung urn eine Gleichgewichtsreaktion handelt, 
in vielen FSillen nicht bemerkbar, weil durch den hohen uberschuss an Silyiierungs- 
mittel ein vollstZindiger Umsatz erreicht wird. Die geringen, im Gleichgewicht noch 
vorhandenen Konzentrationen der nicht silylierten Komponenten entziehen sich 

-, 
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dem analytischen Nachweis. Grunds~itzlich gilt jedoch, dass die Lage des Gleich- 
gewichtes abhgngig ist von der Art des Silylierungsmittels (Y-TMS), dcr zu silylieren- 
den Funktion (X-H) und dem molaren Verhiiltnis der Reaktionspartner zueinander. 

X-H + Y-TMS + X-TMS + Y-H 
(X-H = Silylgruppenakzeptor; Y-TMS = Silylgruppendonator) 

(3) 

Bei der Reaktionsfolge, die zu den N-TFA-0-TMS-Phenolalkylaminen ftihrt, ist das 
Vorhandensein eines Silylierungsgleichgewichtes an zwei Stellen zu beachten: 

(I) Wird bei der Umsetzung der Phenolalkylaminsalze ein grosser molarer 
tiberschuss an MSTFA verwendet, so verhiuft die Reaktion mit primiiren Aminen 
bis zur Stufe der N-Bis-TMS-Amine bzw. mit sekundgren Aminen zu den N-TMS-N- 
Alkylaminen. Beide Substitutionstypen reagieren wie vorstehend gezeigt wurde, nur 
langsam mit MBTFA. 

(2) Nach der Umsetzung mit MBTFA enthalten primiire Phenolalkylamine 
noch ein aktives Proton, das Amidproton, das mit iiberschiissigem MSTFA bis zur 
Erreichung des Gleichgewichtszustandes reagiert. Gaschromatographisch erhiilt 
man dann zwei Signale fiir das freie und das N-TMS-substituierte Amid, ein Effekt, 
der unerwtinscht ist, weil er die Interpretation der Analysenergebnisse erschwert. 

Diese Beobachtung, dass N-Acyl-phenolalkylamine und, wie in einem anderen 
Zusammenhang festgestellt wurde, such N-Acyl-aminosiiuren zwei Signale ergeben, 
deren relatives Verh!iltnis zueinander von der Art und dem Uberschuss des ver- 
wendeten N-TMS-Amids abhBngt, war der Anlass, Silylierungsgleichgewichte gas- 
chromatographisch zu bestimmen j9. Wenn Amide als Trimethylsilyldonatoren und 
Trimethylsilylakzeptoren eingesetzt werden, kijnnen die im Gleichgewicht (Formel 
3) vorhandenen Konzentrationen analytisch ermittelt werden. Hieraus hisst sich die 
Gleichgewi&tkkonstante der Reaktion, sowie die freie Reaktionsenergie berechnen : 

K = W--J-MS1 P-HI 
[X-H] [Y-TMS] (4) 

,uQ = --RTln K (5) 

Setzt man analog dem Vorgehen bei der Festlegung der Redoxpotentiale das 
chemische Potential des Bezugsamids gleich 0, so erhglt man relative Silylierungs- 
potentiale. Mit MSTFA als Bezugsamid, das als fliichtiges N-TMS-Amid gaschro- 
matographisch ohne Stiirung durch andere Amide bestinimt werden kann, ergeben 
sich die in der Tabelle III fiireinige N-TMS-Amide angegebenen relativen Silylierungs- 
potentiale. 

Aus den Werten Iiisst sich erkennen, dass die Silylierungspotentiale der Amide 
strukturabhgngig sind. Sie nebmen mit zunehmender ElektronegativitHt der Substi- 
tuenten in o-Stellung des Acylrestes ebenso zu, wie mit der Raumerfiillung eines N- 
Alkylsubstituenten. Da der Trimethylsiloxy-substituierte Phenolalkylaminrest sterisch 
anspruchsvoll ist -das Silylierungspotential liegt zwischen dem des N-lsopropyl-N- 
trimetl~ylsilyltrifluoracetamids und dem des N-fevt.-Butyl-N-trimethylsilyltrifluor- 
acetamids- reicht eine geringe Reduzierung des Silylierungspotentials des Ansatzes 
aus, die N-TMS-Substitution der primHren Amide ZLI verhindern. Von den sich an- 
bietenden MBglichkeiten berticksichtigen die im experimentellen Teil angegebenen 
Vorschriften die speziellen Anforderungen des gaschromatographischen Spuren- 
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ABH,&NGIGKEIT DES SlLYLlERUNGSPOTENTIALS 
ACYLRESTES (a) UND DES AMIDSTlCKSTOFFS (b)jy 
--._.__.-.__-.-_.. -. . _ ._ 
n --/I0 (WI) B 

M. DONIKE 

VON DER SUBSTITUTION DES 

__.. __. 
--!I” (WI) _____- _._.___. -.-_ _ ._... _ - .__.. -.._ ._.._ ---.- .- .._ - .---.- --_..-.- ----. ._ . ..-. -.._... .._. ______ 

N-Methyl-acctamid -I048 Acctamid -4340 
N-Methyl-chloracctamid -- 472 N-Methyl-ncctamid - 1048 
N-Methyl-dichloracctamid 416 N-iithyl-acetamid - 844 
N-Methyl-trichloracctamid I799 N-Propyl-acetamid - 376 
N-Methyl-trifluoracctamid 0 N-n-Butyl-acctamid -. 342 

N-Isopropyl-acctamid 266 
N-Methyl-hcptafluorbutterslLlreamid 455 N-Cyclohcxyl-acctamid 698 

N-kv/.-Butyl-acetamid 1789 
--.- ---___~_----_-- ._._ __ __~ -- 

nachweises im ppm- und ppb-Bereich. Das notwcndige Silylierungspotential wird 
durch Zugabe eines leicl~tfliicl~tigen, die GC der Pl~enolalkylamine nicht stijrenden 
Silylakzeptors (Trifluoressigstiure, Mercapto5thanol usw.) zu dem Silylierungsre- 
agenz eingestellt. Eine weitere Miiglichkeit der Reduzierung des Silylierungspoten- 
tials, die gleichzeitig Verluste der Spurenkomponenten durch Adsorption auf der 
Glasoberfl~iche der Reaktionsgefiisse vermeidet, ist der Zusatz definierter Mengen 
silylierbarer organischer Verbindungen, wie z.B. Oxals%ure oder Glycin. 

Das Glycinhydrochlorid, das beim Einengen eines salzsauren Extraktes aus- 
fsllt, erfiillt gleichzeitig die Funktion eines “SilylierungspulTers”. 1 Mol Glycinhydro- 
chlorid kann bis zu 4 Mol MSTFA verbrauchen: 

Cl-H3N+CHzCOzH -I-- 4 MSTFA --> (TMS)2N-CH2C02TMS + TMS-Cl 
+ 4 MTFA (6) 

Jede dieser Trimethylsilylfunktionen kann gegeniiber Hydroxylgruppen als 
Silylierungsmittel fungieren, so dass im Falle der Phenolalkylamine bzw. der Phenol- 
alkylamide solange ein Schutz gegen Wasserzutrjtt gegeben ist, wie N-TMS-Funk- 
tionen im Ansatz vorhanden sind. 

Bewghrt hat sic11 weiter die im experimentellen Teil vorgeschriebene Zugabe 
von Hexamethyldisilazan (HMDS). Neben dem Schutz gegen Feuchtigkeit bei mehr- 
fachem dfTnen der GlassclilifTgef3sse bei Wiederholmessungen zerstiirt HMDS den 
noch vorhandenen uberschuss von MBTFA unter Bildung von MTFA, MSTFA, 
N-Trimethylsilyl-triiluoracetamid (STFA) und BSTFA nach folgender Gleichung: 

(TMS)zNH + (CF3C0)2NCH3 --t(a) CF3CO-N(TMS)2 + 
HMDS M BTFA BSTFA 

(b) /H + CF3CO-N 
STFA \ 

TMS 

CF&O-N 
MTFA \ 

CH3 

(7) 
TMS 

/ 
C F3CO-N 
MSTFA \ 

CH3 



N-TRIFLUORACETYL-O-TRIMETHYLSILYL-PHENOLALKYLAMINE 107 

Bci einer Abanderung der Derivatisierungsvorschrift sollte diese Reaktionsfolge, die 
zur ;/I situ Synthese von N-TMS-Amidcn fiihrt und damit eine unerwiinschte Erhiih- 
ung des Silylierungspotentials des Ansatzes bewirkt, beachtet werden. 

Das ~ragtnenfierLlngssc/letna cler iV-TFA-O-TMS- Pltenolaikylmline 
Fiir den MS Nachweis ist ein Fragmentierungsschema erwiinscht, das Bruch- 

stticke mit hoher IntensitHt bei mdglichst hohen Massenzahlen aufwcist. Die aussage- 
krgftigste Information wiirde eine hohe Ausbeute an Molektilionen erbringen, wie 
sie neuerdings mit der Technik der chemischen IonisationJo angestrebt wird. Nach 
Elektroncnstossionisation ist jedoch durch die iiblicherweise verwendete hohc An- 
regungsenergie von 70 eV ein weitgchender Zerfall des Molekiils zu erwarten, Eine 
Erniedrigung der Elektronenenergie auf 20 eV vermindert die Gesamtausbcute iln 
Ionen so weit, dass die absolute Intensitat an charakteristischcn Bruchstiickionen 
abnimmt, trotz deren relativcr Zunahme innerhalb des Massenspektrums. 

Die oben schon diskutierte Spaltung der N,O-TMS-Phenolalkylamine fiihrt 
ebenso wie die N,O-Halogenacylierung3 nach n-Spaltung zu einer Ladungsstabili- 
sierung an dem stickstoffhaltigen Bruchsttick. Anders verhalten sich die O-TMS- 
Phenolalkylamide, bei deren Zerfall der 0-Trimethylsiloxy-substituierte Benzylrcst 
bevorzugler Ladungstr#ger ist. Dieses Bruchstiick gibt Auskunft iiber den Substi- 
tutionstyp des Aromaten und des P-C-Atoms (Fig. 5). 

Die Tendenz zur Ladungsstabilisierung an diesem Rest ist so gross, dass bei 
einigen Verbindungen unter den angegebenen experimentellen Bedingungcn dieses 
Signal zum Basispeak der oberhalh der Massenzahl 50 registrierten Signale wird. 
Bemerkenswert ist ferner die relativ hohe Ausbeute an Molektilionen der N-TFA-O- 
TMS-Derivate, die nur von den Isothiocyanaten bzw. den Benzylidenderivaten pri- 
mgrer Amine erreicht bzw. iibertroffen werden ****. In wie weit das Fragmentierungs- 
schema durch die Eigenschaften der Acylgruppe beeinflusst wird, bedarf noch der 
Abkhirung, jedoch scheinen Unterschiede zu bestehen. Der tibergang von der TFA- 
zur HFB-Gruppe erhiiht die relative Ausbcute an Molekiilionen (vergl. Tabelle II). 

100 
73 

‘I. TMS 
355 

50 

0 I I I 
267 281 480 n I “I bl* 

I I I I I *I I I - 

50 . 250 350 400 5oo ml e 

Fig. 5. Das Massenspektrum und Fragmentierungsschcma dcs N-TFA-0-TMS-Adrcnalins. 
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N-Acetyl-0-TMS-catecholamine, die weniger fltichtig als die analogen perfluorierten 
Acylverbindungen sind und aus diesem Grunde weniger intensiv untersucht wurden, 
spalten Acetamid als Neutralmolekiil ab und liefern ein recht intensives Ion der Mas- 
senzahl 368, das als Olefin das Kohlenstoffskclett des Pl~enyl~itl~ylaminabkijmmlings 
erkennen hisst (Fig. 6). 

100 

@I* 

50 

0 

H3C 

T-O-‘“’ 

0-TMS 

TM 

355 

\ 

- H3 C-CO-N<H 
CH3 

50 100 260 350 420 mle 

Fig. 6, Massenspektrum und Fragmcntierungsschema des N-Acetyl-O-TMS-Adrenalins. 

Das beobachtete einhcitliche Zerfallsschema ist fur gaschromatographische 
Untersuchungen such noch aus einem weiteren Grund attraktiv: Verbindungen mit 
analoger Struktur, aber unterschiedlicher Retentionszeit kiinnen als innerer Standard 
bei quantitativen Bestimmungen benutzt werden. So kann beispielsweise Tsoprenalin, 
das als Pharmakon bequem in hoher Reinheit zug5inglich ist, als innerer Standard 
fur die Adrenalin-Noradrenalin-Bestimmung herangezogen werden (vergl. Fig. 7). 

Ein struktur-spezifischer und hoch-empfindlicher GC Detektor, wie das 
Massenspektrometer, bietet bei der Analyse von biologiscbem Material und anderen, 
komplex zusammengesetzten Gemischen drei wesentliche Vorziige gegeniiber an- 
deren Detektionsarten : 

(1) In Verbindung mit der Retentionszeit oder den Kovats-Indizes2’ wird eine 
substanz-spezifische Anzeige erzielt (vergl. Lit. 41). 

(2) Zuggnglich werden Konzentrationsbereiche, die sonst nicht oder nur in 
Ausnahmefallen erreichbar sind. 1 

(3) Langwierige und iiber viele Aufarbeitungsschritte sich hinziehende Proben- 
vorbereitungen kiinnen auf einfache und Uberschaubare Arbeitsschritte reduziert 
werden. 

Wie einfach sich die Probenvorbereitung von Phenolalkylaminen in giinstig 
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. * 
gelagerten Ftillcn gestaltet’, sei am Beispicl der Bestimmung von Etilefrin in Plasma 
sowie der biogenen Catecholamine in Geweben demonstriert. 

Etilefrin ist als 2-Athylamino-1-(3’~hydroxyphenyl)8thanol ein pharmakolo- 
gischer WirkstolT, dessen physiologische Aktivitiit BUS der nahen Verwandschaft zu 
den kiirpereigenen Hormonen Noradrenalin und Adrenalin herriihrt. Zur quantita- 
tiven Bestimmung der Blutspiegel reicht es aus, Plasma mit dcm neunfachen Volumen 
salzsauren Methanols zu versetzen, die ausgefallencn Proteine und Lipide abzuzen- 
trifugieren, den methanolischen Uberstand einzuengen und nach dem Trocknen zu 
.lerivatisieren. Die Reproduzierbarkeit der quantitativen Bestimmung, bei der die Ver- 
luste der Aufarbeitung durch Zusatz eines inneren Standards kompensiert werden, 
ist ausgezeichnet. Die relative Standardabweichung von Mehrfachbestimmungen 
liegt unter 5%. 

Die in der Fig. 7 wiedergegebenen Chromatogrammezeigen die Mdglichkeiten, 
gleichzeitig aber such die Grenzen einer einfachen Aufarbeitungsprozedur auf. Die 

. . . 

A ; 1 b B lb 12 min 

Fig. 7. Plasmakonzcntrationen von Etilefrin. t-iithylamino-1-(3’-HydroxyphenylXithanol, nachoralcr 
Gabe von 40 mg des Wirkstoffes. Wiedcrgcgeben sind die Gaschromatogramme der masscnspezifi- 
schen Detcktion (m/e 267). 1 = Etilcfrin: 2 = p-Hydroxy-norcphedrin als inncrcr Standard. Die 
schwarz ausgefiillten Signale des Etilefrins entsprcchen Plasmakonzentrationen von: (a) 0 n&ml. 
Leerwert; (b) 37 n&ml, 1 h nach Applikation; (c) 597 n&ml. 2 h nach Applikation: (d) 225 ng/ml. 
4 h nach Applikation: (e) 142 ng/ml. G h nach Applikation. 
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im weiteren Verlauf des Chromatogramms eluierten Begleitstoffe verlcngern wesent- 
lich die GC Analysenzeit. Im Einzelfall muss entscllieden werden, ob zu Gunsten 
einer schnellen gaschromatographische Analyse sich der Aufwand von weiteren 
Trennschritten zur Entfernung der stiirenden Verunreinigungen lohnt. 

Fiir die Bestimmung der biogenen Amine Noradrenalin, Adrenalin und Dopa- 
min bzw. deren 0- oder N-Methylierungsprodukte in Geweben erscheint der oben 
aufgezeigte Weg der direkten methanolischen Extraktion jeder anderen Methode 
iiberlegen zu sein. Nach Entnahme der Gewebsproben und Homogenisieren in einem 
Gemisch von Methanol-OxaXiure ist der erhaltene alkoholische Extrakt nach Ein- 
engen, Trocknen und Derivatisierung unmittelbar fiir die gaschromatographische Ana- 
lyse geeignet (Fig. 8). 

Dass es sich bei den vermessenen Verbindungen tatstichlich urn die ange- 
sprochenen Catecholamine handelt, l&st sich beweisen, indem unter Verwendung der 
gleichen gaschromatographischen Trennsiiule weitere charakteristische lonen ver= - 
messen werden, oder wie im Falle der relativ hohen Konzentrationen der Catechol- 
amine in der Nebenniere durch Aufnahme von Massenspektren im Bereich von 40- 
600 Masscnzahlen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die N-Trifluoracetamid-0-trimethylsilyl-Derivate sind ausgehend von den 
Phenolalkylaminen bzw. deren Salze durch Trimethylsilylierung mit N-Methyl-N- 
trimethylsilyl-trifuoracetamid und nachfolgender N-Acylierung mit N-Methyl-bis- 
trifluoracetamid leicht zugfinglich. Fiir die Analyse von biologischem Material hat 
diese Derivatisierungstechhik den Vorteil, dass die nach Isolierung anfallenden Salze 
der Phenolalkylamine direkt, d.h. ohne vorhergehende Freisetzung der Basen, umge- 
setzt werden kdnnen. Die Entfernung der iiberschiissigen Reagenzien ist nicht erfor- 
derlich, da nach ubertragung der Schutzgruppen sowohl aus dem Silylierungsmittel 
als such aus dem Acylierungsmittel das leichtfliichtige und katalytisch inaktive N- 
Methyl-trifluoracetamid freigesetzt wird. 

Urn eine schnelle und quantitative N-Acylierung zu erreichen, muss die Lage 
der im Vcrlaufe der Reaktion auftretenden Silylierungsleichgcwichte beachtet werden. 
Fiir N-TMS-acetamide werden versuchsweise relative Trimethylsilylierungspotentiale 
defmiert, die aus gaschromatographisch ermittelten Gleichgewichtskonzentrationen 
berechnet wurden. 

Die N-TFA-0-TMS-Phenolalkylamine stellen tllermisch stabile und gegen 
oxidative Einfliisse besttindige Derivate dar, die ausserdem ausgezeichnete gaschro- 
mntographische Eigenschaften besitzen. Bei Feuchtigkeitsausscliluss sind selbst die 
in freier Foim extrem oxidationsempfindlichen Catecholamine mehrere Monate be- 
stiindig. 

Unter den Bedingungen der Elektronenstoss-ionisation findet im Gegensatz 
zu anderen Derivatisierungsarten die Ladungsstabilisierung an dem Trimethylsiloxy- 
substituicrten Benzylrest statt. Dieses, in holler Ausbeute auftretendecharakteristische 
Bruchstiickion gibt Auskunft iiber den Grad der Hydroxyl-Substitution des Phenyl- 
ringes und des &C-Atoms. Nachweisgrenzen fiir die einzelnen Phenolalkylamine bis 
herab in den Femtomolbereich erreicht man, wenn man den Konzentrationsverlauf 
dieses Bruchstiickions wiihrend einer gaschromatographischen Analyse registriert. 
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(a) 

n 

4 min 

Cd) 

1 

I I I > 

0 2 4 min 

1 0 - 0 - 0 

Fig. 8. GC-MS Nachweis von Catecholaminen in Geweben. (a) Standard mit Noradrenalin (I). 
Adrenalin (2) und Isoprcnalin (3): 2 1’1 einer L&sung mit 100 ng/ml. (b) Medulla : 1.4 ,II~ Noradrenalin 
(1)/g; injiziert: 21~1 des Reaktionsansatzes cntsprechcnd 0.36 mg Gewebe. (c) Kleinhirn: 1.21’8 
Noradrenalin (1)/g, 0.11 pg Adrenalin (2)/g: injiziert : 2,111 des Reaktionsansatzes entsprechcnd 
0.62 mg Gewebe. (d) Grosshirn: 0.9jq.g Noradrenalin (1)/g und 0.05 /lg Adrenalin (2)/g; injiziert: 
2 ~1 dcs Reaktionsansatzes entsprechend 0.72 mg Gewebe. (e) Ncbenniere: 200 clg Noradrenalin 
(1)/g und 13201cg Adrenalin (2)/g: injiziert: t/l1 des Reaktionsansatzes cntsprechend 0.13 mg Ge- 
webe. Die Empfindlichkeit des Kompensationsschreibers wurde gegentiber den Analysen (a)-(d) 
auf l/100 reduziert. 
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