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(Eingegangcn am 17. Juli 1974: gcanderte Fassung cingegangcn nm 30. Scptembcr 1974) 

SUMMARY 

A simple gas chromatographic method is described for the determination of 
formic acid. Formic acid is converted into its bentyl ester by means of phenyldia- 
zomethane. As a result of its low volatility this derivative (b.p. 202”/747 mm) can 
be easily separated from the solvent without previous concentration of the sample 
solution. As stationary phases SE-SO, FFAP and OV-17 are used. 

EINLEITUNG 

Die meisten Arbeiten, welche sich mit der gaschromatographischen Bestim- 
mung der fltichtigen Fetts&ren (FFS) befassen. lassen die Ameisensaure unbertick- 
sichtigt. Der Grund ist darin zu suchen, dass die Ameisenstiure als Anfangsglied der 
homologen Reihe dcr Fettstiuren im Vergleich zu den anderen Homologen Besonder- 
heiten aufweist, welche such ihre gaschromatographischen Eigenschaften beeinflussen. 
So wird sie vom Flammenionisationsdetektor (FID) im Gegensatz zu den anderen 
FFS nicht angezeigt. Nun werden aber ftir gewtihnlich die FFS von der Essigsaure 
ab in wiissriger Lijsung mit Hilfe des FID bestimmtl-I*, wobei Ameisensgure zur 
Vermeidung des Memory-Effektes zugesetzt wird. Bei Einbeziehung der Ameisen- 
stiure in die Bestimmung muss demnach auf die Anwendung des hochempfindlichen 
FID und natiirlich auf den Ameisenstiurezusatz zur Unterdrtickung des “ghosting” 
verzichtet werden. Der weniger empfindliche Warmeleitffihigkeitsdetektor spricht 
zwar auf Ameisensaure an, aber im Gegensatz zum FID such auf Wasser, wobei die 
Trennung des Ameisenstiurepeaks vom Wasserpeak Schwierigkeiten bereitet. 1st 
Essigstiure zugegen, so wirft such deren Trennung von der Ameisensaure Probleme 
auf. Versuche, durch Verwendung verschiedenen S~ulenftillmaterials’~~~6-11, beson- 
derer Detektoret3. durch Einsatz “nasser” Trtigergase3*’ oder spezieller Liisungs- 
mittel’O die Probleme zu l&en, brachten Fortschritte. jedoch gingen diese meist ai 
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Kosten der method&hen oder apparativen Einfachheit. Von den Derivaten der 
Ameisens%ure erwies sich der Methylester (Kp. 31.8”) wegen seiner Leichtfliichtigkeit 
und der damit verbundenen schwierigen Trennbarkeit, seines Peaks vom Losungs- 
mittelpeak als wenig geeignet fiir die gaschromatographische Ameisens&.rrebestim- 
mung 12~13~15, wenn auf den Gebrauch von Kapillarkolonnen verzichtet werden ~011’~. 
Bessere Trenneigenschaften besitzt der Butylester (Kp. 106.8”)‘5. Auch das Anilid 
wurde zur Bestimmung herangezogen 16*r7. Im Zusammenhang mit Untersuchungen 
iiber den AmeisensC-iuregehalt von Silagen wurde nun ein Verfahren zur Bestimmung 
der Ameisensiiure in Form ihres schwerfliichtigen Benzylesters (Kp. 202-203”/747 
Torr) awsgearbeitet, wobei die Veresterung in einfacher Weise mit Phenyldiazomethan 
(PDM) vorgenommen wurde. 

EXPERIMENTELLES 

DarsteClung ran p-TosyCbenzylatnid 
Diese Verbindung wurde nach dem Verfahren von Holmes und Ingoldra aus 

p-Tosylchlorid und Benzylamin dargestellt. Ausbeute: 94x, Fp. 114”. 

Darstellung von p-Tosyl-N-nitroso-benzylarnid 
Unter Abtinderung der Methode B von Whitelg wurden 26.1 g (0.1 M)p-Tosyl- 

benzylamid in einem Gemisch von 200 ml Essigs%ureanhydrid und 300 ml Eisessig 
gel&t, auf etwa 5” abgekiihlt und im Laufe von 3 h unter Schiitteln portionsweise mit 
25 g Natriumnitrit versetzt. Das griin gefgrbte Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht 
im Kiihlschrank aufbewahrt und dann in 1 I kaltes Wasser gegossen. Der farblose, 
watteartige, kristalline Niederschlag wurde abgesaugt und im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet. Ausbeute: 97 “/,, Fp. 87-89”. 

Darstellung van PDM 
14.5 g (0.05 M) p-Tosyl-N-nitroso-benzylamid wurden in 100 ml Ather sus- 

pendiert und nach dem Kiihlen in Eiswasser mit einer Losung von 2.25 g KOH in 
30 ml Methanol verse+. Die anfgngliche Gelbfgrbung ging langsam unter voriiber- 
gehendem schwachem SchSiumen des Reaktionsgemisches in Rot iiber. Nach 5 min 
war die Hauptreaktion beendet. Man liess das Ganze noch eine halbe Stunde im 
Kiihlschrank stehen, schtlttelte die bordeauxrote Sitherische Losung fiinfmal mit 
kaltem destilliertem Wasser aus, trocknete mit wasserfreiem Natriumsulfat und 
saugte durch eine mit Natriumsulfat bedeckte Fritte ab. Die PDM-L&ung wurde 
schliesslich in einem Messkolben mit trockenem &her auf 100 ml aufgefiillt. Aus- 
beute: 38 %. 

Modelliisungerz 
Durch Entnahme aliquoter Volumina aus einer Btherischen Stammliisung von 

1 g Ameisensgure pro 100 ml LBsung warden Modelltisungen hergestellt, welche 
lo-200 mg Ameisen&iure pro 100 ml enthielten und damit Probeliisungen von Silagen 
mit einem Gehalt von O.l-2.00/, AmeisensSiure entsprachenzO. Bei der lrriektion von 
jeweils 5 ~1 Modelliisung in den Gaschromatographen betrug dementsprechend 
Eingabe 0.5-10.0 ,ug Ameisens&ure. 

die 
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Den Modellijsungen wurden aliquote Volumina entnommen (je IO ml) und in 
Ktilbchen mit iiberschiissiger PDM-Liisung versetzt (je 2 ml). Die Kijlbchen wurden 
verschlossen und 2 h stehen gelassen. Den noch deutlich rotgefarbten Liisungen 
wurde dann zur Beseitigung des PDM-Uberschusses Propionstiure zugesetzt (je 0.2 
ml). Die wieder verschlossenen Kijlbchen blieben stehen, bis nach einigen Minuten 
die Entfarbung der Liisungen anzeigte, dass kein PDM mehr vorhanden war. Dann 
wurden die Losungen der gaschromatographischen Bestimmung zugefiihrt. 

Gascltrorllatographie 
Mit einer lo-,&Hamiltonspritze wurden je 5 ~1 der Benzylierungsliisungen in 

einen Gaschromatographen des Modelles GC-4 der Fa. Beckman injiziert. Gearbeitet 
wurde mit einem Doppel-FID und mit Helium als TrSigergas (60 ml/min). Von den 
untersuchten Trenns$iulen erwiesen sich folgende als besonders gut geeignet : (a) 10 “A, 
SE-30 auf Chromosorb G AW DMCS mit 60-80 mesh, Stahlsaule (1.80 m x 0.25 
Zoll I.D.); (b) 10% FFAP auf Chromosorb W AW mit 80-100 mesh, Glasstiule 
(2.00 m x 0.3 cm I.D.); (c) 10% OV-17 auf Chromosorb W mit 60-80 mesh, Glas- 
sSiule (2.00 m x 0.3 cm I.D.). Die S&,tlentemperatur betrug filr (a) 150”, (b) 130” und 
(c) 130”, die Temperaturen fiir Probengeber und Detektor wurden konstant auf 200” 
bzw. 250” gehalten, die AbschwSichung war auf I x 10” oder 5 x IO3 eingestellt, der 
Papiervorschub des Schreibers auf 0.5 Zoll pro Minute. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Arbeit bezweckte, die Ameisensiiure durch Reaktion mit PDM in ihren 
schwerfliichtigen und daher such in geringen Konzentrationen gut vom Liisungsmittel 
trennbaren Benzylester umzuwandeln und in dieser Form quantitativ gaschromato- 
graphisch zu bestimmen. 

Es zeigte sich, dass sich PDM ausgezeichnet zum Benzylieren von Ameisen- 
s&.tre eignet. Die Reaktion vollzog sich fast augenblicklich, was am Verschwinden 
der bordeauxroten FBrbung des PDM erkennbar war. Der filr die quantitative Um- 
setzung notwendige Uberschuss an PDM wurde durch Zugabe von Propionslure 
beseitigt, urn Stiirungen durch dessen Artefakte im Gaschromatogramm zu vermei- 
den. An Stelle von Propionsaure kann, wie Versuche ergaben, jede andere homologe 
Siiure verwendet werden, doch nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmen- 
der Kettenltinge ab. Die Bestimmung ist nur wenig abhiingig von der Benzylierungs- 
dauer sowie von der zur Beseitigung des PDM-Uberschusses angewandten SBure- 
menge, jedoch in starkem Masse von der zum Benzylieren zugesetzten Menge an 
PDM. Die Veresterung ist daher unter mijglichst konstanten Bedingungen auszu- 
fiihren. Wegen der Zersetzlichkeit des PDM wurde auf dessen Reindarstellung durch 
Destillation verzichtet und die Benzylierung mit der wie beschrieben erhaltenen 
titherischen PDM-Liisung ausgefiihrt. Dabei wurde die Anwesenheit von Neben- 
produkten der PDM-Darstellung bewusst in Kauf genommen, da deren Peaks im 
Gaschromatogramm die Ameisens%urebestimmung nicht stijren (Fig. l-6). PDM 
l&sst sich in Sitherischer Losung monatelang bei -22r)O im Gefrierschrank einsatzbereit 
aufbewahren. Auch p-Tosyl-N-nitroso-benzylamid, die Ausgangssubstanz zur Dar- 
stellung des PDM, sollte kiihl gelagert werden, weil sie sich -wie es der Autor er- 
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---------Ig-’ 0 4 --L---T120” 
Fig. 1. Chromatogramm ciner Losung von Ameiscnslurcbcnzylester in &her. Die Ameisensilurc 
wurde mit PDM benzylicrt und der Uberschuss an PDM mit Propionsaure bcscitigt. 1 = Athcr: 
4 = AmeiscnsBlIrebenzylester: 5 = Propionsiiurebenzylestcr: 2,3.6 = Nebenprodukte der PDM- 
Dsrstellung. Der Propionsiiurcpeak wird vom Atherpcak iiberlagert. Trennsiiule: 10% SE-30. 

L..__._.. r.‘.‘_.. . , ._ ._... 
0 ‘4 8 

.r.___ 
72 min 

Fig. 2. Chromatogramm eincr Liisung von AmcisensPurebenzylester in Ather. Die Ameisenslure 
wurde mit PDM benzyliert und der PDM-Uberschuss mit Propionstiure beseitigt. 1 = Ather: G = 
Ameisensiiurebcnzylester: 7 = Propionslurebenzylester : 4 = Propionsgure: 2,3.5,8 = Nebenpro- 
dukte der PDM-Darstellung. Trennsiiule: 10% FFAP: 10% OV-17 gibt ein iihnliches Chromato- 
gramm, 
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0 ‘4 ‘8 min 

Fig. 3. Chromatogramm cincr LGsung von Ameisensiiurc-. Essigsaurc- und PropionsHurebcnzyl- 
ester in Ather. Die Amciscn-. Essig und PropionsHure wurdcn mit PDM benzyliert. Der PDM- 
Uberschuss wurde mit Capronsiiure bescitigt. I = Athcr: 2 = ArneisensSiurebcnzylester: 3 = Essig- 
slurebenzylcstcr: 4 = Propions&trebcnzylestcr; 5 = Capronsaure. Die tibrigcn Peaks stammen von 
Nebenproduktcn der PDM-Darstcllung. Trcnnslule: loo/, SE-30. 

-----xi 0 18 I.? 116 20 min 

Fig. 4. Chromatogramm einer Btherischen Liisung von PDM. Peak A verschwindet bei dcr Vereste. 
rung niederer Fettsluren mit PDM. Trennsaule: IO”/, SE-30 bei 150”. 
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0 14 ?i 172 1% AP 
Fig. 5. Chromatogramm einer Liisung von Essigsfiurebenzylcster in &her. Eine PDM-Losung in 
Athcr wurde mit Essigslure im Uberschuss vcrsctzt. B = Essigsiiurebenzylcster. Der Essigslurepeak 
wird vom Atherpeak tibcrlagcrt. Trcnnsiiule: 10% SE-30 bei 150”. 

Fig. 6. Chromatogramm eincr L&sung von Ameisenstiurebenzylester in &her. Eine PDM-Losung 
in Ather wurdc mit Ameisensfiure im ‘Uberschuss versctzt. C = Ameisenslurebcnzylcstcr. Der 
Ameisens&uepeak wird vom FID nicht angezcigt. Trennsaule: 10% SE-30 bei 150”. 

lebte- bei Zimmertemperatur ohne ersichtlichen Grund pltitzlich unter Schwarz- 
ftirbung zersetzen kann (“Verpuffung”), wobei marzipanartiger Geruch auftritt. 

Das Gaschromatogramm des PDM (Fig. 4) besteht aus mehreren Peaks, von 
denen ein Teil bei Zugabe eines Uberschusses an Essigsgure oder Ameisenstiure zur 



GC DER AMEISENSAURE ALS BENZYLESTER 8.5 

PDM-Losung verschwindet (z.B. Peak A in Fig. 4) und daher dem PDM selbsi: oder 
dessen Artefakten zugeordnet werden muss, wghrend ein anderer Teil erhalten bleibt 
und offenbar von Nebenprodukten der PDM-Darstellung stammt, so dass sich also 
das neuerhaltene Chromatogramm aus den Peaks der betreffenden Ester (B in Fig. 5 
bzw. C in Fig. 6), des Lijsungsmittels Ather, der im Ubcrschuss zugesetzten Siiure 
sowie der erwghnten Nebenprodukte zusammensetzt (Fig. 5 und 6). Da der Ameisen- 
sBurebenzylesterpeak von keinem der iibrigen Peaks iiberlagert wird, stiirt deren 
Anwesenheit die Bestimmung nicht. Zum Vergleich diene das beigeftigte Chromato- 
gramm einer Btherischen Lijsung der bei der Fa, Fluka kguflichcn Benzylester von 
Ameisen-, Essig- und Buttersliure (Fig. 7). 

L 

0 14 18 12 min 

Fig. 7. Cliromatogramm eincr Btherischen Liisung im Wand4 erhiltlicher Benzylester. B = Essig- 
’ siiurcbcnzylester; C = Ameisensiiurebcnzylester; D = Buttersiurebenzylcster. Trcnnsaule: 10% SE- 

30 bci 150”. 

Die angewandten Arbeitsbedingungen ermtiglichten eine scharfe Trennung des 
Ameisenstiurebenzylesterpeaks sowohl vom Liisungsmittel- als such vom benach- 
barten EssigsWrebenzylesterpeak ohne vorherige Konzentrierung der LiSsung (Fig. 
t-3). Die Anzeige des Ameisens$iurebenzylesters erfolgt mit grijsserer Empfindlich- 
keit als die der Benzylester homologer SWren. Aus Tabelle I sind die Retentionszeiten 

TABELLE I 

RETENTIONSZEITEN DER BENZYLESTER DER AMEISEN-, ESSIG- UND PROPION- 
SbiURE BE1 DEN DREI VERSCHIEDENEN STATIONXREN PHASEN (min) 
___. _...- __- _.._. --_____-_-_ .____ 

10% SE-30 10% FFAP IO% OV-17 
--.-.__--.._ ._ 

Ameisensiurebenzylester 3.4 5.8 5.4 
Essigstiurebenzylestcr 4.6 6.9 6.3 
Propionsiiurebenzylestcr 6.8 8.8 8.2 
.-.-.--_.-.--__- _.._-___--.-._-- _^___ ,. . _.- ___. _ _ 
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Fig. 8. Peakhiihcn des Ameiscl stiurcbenzylcstcrs in Abhiingigkeit von 
Ameisensiiure in den Modelliisungen. Trennsiiule: IO% SE-30. 

den Konzentrationen der 

der durch Benzylierung mit PDM erhaltenen Ester von AmeisensSiure und EssigsSiure 
bei den drei verschiedenen stationgren Phasen zu ersehen. Zur Beseitigung des 
PDM-uberschusses wurde hier Propionstiure verwendet. Die Retentionszeiten sind 
relativ kurz, sie betragen nur wenige Minuten. Da aber das durcb Peak 6 in Fig. 1 
chsrakterisierte Nebenprodukt der PDM-Darstellung erst nach den interessierenden 
Benzylestern eluiert wird (Retentionszeit, 17.8 min), ergibt sich fiir die Gaschromato- 
graphie eine entsprechend Ungere Arbeitszeit. Ein Verfahren, welches die Reindar- 
stellung geniigender Mengen von PDM erlaubte, kiinnte den Nachteil beheben. 

0 
I 
50 ‘100 

I I 
150 200 mm 

Fig. 9. PeakhGhen des Ameiscnslurebenzylesters in Abhiingigkeit von den Konzentrationen dcr Amei- 
scnsiiure in den Modelliisungen. Trennsiiule: IO “/, OV-17. 
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Fig. 10. PcakhBhen dcs Amcisensiiurebenzylcstcrs in Abhtingigkeit von den Konzcntrationcn der 
Amcisensiiurc in den Modelliisungen. Trcnnslule: 10% FFAP. 

Die Auswertung kann nach der Peakfliichen- oder Peakhiihenmethode er- 
folgen, wobei beide Verfahren nahezu gleichwertig sind. Die Werte liegen im Bereich 
von 0.1 bis 2.0 mg/ml entsprechend einer Konzentration der AmeisensZiure von 
O.l-2.0x, in Silagen (Fig. 8-10) und zeigen gute Linearitgt. Abgesehen von der Not- 
wendigkeit, die AmeisensHure aus wiissrigem Medium in Btherische L&sung zu tiber- 
fiihren -was durch lonenaustausch und Perforation leicht zu erreichen istzO- dtirfte 
sich das hier beschriebene Verfahren wegen seiner Einfachheit empfehlen, besonders 
wenn p-Tosyl-N-nitroso-benzylamid, die Ausgangssubstanz fiir die PDM-Darstel- 
lung, kguflich zu haben sein sollte. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird ein einfaches Verfahren zur gaschromatographischen Bestimmung 
der Ameisenstiure beschrieben. Die AmeisensCiure wird mittels Phenyldiazomethan 
in ihren Benzylester iiberfiihrt. welcher wegen seiner Schwerfltichtigkeit (Kp. 202”/ 
747 Torr) leicht vom Liisungsmittel getrennt werden kann, ohne dass vorher eine 
Konzentrierung der Probeliisung nbtig ist. Als stationHre Phasen wurden SE-30. 
FFAP und OV-I 7 verwendet. 
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