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SUMMARY

Gas chromatography of acylated a-hydroxy-phosphonate esters. Trace analysis of ali-
phatic carboxylic acids with the thermionic detector

By a new analytic procedure, traces of carboxylic acids are converted into
phosphorus-containing derivatives, using their esterification with a-hydroxy-phos-
phonic acid esters. The derivatisation occurs under mild conditions in the presence
of dicyclohexyl carbodiimide, resulting in compounds with good elution properties.
By a multi-valve switching system, the reagent excess is vented before entering the
main analytical column. Using the alkaline flame ionization detector, carboxylic
acids can be detected according to this technique in the low picogram range.

EINLEITUNG

Die Entwicklung elementspezifischer Detektoren fiir die Gaschromatographie
hat die selektive Erfassung extrem kleiner Substanzmengen ermdglicht. Die Bedeu-
tung, die diese Detektoren (z.B. der Alkaliflfammenionisationsdetektor (AFID), der
Elektronenanlagerungsdetektor (ECD) und der flammenphotometrische Detektor
(FPD)) in der Erfassung von Pestizidriickstiinden erlangt haben, ist bekannt.

Die ausserordentlich hohe Empfindlichkeit des AFID gegeniiber phosphor-
haltigen gaschromatographischen Fraktionen legt die Moglichkeit nahe, verschiedene
Stoffklassen {iber eine vorangehende Phosphor-Derivatisierung im Bereich kleinster
Konzentrationen nachzuweisen.

Essind daher phosphorhaltige Reagenzien erforderlich, die sich mit Alkoholen,
Aminen, Carbonsduren usw. rasch und quantitativ ohne Nebenreaktionen umsetzen
und Derivate mit giinstigen gaschromatographischen Eigenschaften ergeben. Der
Umstand, dass viele Reaktionen in der organischen Phosphorchemie mit geringen Aus-

beuten verlaufen bzw. thermisch unbestindige Produkte ergeben, erschwert diese
Aufgabe.
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Nach einem von uns beschriebenen Verfahren werden Alkoholspuren mit den
synthetisch leicht zugiinglichen 2-Chlor-1,3,2-dioxaphospholanen und den 2-Chlor-
1,3,2-dioxaphosphorinanen in gaschromatographisch gut erfassbare Derivate umge-
setzt?’.

Die Umwandlung von Oestron in den entsprechenden Dimethylphosphinsiure-
ester mittels Dimethylamino-dimethylphosphin zum gaschromatographischen Nach-
weis von Oestronspuren wurde von Vogt et al. beschrieben?.

Nach Heenan und McCallum® werden Phenole mit Phosphorigsiure-diester-
chloriden derivatisiert. Die anfallenden phosphorhaltigen Spezies werden anschlies-
send mit dem FPD erfasst.

Die guten gaschromatographischen Eigenschaften acylierter O,0’-Dialkyl-a-
hydroxyphosphonséureester (AHPE) (II) veranlassten eine Untersuchung der Ver-
esterung gesiittigter geradkettiger Fettsiiuren mit a-Hydroxyphosphonsiureestern,
(HPE) (I). Uber die Ergebnisse dieser Untersuchungen soll nun berichtet werden.
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Infolge des ungiinstigen Elutionsverhaltens (Schweifbildung, Zersetzungen,
usw.) erfordern Carbonsiduren oft spezielle gaschromatographische Trennverfah-
ren*S. Freie Carbonsiuren werden an Spezialfiillungen getrennt®?, Zahlreiche
Autoren haben Derivatbildungsverfahren beschrieben. Die dabei entstchenden Ab-
kémmlinge haben bessere Elutionseigenschaften (z.B. die Methylester®-1%) bzw.
niedrigere Nachweisgrenzen, (z.B. die Benzylester!!'!2 und die Trichloriithylester'3),

Aufgrund unserer Problemstellung mussten bei der Aufbereitung biologischer
Proben anfallende freie Fettsiuren in nahezu quantitativer Reaktion in die ent-
sprechenden AHPE umgewandelt werden. Veresterungsverfahren unter energischen
Bedingungen schieden infolge mo6glicher Nebenreaktionen im Phosphonsiiureesterrest
von vornherein aus.

Die unter milden Bedingungen ablaufende Veresterung von Carbonsiuren
mit Alkoholen in Gegenwart von Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC)!'4-1¢ ist von Felder
et al.'” in der Gaschromatographie eingesetzt worden. Im Falle primiirer und sekun-
direr Alkohole hat sich dieses Verfahren als vorteilhaft erwiesen, Ein Reaktions-
mechanismus wurde von Smith er a/. vorgeschlagent®,

Auch im Falle primérer und sekundirer HPE ist eine rasche und vollstiindige
Veresterung freier Fettsiiuren unter DCC-Zusatz mdglich.

EXPERIMENTELLES

Gaschromatographie
Folgende Siiulen kamen zum Einsatz: (A) 1 m X 5 mm rostfreier Stahl, 15%

R
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Apiezon L auf Chromosorb W (silanisiert), 60-80 mesh; (B) 1 m X 5 mm rostfreier
Stahl, 109, Carbowax 20M auf Chromosorb W (silanisiert), 60-80 mesh; (C) 1 m X
5 mm rostfreier Stahl, 59, Neopentylglykolsuccinat (NPGS) auf Chromosorb W (si-
lanisiert), 60—-80 mesh; (D) 0.5 m X 5 mm rostfreier Stahl, 7.5% OV-7 auf Gas Chrom
Q, 80-100 mesh; (E) I m x 5 mm rostfreier Stahl, 7.59% OV-7 auf Gas-Chrom Q,
80-100 mesh. Alle Séulenfiillungen wurden im Vakuum-Rotationsverdampfer herge-
stellt.

Der eingesetzte Gaschromatograph war ein Fractovap 2400 V von Carlo Erba
(Mailand, Italien). Die verwendeten Detektoren waren: Der Flammenionisations-
detektor (FID) und der ‘“‘parallel flame thermionic detector (PFTD) von Carlo
Erba, ein kombinierter FID-AFID. Triigergas war in allen Fiillen reiner Stickstoff,
Das pneumatisch gesteuerte Membranventil Bimatic war ebenfalls von Carlo Erba.

Reagenzien

Benzol (iiber Natrium getrocknet), Pyridin und die Fettséiurestandarde (Essig-
sdure, Propionsiure, Buttersiiure, Valeriansiure, Capronsiure, Onanthsiiure und
Caprylsiure) waren analysenrein. Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC) “zur Synthese”
(Merck, Darmstadt, B.R.D.) wurde keiner weiteren Reinigung unterworfen,

Die HPE wurden nach bekannten Verfahren, durch Kondensation von Dialkyl-
phosphiten (Dimethyl-, Diiithyl- und Methylithylphosphit) mit Carbonylverbindun-
gen (Formaldehyd, Acetaldehyd, Aceton und Methylithylketon) dargestelit!®-2°, Die
HPE mit tertiirer Hydroxylgruppe wurden durch mehrfaches Umlésen aus Benzol,
die priméren und sekundiren durch fraktionierte Vakuumdestillation gereinigt. Durch
Umesterungen der Hydroxylgruppe der HPE im Destillierkolben bilden sich Poly-
esterstrukturen, und der Destillationsriickstand erstarrt als glasartige Masse.Die

Ausbeuten an reinen primidren und sekundiren HPE betragen daher nur etwa 30-
50%,.

Optimiertes Derivatisierungsverfahren
Zur Derivatisierung wurden die folgenden Reagenzien verwendet. Reagens 1.

TABELLE I

RETENTIONSINDIZES DER «t-HYDROXYPHOSPHONSAUREESTER (1)
Fliissigphase: Apiczon L (Situle A); Temperatur: 140°, Me == Methyl; Et = Athyl.

R, R, Ry Ry Retentionsindesx
Me Me H H 1099
Et Me H H 1152
Et Et H H 1200
Me Me Me H 1097
Et Me Me H 1142
Et Et Me H 1183
Me Me Me Me 1024
Et Me Me Me 1076
Et Et Mece Me 1129
Me Me Et Me 1146
Et Me Et Mec 1179

Et Et Et Me 1225
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TABELLE 11

RETENTIONSINDIZES DER MIT «-HYDROXYPHOSPHONATEN VERESTERTEN ALI-
PHATISCHEN CARBONSAUREN

Siulen A, B und C. Me = Mecthyl; Et = Athyl.
O R,

[l
R,0-P-C-O-Acyl

R;O H
Carbonsdiure R, R, Ry Rerentionsindizes
Apiezon L (160°) Carbowax 20M NPGS (163°)
(150°)

Essigsiiure Me Me H 1103 1680 1982
Et Me H 1153 1695 2000
Et Et H 1200 1713 2018
Me Me Me 1100 1624 1916
Et Me Me 1148 1645 1935
Et Et Me 1195 1670 1955

Propionsiiure Me Me H 1195 1730 2023
Et Me H 1243 1747 2046
Et Et H 1291 1768 2065
Me Me Me 1190 1675 1960
Et Me Me 1238 1698 1985
Et Et Me 1285 1721 2002

Buttersiiure Me Me H 1281 1793 2090
Et Me H 1327 1815 2113
Et Et H 1374 1838 2134
Me Me Me¢ 1277 1745 2025
Et Me Mec¢ 1323 1768 2048
Et Et Me 1364 1790 2063

Valeriansiiure Me Me H 1377 1877 2166
Et Me H 1412 1896 2185
Et Et H 1460 1920 2207
Me Me Me¢ 1367 1830 2102
Et Me Me 1410 1851 2126
Et Et Me 1455 1872 2148

Capronsiiure Me Me H 1463 1968 2246
Et Me H 1500 1986 2265
Et Et H 1557 2014 2295
Me Me Me 1456 1915 2185
Et Me Me 1499 1940 2208
Et Et Me 1545 1965 2226

Onanthsiiure Me Me H 1556 -
Et Me H 1592 —- —
Et Et H 1642 — -
Me Me Me 1544 — —
Et Me Me 1584 — —
Et Et Mece 1630 — -

Caprylsiiure Me Me H 1647 — —
Et Me H 1686 - —
Et Et H 1732 — —
Me Me Me 1632 —_ —
Et Me Me 1673 — —

Et Et Me 1714 — -
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reiner HPE (I; R; = R; = CH;, R; = R, = H). Reagens 2: 25.0g DCC und 12.5 g
Pyridin werden in einen 100-ml Messkolben eingetragen und trockenes Benzol bis
100 ml nachgefiillt; unter Schiitteln wird das DCC gelGst.

In ein 1-ml Schliffrshrchen werden zuerst 100 ul Benzollsung mit Fettsdure-
spuren eindosiert, darauf 150 ]l Reagens 2 und 50 ul Reagens 1. Die Reaktionsmasse
wird kriftig durchgeschiittelt. Nach einstiindigem Lagern bei 50° ist die Reaktion
praktisch beendet, und die L8sung kann nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur in-
jiziert werden.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die gaschromatographische Erfassung der AHPE im Spurenbereich, in Gegen-
wart liberschiissiger HPE setzt einen geniigenden Elutionsabstand der Spurenkom-
ponenten vom Reagensiiberschusspeak voraus. Ein Vergleich der entsprechenden
Retentionsindizes (Tabellen 1 und I1) zeigt, dass die mit Essigsiiure und Propionsiiure
acylierten HPE den sich in diesem Falle in der Praxis als notwendig erweisenden
Elutionsabstand von mindestens 150 Retentionsindexeinheiten unterschreiten. Die
Derivate der Buttersiiure kénnen hingegen im allgemeinen schon gut erfasst werden,
Die héheren Homologen eignen sich in steigendem Masse fiir eine genaue spuren-
analytische Erfassung.

Die synthetisierten HPE lassen sich an allen eingesetzten Siulen nur unter teil-
weiser Zersetzung eluieren. Eine Bestimmung von Retentionsindizes an Sdule A war
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Fig. |, Zusammenhang zwischen den Retentionsindizes der AHPE an Apiezon L (Siiule A, 160°)

und NPGS (Siiule C, 163°), sy Ry=H; ——~—, Ry = CH,; @ Ry = R; = CHj;; O, Ry ==
CHJ und R: = C;H;; A, ’Rl Tz R; = C;Hs.
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nur nach vorangehender Inaktivierung mit Hexamethyl-disilazan méglich (Tabelle I).
Im Gegensatz dazu verfiigen die AHPE (Tabelle 11) iiber gute Elutionseigenschaften.
Fig. 1 zeigt die Retentionszusammenhiinge der dargestellten sechs homologen Ester-
reihen an zwei Flussigphasen verschiedener Polaritit (Séiulen A und C).

Zur Optimierung des Deriuatdsierungsverfahrens war eine Wahl des als Deri-
vatisierungsreagens vorteilhaftesten HPE erforderlich. Unsymmetrische HPE (Ta-
belle I, Methyl-iithylderivate) schieden a priori infolge der Schwierigkeit, sie in reinem
Zustand, d.h. frei von symmetrischen Estern darzustellen, aus. Die Dimethyl- und
die Diidthylester (1) eignen sich hingegen gleich gut. Hohere symmetrische Ester sind
wegen stark erhdhter Retention nur bedingt zu empfehlen. Fiir unsere weiteren Unter-
suchungen haben wir die Dimethylester eingesetzt (I; R; = R, = CH,).
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Fig. 2. Veresterung primiirer und sekundiirer HPE mit Buttersiiure bei 50°. 1 ml 0.5%; Buttersiiurc-

16sung in Benzol wird mit 1.5 ml Reagens 2 und 0.5 ml reinem HPE umgesetzt. @—@, R; = R; =
H; O—O, Ry = H und R, = CHa.

Fig. 2 zeigt die Veresterung des primiiren HPE (Dimethylester) im Vergleich
zum sekundiren. Die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt vom primiiren zum sekundiiren
HPE weitgehend ab. Tertiiire HPE werden unter den von uns gewiithiten Bedingungen
praktisch nicht verestert. Als Derivatisierungsreagens 1 haben wir daher weiterhin
nur den Dimethylester mit primirer Hydroxylgruppe (I; R; = R, = CH;, R; =
R4 == H) verwendet.

Die Beschleunigung der Veresterungen in Gegenwart von DCC durch Pyridin
ist bekannt!’. In unserem Falle war die optimale Hhe des Pyridinzusatzes zu bestim-
men. Fig. 3 zeigt den Reaktionsablauf ohne Pyridin, bzw. unter dem Einfluss steigen-
der Pyridinmengen. Die langsame Veresterung ohne Pyridinkatalysator wird schon
durch geringe Zusiitze Pyridin auffallend beschleunigt. Wesentliche Erhthungen der
Katalysatormenge fithren zu keiner verhiltnismiissigen Verkiirzung der Reaktions-

dauer. Ein Pyridinzusatz von 12.5 g zu Reagens 2 erwies sich als kinetisch noch vor-
teilhaft,
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Fig. 3. Der Einfluss des Pyridinzusatzes auf die Derivatisicrung von Buttersiture bei 50° unter Stan-
dardbedingungen mit I; R, == R; = CH,;, Ry = R, == H., Reagens 2 enthiilt ausser DCC: @—@, kein
Pyridin; O—(, 5.0 g Pyridin pro 100 ml; A—A\, 12,5 g Pyridin pro 100 ml; TJ—(7, 25.0 g Pyridin
pro 100 ml. ’

Den Temperatureinfluss auf die Derivatisierungsgeschwindigkeit veranschau-
licht Fig. 4. Soll die Umsetzung in weniger als einer Stunde erfolgen, ist fiir die unter-
suchte Carbonsiurereihe eine Reaktionstemperatur von 50° erforderlich.

Fiir die kinetischen Untersuchungen wurden in einem thermostatisierten 5-ml
Mantelgefiss mit Magnetrithrung 1 ml Carbonsiurestandard (0.59% Buttersiiure in
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Fig. 4. Einfluss der Temperatur auf die Derivatisierung von Buttersiiure unter Standardbedingungen
mit I; R, = R, = CH;, Ry = R, == H. Derivatisicrungstemperatur: @—@, 25°; O—Q, 37.5°:
A—A) SOO-
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Fig. 5. Einfluss des Alkylrestes auf dic Derivatisierung der linearen aliphatischen Carbonsiturcn bei
50°, unter Standardbedingungen mit1; Ry == R; = CH;, R; == R4 == H. @—@, Buttersiture; O—Q,
Capronsiiurc; AN—A2A\, Caprylsiture,

Benzol) mit 1.5 m! Reagens 2 und 0.5 ml Reagens | umgesetzt. Das intensiv gerithrte
Reaktionsgemisch wurde in Zeitabstinden von 5-10 Min gaschromatographisch
analysiert, unter Einsatz des FIDs und an Siule A.

Die vergleichende Veresterung von Butter-, Capron- und Caprylsiiure unter
Standardbedingungen (Fig. 5) zeigt eine relativ geringe Abnahme der Reaktionsge-
schwindigkeit mit wachsendem Alkylrest. Innerhalb einer Derivatisierungsdauer von
60 Min ist bei 50° auch die Caprylsiiure vollstiindig verestert.

Fig. 6 zeigt die Erfassung einiger Carbonsiiuren der untersuchten Reihe. Die
durchschnittliche Menge pro Injektion betrug 2 ng. Der Nullinienverlauf nach dem
Reagensiiberschusspeak gestattet noch eine befriedigende quantitative Auswertung.
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Fig. 6, Erfassung der Carbonsiturespuren als AHPE, Die Derivatisierung erfolgte nach dem Stan-

dardverfahren bei 50° mit I; R; = R; = CHj;, R; = R, == H. Die injizierten Derivatmengen ent-

sprechen ca. | ng Buttersiiure (1), Valeriansiiure (2), Capronsiiure (3) bzw. Caprylsiiure (4). Tempera-
turprogrammierie Trennung an Siiule E. Triigergas: Stickstoff, 85 ml/min. Detektor: KCI-PFTD,

Wasserstoff 65 ml/min, Luft 440 ml/min. Temperaturverlauf cingezeichnet; Injektion und Detektion
bei 200°,
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Fig. 7. Nullinienverlauf bei der Erfassung von Carbonsiiurespuren als AHPE, Die injizierten Derivat-
mengen entsprechen ca. 10 pg Buttersiiure (1), Valeriansiiure (2) bzw. Capronsiiurc (3). Siiule E,
170°: Injektion und Detektion bei 200°; Triigergas und Detektor wie Fig. 6.

e

Im Picogrammbereich (Fig. 7) ist wegen der steil abfallenden Nullinie eine genaue
Erfassung nicht mehr gewiihrleistet. Um die Kontamination des AFID mit phosphor-
haltigen Komponenten zu vermeiden, muss der Reagensiiberschuss noch vor dem
Eintritt in die Trennsiiule weitestgehend abgebaut werden. Eine selektive Absorption
des HPE in einer mit Borsiiure impriignierten Vorsiule gelang nur unvollkommen
und fiihrte zu keiner wesentlichen Verbesserung des Nullinienverlaufs.

Durch Vorschaltung einer z.B. diinnschichtchromatographisclien Trennstufe
zur Abtrennung des Reagensiiberschusses ist ein stabiler, storungsfreier Betrieb des
AFID gewiihrleistet?. Unsere Untersuchungen haben gezeigt., dass eine preliminiire
weitestgehende Ausschaltung des HPE-Uberschusses auf gaschromatographischem

AUSTRITT AUSTRITT

DETEKTOR

Ry

Fig. 8. Schematische Darstellung der Zweisiiulenanordnung zur Abtrennung des Elutionsvorlaufs,
C,. Vorsiiule: C;, Hauptsiiule: R, und R;, Nadelventile. Zur Vermcidung von Druckschwankungen
beim Umschalten der Anordnung werden R, und R; so cingestellt, dass ihre pneumatischen Wider-
stiinde genau denen von C; bzw, C; entsprechen,
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Fig. 9. Erfassung von Carbonsiiurespuren als AHPE unter Einsatz der Zweisiiulenanordnung. Dic
injizierten Derivatmengen entsprechen ca. 10 pg Buttersiiure (1), Valeriansiiure (2), bzw. Capronsiiure
(3), Vorsiiule: Siiule D; Hauptsiiule: Siiule E. Temperatur: 180°; Injektion und Detektion bei 200°,

Triigergas: Stickstoff, 85 ml/min, Detcktor wic Fig. 6. Die Umschaltung erfolgte 50 sec nach der
Injektion.

Wege, mittels eines pneumatisch gesteuerten Zweisiiulensystems moglich ist. Im Ver-
gleich zur diinnschichtchromatographischen Methode ist dieses Verfahren einfacher
und mit keinen Substanzverlusten verbunden.

Das von uns eingesetzte Zweisiulensystem ermoglicht eine preliminire Tren-
nung des Derivatisierungsgemisches an einer Vorsiule (Fig. 8). Der Elutionsvorlauf,
d.h. der Losungsmittelpeak und der HPE-Peak treten unmittelbar nach der Vorsiiule
aus, wihrend durch die Hauptsiule reines Trigergas fliesst. Durch Umschaltung des
Membranventils wird der gewiinschte Retentionsbereich der Vorsiiule selektiv der
Hauptsidule zugefiihrt. Die darin enthaltenen Spurenderivate werden anschliessend
mit dem AFID erfasst. Belastungen des AFID durch grosse Losungsmittelvolumina
bzw. durch HPE-Uberschiisse entfallen, und der Nullinienverlauf gestattet analytische
Bestimmungen im Picogrammbereich.

Fig.9 zeigt ein mit der Zweiséiulenanordnung crhaltenes Chromatogramm,
Die injizierten Derivatmengen entsprechen durchschnittlich 10 pg Butter-, Valerian-,
bzw. Capronsiure.

ZUSAMMENFASSUNG

Acylierte a-Hydroxyphosphonsiiureester stellen ecine Substanzklasse dar, die
sich infolge guter gaschromatographischer Elutionseigenschaften zum spurenanalyti-
schen Nachweis mit dem Alkaliflammenionisationsdetektor (AFID) eignet. Es wird ein
kinetisch optimiertes Verfahren vorgeschlagen, aliphatische Carbonsiiuren mit diesen
Reagenzien zu derivatisieren. Durch den Einsatz einer pneumatisch gesteuerten Zwei-
siulenanordnung gelingt die Abtrennung des Reagensiiberschusses und somit ein
stabiler, stérungsfreier Betrieb des AFID,
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