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BENZYLESTER UNTER VERWENDUNG VON PHENYLDIAZOMETHAN
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schweig-Volkenrode, Bundesallee 50, D-33 Braunschweig (B.R.D.)

(Eingegangen am 17. Mirz 1977)

SUMMARY

Gas chromatographic determination of the volatile farty acids (Cy—Cs) including lactic
acid after conversion into their benzyl esters by phenyldiazomethane. Determination of
the acids in silages.

A gas chromatographic method for the determination of the volatile fatty acids
(C—Cs) including lactic acid is described. The acids are converted into their benzyl
esters by means of phenyldiazomethane without previous purification of the reagent
by distillation. The benzyl esters are well separated from the solvent as well as from
one another. Silicone SE-30 is used as the stationary phase. An application of the
method on silage acids is demonstirated.

EINLEITUNG -

Im allgemeinen werden die fliichtigen Fettsiuren mit Ausnahme der Ameisen-
sdure gaschromatographisch (GC) als freie Sauren bestimmt, wobei zur Unter-
driickung des sog. Memory-Effekies Ameisensiure verwendet wird. Beziiglich der
zahlreichen Verdffentlichungen hieriiber sei auf das ausfihrliche Literaturverzeichnis
in der Arbeit von van Huyssteen® verwiesen. Eine Einbeziehung der Ameisensiure in
diese Bestimmung ist wegen der Unempfindlichkeit des Flammenionisationsdetektors
(FID) dieser Sdure gegeniiber nicht méglich?. Zugleich anwesende Milchsdure wurde
bisher gesondert bestimmt, meist nach der Methode von Barker—-Summerson®*. Die
GC-Bestimmung dieser schwerfliichtigen und bei stirkerem Erhitzen zur Kondensa-
tion und schliesslich Zersetzung neigenden Siure erfolgt iberwiegend in Form ihres
Methylesters®. Es ergibt sich, dass fiir eine gemeinsame GC-Bestimmung, wie sie u.a.
fiir die Untersuchung der Garsauren in Silagen erwiinscht wire, alle diese Siuren
derivatisiert werden miissen. Wegen ihrer betrachtlichen Fliichtigkeit (vgl. Tabelle I),
welche zu Substanzverlusten wahrend der Analyse fiihrt und auch fiir die schlechte
Trennung ihrer Peaks vom L6sungsmittelpeak im Chromatogramm verantwortlich ist,
kxommen die Methylester als Derivate fiir die niederen Fetisiuren nicht in Betracht, so
sehr sie sich auch in der GC der héheren Fettsauren bewihrt haben. Eine Reihe hoher
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TABELLEI

SIEDEPUNKTE (°C) EINIGER ESTER DER FLUCHTIGEN FETTSAUREN C,; BIS C;
Sdure Methylester Propylester Butylester Benzylester
Ameisensiure 32.0 81.3 106.9 202/747 Torr
Essigsdure 57.1 101.5 126.5 213.5

Propionsdure 797 122.5 146.0 221.0

Isobuttersaure 92.5 135.0 155.0 229.5

n-Buttersdure 102.3 1425 165.7 239.0

Isovaleriansaure 116.5 155.5 176.0 245.0

n-Valeriansaure 127.3 167.5 186.5 350/730 Torr

siedender Derivate wie Propylester®, Butylester’~!2, Benzylester'>~'¢, p-Bromphenyl-
und p-Phenylphenacylester'’, Anilide und Toluidide'8-* sowie Trimethylsilyl(TMS)-
Verbindungen?® wurde Gegenstand von Untersuchungen. Nach Tabelle I zeichnen
sich die Benzylester gegeniiber den anderen dort aufgefithrten Estern durch besondere
Schwerfliichtigkeit aus. Sie lassen daher gute Trenneigenschaften erwarten. In einer
vorangegangenen Arbeit*! wurde bereits gezeigt, dass Ameisensiure mit Phenyldia-
zomethan (PDM) in Form des Rohproduktes benzyliert und gaschromatographisch
als Benzylester bestimmt werden kann, wenn der zur Benzylierung bendtigte PDM-
Uberschuss durch den Zusatz einer anderen niederen aliphatischen Monocarbonsiure
beseitigt und damit das Aufireten von StSrpeaks von Artefakten des PDM im Chro-
matogramm vermieden wird. Der schwerfliichtige Ameisensaurebenzylester liess sich
vom Losungsmittel trennen, das Chromatogramm zeigte gut getrennte Peaks. Die Ver-
wendbarkeit des PDM in Form seines Rohproduktes zur Analyse ist insofern von
Vorteil, als bei der Reindarstellung durch Vakuumdestillation ein Grossteil des
Reagenzes zersetzt wird und damit verloren geht. Sie wird dadurch ermoglicht, dass
das Gaschromatogramm des PDM im interessierenden Bereich keine Peaks aufweist,
welche nach Beseitigung des PDM-Uberschusses Storungen verursachen?!. In der
vorliegenden Arbeit werden die Untersuchungen auf die fliichtigen Fettsiuren von C,
bis C; mit Einschluss der Milchsaure ausgedehnt in der Absicht, die Géirsiuren in

TABELLE II

RETENTIONSZEITEN (min) DER BENZYLESTER DER FETTSAUREN C, BIS C; SOWIE
DER MILCHSAURE BEI VERSCHIEDENEN ARBEITSBEDINGUNGEN

(A) Sdule I, isotherm bei 170°, He 60 ml /min (Fig. 1); (B) Siule I, Temperaturprogramm: 120° (12
min) 4+ 5°/min (8 min), He 60 mi/min (Fig. 2); (C) Siule II, 130° (4.7 min) + 5°/min (4 min), He 38
ml/min (Fig. 3); (D) Sdule 11, isotherm bei 130°, He 60 ml/min (Fig. 4 und 5); (E) Saule II, 114° (5 min)
+ 7.5°/min (4 min) He 38 ml/min (Fig. 6 und 7).

Benzylester A B C D E
Ameisensaure 2.3 7.5 2.5 2.1 4.7
Essigsaure 3.0 10.8 4.1 29 70
Propionsdure 4.1 13.8 6.1 4.5 9.4
Isobuttersiure 49 15.0 7.1 54
n-Buttersdure 5.7 16.1 8.2 6.6 i1.5
Isovaleriansdure 6.9 174 94 8.4
n-Valeriansiure 8.3 18.7 10.6 10.5

Milchsaure 8.7 7.2 12.1
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Silagen zusammen mit den als Silierhilfsmittel zugeseizten Sauren en bloc gaschroma-
tographisch zu erfassen.

EXPERIMENTELLES

Darstellung von Phenyldiazomethan

Phenyldiazomethan wurde durch Einwirken einer methanolischen KOH-
Losung auf eine dtherische Suspension von p-Tosyl-N-benzyl-nitrosamid dargestelit®!,
welches nach einem modifizierten Verfahren von White?'->? durch Nitrosylierung mit
Hilfe von Natriumnitrit aus p-Tosylbenzylamid erhalten worden war. Die letztge-
nannte Verbindung wurde nach Holmes und Ingold* aus p-Tosylchlorid und Benzyl-
amin synthetisiert. Die bordeauxrote PDM-L&sung wurde mehrmals mit destilliertem
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und ohne weitere Aufarbeitung
durch Vakuumdestillation zum Benzylieren verwendet.

Modellosungen
Aus dtherischen Stammldsungen mit einem Gehalt von je I g Ameisen-, Essig-,
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Fig. 1. Chromatogramm der Benzylester der Siuren C, bis Cs in Ather. Die Benzylierung erfolgte mit
PDM, dessen Uberschuss mittels 7z-Hexansiure beseitigt wurde. 1 = Ather; 2 = »-Hexansiure;
3 = Ameisensaurcbenzylester; 4 = Essigsdurebenzylester; 5 = Propionsiurebenzylester; 6 = Iso-
buttersaurebenzylester; 7 = n-Butiérsdurebenzylester; 8 — Isovaleriansiurebenzylester: 9 = n-Va-
leriansdurebenzylester; 10 = Nebenprodukt der PDM-Darstellung; 11 = n-Hexansdurebenzylester.
Trennsaule I bei 170° isotherm.
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Propion-, Isobutter-, n-Butter-, Isovalerian, #-Valerian- und Milchsdure pro 100 mi
Losung wurden durch Entnahme aliquoter Volumina Modelldsungen hergestellt,
welche 10 bis 200 mg je Sdure pro 100 ml enthielten und damit ProbelSsungen von
Silagen mit einem Gehalt von 0.1 bis 2.0%/ je Sdure entsprachen?.

Benzylierung mit PDM

Aliquote (je 10 ml) der Modellosungen wurden mit PDM-L6sung (je 10 ml) im
Uberschuss versetzt und in verschlossenen K6lbchen 24 Studen bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Dann wurde der PDM-Uberschuss (erkennbar an einer kraftigen
Rotfirbung) durch einen Zusatz von n-Hexansdure (0.5 ml) beseitigt. Die farblos
gewordenen Losungen wurden der GC-Bestimmung zugefiihrt.

Gaschromatographie

Von den Benzylierungslosungen wurden je 5 gl mittels einer 10 ul-Hamilton-
spritze N 75 in den Gaschromatographen, Modell GC-4 der Fa. Beckman, injiziert.
Das mit einem Doppel-FID ausgeriistete Gerit wurde mit Helium als Trigergas
(60 bzw. 38 ml/min) betrieben. Zur Trennung dienten eine Stahlsdule (1.80 m x 0.25
in. I.D.) mit 10% SE-30 auf Chromosorb G AW DMCS (60-80 mesh) (Saule I) sowie
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Fig. 2. Chromatogramm der Benzylester der Sduren C, bis C. in Ather. Die Bezeichnungen sind die
gleichen wie bei Fig. 1. Trennsiule I. Es wurde temperaturprogrammiert gearbeitet, wobei zuerst die
Saulentemperatur 12 min auf 120° gehalten und dann mit einer Steigerungsrate von 5°/min auf 160°
erhoht wurde.
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eine Glassiule (3.00 m X 0.4 cm I.D.) mit 109/ SE-30 auf Chromosorb W AW DMCS
(80100 mesh) (Sdule II). Die Glassiule wurde durch den Einspritzblock hindurch-
gefithrt, um direktes Injizieren der Proben auf die Siule zu erméglichen. Es wurde
sowohl isotherm als auch temperaturprogrammiert gearbeitet. Die Temperaturen des
Einspritzblockes und des Detektors betrugen 250° bzw. 270°, die Abschwichung lag
im Bereich von 1 X 10° bis 1 x 10%

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Versuche ergaben, dass sich sowohl fliichtige Fettsduren als auch Milch-
saure im Gemisch leicht mit PDM benzylieren lassen. Es zeigt sich weiterhin, dass zar
Benzylierung PDM als Rohprodukt verwendet werden kann, wodurch die miihsame
und verlustreiche Reindarstellung des Reagenzes unnétig wird. Zwar taucht im Gas-
chromatogramm des Rohproduktes ein grosser Peak auf, welcher von einem Neben-
produkt der PDM-Darstellung stammt, doch verursacht dieser keine Stérung, da er
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Fig. 3. Chromatogramm der Benzylester der Sauren C, bis Cs sowie der Milchsaure in Ather. Die Ben-
zylierung erfolgte mit PDM, dessen Uberschuss durch einen Zusatz von n-Hexansadure entfernt wurde.
1 = Ather; 2 = n-Hexansaure; 3 = Ameisensaurcbenzylester; 4 = Essigsaurebenzylester; 5 = Pro-
pionsdurebenzylester; 6 = Isobuttersdurebenzylester; 7 = n-Buttersiurebenzylesier; 8 = Milchsiu-
rebenzylester; 9 = Isovaleriansdurebenzylester; 10 = n-Valeriansdurebenzylester; 11 = Nebenpro-
dukt der PDM-Darstellung; 12 = n-Hexansdurebenzylester. Trennsiule II. Temperaturprogramm:
4.7 min bei 130°, dann Steigerung auf 150° mit einer Rate von 5°/min. Tragergasstrom (ie): 38 ml/
min.
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zwischen den Peaks des n-Valeriansaure- und n-Hexansiurebenzylesters liest, ohne
diese zu iiberlappen (Peak 10 in Fig. 1). Wird in Analogie zum Verfahren der Diazo-
methandarstellung® auch fiir die Darstellung des PDM aus p-Tosyl-N-benzyl-nitros-
amid?! Carbitol an Stelle von Methanol bzw. Natriummethylat verwendet, dann ver-
schwindet dieser Peak aus dem Chromatogramm, wahrend an einer weit entfernten
Stelle ein neuer erscheint. Fiir die GC-Trennung erwies sich von einer Anzahl stationa-
rer Phasen SE-30 als am besten geeignet. Polare Phasen bewirken, dass der Peak der
zur Entfernung des PDM-Uberschusses zugesetzten Sdure in den Bereich der Benzyl-
esterpeaks hineinwandert und deren Trennung stdrt, anstatt zusammen mit dem
Losungsmittelpeak am Anfang des Chromatogrammes zu erscheinen, wie es bei der
unpolaren Phase SE-30der Fall ist. Die Untersuchungen wurden mit den beiden Trenn-
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Sdulen konnten bei isothermem Arbeiten ausgezeichnete Trennungen der Benzylester
der fllichtigen Fettsduren C, bis C; erreicht werden (Fig. 1). Mit Hilfe cines geeigneten
Temperaturprogrammes wurde auch eine scharfe Abtrennung des Ameisensdure-
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Fig. 4. Chromatogramm der Benzylester der Garsiuren einer Silage (Sauerblatt) in Ather. Die Ben-
zylierung erfolgte mit PDM, die Entfernung des PDM-Uberschusses mit Hilfe von n-Hexansiure.
1 = Ather; 2 = n-Hexans3ure; 3 = Essigsiurebenzylester; 4 = Propionsdurebenzylester; 5 = Iso-
buttersdurebenzylester; 6 = n-Buttersiurebenzylester; 7 = Milchsidurebenzylester; 8 = Isovalerian-
sdurebenzylester; 9.= n-Valeriansiurebenzylester; 10 = Nebenprodukt der PDM-Darstellung;
11 = n-Hexansjurebenzylester. Trennsiule II. Es wurde isotherm bei 130° gearbeitet. Tragergas-
strom (He): 60 ml/min.
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benzylesters ermdglicht (Peak 3 in Fig. 2). Bei Anwesenheit von Milchsiure erscheint
deren Benzylesterpeak zwischen den Peaks des n-Buttersiure- und des Isovalerian-
sdurebenzylesters (Peak 8 in Fig. 3), wobel eine vollstindige Trennung des Milch—
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Die Anwendung des Verfahrens auf die Analyse der Girsiuren einer Sauerblattsilage,
welche mittels Ionenaustauscher isoliert und durch Perforation aus wissriger Losung
in Ather iiberfiibrt worden waren®, wird in Fig. 4 demonstriert. Es ergaben sich scharf
ausgeprigte und gut getrennte Peaks. Ein Vergleichschromatogramm, welches von
einer Probe nach Zusatz cines Gemisches der fliichtigen Fettsiuren erhalten wurde,
diente der besseren Identifizierung der einzelnen Peaks (Fig. 5). Zur Abtrennung und
Erkennung etwaiger vorhandener Ameisensiure wurde das Chromatogramm der
Silage temperaturprogrammiert gefahren (Fig. 6). Der Vergleich mit einem ent-
sprechenden Vergleichschromatogramm (Fig. 7) ergab, dass keine Ameisensiure in
der untersuchten Silage vorhanden war.

Wie schon erwidhnt, kann PDM in Form seines Rohproduktes, also ohne es
weiteren Reinigungsoperationen zu unterwerfen, die zeitraubend und verlustreich sind,
zum Benzylieren benutzt werden. Gemiss der Darstellungsmethode wird es in dthe-
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Fig. 5. Chromatogramm der Benzylester der Girsiuren einer Silage (Sauerblatt). Zum Vergleich war
der Silage ein Gemisch der Siuren C; bis Cs zugesetzt worden. Benzyliert wurde mit PDM, dessen
Uberschuss durch Reaktion mit zugesetzter n-Hexansiure beseitigt wurde. Trennsiule, Bedingun-
gen und Peakbezeichnungen wie in Fig. 4.

e
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Fig. 6. Chromatogramm der Benzylester der Géarsiuren einer Silage (Sauerblatt) in atherischer
Losung. Benzylierung mit PDM, Entfernung des PDM-Uberschusses mit n-Hexansaure. 1 = Ather;

== n-Hexansdure; 3 = Essigsiurebenzylester; 4 = Propionsaurebenzylester; 5 = Isobuttersiure-
benzylester; 6 = n-Buttersiurebenzylester; 7 = Milchsdurebenzylester; 8 = WNebenprodukt der
PDM-Darstellung; 9 = n-Hexansdurebenzylester. Trennsiule II. Temperaturprogramm 5 min bei
114°, dann TemperaturerhShung auf 144° mit einer Steigerungsrate von 7.5°/min. Trigergasstrom
(He): 38 mi/min.

rischer LGsung gewonnen und so zur Reaktion gebracht. Durch Abdampfen des Athers
bei niederer Temperatur erhil. man ein Konzentrat, welches aber nicht ganz so be-
stindig zu sein scheint, wie das in Ather geldoste PDM, das bei —20° monatelang
haltbar ist*. PDM reagiert mit Ameisensaure fast augenblicklich, bei den homologen
Sauren nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit aber mit zunehmendem Molekular-
gewicht ab (Tabelle III). Die Verbindung verhalt sich in dieser Hinsicht dhnlich wie
Diphenyldiazomethan®*-2%, Fiir die quantitative Umsetzung ist ein ausreichender
Uberschuss des Reagenzes erforderlich. Bei Mangel an PDM werden, wie Versuche
ergaben, nicht alle Sauren in gleichem Masse benzyliert, sondern Ameisensiure und
Milchsiiure werden bevorzugt; erst wenn diese beiden Siuren qguantitativ verestert
sind, steht das restliche PDM fiir den Umsatz mit den anderen Siuren zur Verfigung—
ein Hinweis, dass die Reaktion von der Aciditiit der Sauren beecinflusst wird (vgl.
Tabelle 1IV). Da der Verlauf der Reaktion in hohem Masse von der Reagenzmenge
und, wie sich weiterhin zeigte, von der Zeitdauer ihrer Einwirkung abhingt (vel.
Tabelle III), muss die Benzylierung zur Erzielung reproduzierbarer Werte unter mog-
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Fig. 7. Chromatogramm der Benzylester von Ameisen-, Essig-, Propion-, n-Butter- und Milchsaure in
Ather. Benzyliert wurde mit PDM und dessen Uberschuss mit #-Hexansdure beseitigt. 1 = Ather;
2 = n-Hexansiure: 3 = Ameisensiurebenzylester; 4 = Essigsdurebenzylester; 5 = Propionsdure-
benzylester; 6 = u-Buttersiurebenzylester; 7 = Milchsiurebenzylester; 8 = Nebenprodukt der
PDM-Darstellung; 9 = n-Hexansdurebenzylester, Trennsdule II. Temperaturprogramm und Trager-
gasstrom wie in Fig. 6.

TABELLE II
PEAKHOHEN (mm) DER BENZYLESTER BEI VERSCHIEDEN LANGER EINWIRKUNGS-
ZEIT DES PDM

Peaks: Benzylester von: 1 = Ameisensaure; 2 = Essigsaure; 3 = Propionsiure; 4 = Isobuttersdure;
5 = n-Buttersiure; 6 = Milchsdure; 7 = Isovaleriansiure; 8 = #-Valeriansiure.

Zeit (1) 1 2 3 4 5 6 7 &
1 174.3 514 26.7 223 41.1 46.0 18.0 10.6
2 175.6 57.1 296 26.9 42.6 43.8 19.1 12.4
3 181.9 66.6 37.1 29.8 46.6 45.0 21.8 14.0
4 182.9 73.8 404 338 49.0 44.1 228 16.0
24 182.2 115.1 67.0 54.2 69.0 45.6 36.8 26.2

48 181.1 126.1 78.2 62.8 74.3 44.3 39.8 29.4
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TABELLE 1V
pK.-WERTE DER NIEDEREN FETTSAUREN C,-Cs SOWIE DER MILCHSAURE
Saiire pK,
Ameisensiure 3.77
Essigsiure 4.6
Propionsaure 4.88
[sobuttersdure 4.85
Buttersiure 4.82
isovaleriansiure 477
Valeriansiure 4.81
Milchsdure 3.87

lichst gleichartigen Bedingungen vorgenommen werden. Art und Menge der nach der
Veresterung zur Entfernung des PDM-Uberschusses verwendeten Carbonsiure haben
nur geringen Einfluss. Man wird eine mdglichst fliichtige Sdaure wahlen, um die
Chromatographierdauer nicht unnotig zu verlingern. Zur Isolierung der Sauren aus
Silageextrakten kann man sich der Ionenaustauscher bedienen®. Mit Amberlite [R~120
und IR-45 konnten nur Ameisen-, Essig-, Propion- und Milchsiure quantitativ erfasst
werden. Die Uberfiihrung der Siuren aus der wissrigen in die dtherische Phase
durch Perforation erfolgte dagegen durchwegs quantitativ. Im ganzen genommen er-
wies sich Phenyldiazomethan als ein vorziigliches Mittel, die fliichtigen Fettsduren
von C, bis Cs mit Einschluss der Milchsiure in Benzylester zu iiberfithren, welche
sich unter geeigneten Bedingungen ausgezeichnet gaschromatographisch trennen und
bestimmen lassen. Da bei diesem Verfahren alle fiir die Bewertung einer Silage mass-
geblichen Siuren in einer Analyse erfasst werden, diirfte es fiir die Bestimmung von
Silagegirsduren von Interesse sein.

mg/ml
10

Qs

I I 1 i

25 50 7S 100 ‘125 EISO mm
Fig. 8. Peakhthen der Benzylester in Abhingigkeit von den Konzentrationen der Sduren in den
Modellosungen. Trennsdule I, isotherm bei 150°. 1 = Ameisensaurebenzylester; 2 = Essigsdure-
benzylester; 3 = Propionsdurebenzylester; 4 = Isobuttersiurebenzylester; 5 = n-Buttersaurebenzyl-
ester; 6 = MilchsZurebenzylester; 7 = Isovaleriansiurebenzylester; 8 = n-Valeriansiurebenzylester.
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Zur Auswertung wurde aus praktischen Griinden die Peakhthenmethode
gewihlt’, wobei die Werte fiir jede Saure im Gemisch im Bereiche 0.1-1.0 mg/mi lagen
und fir Ameisensiure sowie Milchsiure gute Linearitidt zeigten (vgl. Fig. 8). Die
Werte der anderen Siuren wichen mit zunehmender Konzentration von der Linearitit
ab. Fs ist daher zweckmissig, im linearen Bereich niederer Konzeatrationen zu arbei-
ten. Zugleich sei auf die Mdglichkeit der Auswertung von Analysendaten mittels
nichtlinearer Eichkurven mit Hilfe moderner Gerite, wie z.B. das Modell SP 4000
der Fa. Spectra-Physics, hingewiesen.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird ein Verfahren zur gaschromatographischen Bestimmung der fliichtigen
Fettsiuren von C, bis Cs mit Finschluss der Milchsdure beschrieben. Mit Hilfe von'
Phenyldiazomethan werden die Sduren in ihre Benzylester iiberfiihrt ohne vorherige
Reinigung des Reagenzes durch Destillation. Die Benzylester werden sowohl vom
Lasungsmittel als auch voneinander gut getrennt. Als stationire Phase diente SE-30.
Die Anwendung des Verfahrens auf Silagegarsduren wird demonstriert.
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