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FLUSSIGCHROMATC)GRAPIIISCHE PARAMETER HERRIZIDER WIRK- 
STOFFGRUPPEN 

II*. CIILORPIIFNOXYALKANSAUREN 

J. PRJBYL tmd F. HERZEL 
1nstitut fw Warser-, Boden- und Lufthyggiene des Etm&sgesmaZheiteirsamres, Postfch, D-1000 Beriin 33 
(B_RmD_) 

(Eingegmgen am 24. November 1977) 

SUMMARY 

Liquid chromatographic parameters of groups of herbicidal active substanCes_ II. Chloro- 
phenoxyalkanoic acids 

The liquid chrornatographic properties of the most important active ingredients 
of the chlorophenoxyalkanoic acid herbicides were analysed on umnodi&d silica gel 
and on some reversed phases. An effective retention of the substances as well as good 
separation on the reversed phase “RP-2” could be obtained by adding 60 mmoles of 
tetramethylammonium halogenide per litre of mobile phase. The UV spectra of seven 
active ingredients and three chlorophenols were recorded. In many cases they show 
an absorption minimum near the most-applied UV wavelength of 254 mn. 

EJNLEITUNG ._ 

Die Rtickstandsanalytik der Chlorphenoxyalkans&reherbizide wird heute 
meist gaschromatographlsch (GC) dnrchgefiihrt. Da die Verbindungen als Carbon- 
s%nen niedrige Dampfdrncke besitzen, miissen sie vor der.Aufgabe auf die GC-S5ule 
derivatisiert werden. Derartige GC-Verfahren zeichnen sich auf diese Weise zwar 
durch hohe Nachweisempfindlichkeiten aus, jedoch sind Umsetzungsvorg%rge im 
Nano- oder Picomolbereich nicht immer ohne Probleme zu bewlltigen und zudem 
bieten sie infolge der Verl%rgerung und Kompliziernng des Analysenganges die zu- 
s%zliche Gefabr einer Fehler- und Fremdstoffeinschleppung. Wir haben deshalb die 
MGglichkeit untersucht, diese S&uen dimkt zu bestimmen, und zwar auf dem Wege 
der Hochdruck-Fliissigchromatographie -3rit Detektion durch UV-Absorption. 

Neben den ChlorphenoxyalkansPuren selbst wurden au& einige Cblorphenole 
untersucht, da diese einerseits als RohstofIe oder Zwischenprodukte bei der Her- 
stellung von Phenoxys%rren dienen, andererseits als Metaboliten beim Abbau der 
Phenoxys%ueherbiide in der Natm auftreten, 

-& >_ I . .’ 

l Enter Teii: J. Chronza&r., 
?- 
125 &76) 487-494. 
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Die Literatur fiber die fliisslgchromatographche Bestimmuug der Phenoxy- 
S&NXXI ist -im Gegensatz zu den GC-Methoden- uicht sehr umfangreich. Es haudelt 
sich vielfach urn Firmeuschrifteu. 

Auf Kieselgel werden mit Hexan-Essig=&ure-Gemischen auf zum Teil sehr 
langen S&rlen zufriedenstellende Tremmugen van Kombmationen der hier behan- 
de&en Pheuoxys~uren erzielt rs2. Van merklichem Einfiuss ist dabei die G&se der 
Obertl%he des Trsgers. Eiue Bestimmung neben verschiedenen Orgauochlorinsekti- 
zideu zeigte bingegen trotz komplizierter Gradienten-Elution nur m&s&en Erfol$. 

Von den sogenannten Umkehrphasen (Reversed-Phasen, RP) wnrden Sorben- 
tien beschrieben, die mittels Polyamidgruppierungen4 oder AlkyJgruppen verschiede- 
ner Ketterikge5~6 substituiert wareu. Kier wurde mit Methanol-Wasser- oder 
Methanol-Wasser-Essi@iure-Gemischen eluiert. Au& dabei war die Treunuug trotz 
hoher Si%lenl&ge nicht immer zufriedenstellend. Die eingespritzten Substmzmengen 
lagen, soweit Angaben dariiber gemacht werden, reeht hoeh: 5,. 25 und 50 pg pro 
Verbindung. Ausserdem wurde mitunter fur die Messung UV-StraNung gewut, 
deren Wellenltige -wie wir anhand der aufgenommenen W-Spektren feststellteu- 
keine voile Aussch6pfung der Nachweis-Empfindlichkeit zuliess. 

PARAMETER 

Die wichtigsteu physikalischen Eigeuschaften der van uns untersuchten Ver- 
bindungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Hier sind neben der chemischen Bezeichnung 
der Verbindnngen jeweils ihre im pflanzenschutz gebr%rchlichen WirkstofKBezeich- 
nungen angefuhrt. Betrachtet man die chemische Zusammensetzung, so ist die offen- 
bar obligate Substitution der 2- und CStellung im Benzolkern durch Chlor bzw. 
Methylgruppen bemerkenswert. Die WasserliSslichkeit bezieht sich stets auf die freie 
%ure und nicht auf deren S&e, die in der Praxis meist eiugesetzt werden und viel- 
fach eine unvergleichlich h6here L&lichkeit im Wasser zeigen. Die bei den Extidc- 
tionskoefhzienten in Klammem angegebenen Werte stellen die WeJ.lenllnge dar, bei 
deuen gemessen wurde. Wie aus den Spektren (Fig. 4) ersichtlich, sind meist drei 
Maxima vorhanden. 

Die M@lichkeiteu der Fliissigchromatographie sind iufolge der Variabilitgt 
der mobilen Phase vielfaltiger als die der Gaschromatographie, zumal such hinsicht- 
hch der AnzahL station5rer Phasen eine zunehmende Auswahl zur Verfiigung steht. 
Wir haben jecltih die Erfahrnng gemacht, dass sich fiir das vorliegende Problem mit 
Kieselgelsorbentien und eiufachen Reversed-Phasen brauchbare Resultate erzieleu 
lessen. Die Beschickung der S%rlen geschah zum Teil durch Einriitteln des trockenen 
Materials mit Efilfe eines Vibrators und der Wasserstrahlpumpe, zum grasseren Teil 
jedoch nach verschiedenen Shrrry-Teehniien. Eine Weiterentwickhmg dieser Tech- 
niken mit dem Ziele der Optimierung der S5ulenleistung w-urde in diesem Zusammen- 
hang nicht angestrebt. 

Es wurden prinzipiell von jedem S%.rlentyp zwei Exemplare hergestelit, und 
filr die Ermittlnng der chromatographischen Daten dann die leistuugsfahigste und 
damit fiir die Charakterisierung ihrer FiiJ.hmg typischste S5iule ausgew%lt. Diese 
S&len wurden auf T&nleistung sowie auf aligemeiue u&i selektive Reteutions- 
wirkung gegeniiber Phenoxys&.rren uud Chlorphenolen get&et. 
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Stationcire Phasen 
Kieselgel. Kieselgel als das am h&rfigsten verwendete Adsorhens Kilt durch 

Wasserstoffbrilckenbildung die relativ polaren Molekille der Phenoxy&uren st%ker 
zuriick. Urn sie zu eluieren, mussen sehr polare, me& wasserhaltige Elutionsmittel 
verwendet werden. Die Phenoxysaureu werden dann nach zunehmender Polar&% 
eluiert. 

Fiir den Dauerbetrieb ist das w&rig-alkoholische Elutionsmittel sicherlich 
nicht problemlos (Repraduzierbarkeit des Wassergehaltes der Mischung, Haltbarkeit 
der SZule auf Gmnd der Liislichkeit des Kiese!gels). Das trill% jedoch fur das ver- 
schiedentlich empfohlene und hinsichtlich seiner Polar&% ausserordentlich gegen- 
s&z&he und zudem aggressive Gem&h Hexan-Essigs%ue mindesteus ebenso zu. 

Utnkehrphusen. Umkehrphasen mit %fest verankerten Kohlenstoffketten 
(Bursten) halten Stoffe geringerer Polaritit stiirker zurfick. Die hier untersuchten Ver- 
bindungen werden teilweise auf Grund ihrer hohen Polaritit kaum festgehalten. So 
wandem 2,4-DP, MCPA, 2,4,5-T und MCPP bereits mit Wasser oder wilssrigen 
Kocbsalzl&ungen ohne Alkoholzusatz durch die RP-SZule. Andererseits werden die 
ehvas weniger polaren Vertreter wie MCPB, 2,4,5-TP, 2.4,5-Trichlorphenol, CChlor- 
phenol und 2&Dichlorphenol so stark an die RP-Packung sorbiert, dass Wasser 
nicht ausreicht, die Stoffe zu eluieren. 

Eine Losung fur dieses Problem fanden wir in der Zugabe bestimmter quar- 
tirer Amine zum Elutionsmittel_ Durch eine sogenannte Ionenpaarbildung werden 
hierdurch die chromatographischen Eigenschaften der Phenoxysiluren entscheidend 
beeinilusst. Auf diese Weise kijnnen Unterschiede in den Eigenschaften der besonders 
stark polaren Phenoxys&ren infolge einer “Maskiemng” der vermutlich fur das 
einheitliche chromatographische Verhalten verantwortlichen stark dominierenden 
Carboxylgruppen besser zur Geltung kommen. Die Auftreunung der einzelnen 
Phenoxys5uren voneinander konnte nach diesen Verfahren wesentlich verbessert 
werden. Die Polaritit der PhenoxysZrren wurde dabei zum Teil so stark abgeschwgcht, 
dass sie sich nicht mehr allein mit Wasser (plus Tetraalkylammoniumhalogenid) 
eluieren liessen und die Elutionsstlirke durch Alkoholzusatz erhiiht werden muss& 

Molekularsiebe. Molekularsiebe bewirken bekanntlich auf Grund ihres spezi- 
frschen Porendurchmessers eine Auf&lung nach Molekfilgrijsse. Wird die mijgliche 
Restadsorption des Siebes ausgeschaltet, so koinmt die TreMUng durch Molekular- 
grossenunterschiede zustande. Da die Unterschiede zwischen k&&hen Molekular- 
durchmessem relativ gering sind, lassen sich, wie such unsere Messergebnisse gezeigt 
haben, die Molekularsiebe fur die Trermung der hier untersuchten Pfla&enschutz- 
mittel voneinander nicht gut verwenden. Filr eine vorherige Abtrennur?g (“cleanup”) 
der Phenoxytiuren von verschiedenen hijhennolekularen StoiIen, 2-B. aus Boden- 
extrakten, sind die Molekularsiebe sicherlich geeignet, jedoch wurde die Unter- 
suchung dieser Frage nicht vertieft- 

Mobile Phasen i 
Die Auswahl einer geeigaeten mobilen Phase hat einen entscheidenden Ein- 

flus auf das Gelingen einer Trennung. In Fig. 1 wird dies verdeutlicht. Die in Tabelle 
II aufgefuhrten Liisungsmittel erffillen die gestellten Anspriiche; sie sind im UV- 
Bereich meist schon ab 220 mnvon ausreichender Transparenz. Die verwendete Kon- 
zentration (30-60 mM) des “Komplexiemngsstoffes” entspricht einem erheblichen 
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U&schuss schon an der Eintrittsstelle in das ebromatographische 
spritzblock). 

403 

System (Ein- 

ERGEBNISSE 

Die be&en Ergebnisse wurden tit SguienfUungen aus Perisorb RP-2 in einer 
Stkhis~ule von 50 cm x 3.5 mm I.D. sowie mit einem Elutionsmittel aus 5 bis 15 % 
wksrigem Methanol bei Zusatz von 30 bis 60 mM Tetr~thyiammoniumbromid in 
Wasser erziek 

Fig. 1 zeigt die Chromatogramme ekes Gemisches von fiinf Substanzen. Die 
Proben wurden in Wasser oder 30 zigem wiissrigem Methanol gel&t UIlct eingespritzt ; 

a HobiIePhnse: Wasser I 40 +lL*/. Hethonol 
*&5%KH~~‘Her 

I , * 9 
0 5 10 15 20 25 (mid 

Fig. 1. Eiiuss des &bakes & Methanol und tertikem Ammoniumsalz auf die Trenneigem&aften 
dzr S5uIe (SO0 x 3.5 K&); station&e Phase: Perisorb RP-2, 304Opm; J?liessges&windigkeit 2 
ml~min; isocratixh. 
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das Einspritzvolumen betrug tiberwiegend 10 ~1 mit je l-2.pg Substanz Mit reinem 
Wasser als Elutionsmittel (oberes Beispiel in Fig. I) la&en drei der Substanren<un- 
getrennt mit der Front; die rest&hen beiden verlassen die Sgule erst nach CQ. 45 min. 
Wird der mobilen Phase 14% Methanol zugesetzt (Mitt-e), so vedassen die beiden 
sonst schwer eluierbaren Stoffe die S%de in vertretbaren Zeiten; an Frontpeak ver- 
bekert sich jedoch nichts- Der Zusatz von 0.5 % Tetramethykmmouiumsak (unteres 
Beispiel) 8ndert das Bild grundlegend : Die Reihenfolge der Ektion 8ndert sich nkht, 
aber die vier PhenoxysGrren werden jetzt -gut voneinander getrennt ; das Phenol 
Pndert seine Laufzeit nicht, da es naturgetiss von den organ&hen Kationen weniger 
beeinfiusst wild_ 

So war es such gleichgiiltig, welches Tetramethylammoniumsalz eingesetzt 
wurde; wir verwandten das Bromid, w&l es bei uns von Anfang an in ausreichender 
Reinheit verfiigbar war. Fig. 2 verdeutlicht no&n&s die Abh&rgigkeit der Retention 
vom Methanol-Gehalt der mobifen Phase bei unveri&derter Konzentration an Tetra- 
methyhimmoniumsalz. 

% Hethonot 

lb% Hethanot 

1 I I 1 , 8 I 

0. 
I 

s 
I . 

lo l5 20 25 30 35 COfh(minl 

Fig. 2. AbGngiieit der Retentionszeiten von der Z usammense- der mobilen Phase (wSs.sriges 
Metbanol_mit 30 mMo1 Tetmmethylammoniumbromid); tibrige Bedingungen siehe Fig. 1. 

Fur das Retentionsverhalten nicht gleichgiiltig war die Ltige des an der 
Reversed-Phase angeiagerten Alkylrestes. Es zeigt sich, dass die RP-2-Phase ge- 
eigneter was als das analoge RP-%Produkt; das le’rztere wiederum erwies sich aJ.s 
geeignetet als RP-18. In der gleichen Reihenfolge ist such eine Zunahme.der Reten- 
tion zu verreichnen (siefte Fig_ 3). Die Reduzierung der S%&nltige van 50 auf 25 cm 
ergab eswartungsgem&s schkchtere R&tate; das gleiche gilt fGr die Verwendung 
geringerer Skleuquerschnitte (2 mm anstatt 3.5 mm). SchliessIich erhiehen wir mit 
Methanol gtinstigere Ergebnisse aIs mit &hand. .- 
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s- 
tt Iminl 

L I L 1 
0 5 10 l5 

Fig. 3. Retentionsverhaken van 2&DP bei Variation des MethanoIgehaks bei Einsatz vekchiedener 
PerisorkdJmkebr-Phasen; die mobile Phase ent&lt 30 mMo1 Tebxmethylammoniumbromid; iibrige 
J%dmgmzen siehe Fig. 1. 

Die Bedeutung des Tremsystems fiir das Retentionsverhalten verdeutlicht 
Tabelle II. Hier sind die van uns untersuchten Herbizide und ihre Aniline mter den 
verschiedenen gepriiften Bedingungen in der Reihenfolge ihrer Elution von der S2ule 
zusammengestellt_ Wie aus den beiden linken Spalten ersichtlich, verlassen die stark 
polaren Verbindungen eine Kieselgel-S5ule zuletzt, w&rend die Reihenfolge auf 

TABELLE II 

ELUTIONSREIEIENFOLGE DER GEPRthXEN VERRlNDUNGEN AUF DEN STATION&N 
PHASEN (KIESELGEL UND RP) BEI VERSCHIEDEN ZUSAMMENGESETZTER MOBILER PHASE 

Kieseigeie RP-2, RP-8, RP-18 

&sigs&rt+ 
Hexan 

Wasser-PropanoZ- Wasser- 
CEEzCrr RON 

t 
2.4.5 
Trichlorphenol 

Wasspr- W&se+ Wizsser- 
ROH, R&X RON, RON, 

NH&r, R-NH- 
NaCC, NH-R- 
N@‘Od, 2HCC 
Triiihanolamin 

2.15 
Trichlorphenol 

2.G 
IIichlorphenot 

2.L.5- 
Ttichlorphenol 

2.c- 
Oichlorphenoi 

t 
2.4.5 
Trichlorphenol 

b2.4.5- 
Trichlorphenol~ 

2.b 
\ 
\ 

Oichlorphenal~ 1 
C-Chlor-t- I 
methyfphenalf\ 

MCPB :t 
I’ 

2.4.5 -TP ‘$ 
I’ 

MCPP $ 
I’ 

2.4.5-T $ 

2.4~OP \ 
I 

MCPA 

MCPB 

2.4.5-TP 
2.45 
Trichlorphenol 

MCPP 

2.4.5-T 

2.4 -0P 

MCPA 

2.GDP 

2.G 

EltiiOTlS- 

reihedolge’ 

C-Chtor-2- C-Chlor-Z- 
methylphenol methylphenol 

2.44’1, ,/-MCPB 

2.4.5TP )( 2.4.STP 
1’ ’ 

MCPBJ ‘y-MCPP 

MCPP -/’ 
‘\ 

?-2,4-m’-, 
‘r, 

MCPA-.,, ,r-2.4.5-T--’ 

2,4.S-i’yd‘~~MCPA 

2.4-D 42.4-O 

I 2.G 
Oichiorphenol 

I C-Chtor-Z- methylphenol 

2.6 
Oichlorphenol 

C-Chlor-t- 
methylphenol 

MCPB 

2.65-TP 

MdPP 

2.4.5-T 

2.4 -0P 

MCPA 

2.4-o 2.4-o 

Dithlorphenol 

C-Chfor-2- 
methylphenol 
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m%sser. 
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RP-SHulen sich umkehrt. Verschiebungen innerhalb der Reihenfolge wurden durch 
Sctiglinien gekennzeichnet. So tauschen auf Kieselgel&uleti eine Reihe von Wirk- 
stoffen ihre PI&e, wenn als mobile Phase Hexan-Essigs8tie anstatt eines Gemisches 
von Wasser, Propanol und Methylenchlorid verwendet wird. Bei den RP-Sgulen, die 
allgemein mit wlssrigem Alkohol als Elutionsmittel venvendet werden, %idert sich 
an der (umgekehrten) Reihenfolge nichts, wenn der pH-Wert der w&sriemethano- 
lischen Phase verzndert wurde oder verschiedene S&e fiir eine etwaige Lonenpaar- 
biJdung, wie z.B. Natriumchlorid, Natriumphosphat, Ammoniumbromid, Tetraal- 
kylammoniumhalogenide oder Tri~thanolammoniumsalz, zugesetzt wurden. Eine 
Ausnahme machte hier tberraschenderweise Dimethylhydraziniumdichlorid, das 
sogar die drei Phenole zu unterschiedlichem Retentionsverhalten veranlasste. 

Die Messungen wurden an einem Varian-Gergt des Typs LC 8500 mit Spek- 
tralphotometer 635 durchgerti. Urn die Nachweisempfindlichkeit zu optimieren, 
wurden die UV-Spektren der nntersuchten Verbindungen aufgenommen (siehe Fig. 4). 
Hierfiir wurden die Phenoxyszuren als Natriumsalze im Wasser alufgel2ist (20 ,ug/ml). 

Die Eichkurve verlief im untersuchten Bereich van IO-3000 ng linear. Eei 
Versuchen mit Dosiervolumina zwischen 3 und 60 ~1 wurden keine unterschiedlichen 
Ergebnisse beobachtet. Aus der Streuung der Messwerte errechnete sich eine relative 
Standardabweichung von 6%. Die Nachweisgrenze liegt fiir 2,4-D bei etwa 4- lo-” 
Mol (10 ng), naturgemiiss ehvas abhangig vom Trennsystem. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die fliissigchromatographischen Eigenschaften der wichtigsten Wirkstoffe der 
Chiorphenoxyalkancarbonsiiure-Herbiide auf unmodifiziertem Kieselgel und auf 
eiriigen Umkehr-Phasen wurde untersuzht. Eine wirksame Riickhaltung der Wirk- 
stoffe sowie eine gute Trennung auf der Reversed-Phase “RP-2” konnte durch Zusatz 
von 60 Miilimol Tetramethylammoniumhalogenid pro Liter mobiler Phase erzielt 
werden. Die UV-Spektren von sieben Wirkstoffen und drei Chlorphenolen wurden 
aufgenommen. Sie zeigen in der Niche des gebr8uchlichsten UV-Bereiches von 254 nm 
vielfach ein Extinktions-Minimum. 
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