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SUMMARY 

Gas chromatographic determination of free fatty acids and their salts as sttccinimido- 
methyl esters 

The reagent N-chloromethylsuccinimide (CMSI) possesses a very mobile 
halide, which reacts with salts of CH-, NH- and OH-acidic compounds in aprotic 
solvents. 

Kinetic studies of the reaction demonstrate that at 60”, when using crown.ether 
as phase transfer catalyst and acetonitrile or dimethylformamide as solvent, the tri- 
ethylammonium salts as well as the potassium salts of fatty acids react within 12O’min 
quantitatively with CMSI yielding the corresponding succinimidomethyl ester. 

The flame ionization detector response factors of Cr-C,, fatty acid succin- 
imido-methyl esters are given. They have been determined experimentally and- cal- 
culated using the relative molar response and then re-checked. A method for the 
quantitative preparation, derivatisation and gas chromatographic determination of 
aqueous solutions of fatty acid salts is given. 

EINLEITUNG 

Ublicherweise werden CarbonsWren als Methylester oder Trimethylsilyl- 
ester quantitativ gas-chromatographisch bestimmtr. 

Die Veresterungsreaktion mit Diazomethan bzw. einen Silylierungsmittel ver- 
lauft rasch und quantitativ. Schwierigkeiten ergeben sich bei der quantitativen Be- 
stimmung niederer flfichtiger Carbonsauren (C,C,) ilber ihre Methyl- bzw. Silylester, 
da diese einen sehr tiefen Siedepunkt haben und Aufarbeitungsverluste entstehen. Urn 
dies zu umgehen, wurde vor kurzem von Dams’ die Herstellung von Benzylestern mit 
Hilfe von Phenyldiazomethan der Cr-C5 Siluren beschrieben. Die fliichtigen Carhon- 
sziuren lassen sich such direkt gas-chromatographieren, doch treten such hier Schwie- 
rigkeiten bei der quantitativen Probenaufarbeitung (Extraktion) auf. 

Salze von Carbonsauren reagieren nit Diazomethan nicht, und such iiber die 
Quantifizierung der Silylierungsreaktion mit CarbonsIiuresalzen scheint ‘wenig be- 
kannt zu sein. Ebenso reagieren Alkylhalogenide, allerdings recht langsam, mit 
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Silbersalzen von Carbons&ren zu Estern; die analytische Anwendung dieser Reaktion 
wurde von Gehrke und Goerlitz3 sowie von Gloor und Leidner” beschrieben. Dariiber 
hinaus gibt es noch weitere qualitative Identifizierungsreaktionen von Carbons%rren, 
-\vie die Bildung von Amiden, Aniliden, Phenacylestern etc., die allerdings kaum An- 
wendung in der Gaschromatographie (GC) finden5. 

Mit N-Chlormethylisatin .wurde von Knotz6 und Wendelin und Knotz7 ein 
neuer Verbindungstyp zur Identifizierung von Fettsauren eingefiihrt, welcher mit 
Salzen van Carbonsauren zu Isatinylmethylester reagiert. Diese Ester zersetzen sich 
in der Hitze und sind dadurch fiir die GC ungeeignet, jedoch gab dieses Derivatisie- 
rungsreagenz Anstoss zur Suche nach einer shnlichen, reaktiven Verbindung mit 
tieferem Siedepunkt. 

Im Folgenden sol1 nun die Brauchbarkeit von N-Chlormethylsuccinimid 
(CMSI) als Derivatisierungsreagens fiir Carbons3uren, sowie deren Salze und die 
quantitative gas-chromatographische Bestimmung der Succinimidomethyl-ester 
(SIM-ester)~ untersucht werden (Formel 1). 

R-CCCNa + ;ll”N - CH2CL 
arrotiXhes 

LBsungsmittel- 

0 

zj$N-CH2-O-:-R +NaC, 

2 0 
Formel 1. 

Im Rahmen dieser Studien wurden im Zusammenhang mit der Reaktions- 
kinetik der Einfluss des Reaktionsmediums und die Wirksamkeit von Kronengther 
als Katalysator betrachtet. Die quantitative GC-Bestimmung der Fettsaure-SIM-ester 
machte such die Bestimmung ihrer Flammenionisationsdetektor (FID) Anzeigefak- 
toren bzw. Relativer Molarer Respons (RlMR)-Werte notwendig. 

EXPERIMENTELLES 

Samtliche gas-chromatographischen Bestimmungen wurden auf einem GC 
Model1 900 und einem Integrator D 26 der Firma Perkin Elmer durchgefiihrt. 

-Das Reagens CMSI wurde durch Chlorierung von N-Hydroxymethylsuccini- 
mid, xvelches nach der Methode von Cherbuliez mid Sulze? synthetisiert wurde, mit 
iiberschiissigem SOClz in trockenem Benz01 hergestelltg. Die Aufarbeitung dieses 
Reaktionsgemisches erfolgte wiedrum nach der Vorschrift von Cherbuliez und Sulzefi_ 
Fp. 5%59’, Kp. (12 mm) 158-160”. 

Acetonitril, Dimethylformamid (DMF) und Triathylamin (TEA) sowie samt- 
lithe Carbon@uren wurden von der Firma Merck (Darmstadt, B.R.D.) bezogen und 
hatten p-a. Qualitst. Der Kronenzther (1%Crown-6) stammte von der Firma Fluka 
(Buchs, Schweiz) und hatte pm-urn Qualit%_ 

Synthese von c6- bzw. c12- bzw. C16-Succinimidomethy~-ester 
0.05 Mol CMSN wird in 50 ml Acetonitril mit 0.1 Mol Fettsaure und O.lMol 

TEA versetzt und 2 h bei 60” gehalten, in 500 ml Na&O,-haltiges Wasser gegossen, 
das anfallende 01 mit Benz01 extrahiert, getrocknet und das Benz01 abgedampft. Der 
iilige Rtickstand wurde bald kristallin und aus Cyclohexan umkristallisiert. Der 
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TABELLE I 

RMR EINIGER GRUPPENINKRE MENTE 

Zn+rernent Rh4R RhfR- Verlust gegeniiber voll angezeigtem -C&- Literatur 

-cHz- loo - IO 
-CHzOH 55 -45 10 

i 
c=o - -100 10 

0 
i. 

-;: 55 -145 10 

O-CHr 
-CHl-NH2 88 -12 11 
-G-CH-N = 33 -67 

Der Gesamt-RMR-Verlust eines Succinimidomethylesters betragt somit 367 bzw. 
3.67 nicht angezeigte C-Atome gegeniiber dem vergleichbaren KW. 

Substanz 

f 
7 X MGSubstnnr 

f= MG 
n - 14.29 

(3) 

f=MG 
n-14 

(34 

Bezugssubstanz = Heptan, MG = Molekulargewicht der angezeigten Substanz, 
und n = Anzahl der angezeigten (ionisierbaren) C-Atome. 

Gleichung 3 entspricht der von Binder und Lindner” eingefiihrten Gleiching 3a 
mit Enveiterung der Dezimal-stellen. 

In Tabelle II sind nun die mit Hilfe der Gleichung 3 berechneten Anzeige- 
faktoren (bei einem angenommenen Anzeigeverlust von 3.67 C-Atomen) zusammen- 

TABELLE II 

BERECHNETE FID-ANZEIGEFAKTOREN DER SUCCINIMIDOMETHYL-ESTER VON 
GES&-l-IGTEN FE-lTSIiUREN MIT HEPTAN f = 1.000 ALS BASIS 

~~~ 
C-Anzahl MC de.s fthr0r. C-Anzahl MC de.s Jk-or. 
der Scikre Esters der Siwe Erters -__ 
C, 157.127 4.719 Ct1 297.397 1.688 
C+ 171.154 3.597 C,+ 311.424 1.635 
C3 185.181 2.993 C,, 325.45 1 1.589 
C, 199.208 2.615 C,, 339.478 1.550 

2 227.262 213.235 2.357 2.170 C,, 3,s 353.505 367.532 1.515 1.484 
C, 241.289 2.027 C,i 381.559 1.457 
C8 255.316 1.915 C,S 395.586 1.432 
c, 269.343 1.825 C19 409.613 1.410 
C,, 283.370 1.750 GO 423.640 1.390 
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gefasst. Diese berechneten Faktoren wurden mittels Analyse von Sauregemischen be- 
kannten Gehaltes iiberprtift und decken sich weitgehend mit den experimentellen 
Werten. 

Untersuchungen des Reaktionsverlaufes 
Das Halogen (Chlor) des Verbindungstyps N-Halogenmethyhmid ist sehr 

beweglich und reaktiv. Diese Substanzklasse geht mit Salzen CH-, OH- und NH- 
acider Verbindungen in aprotischen Losungsmitteln Reaktionen ein, welche von 
Knotz und Co-Autoren6~7~‘3 , sowie Bohme und Co-Autoren*4p15 naher untersucht 
wurden. Dieser Reaktionstyp wurde such von Lindner et ~1.‘~ hinsichtlich Verwend- 
barkeit als UV-sensible Derivatisierungsreagenzien fiir die Hochruck-Fhissigkeits- 
Chromatographie iiberpriift. 

Da die Chlormethyl-imide nur mit Salzen reagieren, muss der Reaktand imrner 
in dieser Form vorliegen, wobei es vorerst gleichgiiltig scheint ob es sich urn Alkali- 
oder z.B. Triathylammoniumsalze handelt. Den reaktionskinetischen Verlauf der 
Umsetzung, wobei die Saure als TEA-Sal2 vorliegt ,zeigt Fig. 1. Die .Reaktjonsge- 
schwindigkeit ist relativ stark abhangi g vom Reagenziiberschuss und vom TEA- 
Uberschuss was seine Erklarung in der Tatsache findet, dass TEA ebenfall mit 
CMSI zum Ammoniumsalz reagiert. Diese Konkurrenzreaktion verlauft langsamer 
als die Veresterungsreaktion. 

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 
ml” 

Fig. 1. Umsetzung von Valerianskre mit CMSI in Acetonitril bei 60” und den Molverhzltnissen: 
(A) Siure-Reagens (1:5), SBure-TEA (15); (B) Siure-Reagens (1:2), SBure-TEA (15); (C) Siure- 
Reagens (1:2), Siure-TEA (1:2); (D) SHure-Reagens (1:5), SIure-TEA (1:2); (E) neueriiche Zugabe 
von 2. MoI TEA zu D. 

Liegen TEA und die Szure aquimolar vor (Ammoniumsalz), reagieren nun 
beide Reaktanden, und zwar kann von der Szure nur so vie1 umgesetzt werden, so- 
lange sie als Arnmoniumsalz vorliegt, was zur Folge hat, dass die Veresterungsreak- 
tion wegen der Konkurrenzreaktion unter diesen Bedingungen nicht quantitativ ver- 
hiuft (Kurve D). Erst nach neuerlicher Zugabe von TEA (Kurve E) wird vollstandige 
Veresterung erreicht. 

Ftinffacher molarer Uberschuss von TEA und Reagens erbringen die giinstig- 
sten reaktionskinetischen Werte und die Umsetzung verlauft quantitativ (Kurve A). 
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Der CMSI-Uberschuss stiirt die GC-Trennung der Fettsaureester nicht, da CMSI vor 
den Estern eluiert wird. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Veresterungsreaktion nimmt mit der C- 
Zahl der Saure etwas ab, wie aus Fi,. -m 2 zu entnehmen ist, zudem erkennt man beim 
Vergleich von Fig. 1 und 2 den Einlluss des Reaktionsmediums; in DMF verlauft die 
Reaktion deutlich rascher als in Acetonitril. Dieses erzeugt allerdings eine wesentlich 
schmzlere LGsungsmittelfront in der GC und ist dadurch dem DMF meist vorzuzie- 
hen. 

~~~~~~~~ -1 

GO mia 30 6’0 min 30 60 rnin 

Fig. 2. Umsetzung von Essigslure (A), Valerianskre (B) und PalmitinsHure (C) mit CMSI in DMF 
bei 60” und den Molverhiltnissen Skre-Reagens-TEA (155). 

Bei der Veresterungsreaktion der Kaliumsalze scheint der reaktionsbestimmen- 
de Schritt die Schwerloslichkeut der Salze im Reaktionsmedium zu sein. (Die TEA- 
Salze l&en sich leichter in DMF bzw. Acetonitril.) 

Durch Einfiihrung eines Kronenathers als Phasentransfer-Katalysator, wie er 
such schon von Durst und Co-Autoren 17*18 beschrieben wurde, kann die Reaktions- 
geschwindigkeit wesentlich erhoht werden, wie es aus FI,. ‘a 3 zu entnehmen ist. Reak- 

min 

Fig_ 3. Umsetzung von Kaliumacetat mit CMSI und Katalyse durch KronenPther in DMF bei 60” 
und den MolverhZltnissen: (A) Salz-Reagens (I ~3); (B) Salz-Reagens (1:lS); (C) Salz-Reagens 
(1: IS) ohne Katalysator. 
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tionsbedingungen wie bei Kurve A erbringen quantitative Umsetzung des Kalium- 
Acetates innerhalb von 80 min; ebenso rasch reagiert Kalium-Palmitat. 

Diese reaktionskinetischen Studien zeigen, dass die Veresterung von Fett- 
sguren und Fetts2uresalzen mit CMSI in vertretbarer Reaktionszeit quantitativ ver- 
12uft und die SIM-Ester durchwegs gute gas-chromatographische Eigenschaften be- 
sitzen (Fig. 4). 

Besonders giinstig erscheint uns diese Derivatisierungsmethode fiir Salze nie- 
derer Carbonszuren (Fig. 5), da die Probenaufarbeitung gut reproduzierbar ist. Klei- 
nere Mengen Wasser im Reaktionsmedium stiiren die Veresterungsreaktion nicht, da 
es mit CMSI nur lanfsam zum N-Hydroxymethylsuccinimid reagiert, welches am GC 
noch vor dem CMSI eluiert wird. Unter Anwendung der eingangs besprochenen FID- 
-4nzeigefaktoren fiir die Succinimidomethyl-ester ist eine quantitative Fetts?iurebe- 
stimmung gut durchfiirbar ; dies wurde durch eine Vergleichsanalyse iiber die korre- 
spondierenden Methylester iiberpriift und fiihrte zu identen Ergebnissen. Ebenso 

3 

II 

.J 
> 

‘ ‘3 12 16 20 m;n 

Fig. 4. GC-Trennung von Fettsiur+IM-Estem. SIule: Glas (2 m x 3 mm I.D.) gepackt mit 3 % 
OV-17 auf Chromosorb W AW DMCS (S&l00 mesh); Temp. Programm 140-250°, S’/min; Flam- 
menionisationsdetektor, 260’. Peakbezeichnung: 1 = N-Hydroxymethylsuccinimid; 2 = CMSI; 3 = 
Propionslure-ester; 4 = n-Butters%ure-ester;S = n-Valerians5ure-ester; 6 = CapronsHure-ester; 7= 
CaprylsZure-ester; 8 = Caprinsgure-ester; 9 = Laurinslure-ester; 10 = Palmitinslure-ester: 11 = 
Stearinsiure-ester. 

Fig. 5. GC-Trennung von C1 bis C, Fettsiure-SIM-estem. SIule wie Fig. 4; Temp. Programm: 
ISO-195”, 6”/min; Flammenionisationsdetektor, 250”. Peakbezeichnung: 1 = N-Hydroxymethyl- 
succinimid; 2 = CMSI; 3 = Ameisensiiure-ester; 4 = Essigs5ureester; 5 = Propionslure-ester; 
6 = n-Butterslure-ester; 7 = 2-Methyl-buttersgure-ester; 8 = Isovalerianslure-ester; 9 = Milch- 
siureester; 10 = n-Valeriar&ureester; 11 = Capronsiure-exter. 
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leicht lassen sich die SIM-Ester der ungesattigten Fettsauren darstellen. An der GC- 
Trennung des kritischen Paares C,, und Cr8, wird zur Zeit gearbeitet. 

S&ntliche Untersuchungen mit CMSI als GC-Derivatisierungsreagens wurden 
im Rahmen der Diplomarbeit von Trugerr9 durchgefiihrt. 

ZUSAMMENFASSIJNG 

D-as Reagens N-Chlormethylsuccinimid (CMSI) besitzt ein sehr bewegliches 
Halogen, welches mit Salzen von CH-, NH- und OH-aciden Verbindungen in aproti- 
schen Lbsungsmitteln reagiert. 

Reaktionskinetische Studien erbrachten, dass die TriZthylammoniumsalze so- 
wie die Kaliumsalze von Fettsauren, unter Verwendung von Kronenather als Phasen- 
transfer-Katalysator, mit CMSI innerhalb von 120 min in Acetonitril oder Dimethyl- 
formamid bei’60” quantitativ zu den entsprechenden Succinimidomethyl-estem rea- 
greren. 

Die’ Flammenionisationsdetektor-Anzeigefaktoren der C, bis C, Fettsaure- 
succinimidomethyl-ester sind zusammengefasst, welche experimentell bestimmt und 
daraus folgend, unter Anwendungdes Relativen Molaren Response, vorausberechnet 
und iiberpriift wurden. 

Es wird eine Arbeitsvorschrift fur die quantitative Aufarbeitung, Derivatisie- 
rung und gaschromatographische Bestimmung einer wassrigen Fettsaure-Salz-LSsung 
anrreoeben. c.b 
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