
A new gas-liquid-solid chromatographic method (stationary phase 6 % OV-210 
OQ Chromosorb iO1) allows the separation and determination of acetic, propionic, 
isobutyric, n-butyric, ZmethyIbutyric, isovaleric, n-vale&, isocaproic, ncaproic, 
3,3-dimetbylacryiic, angelic and tiglic acid by. using micropacked glass colunms 
without mixing carrier gas with formic acid vapour_ Qt~antification is obtained by 
means of internal standard, the lower limit of linear range being 0.1 pg acid per 
injection. 

The general applicability of &is method is demons&a&xi by analysis of the 
acid contenf of bomylacetate, bomylisovalerianate, c-acetyIdigoxin, tistallized 
“aescin”, v&rate and didrovaltrate, giving a recovery of 96.5402°~. Advantages and 
drawbacks --e.g. occurrence of “ghosting” after injection of impure samples- are 
discussed* 

Esterialip~~her~~gteP~dloderun~~gterC,~Monscahbon 
kommen in einer grossen A& von PHanzn vor. So wurden z.B. verschiedene 
Komponenten in %lxeris&en Blenf, einz&xe As&piadaceenbitte&oitoffe2, Boragina- 
ce&- und Veratrum-AlkaloideZ, berzwir ksame GEykoside3, V&potriate4 und nicht 
zuleti saponines-” als Ester diverser kurzktiger MonocztrbonsBuren erkannt. Fiiir 
die StrukturaufklZrung solcher Verbindungen stetit die analytiscbe Erfassung der 
qtratitati+ien und qua&tat&n SZurezusammensekung ein wicbtiges Milfsmittel dar- 

Em Verfau% eigemx Untessuchtmgen an Estersaponixen~ ergab sicb die 
Notwendigkeit, ein zuverEssiges, einfaches und m6gkhst aElgemein mwendbares 
gascbomaeogaphisches Ve&&ren zu entv&cke&.x, weil die bishs bescbriebenen 
Methoden smr &en Teil der m&$ichen Carbom&uren berGcksichtigten~ll oder auf 



Gnimd_u.&instiger -Ikendeistimgen quantitative hssagen nur in begtenaun Mssre 

zzuliessen=. Wegen der einfacheren Probenvorbereitung scbien die direkte Analyse der 
f&eien CarbonSauren aus w%sriger L&ung am besten geeignet, obzwar bei dier 
Vorgangsweise e&e Reihe tecbnischer ProbEeme -xB_ die Vermeidung VOP 
“Ghosting”- zu beriicksichtigen wa? ‘*=- Grosse Bedeutung kain der Auswahl der 
statio&ren Phase N, da such die unges%t.igten S&xen (Dimethylacql-, ~n&ib- 
und Tiglinaure) bestimmt werden soiiten, deren RetentionsverbaIten im Rm 
ftiherer Arbeiten’-* nicht -term&t wurde. Da e&en&s StyroI-Div%q&cnzol- 
P~llymere, vor allem aber Chromosorb 101~~3L und anderczseits fKi.ssige Silikonpha- 
sen=>= gate Trennergebnisse gezeigt batten, ergab sich die Frage, ob ein durcb 
Kumbination beider resultiezendes ~~i~~d~lid-C~omatographie_Sys~ au& 
die Arm&e der unges%igste~ S5uren erlaubt; dabei war zu ho&n, dass die zur 
Vermeidung van “Ghosting” empfohlene SZttigung des TrSgc~gsses tit &n&- 

!SZiUlF~tf vetiedcm we&en kBnnte. Eine wzitere Steigenmg der Trexmhistung war 
d&V erwenduug van mikrogepackten S5ulen zu erwartcn w*ti*41. Urn such Ausagen 
%nx die allgemeine Anwendbarkeit des neuen Verf’ahrens zu erm&Iichen, wurden die 
Wiederf?ndungsrate bei der AnaIyse natiirlicher Ester be-ten S&uxgehaltes ermit- 
teitt wobei die Verscifimg unter miiglichst schonenden Bedingungen ezfotgte. 

Getire. Gaschromatogmph Perkin-Elmer F 33 mit Flammenionisationsdetek- 
tar; Integrator Perkin-Elmer SIP-l; Schreiber Ferkin-Elmer 56 am Iogarithmischen 
Mzrgfatoraus_~g_ 

Packutg. Unbekgtes Cbromos&b 101 (MO-120 mesh) (Johns-Ma&Be, 
Denver, &lo., U.S;L); S!iti Pyrex 6 R x 2 mm I.D.; Ttigxgas (N&35 ml/m&; 
Tempera-, lnjektor-D&&or 175”,0fen MO0 (itherm); Empfindfichkeit, 10 x 32, 

Trennj?&si..keid&gung~ auf Chromamrb IOP_ 6% DEGS, 6% EGA, 6% 
Carbowax 20M,6%0V-210und 6% OV-101; S&de, Pyrex 6 a x 2 mm I.D.; Tr@r- 
gas%luss und Temperatur wurden fi% jede Packung optimiert- 

Bedingzmgen f+Z- qwnti~ative Untersuchmgen- !Sule, Pyrex 24 m x 1 mm I.D.; 
Packuxzg, 6% OV-210 aufChromosor6 101(100-120 mesh); Tr@ergas (&) 6 ml/min; 
Temperatur, lnjektor/Detektor 229, Ofen 170” (isotherm); Empfindlichkeit, 10 x 32. 

8% EMeguns van Cbromosorb 101 erfolgte nach dem Verfahren van WiZ- 
l&n@, die Sulenfiillung wurden amtervermindertemD~ck und AnIegen van Ultra- 
s&& vorgenommen, das bintere Ende &r siiule war tit einem kleinen Pfropfen 
sil~iierter Glaswoile vefschlossen- Berechmxng der Standardk~rrekt&&oreb-,trr~faktoten und 
Quanti&ienmg der S&en in der Gblichen Weis@, die Reinheit da Tests~bstanzen 
wurde bei deF An&e der Einwaagen ber&&sichtigt. 

Vetgreichrsubsranten. Essigs&rc, Propions&ze, n+ropanoI, Psobutartol, z- 
Butanoi, Xsoamylaikohoi, reti_-Amylalkohol, Pentanol-2+ Pa1ti3, &&t&&by&e- 
ton und isobutylsnethylketon -+zweils habster et&%tli&er Reinheitsgrad- 
Merck (Diumstadt, G.F.R.); n-Butter&ure, Isobutters%re, Isovakriansgrtrc, n- 
Valerians&re, IsocapronslEure, n-Caprons5ure, 3,3-DimetlsyMryls&re mxl Tiglin- 



&are-- jeweils h&Aster Reinheitsgai- Fh&a (Buchs, Schweiz). AngeMcas%re 
wurde nach km VeAhren YOB Buckks und MoclP aus Tigli&iare hergesf.elIt, 

M$zz&&e H’o!ysz. Das Erw&.nen der Re&tio~su&&e erfolgte jeweiLs un- 
ter RfW%ssMuog; Ans%ze: 7 mg Bornyfisoval e&n& bzw_ 15 mg Bornylacctat 
@kagoco, Wien, bterreich) t 2 ml 10% methanol&her Kalilauge; SS mg a-Acetyl- 
digoxin -I- 7 ml 5% metbanolischer Kalilauge; 190 mg “Aescin” (Fa Dr. Madaus & 
Co_) f 6 ml Methanol i 2 ml 5 % w5ssrige Kalilauge (1 h bei 953; 9 mg V&rat bzw. 
8 mg D&oval&at t 2 ml S % methanol&her Kalilauge; weitere Angaben siehe An- 
wendungsbeispiele. 

ERGEBNlSSE UND DLSKUSSION 

T.-g 
Grundlas der vorliegenden Untersuchung war das Trennverhaltcn der ge- 

.sWigten und unge&tig&n C&&arbons&ren auf unbclegtem Chromosorb 101. 
Bei optimalen Bedingungen konnten die Angaben von Ackman3’ und Ottenstein und 
Bartleyzf best.%& werden, allerdings wiesen die Paare Isovalerian&ure-2-Methyl- 
butsersZureundValerians5 ur+_Angelikas5ure gleiche Retentions&t aufund Capron-, 
Tiglin-, Isocapron- und 3,3-Dimetbylacryl waren unscharf getreunt (Tailing, 
breite Signale). 

Die fur die Trennung der k&&hen Paare notwendige Selektivit&steigerung 
der station&en Phase erschien am besten durch Belegung dcs Chromosorb 101 mit 
e&et geeigenetetn Trennfltigkeit erreichbar- Urn &en mtigiichst grossen Polarit%+ 
bereich zu erf&sscn, w&b&en wir DEGS, EGA, Carbowax 2OM, OV-210 und OV-101; 
das bereits friiher fir die Analyse w&xiger CarbonsZurel6sungeen empfoblene 
FFAP lam wegen der N geringen Stabilitit gegen6ber WasseF nicht in Bebzxht. 
Zum Vergleich belegtcn wir Chromosorb 101 mit jeweils 6% der fXissigen Pbasen 
-tine &go% Beladung hatte sich zB. fitr Chromosorb 102 aIs optimal erwiesen43- 
und stellten folgende Trenncharakteristika fest: OV-101 brachte die erwartete Ver- 
kiirzung der Retentionszeite@, eine VerZnderung der Elutionsfolge bzw. Verbesseruag 
der Trcnnlcistung im Vergleich zu unbelegtem Chromosorb 101 war nicht zu beobach- 
ten. DEGS uud EGA eqaben eine ausgezeichnete Auftrennung der C,&&Zure~, 
Isocapron- und Tiglins&re abcsla~rtcn jedoch; ausscrdem zcigte sich starkcs Tailing. 
Bessere Ergebnisse brachte der Einsatz van Carbowax 20M und OV-210; Valerian- 
und Angelik+ure wiesen nun eke Retentionszeit~ereuz van 0.9 min auf, fitir 3,3- 
Dimethylacryl-, T&in-, Isocapron- uud Capron&urc ergab sich durch die deutiche 
Vermkdenmg dcs Tailings eine verbcsscrte Ati&ung; bci dem Paar 2-Metbylbutter- 
s&u~IsovalerianSurc deutete eine Schulter das Vorliegcn zweier Verbindungen an. 
Nachdem die Silikonpbase auf Grund ibrer Stabilitit vorzuziehen war, wurde zu- 
n%%st die beste Belegungskonzntration f?ir OV-210 ermitielt- Das Optimum lag bei 
det bisher verwendeten 6 % Beladung, womit eine Erhiihung der Treti@tit nur 
durch Verl5ngerung der S&le und gleichzeitige Reduktion des I.D. zu erreichen war. 
In der J?raxis erwiesen sich SZulen mit 1 mm I_D. am besten geeigoet, weil sich die 
FClhmg ohne grossen technischen Aufwand durcrtin liess. Die &sprechenden 
Analysen zeigten eine deutliche Verbesserung der Trennleistung (Fig. 1 und 2): 
Valerian- und Angelikas5ure waren mm #%r eineguantitativeBe&mmungausreichend 
getrem& 2-Methyibutter- und Isovalerian&ure wiesen eine Retention~erenz van 
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0.9 min auf und die Ftsichen wurden bei Vorliegen giinstiger MengenverhSh&se vom 
Integrator einzeln erfasst, F% den Nachweis van Essigs&re empfahl sich die Ein- 
spritzung w%sriger Liisungen, da Methanol, aber aush Dichiormethan empfrndlich 
st6rten. UnzbhSngig vom L&mgsmittel zeigten die Peaks der S5uren our lusserst 
geringes Tailing. 

Wie bereits einieitend env%nt, war der Vermeidung van “Ghosting”-EfFekten 
vor alfern im Hinbiick auf die Quantifizierung der SSuren ixsonderes Atigenmerk N 
schenken. Obwohl wir allen Probenl&mgen einen uberschuss (mindestens 5”& 
Ameiiure zusetzten und ausschliesslich GIass&&n tit “on cohmS-Einspritzung 
verwendeten, stellten wir zu.nSchst bei nachfolgender Injektion von 1~15 % w%sriger 
Am&ens&u-e starkes “Ghosting” fest, wobei sich fiir die einzehen Sluren exakt 
gleick Retentions&&n und Peakformen erg&en, tie bei norm&en Anaiysen; die 
Adsorption musste also am Sufenkopf startgefunden haben. Nach Entfernen der am 
SSulen;mfang sitzenden Glaswolle (diese ist Eir den Vers&uss van S&den mit I mm 
1.B nicht notwendig) faden wir nach sechsmaliger Injektion eines Testgemisches 
--es wurden van jeder S&re jeweils 3 pg dosiert- keineriei Anzeichnen van “Ghost- 
ing”. Dies bestitigte die Ergebnisse van Geddes und Gi!mour*6 und zeigte die Eignung 
tier SZhknpa&g (6% OV-210 auf Chromosorb 101) fur die quantitative Anaiysc 



&r&etti~r Carb~ns&ren; dadurch er0brigte sich such die Zumkchmg van Amei- 
sen&unxRmTrQerga.s. 

@=@@=+=kT 
Bei der Untersuchung biologischen Probenm&erials war mit der Ablagerung 

bzw, Zersetzmxg verscbiedeuer Begleitstofk im Injcktionsbcrcich dcr S%&n zu rech- 
nen? wodurch unerwkschte Adsorption der f&en Carbon&uren eintreten kan.@. Urn 
daraus resu&ierende systematische Fehler auszusc hliessen, empfahl sich die Ver- 
wendung eines inneren Standards mit geriuger Adsorptionstendesz Am b&en ge- 
eignet erschienen im Handel erhiiltliche, niedermoIekukre Ketone, aber such ti- 
kohole, da das friiher vorgeschlagene Cyclohexanon31 vor &em Tur die Analyse der 
E&g- und Propionszkre aus w&sriger Lkung zu Iange Retentions&ten au&&s. 
FoIgende Verbindungen wurden auf ibre Eignung gepriift : n-Propanol (I), Hsobutiol 
(II), &ktanol (III), Isoamylalkohol (IV), n-Amykxlkohol (V), fert_-Amylalkohol (VI), 
Pentauol-2 (VII), Pentanoi-3 (VIII), MethyBhylketon (IX) und Psobutyhnethyketon 
(X). W&rend IX im LCisungsmittelpeak lag, irberlappten die Peaks van I und PI mit 
Essigsiiure, III, VI, VII und VIII mit Propion&ure und IV, V und X mit Hsobutter- 
s%re_ Es waren daher fur die quantitative Bestimmung je nach Analysenproblem ver- 
schiedene Staudards vorzusehen: Proben, die Xceine oder nur relative geringe Mengen 
PropionGure enthielten, Eessen sich am besten unter Verwendung von VIII bestim- 
men. Bei Vorliegen grosser Mengen Propionskre hot sich ak Standard V an, wobei 
allerdings Isobuttersiiure st6rte. Selbstverstiindlich kounte die rasche Aualyse der 
Proben, in denen nur Essi@ure zu erwarten war, mittek III und solcher mit Propion- 
sZiure unter Anwendung VOQ II als Standard vorgenornmen werden. Urn die z&e- 
meine Anwendbarkeit des Verfahms zu gewihdeisten, wtxden fiir alle diese MLig- 
lichkeiten Eicbungen durchge&hrt (Fig. 1 und 2; Tabelle 8). 

Die in Tab&e I angegeken relativen Standardabweichungen brachten im 
geptiften Konzentrationsbereich fiir atle Ca&ons&zren eine wcsentlich bessere 
Analysengenauigkeit als mit unbelegtem Chromosob 101”_ Da fGr alle SZuren 
Regressionsgerade resuitierten, die durch den Nullpunkt verliefen und die An- 
sprechempkxiiichkeiten fur aquivaiente Gewichtc der ge.Gttigten Sgiuren im Vergleich 
zu frGheren AngabencI im Mittel nur um 5.7 o/0 aerierten, war die Eignung des vor- 
men GLSC-Systems fir quantitative Analysen bewiesen. 

Ahwendbigsbeis-piele 
Die M6gIichkeit der dir&ten Analyst wksriger bzw. w%srig-methanolischer 

L&ung?zn der freien Carhox&%ren hatte gleichzeitig such eine Vereinfachuug der 
Probenvorbereitung zur Folge, da sich zeitaukendige Extraktionsprozsse mit orga- 
nischen LGsungsmitte~ eriibrigten. Der SHuregehaEt aller natiirlichen Ester, wekhe 
wir als Testsubstanzen heranzogen, konnte nach folgendern, einfachem Verfiahren 
emittdt werden: Man I&t die Probe in Wasser, Wasser-Methauol oder Methanol 
und versetzt tit dem entsprechenden Hydrolysereagens. Nach der Verseifbng wird 
d&s Methanol m6gkhst volI!st&dig entfernt, aus einer StammlBsung der innere 
Standard zugesetzt und in genGgendem uberschuss mit Ameisens%re ange&uert. 
Diese mung dient zur gaschromatographischen Bestimmung van EssigsGure und/ 
oder Propions2ure. Nach Verdlinaen mit Methanol auf das doppefte Vol~en (Liis- 
lichkeit der C,$%uren) k6nnen die C~bons%ren anaiysiert we&en_ 

Die Bestiinsnung des Isov&eriansZ9&regeb&es van Bornylisovalesianat ergab 
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nach zzweistiindiger Verseifung mit 10 ok methanolischer KaliIauge bei 90” eine Wieder- 
findungirate von 99x_ Bei der Analyse des Essigs&reanfeils in Bomylacetat fanden 
wir bei einer Reaktionstemperamr van 50” 96.5 % und bei 90” 98 oA der vosausberech- 
neten Menge. 

Zur Ermittluzsg des Essigs%uregehaltes von a-Acetyidigoxin warm wcsentlich 
mildere Verseifungsbedingun~ mijglich. F$ereits nach e&stiindi,oem Entirmen mit 
5 % methanolischer Kalilauge auf 45” wiesen wit 98 % des berechneten S&xegehaBes 
nach_ 

Estersaponine beha&en meist such nach Verseifung ihre oBchenaktiven 
Eigenscbaften, wodurch bei Ausschtittelung mit organ&&en I&ungsmitteJ.n stabile 
Emulsionen entstehen kiinnen. Durch die MGglichkeit der direktenEinspritzung 
~Gssriger I.i%mgen war es mit dem neuen Verfabren mijglich, dieses Problem zu um- 
g&en_ Eei der Qntersuchung von k&t&isiertem “Aescin” wiesen wir Essig-, Iso- 
butter-, 2-Methylbutter-, An@ika- und Tigl%s&xe nach; die quantitative Auswertung 
ergab ein molares Verh%nis von IO:1 :I :4:5.5, welches die C~&&mx~ betreff&nd 
ziemlich genau mit ftieren Angaben’l &xeinstimmte, der urn 10% hGhere Essig- 
s&xeanteiI Esst sich auf die verbesxrte Probenvorbereitung zurGckfiihren_ Aus den 
entspxhenden Chroma togxammen (Fig. 3) ist ersichtlich, dass die weitgehende 
En&mung des bei der Hydrol~ verwendeten Methanols eine verbesserte Autlijsung 
van Essi_@xe- und L&u.ngsmitteQeak zur Fo&+ hat. 

Die Grenzn des vomhlagenen Verfahrens wurden bei der Bestimmung des 
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S&uegehaltes von Valepotriaten deutlich_ Ztichst erhielten wir bei V&rat sowie 
such bei Didrovaltrat eine Wieder&dungsrate von 99% EssigrZure und 102% 
Isovalerians&ue. Nach mehreren Analysen trat jedoch bei Nachspritzen van Ameisen- 
r&ue deutliches “Ghosting” auf, welches dureh Kondensate in der Einspritzzone der 
S&rle verursacht wurde. Die Einspritzli%ungen waren such nach schonendster 
Verseifung dun% Reaktionsnebenprodukte, die sich mit organ&hen Liisungsmittehr 
nicht extrahieren liessen, tietbraun gefZ&bt. Qbzwar sich nach Reinigung und Neu- 
fullen des S&&nanfangs immer zufriedenstellende Wiederfindungsraten erzielen 
liessen, machte dieses R&spiel deutlich, dass bei der direkten analytischen Erfassung 
der fmien C&,&arbons5uren aus biologischen Material eine stZndige Rriifung des 
gaschromatographischen Systems durch Naehspritmn van w%sriger AmeisensMre 
und laufende Kontrolle der Stan~dkorrekturfaktoren zu erfolgen hnt. Unter dieser 
Voraussetzung &lit das neue Verfahren alle Anforderungen betiiglich Genauigkeit 
und Einfachheit_ Der technische Aufwand ist relativ gering, da die erforderlichen 
GlasrZulen an jeden Gaschromatographen, der “on cohunn”-Xnjektion erlaubt, au- 
gesehlossen werden k&men. 

ZUSAMMENFASS’LJ-NG 

Eine neues Gas-Liquid4iolidChromatographi~Verfahren @&ion&e Phase, 
6% OV-210 auf Chromosorb 101) erlaubt unter Verweudung van mikrogepackten 
Glass&&n olme S%igung des Triigergases mit Ameiser&%ured%upf~ die Trenmmg 
und Bestimmung von Essig-, Propion-, Isobutter-, u-Butter-, 2-Methylbutter-, Iso- 
valerian-, n-Valerian-, Isocapron-, uapron-, 3,3-Dimethylacryl-, Angelika- und 
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