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SUMMARY
Determination of free short-chain monocarboxylic acids from naturally occurring esters
by gas-liquid—solid chromatography on micropacked columns

A new gas-liquid-solid chromatographic method (stationary phase 6 %, OV-210

on Chromosorb 101) allows the separation and determination of acetic, propionic,
iscbutyric, n-butyric, 2-methylbutyric, isovaleric, n-valeric, isocaproic, n-caproic,
3,3-dimethylacrylic, angelic and tiglic acid by using micropacked glass columns
without mixing carrier gas with formic acid vapour. Quantification is obtained by
means of internal standard, the lower limit of linear range being 0.1 pxg acid per
injection.
The general applicability of this method is demonstrated by analysis of the
acid content of bormylacctate, bornylisovalerianate, e-acetyldigoxin, cristallized
“aescin”, valtrate and didrovaltrate, giving a recovery of 96.5-102%,. Advantages and
drawbacks —e.g. occurrence of “ghosting™ after injection of impure samples— are
discussed. )

EINLEITUNG

Ester aliphatischer gesattigter und/oder ungesittigter C,-Cs-Monocarbonsiuren
kommen in einer grossen Anzahl von Pflanzen vor. So wurden z.B. verschiedene
Komponenten in dtherischen Olen?, einzélne Asclepiadaceenbitterstoffe?, Boragina-
ceen- und Veratrum-Alkaloide?, herzwirksame Glykoside®, Valepotriate* und nicht
zuletzt Saponine® ™! als Ester diverser kurzkettiger Monocarbonsauren erkannat. Fur
die Strukturaufklirung solcher Verbindungen stellt die analytische Erfassung der
qualitativen und quantitativen SZurezusammensetzung ein wicktiges Hilfsmittel dar.

Im Verlaufe cigener Untersuchungen an Estersaponinen® ergab sich die
Notwendigkeit, ein zuverlissiges, einfaches und moglichst allgemein anwendbares
gaschromatographisches Verfahren zu entwickeln, weil die bisher beschrichenen
Methoden nur cinen Teil der mdglichen Carbonsauren berticksichtigten®'* oder auf

* Keormrespoandenzautor.
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Grund ungiinstiger Trennleistungen quantitative Aussagen nur in begrenztem Masse
zuliessen'®. Wegen der cinfacheren Probenvorbereitung schien die direkte Analyse der
freien Carbonsiuren aus wissriger Losung am besten geeignet, obzwar bei dieser
Vorgangsweise cine Reihe technischer Probleme —z.B. die Vermeidung  von
“Ghosting™— zu beriicksichtigen war'%'>. Grosse Bedeutung kam der Auswahl der
stationiren Phase zu, da auch die ungesattigten Siuren (Dimethylacryl-, Angelika-
und Tiglinsdure) bestimmt werden sollien, deren Retentionsverhalten im Rahmen
friherer Arbeiten**—° nicht untersucht wurde. Da einerseits Styrol-Divinylbenzol-
Polymere, vor allem aber Chromosorb 10183 und andererseits fliissige Silikonpha-
sen®>® gute Trennergebnisse gezeigt hatten, ergab sich die Frage, ob ein durch
Kombination beider resultierendes Gas-Liquid-Solid-Chromatographie-System auch
die Analyse der ungesdttigsten Siuren erlaubt; dabei war zu hoffen, dass die zur
Vermeidung von “Ghosting” empfohlene Sittigung des Trigergases mit Ameisen-
saure**® vermieden werden kdnnte. Eine weitere Steigerung der Trennleistung war
durch Verwendung von mikrogepackten Saulen zu erwarten™-*%4!, Um auch Aussagen
Gher die allgemeine Anwendbarkeit des neuen Verfahrens zu erméglichen, wurden die
Wiederfindungsrate bei der Analyse natiirlicher Ester bekannten Sauregehaltes ermit-
telt, wobei die Verseifung unter méglichst schonenden Bedingungen erfolgte.

EXPERIMENTELLES

Gas-Chromatographie
Gerdte. Gaschromatograph Perkin-Elmer F 33 mit Flammenionisationsdetek-

tor; Integrator Perkin-Elmer SIP-1; Schreiber Perkin-Elmer 56 am logarithmischen
Intergratorausgang. .

Packurg. Unbelegtes Chromosorb 101 (100-120 mesh) (Johas-Manville,
Denver, Colo., U.S.A)); Siule, Pyrex 6 ft. X 2 mm LD.; Trigergas (Ny), 35 ml/min;
Temperatur, Injektor-Detektor 175°, Ofen 160° (isotherm); Empfindlichkeit, 10 x 32.

Trennflissigkeitsbelegungen auf Chromosorb 101. 69, DEGS, 6% EGA, 6%
Carbowax 20M, 69, 0V-21Cund 6%, OV-101; Saule, Pyrex 6 ft x 2 mm LD.; Triger-
gasfluss und Temperatur wurden fir jede Packung optimiert.

Bedingungen fir quantitative Untersuchungen. Siule, Pyrex 24 m X 1 mm 1.D.;
Packung, 6 %, OV-210 auf Chromosorb 101 (100-120 mesh); Trigergas (N,) 6 ml/min;
Temperatur, Injektor/Detektor 225°, Ofen 170° (isotherm); Empfindlichkeit, 10 x 32.

Die Belegung von Chromosorb 101 erfolgte nach dem Verfahren von Wil-
liams*?, die Saulenfiillung wurden unter vermindertem Druck und Anlegen von Ultra-
schall vorgenommen, das hintere Ende der Siule war mit einem kleinen Pfropfen
silylierter Glaswolle verschlossen. Berechaung der Standardkorrekturfaktoren und
Quantifizienmg der Sauren in der Gblichen Weise*, die Reinheit der Testsubstanzen
wurde bet der Angabe der Einwaagen beriicksichtigt.

Substanzen

Vergleichssubsianzen. Essigsiure, Propionsdure, n-Propanol, Iscbutanol, n-
Butanol, Isoamylalkohol, rert.-Amylalkohol, Pentanol-2, Pentanol-3, Methylithylke-
ton und Isobutylmethylketon -—jeweils hochster erhiitlicher Reinheitsgrad—
Merck (Darmstadt, G.F.R.); n-Buttersiure, Isobuttersiure, Isovalerizmsiure, r-
Valeriansiure, Isocapronsiure, n-Capronsiure, 3,3-Dimethylacrylsiure und Tiglin-
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siure— jeweils hochster Reinheitsgrad— Fluka (Buchs, Schweiz). Angelikasdure
wurde nach dem Verfahren von Buckles und Mock® aus Tiglinsiure hergestelit.
Alkaliscke Hydrolyse. Das Erwirmen der Reaktion=zansitze erfolgte jeweils un-
ter Rickfusskihlung; Ansatze: 7 mg Bornylisovalerianat bzw. 15 mg Bornylacetat
(Dragoco, Wien, Osterreich) + 2 ml 109 methanolischer Kalilange; 55 mg e-Acetyl-
digoxin 4 7 ml 5% methanolischer Kalilauge; 190 mg “Aescin” (Fa. Dr. Madaus &
Co.) + 6 ml Methanol + 2 ml 5% wassrige Kalilauge (1 h bei 95%); 9 mg Valtrat bzw.
8 mg Didrovaltrat -+ 2 ml 59 methanolischer Kalilauge; weitere Angaben siche An-

wendungsbeispiele.
ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Trennung

Grundlage der vorliegenden Untersuchung war das Trennverhalten der ge-
sittigten und ungesattigten C,~Cs-Carbonsauren auf unbelegtem Chromosorb 101.
Bei optimalen Bedingungen konnten die Angaben von Ackman®! und Ottenstein und
Bartley?® bestitigt werden, allerdings wiesen die Paare Isovaleriansaure—2-Methyl-
buttersiure und Valeriansiure—Angelikasiure gleiche Retentionszeit auf und Capron-,
Tiglin-, Isocapron- und 3,3-Dimethylacrylsdure waren unscharf getrennt (Tailing,
breite Signale).

Die fiir die Trennung der kritischen Paare notwendige Selektivititssteigerung
der stationiiren Phase erschien am besten durch Belegung des Chromosorb 101 mit
ciner geeigeneten Trenofliissigkeit erreichbar. Um einen moglichst grossen Polaritits-
bereich zu erfassen, wahlten wir DEGS, EGA, Carbowax 20M, OV-210 und OV-101;
das bereits friher fur dic Analyse wassriger Carbons3urelSsungen empfohlene
FFAP' kam wegen der zu geringen Stabilitit gegeniiber Wasser®? nicht in Betracht.
Zum Vergleich belegten wir Chromosorb 101 mit jeweils 67/ der fliissigen Phasen
—cine 6-8%; Beladung hatte sich z.B. fir Chromosorb 102 als optimal erwiesen**—
und stellten folgende Trenncharakteristika fest: OV-101 brachte die erwartete Ver-
kiirzung der Retentionszeiten*s, eine Verdnderung der Elutionsfolge bzw. Verbesserung
der Trennleistung im Vergleich zu unbelegtem Chromosorb 101 war nicht zu beobach-
ten. DEGS und EGA ergaben cine ausgezeichnete Auftrennung der C—C,-Siuren,
Isocapron- und Tiglinsaure iiberlagerten jedoch; ausserdem zeigte sich starkes Tailing.
Bessere Ergebnisse brachte der Einsatz von Carbowax 20M und OV-210; Valerian-
und Angelikasiure wiesen nun eine Retentionszeitdifferenz von 0.9 min auf, far 3,3-
Dimethylacryl-, Tiglin-, Isocapron- und Capronsiure ergab sich durch diec deutliche
Verminderung des Tailings eine verbesserte Aufisung; bei dem Paar 2-Methylbutter-
saure—Isovaleriansiure deutete eine Schulter das Vorliegen zweier Verbindungen an.
Nachdem die Silikonpbase auf Grund ihrer Stabilitit vorzuzichen war, wurde zu-
nichst die beste Belegungskonzentration fiir OV-210 ermittelt. Das Optimum lag bei
der bisher verwendeten 6 %, Beladung, womit eine Erh6hung der Trennkapazitat nur
durch Verlangerung der Saule und gleichzeitige Reduktion des I.D. zu erreichen war.
In der Praxis erwiesen sich Saulen mit 1 mm LD. am besten geeignet, weil sich die
Fillung ohne grossen technischen Aufwand durchfuhren liess. Die entsprechenden
Apalysen zeigten eine deutliche Verbesserung der Trennleistung (Fig. 1 und 2):
Valerizn- und Angelikasiure waren nun fiir cine quantitative Bestimmung ausreichend
getrennt, 2-Methyibutter- und Isovaleriansaure wiesen eine Retentionsdifierenz von
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Fig. 1. Gaschromatographische Bestimmung von Essig- und Propions3ure aus wiassriger Ldsung
unter Verwendung verschiedener innerer Standards; 1 = Amcisensiure, 2 = Essigsiure, 3 = Pro-
pionsiure; II = Isobutanol, Il = ~-Butanol, VIIi = Pentanol-3.

Fig. 2. Gaschromatographischie Bestimmung der C—Cs-Carbons3duren aus wassrig-methanolischer
Losung; 4 = Isobuttersiure, 5 = n-Buttersiure, 6 = Isovalerians3ure, 7 = 2-Methylbuttersiure,
8 = a-Valeriansiure, 9 = Angelikas3ure, 10 = 3,3-Dimethylacrylsdure, 11 = Tiglinsiure, 12 =
Isocapronsiure, 13 = n-Capronsdure; VHII = Pentanol-3.

0.9 min auf und die Flachen wurden bei Vorliegen giinstiger Mengenverh3ltnisse vom
Integrator einzeln erfasst. Fiér den Nachweis von Essigsaure empfahl sich die Ein-
spritzung wassriger Losungen, da Methanol, aber auch Dichlormethan empfindlich
storten. Unzbhdngig vom Losungsmittel zeigten die Peaks der S3uren nur 3usserst
geringes Tailing.

Wie bereits cinleitend erwahnt, war der Vermeidung von “Ghosting™-Effekten
vor allem im Hinblick auf die Quantifizierung der Sauren besonderes Augenmerk zu
schenken. Obwohl wir allen Probenlésungen einen Uberschuss (mindestens 59%)
Ameisens3ure zusetzien und aunsschliesslich Glassaulen mit “on column”-Einspritzung
verwendeten, stellten wir zunichst bei nachfolgender Injektion von 1 ul 59 wiassriger
Ameisensaure starkes “Ghosting™ fest, wobei sich fiir die cinzelnen Siuren exakt
gleiche Retentionszeiten und Peakformen ergaben, wie bei normalen Analysen; die
Adsorption musste also am S3ulenkopf stattgefunden haben. Nach Entfernen der am
Szulenanfang sitzenden Glaswolle {diese ist fiir den Verschluss von Siulen mit 1 mm
L.D. nicht notwendig) fanden wir nach sechsmaliger Injektion eines Testgemisches
—es wurden von jeder Saure jeweils 3 ug dosiert— keinerlei Anzeichnen von “Ghost-
ing”. Dies bestatigte die Ergebnisse von Geddes und Gilmour*® und zeigte die Eignung
der S3ulenpackung (6% OV-210 auf Chromosorb 101) fiir die guantitative Analyse
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kurzkettiger Carbonsauren; dadurch embngte sich auch die Zumischung von Amet-
sensiure zam Tragergas.

Quantifizierung

Bet der Untersuchung biologischen Probenmaterials war mit der Ablageruang
bzw. Zersetzung verschiedener Begleitsioffe im Injcktionsbereich der Siulen zu rech-
nen, wodurch unerwiinschte Adsorption der freien Carbonsauren eintreten kann®. Um
daraus resultierende systematische Fehler auszuschliessen, empfahl sich die Ver-
wendung eines inneren Standards mit geringer Adsorptionstendenz. Am besten ge-
eignet erschienen im Handel erhaltliche, niedermolekulare Ketone, aber auch al-
kohole, dz das friher vorgeschlagene Cyclohexanon® vor allem fiir die Analyse der
Essig- und Propionsiure aus wassriger L3sung zu lange Retentionszeiten aufwies.
Folgende Verbindungen wurden auf ibre Eignung gepriift: n-Propanol (I), Isobutanol
(I0), n-Butanol (II1), Iscamylalkchol (IV), r-Amylalkchol (V), fert.-Amylalkokol (VI),
Pentanol-2 (VII), Pentanol-3 (VIII), Methylithylketon (IX) und Isobutylmethylketon
(X). Wihrend IX im Losungsmittelpeak lag, @iberlappten die Peaks von I und II mit
Essigsiure, I, VI, VII und VI mit Propionsiure und IV, V und X mit Isobutter-
sdure. Es waren daher fiir die quantitative Bestimmung je nach Analysenproblem ver-
schiedene Standards vorzusehen: Proben, die keine oder nur relative geringe Mengen
Propionsiure enthielten, liessen sich am besten unter Verwendung von VIII bestim-
men. Bei Vorliegen grosser Mengen Propionsdure bot sich als Standard V am, wobei
allerdings Isobuttersiure storte. Selbstverstandlich konnte die rasche Analyse der
Proben, in denen nur Essigsaure zu erwarten war, mittels III und solcher mit Propion-
sdure uater Anwendung von II als Standard vorgenommen werden. Um die allge-
meine Anwendbarkeit des Verfahrens zu gewihsleisten, werden fiir alle diese Mog-
lichkeiten Eichungen durchgefiihrt (Fig. 1 und 2; Tabelle I).

Die in Tabelle I angegebenen relativen Standardabweichungen brachien im
gepriften Konzentrationsbereich fir alle Carbons3uren eine wesentlich bessere
Analysengenauigkeit als mit unbelegtem Chromoserb 1014, Da fiir alle S3uren
Regressionsgerade resultierten, die durch den Nullpunkt verliefen und die An-
sprechempfindlichkeiten fiir aquivalente Gewichte der gesattigten Sduren im Vergleich
zu froheren Angaben* im Mittel nur um 5.7 % differierten, war die Eignung des vor-
geschlagenen GLSC-Systems fiir quantitative Analysen bewiesen.

Anwendungsbeispiele

Die Magglichkeit der direkicn Analyse wassriger bzw. wassrig-methanolischer
Lasungen der freien Carbonsiuren hatte gleichzeitig auch eine Vereinfachung der
Probenvorbereitung zur Folge, da sich zeitaufwendige Extraktionsprozesse mit orga-
nischen L&sungsmitteln eriibrigten. Der Sauregehalt aller natiirlichen Ester, welche
wir als Testsubstanzen heranzogen, komnte nach folgendem, einfachem Verfahren
ermittelt werden: Man 16st die Probe in Wasser, Wasser—Methanol oder Methanol
und versetzt mit dem entsprechenden Hydrolysereagens. Nach der Verseifung wird
das Methanol mdoglichst vollstandig entfernt, aus einer StammlGsung der innere
Standard zugesetzt und in geniigendem Uberschuss mit Ameisensiure angesiuert.
Diese Losung dient zur gaschromatographischen Bestimmung von Essigsaure und/
oder Propionsdure. Nach Verdiinnen mit Methanol auf das doppelte Volumen (E&s-
lichkeit der Cs-S3uren) kdnnen die C~Cs-Carbonsduren analysiert werden.

Dic Bestimmung des Isovaleriansiuregehaltes von Bornylisovalerianat ergab
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TABELLE!L . } . .
STANDARDKORREKTURFAKTOREN () UND RELATIVE STANDARDABWEICHUN-
GEN (5. el BEXI DER ANALYSE VON TESTGEMISCHEN MIT VERSCHIEDENEN
INNEREN STANDARDS

‘Es wurden jeweils 0,2-0,8 1 dosiert; Essigsiure und Propionsiure in wissriger Losung, alfe anderen
Sauren in Mcthanol-Wasser (1:1), wobei sich gleiche Kosrekturfaktoren wie in Dichlommethanlo-
sung ergaben.

Saare Konzerntrations- Standard Zuwaage F s, rel.
bereich (ugiul} Staredard (%)
(rglul}

Essigsiure 0.34-34 n-Butanol 0.32 342 +2.22
Essigsdure 0.66-3.3 r-Amylatkohot™ 195 365 +424
Propionsiure 0.65-3.3 n~-Amylalkchol 1.95 198 +2.87
Propicesiure 0.64-3.6 Isobutanol G.32 1.83 +3.89
Isobuttensaure 0.64-3.2 Pentancl-3 203 1.54 +2.22
r-Buttersiure 0.66-3.3 Pentanol-3 203 1.58 +1.62
2-Methylbutters3ure ™™ 0.80-4.0 Pentanol-3 2.03 1.36 1294
Isovaleriznsiure 0.62-3.1 Pentancl-3 203 1.36 +2.80
n-Valeriansaurs 0.64-3.2 Peatancl-3 203 1.40 214
Angelikas3ure 0.52-1.6 Pentanol-3 263 1.45 +1.61
3,.3-Dimethylacrylsaore 0.65-3.2 Peatanol-3 2.03 1.47 +245
Tiglins3ure 0.66-3.3 Pentanol-3 203 1.57 +2.80
Isocapronsiure 0.64-32 Pentanol-3 203 1.4 +2.36
r-Caproasaure 0.67-3.3 Peatanol-3 203 1.42 +197

* r-Amylalkoho! und Pentanol-3 wiesen die gleiche molare Ansprechempfindiichkeit auf.
** 2-Methylbuttersiure und Isovaleriansdure wurden aus unterschiedlichen Testgemischen be-
stimmt.

nach zweistiindiger Verseifung mit 109 methanolischer Kalilauge bei 90° eine Wieder-
findungsrate von 99 9/. Bei der Analyse des Essigsaureanteils in Bornylacetat fanden
wir bei ciner Reaktionstemperarur von 50° 86.5 % uand bei 90° 98 94 der vorausberech-
neten Menge.

Zur Ermittlung des Essigsduregehaltes von e-Acetyldigoxin waren wesentlich
mildere Verseifungsbedingungen moglich. Bereits nach emstiindigem Erwdrmen mit
59 methanolischer Kalilauge auf 45° wiesen wir 98 9/ des berechneten Siuregehaltes
nach.

Estersaponine behalten meist auch pach Verseifung ihre oberflichenaktiven
Eigenschaften, wodurch bei Ausschiittclung mit organischen Ldsungsmitteln stabile
Emulsionen entstehen konnen. Durch die Maoglichkeit der direkten Einspritzung
wiassriger Losungen war es mit dem neuen Verfahren méglich, dieses Problem zu um-
gehen. Bei der Untersuchung von kristallisiertem “Aescin”™ wiesen wir Essig-, Iso-
butter-, 2-Methylbutter-, Angelika- und Tiglinsaure nach; die quantitative Auswertung
ergab ein molares Verhaltnis von 10:1:1:4:5.5, welches die C~Cs-Siuren betreffend
ziemlich genau mit froberen Angaben!* Gbercinstimimte, der um 10% hshere Essig-
saureanteil lasst sich auf dic verbesserte Probenvorbereitung zurickfiihren. Aus den
entsprechenden Chromatogrammen (Fig. 3) ist essichtlich, dass die weitgehende
Entfernung des bei der Hydrolyse verwendeten Methanols eine verbesserte AuflGsung
von Essigsaure- und Losungsmittelpeak zur Folge hat.

Die Grenzen des vorgeschlagenen Verfahrens wurden bei der Bestimmung des
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Fig. 3. Gaschromatographische Bestimmung der in Aescin enthaltenen Carbons3uren; A = wiss-
rigmethanolische Losung, B = wiassrige Losung (Methanol weitgehend entferat); 2 = Essigs3ure,
4 = Isgbuttersaure, 7 = 2-Methyibuttersdure, 9 = Angelikasgure, 11 = Tiglins3ure; VIII = Pen-
tanol-3.

Sauregehaltes von Valepotriaten deutlich. Zunachst erhielten wir bei Valtrat sowie
auch bei Didrovaltrat cine Wiederfindungsrate von 999, Essigsdure und 1029
Isovaleriansaure. Nach mehreren Analysen trat jedoch bei Nachspritzen von Ameisen-
sdure deutliches “Ghosting™ auf, welches durch Kondensate in der Einspritzzone der
Sdule verursacht wurde. Die Finspritzlosungen waren auch nach schonendster
Verseifung durch Reaktionsnebenprodukte, die sich mit organischen Losungsmitteln
nicht extrahieren liessen, tieforaun gefarbt. Obzwar sich nach Reinigung und Neu-
fullen des S3ulenanfangs immer zufiiedenstellende Wiederfindungsraten erzielen
liessen, machte dieses Beispiel deutlich, dass bei der direkten analytischen Erfassung
der freien C,-C4s-Carbonsduren aus biologischen Material ecine stindige Priifung des
gaschromatographischen Systems durch Nachspritzen von wassriger Ameisens3ure
und laufende Kontrolle der Standardkorrekturfaktoren zu erfolgen hat. Unter dieser
Voraussetzung erfiillt das neue Verfahren alle Anforderungen beziiglich Genanigkeit
und Einfachheit. Der technische Aufwand ist relativ gering, da die erforderlichen
Glassaulen an jeden Gaschromatographen, der “on column™-Injektion erlaubt, an-
geschlossen werden kGnnen.

ZUSAMMENFASSUNG

Eine necues Gas-Liquid—Solid-Chromatographie-Verfahren (Stationdre Phase,
6%, OV-210 auf Chromosorb 101) erlaubt unter Verwendung von mikrogepackten
Glassaulen ohne Siattigung des Trigergases mit Ameisensiuredimpfen die Trenpung
und Bestimmung von Essig-, Propion-, Isobutter-, z-Butter-, 2-Methylbutter-, Iso-
valerian-, n-Valerian-, Esocapron-, n-Caprom-, 3,3-Dimethylacryl-, Angelika- und
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Tiglinsaure aus natiirlich vorkommenden Estern. Die Quantifizierung erfolgt unter
Verwendung von innerem Standard, die untere Grenze des linearen Bereichs liegt bei
0.1 ug/Injektion. Die allgemeine Anwendbarkeit der neuen Methode wird an Hand dex
Analyse des Siuregehaltes von Bormnyiacetat, Bornylisovalerianat, z-Acetyldigoxin,
kristallisiertem “Aescin”, Valtrat und Didrovaltrat demonstriert; die Widerfindungs-
raten iicgen zwischen 96.5 uad 1029%. Vor- und Nachteile —z.B. das Aufireten von
“Ghosting™ nach Injcktion stark verumreinigter Proben— werden diskutiert.
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