
DARsFELLmG, KINEFM DER SILYL2ERuNG UND EIHFLt&SE VER- 
SCHIEDENER L~WNGSMlTTEL AUF AUSBEUTE U-ND STABEIJT~T DER 
DERIVATE 

Trimethylsilyl esters of pknt acids tmd their appiication in gas-liquid chromatography. 
Prepamh, kinetks of siiylatrbn and solvent eflects OR quantitatfve react&w and 
stability of the dkrivatives. 

Gas-liquid chromatographic separation of phosphate and organic acids in 
plant e2Wact.s as trimethylsilyl @MS) derivatives is usually carried 0uC in reIatively 
bigb boiling solvents (pyridine, dimethylComami&) using internal standards which 
undergo no reaction with the siIylating agent. 

It is shown that acetone is advantageous to conventiona! solvents concerning 
boiling point, dissolving of the acids and the fact that extremely mhydrous conditions 
are not needed. Moreover, the reproducibility of results is essentially better for most 
cornpoundsthanwithpyridine. 

An internal standard forming TMS derivatives compensates for variable reac- 
tiOQ Conditions and permits the analysis of samples OV&T an extended period of time, 
since its derivatives are subjected to a similar decomposition as the substances analysed. 
Butylmalonate met all these requirements. 

The kinetics of the silykdion reaction and the decomposition of the derivatives 
were investigated for phosphate and a lot of biologically interesting plant organic acids. 

Ftir die gaschromatiJgrapb.ische (CX) ~Trennung pflanzlicher organ&her Sib- 
rea werden vor alkm Methylester und Trimetbylsiryl (TMS)-Ester hetigezogen. Nur 
in wenigea.Fiilhzn ist die FEichtigkeit C&E auren Rr eine direkte GC-AnaIyse aus- 
reichend, 

Die Methyfierung wird entweder dnrch Gem&he aus wasserkiem Methanol 
tit HCl bz.w- BF3 oder durcb Diazomethan emeicht’. Starungen durcb C=C nnd 
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C=O Gruppen k&men Mehrfachpeaks zur Folge haben*. Diese Nebeneffekte 
k&men durch Darstelhxng der TMS-Ester vermieden werden, Tur deren Bereitung 
bereits eine VieIzahl Reagenzien von unterschiediicher TMS-Donorst&rke entwickelt 
wurden- UblicherWeise gelnngen fur or-&he S&ren Trimethylch!orosiJ.an (TMCS), 
Gemische aus TMCS und IiexamethyldisiIazan (IIMDSrs9 sowie N,O-bis(TMS)- 
trifIuoroacetamid (BSTFA) und N,O-bis(TMS)acctamid (BSA)4~6~11 znr Anwendung. 
Nebenreaktionen, die zu MehrfachderivatbiIdung fiibren, wurden nur bei Vorhanden- 
s&n enolisierbarer Ketogruppen (z-B. bei a-Ketoghrtarat) beobachtet, sie kzinnen 
d-urch Methoximienmg der Carbonyle ausgeschlossen werden’*‘. 

Die genaueste Methode zur quantitativen Bestimmung der Komponenten ist 
die Zugabe eines intemen Standards (IS.). Bei der Wahl der Standardsubstanz ist aber 
darauf REcksicht zu nehmen, dass nicht nur Fehier durch schwankende Einspritz- 
mengen und Detektorempfindhchkeit austichen werden, sondem dass such Unter- __ 
schiede in den Reaktionsbedin_~gen und der kontinuieriiche Abbau der Derivate 
iiber I5ngere Zeitiume mit erfasst werden. Letzteres ist eine essentielle Voraussetzung 
f7ii.r den Einsatz in automat&hen Probengebem. Dab& wird ja eine gressere Zahl 
Ax&&e zur gleichen Zeit bereitet und anschliessend sequenzieil vom Automaten zur 
Analyse herangezogen. 

Als Standardsubstanzen werden in der Literatur fast ausschhesslich aromatische 
Verbindungen ohne funktioneile Gruppen vorgeschlagen, so etwa DiphenyLs**6. Sie 
k5nnen den vorhin erI5uterten Anforderungen nicht geniigen, da sie nicht silyliert 
w&err und damit Schwankungen in den Reaktionsbedingungen uud dem !an_~amen 
Abbau der TIMS-Ester bei lageren Wartezeiten zwischen Bereitung und Analyse Deb 
R&&onsgemisches nicht unterworfen sind wie die zu analysierenden Substanzen. 
Ausserdem muss darauf geachtet werden, dass eine vollst5ndige Trennung der Stan- 
dardsubstanz von den Komponenten der Analysenlijsung erzielt wird. 

Die Silylierung wird entweder li5sungsmittelfrei*~, in Pyridi&r’ oder Dimethyl- 
formamid” durchgef%hrt. Da die verwendeten L&ungsmitteI aber dativ hohe 
Siedepunkte aufweisen (Pyridin: I I6 “C, DimethyXormamx -dt I53 “C bei 1 bar) und 
SZurm nur seh lan_gsam 16sen, wurde nach einem Ieichter fitichtigen und lesser 
Iiisenden Solvens gesucht. 

Die li%un_esnittelrreie Silylierung befricdigt nicht, da die Reahtionsgeschwin- 
digkeit durch die Auf&sung der Festsubstanzen bestimmt wird und damit ziemlich 
gering istr4. 

Zur GC-Trennung der TMS-organischen S&rren ist eine stationare Phase 
geringer Po’laritit ausreichend. Die erforderliche them&&e Stabifit5t we&en Siliko- 
ne auf, etwa die mparate SE-30 und SE-52 9*xr. Wegen seiner hohen thermischen 
Beiastbarkeit wurde hier Dexil300 verwendet 

Die in natirlichen Proben h&nig auftretenden Komponenten Glykols5n% 
OY~S~UIX, Malondure, Apfels&re, Citronem&rre sowie anorganisches Phosphate 
wurden aIs repr%entativ fur den Fltichtigkeitsbereich der TMS-Ester pflanzhcher 
S5uren fiir die Untersuchung ausgew&h_ 
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AJs IS. diente ButylmalonsWre (p_A., 1.6 mg/ml in Aceton p.A; Merck 
Darmstadt, B.R.D.). 

Die organ&hen Komponenten @.A.) wurden zu je 1.6 m&l in Aceton 
@_A.) ge&t. Phosphat lag als w&x&e Orthophosphorsku-e (85% E&PO, p-A.; 
Merck) 1250 verdiinnt. Der genaue PO,-Gehak ist durch elektrochemische Titration 
leicht zu ermitteln. 

In 2-ml Probefllschchen (Hewlett-Packard HP 6231 lS29) wurden 0.1 ml Phos- 
phatl&ung im Vakuum bei Zimmertemperatur (20 “C) abgetrocknet, danach 0.5 ml 
Aceton-Liisung der organ&hen SSuren zugesetzt. Nach neuerlichem Entfernen des 
L&ungsmittels im Vakuum wurden 0.5 ml IS.-Losung zugesetzt, einige Sekunden 
Ieicht geschtittelt und 0.3 ml BSA (Pierce, Rockford, IL, U.S.A.) zugezetzt. Fur die 
Untersuchungen mit anderen Lijsungsmittehx wurde eine IS_-Liisung geicher Kon- 
zehtration mit dem betreffenden L&ungsmittel an Stelle der I.&-Losung in Aceton 
eingesetzt. Die volumetrischen Operationen wurden mit Hamilton-Sptitzen 725 N, 
1001 LTN und EppendorfXpetteu 0.1 ml durchgefiihrt. Anschliessend wurde die 
Reaktionsliisung in 0.07-ml Portionen auf 0.2-ml fsssende GlaseinsTitze aus 5 x 0.5 
mm Gksrohren, passend in die HP 6231 l-S29 Probefl%chchen aufgeteilE und die 
Fhischchen mit PTFE-Gummi BBrdelkappen verschlossen. Die Ans%ze wurden 
sodaun bei Zinuuertemperatur (20 “C) bis zur Analyse aufbewahrt. So konnten zebu 
identische, in ibrer Zusammensetzung nicht von Pipettierungsfehlem behaftete Reak- 
tionsans8tze im automatischen Probengeber eingesetzt werden. 

Die Analyse wurde anschliessend mit einem Gaschromatograph Hewlett- 
Packard HP 5835A mit automatischer Einspritzeinheit 7671A (Spritx Ham&on 
701 RN) durchgefiihrt. 

Siule: DexiI 300 GC (Applied Science Labs., State College, PA, U.S.A.) 
3 zig auf Chromosorb W HP, SO-100 mesh (Pierce Eurochemie, Rotterdam, Nieder- 
lande); S%lendimension 6 R_ x 2 mm; on-column injection; einsiiuliger Betrieb. 

GC-Konditionen: Initialtemperatur 105 “C; Rate 3 “C van O-10 min (105- 
135 “C), 5 “C von 10-23 min (I35-2flO “C); Endtemperatur 200 “C; Einspritzeinheit 
220 “C; Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID) 300 “C; SignalabschwTtchung 
2% Die Abgase wurden durch Absaugen mittels Wasserstrahlvakuum unschfdlich 
gemacht; Gesamtlaufzeit 25.0 min; Zyklusdauer (von Einspritzung zu Eiipritzung) 
30.0 min; Ti%gergas N2 p.A. wasserfrei, Durchfluss 20 ml/min; Einspritzvolumen 
I.6 PI. 

ERGEiWISSE 

Vergleich der Lismgsrnittel 
Fur diese Untersuchungen wurden 3 Lesungsmittel gew~hlt : (a) Dichlormethan 

p-A_ wasserfrei, Siedepunkt 41 “C bei 1 bar; (b) Aceton p-A_, Wassergehalt max. 
0.3 %, Siedenpunkt 56 “C; (c) Pyridin p.A_ wasserfmi, Siedenpuukt 116 “C. 

Die Auswahl von a und b wurde nach dem Gesichtspunkt vorgenommen, 
miiglichst niedrig siedende L&ungsmittel, die keine Nebenreaktionen mit dem TMS- 
Donor eingehen k&men, zu finden, Pyridin (c) ist das fur Silyliemngen gebrguchlich- 
ste LBsungsmitteI, w&rend etwa Aceton kaum verwendet wird’, 

l Cbflier und Grimes” zeigea die Verwendmg van Aceton aIs L5stxagsmiftel Sir den internen 
Standard, diezr wird abcr erst nach der (&mqsad~~m~) Silyiiehungneaktion zugeseta- 
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Fig. 1. Gas&ro~togramme der TM!S-Ester der mtersuchten Substmzen in den L&ungsmitteIn 
Atiou (a). Py-idin (b). DkI.dorrncthm (c)e EConzntrationen und Dcriva*&iemngspnn;css sindim 
Abscbnitt JZp=kcnt&k zngcfChrt Dit izx dcr Mischung emtbal- Kompown~ sind: Glykolat 
(1). Oxa!at (2). MaIoaat (3), Orthophosphzt (a), IS. Butylmalonat Q, M&t (6). Citrzt (7). Zujedcm 
peak escixint ferncr die Retentionszcit in Minuten. 

Fig_ la zei,@, dass Dichlonnethan einige Komponenten nicht l&t und daher 
ticht venvmdet werden kann_ 

Aceton und Pyridin als Solvent& (Fig. lb und c) zeigen, abgesehen von einem 
bei pvridin etwas stSkeren “tailing” des L&ungsmittelpe&s, der die Bestimmung van 

Glykolat sti5rt (siehe Tabelle I), im detector response und damit in der Ausbeute sn 

TABEIJLE I 

VERGLEICH DER REPRODUZlERBARKEXT DER QUAN-I-ITATIVEN BESnMMUNG 
MIT UNTERSCHDZDLICHEX LC)SUNGSM~LN 
n = Am&I der Be&mn~~ngcn, Q = Mitt&xx-t dcr Quotienten arta&rea~~_, sQ = Smd2rdab- 
wzichmg, s,& “A = Stzndxdab~~ichung in oA des Mittebxrtcs_ 

GlykoIat 76 02946 0.0153 1.83 76 09587 0.1642 17.12 
oszdat 76 1.0045 OJM78 4-78 76 X.1183 0.0916 7.74 
M2lonat 76 0.97a9 O.OZ26 233 76 09816 0.0154 1.57 
Ckthophcnphat 76 1.001-7 0.0145 1.45 76 0.9866 0.0308 3.12 
hfaJ.at 76 1.0104 0.0133 i-31 1.0071 om64 0.64 
citnt 76 1.0324 0.0393 3.80 1.0167 0.0457 4.49 
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TMS-Ester der u~tersuchte~ Subsm nur sehr gerirtegige Dif&renzm_ Deutliche 
Unterschiede treten jedoch im Fall der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hervor, 
diese ist bei Auweudung van Aceton iu 3 FZlleu (Glykolat, Oxalat uud Citrat) weseut- 
lich besser (siehe TabelIe D.). Die Werte von Maiouat, Phosphat uud M&at unter- 
s&eiden sich nur geringf+g. 

TABELLE 11 

DElYEffQR-RESPONSE-VERGLEKH BEI VERWENDUNG VERSCHIEDENER L&WNGS- 

Die AXI&WZI~~ sind im Abscbnitt E~perime~telles zmgegeben, Die An&se erfolgte 60 ruin 
xmch Bezeitem des Ans&xs_ Es wtien die Quotienten Q = area&rea~.~ und die Standardabwei- 
chxngfzlausjeweixs4Bes” ungen emzichet und auf Q = 1.000 bezogen. R = Z&l der Best&n- 
rmmgsn; &J = Sgndar&~~ichun& aufQ = l.aJQ bezogen. 

SubstpItr L&ungm%te~ 

AcefUN 
‘pvriciin 

n JQ rr SQ 

GlykoIat 4 0.0822 4 0.0147 
OXalat 4 O.OQ65 4 o_ck%53 
Ma!oaat 

1 
0.0041 

t 
Ok3054 

Orthophosphat o.alO7 O.OQO8 
Makt 4 0.0017 4 0.0031 
citrat 4 O.OWO 4 0.0215 

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der tit diesen beiden L&ungs- 
mitteln gewonnenen Ergebnisse bei 1zTngerer Aufbewahmng der Re&ionsmsZtze 
wurden die Quotienteu Q = areaJam? ,_,_bezogeuaufe=lobeid=60min~ 
Zeitea von 60 bis 600 miu nach Rereiteu der Ans%ze in 3O-min lntervahen ermittelt. 
Die Kouzeutration der Testsubstauzen und die Derivatisieruugsprozedur siud im 
Abschuitt ExperimeutelIes augeftiti Seder Ausatz wurde 4x wiederhoh 

Die Ergebnisse sind iu Tabelle I zusammengestelh Es zeigt sich bei Verweu- 
dung von Pyridin als L6sungsmittel deuthch schkzchtere Reproduzierbarkeit der 
Rest&ate bei den Komponentett Giykolat, O&at, Phosphat uud Citrat, bei Malouat 
uud Matat ist sie geriu@gig besser. Das schkzcbte Ergebuis bei Glykolat hiugt mit 
der langsamen Eltierung VOQ Pyridin von der SZiule und dem dadurch verursachten 
Zusammenh~ngeu des L5sungsruittelpeak mit dem TMS-GEykolatpeak zusamuen. 

lnsgeszmt gesehen sind die mit Aceton gewonnenen Ergebnisse wesentlich gleich- 
m&s&r_ 

Iilinetische Unremfchmg cZer SiZ~ZiemngsreakZim2 
Die AQZmuphase der TMS-&er. Hiefur wurdeu die Reaktionszeiteu unter 

60 ruin betrachtet. Es wurden Aualyseu identischer An&&e (L&uugsmittel_4~tou) 
jeweiIs nach 10,20,30 und 60 miu durchgeT& uud jeder Ansatz 4 x wiederholt, Die 
so erhalteueu Werte fur die Peak%cheu wurden auf C = 1000 bei t = 60 miu be- 

zogen und aus den 4 Parallelantitzeu Mittelwert uud Standardabweichung errechnet. 
Daraus wurde die Kurve Konzentrationsverlaufder TMS-Ester/Zeit nach der Formel 

C=l-e- 

errechnet r 
(1) 
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Susztmn k 

G~kOkt 0.321 
wt --~- 0.183 

+7-t 
0.327 
0.252 
0238 

Citrat 0.158 
LS_ (ButyIlmdonat) O-238 

Die untersnchten Substamen sind in der Gescbindigkeit ihrer Trimethyl- 
silylimung in honogener L6sung s&r unterschiedlich. Eine Husserst schnelle Reaktion, 
wie sie Donike? t%r Ephedrinchlorid angi5t, komte bier nicht f~tgestellt werden- So 
reagieren die Komponenten Oxalat und Citrat sehr tangsam, was die niederen 
k-Werte zeigen. Wesentlich schneller verl%uft die Reaktion bei Giykolat und Malonat, 
w5hrend die iibri,w Komponenten und der IS. zwischen diesen beiden Extremen 
liegen. Trotzdem ist eine Analyse von ausgezeichneter Genauigkeit schon knapp nach 
Be&ten des Reaktio nsansatzes m&&h, da der IS_ durch seine znitt!ere Reaktions- 
gescbwindigkeit ausgJeichend wirkt. 

Auch durch den Einsatz anderer, fir die AnaIyse organ&her S2uren und 
Bhniicher StofRk%sxn vor_geschlagener TMS-Donorsubstanzen ist keine wesentliche 
Beschleunigung der Silylierung N erreichen. Ausserdem erfordert die Anwendung 
halogenh&iget Silylierungsmittel (BSTFA, TICS) speziehe Vorsichtsmassn&men 
zur Veruxeidung von Korrosion und Gesuudheitssc~den heim Bedienuugspessonal. 

Srabilircit der Deriyate izber iiirgere ZeitrCwne. Hief% wurde der Bereich 
zwischen 60 und 600 min nach Bereiten der Ans&ze betrachtet. In dieser Zeit kijnnen 
bei einer Zyklusdauer von 30 min 19 Proben anaiysiert werden @as entspricht etwa 
der Kapazit2t des verwendeten Probengebers). 

Wie fut den Abschnitt Die Aujhmphase a!er TMS-Exter wurden 4 identische 
A~&tze (L&ungssmittel Aceton) bereitet -und nach einer Wartezeit von 60 ruin in 
3U-ti Intervalien aualysiert- Konzentrationen, Derivatisierungsprozedur und GC- 
Konditionen sind iru Abschuitt Experimentelles er&utert_ Die Werte fir die Peak- 
Bchen wurden auf C = loo0 heit t = 60 ruiu bezo,m. Dieser Zeitp-uukt wurde 
gewa!?tlt, da die leichtest zersetzlichen Deriv2te (TMS-OxaIat und -Malonat) bier 
den Kuhuinationspuukt ihrex Kouzentratiou erreichen. 

Zur Auswertung wurde die Regressionsgerade berecbuet: 

S&SttRLZ n‘ 

Glykoiat 16 
O_daC 76 
red-t 76 
orthophasphat 76 
M&at 

: citnt 
LS_@utyhaIonat~ 76 

~n=ZahlderBes~ungaL 

G.kdcraq&rRcgre~~~en 

c = o-98-+7 + 1.82s 10-s t 
c = 0.9301 - 3.234- IO-St 
C = O-9586 - 5972- lo-” I 
C = 0.9821 t 3_462- IO-' r 
C = 0.9815 f 6.645- lo-’ t 
C = 0.9517 + 3.827- 1O-5 f 
c = 0.9831 i 2807- fo-st 
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D&ei lassen sich die untfxsuch~n Substanzen in 3 Gruppen einteilen: 
(a) Diese Gruppe bildet sehr rasch zersetzliche Derivate (Oxalat, Malonat). 
(b) Hier ist die maximale Ausbeute noch nicht erreicht, die Konzentration 

steigt stetig an (Malat). 
(c) Die Komponenten weisen our noch einen leichten Konzenbatiormsanstieg 

auf ehosphat, Glykolat, Citrat, IS.). 
Die Wahl des Standards wunle au& dana& vorgenommen, die unterschied- 

lithe Stabigtit der Derivate auszugleichen. Bu@malonat gehSrt der Gruppe (c) an 
und erfXIt daher diese Anfordenmg. 

Weitere Tests ergaben, dass die Stabilit5t der Derivate ausreicht, urn such mit 
f&x 50 h alten Reaktiom tzen noch hinreichend genaue Analysenresultate zu 
erzielen. 

Die Reprociirtieriwrkeit C&T Ahdyse mit internem Standard 
EIieTur wurden die Ergebuisse der Kurzzeitversuche 10-60 min und der iang- 

zeittestreihen 60-600 min (jeweils in Aceton als L&ungsmittel} als Quotienten _ 
Q = area&real_,_ dargestellt und auf den Wert Q = loo0 bei t = 60 min bezogeen. 
Jede Testreihe wurde 4 x wiederholt. 

Mittelwerte, Standardabweichung und die Regressionsgeraden wurden fur jede 
Komponente ermittelt und in Tabelle III zusammengestellt. Die graphische Darstel- 
lung der Regressionsgeraden zeigt Fig. 2. 

TABELLE III 

REPRODWZ.ERBARKElT DER QUANTITATNEN BWMMUNGEN BE~ ~NWENDUNCZ 
VC?N BUTYLMALONAT ALS 1-S. (L&UNGSMEFTEL ACETON) 

IL = ml der Bestimmllngen; Q = Mittekert der Quotienten area&Ire&s_; SQ = Standardab- 
weichung: s&pg = Standardabw&ung in % dk.3 lbmtelu;ertes_ 

Substmn n e =Q =Q% G&ichzmg der Regreshr.sgeraderz 

.Zeitberetir= 10-6Omitt 
Glykoht 16 
csxalat 16 
Mxonat 16 
Odmphosphat 16 
M&t 16 
citrat 16 

zci&erelkh t 606oo min 
Glykolat 
odat : 
M&mat 76 
Cktkophsphat 76 
MaliIt 76 
citrat 76 

1.0304 0.0424 4.11 
0.9714 0.0251 258 
1.0135 0.0115 l-13 
lJlG41 0.0096 0.96 
0.9968 0.0041 0.41 
0.9619 0.0186 1.86 

0.9936 0_0183 
t.ms G-0478 
09709 O-0226 
1.002? O.Ol-?S 
1.0103 0_0133 
1.0323 0.0392 

i-z 
i32 
1.4s 
1.32 
3.80 

c = 1.0419 - 44_00- 10-S r 
c = 0.9597 + 44.53. 1o-5 t 
c = 1.0258 - 46.92. 1o-5 r 
c = 1.0129 - 33.22-10-5 t 
C = 0.9982 - X65- lo-” t 
C = 0.9545 t 28.08. 1O-5 t 

C = 0.99% t 0_434- IO+ r 
C = 1.0198 - 4.631. lo-” t 
C = 023984 - S-336- 1O-5 r 
C = 1.0010 t 0.4&T- 1O-s r 
c= 1_Mxl6+2.951-10-5t 
c = 1.0280 t L.207- lo-” 2 

Dabei ist zu ersehen, dass bei BcrCicksichtigung des Mitteiwertcs eine durch- 
schnittliche Analysengenauigkeit van -& 2.21% im Zeitbereich von 10 bis 600 ti 
nach Be&en des R&o nsansatzes erzielt werden kann (wobei die am st&ksten 
schwankende Komponente, Oxalat, 5ber eine Abweichung van -& 4.75% nicht 
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Kg_ 2. Regesshsgerzde der Quothtes Q = area&rears_ bezogen 21.8 die h4itteha-t& der un- 
sllcil~substannsn (Gkicixtng der ~ioasgerzden in TabeUe iIl). 

hinausgeht). Dieser Wert kann durch Anwendung der Formel fur die Regressions- 
geradz noch weiter verbessert werden. 

FCr Silylierungsmaktionen werden iiblicheweise relativ hoch siedende Lo- 
sungsmirt& zumeist Fyridin7~1x und wasserfreies Arbeitcn vorgeschlagen. Auf der 
Suche nach einem niedriger siedenden L~sungmittel wurde unter anderem Aceton 
erprobf wobei entscheidend bessere Liislichkeit der untersuchten or_eanischen %xen 
bcobachtet werden konnte. Der geringe Wassergehalt des benltzten tiparates (max. 
0.379 stiirt die Siiyliermqqeaktion in keinem Fall, da der molare I)berschuss an 
Silylierun8smittel ausrcichend gross ist, Fur einen Ansatz wie im Abschnitt Experi- 
mentelks beschrieben bedeutet dies: BSA (MoIekulargcwicht 203.46, Dichte 0.830 
g/ml); Testsubstanzen (113 m&ml Gesamtkonzentration, Molekulargcwicht durch- 
schni&ch 125, durchschnittlich 2.6 silylierbare Gruppen pro MoI sure); Aceton 

(max. Wqsergehalt 0.3% = 3 mg Wasserfml Aceton); Gesamtc Silylierungskapazi- 
tit: 0.300 ml BSA = 2.46 mval TMS-Gruppen; Verbrauch &arch die Testsubstanzn: 
OSGO ml L6sung = 0.12 mval S&xc & 4.9% der Siiylkungskapaizt%; Verbrauch 
durch den Wxsergehahs OS00 ml Aceton A O-083 mm01 Waszr =& 3.4% der Siiylie- 
rungsk+tit 

Bei den tier eingesetzten MengenverhU,nissen werden also durch den Wasscr- 
gelxdt dcs L6sungsmittels 3.4% der Silylierung;kzpazitit aufgebraucht, eine Menge, 
die angsichts des 12 fachen &s-schusses an TMS-Donor (in jedem Ansatz werden 
inqgesmt 8.3% der Silylierungskapazitit verbraucht) die mCihevoHe Prozedur der 
Herstelhmg wasserfreien Acetons nicht rechtfkrtiigt, Ausserdem verbessert der Wasser- 
gehdt die L&lichkeit der hydrophilen Skren, 
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Die Resultate der Untersuchungen zeigen, dass die Schwankungen in der Aus- 
beute der Derivate bei Anwenduug von Acetsn als LGsungsmittel geringer und damit 
die ~ysenergebnisse weit besser skd a&im Fall von Pyridin. 

Weitere Vorteile gqpiiber herkiimmlichen Verf&bren bietet die Ahwendung 
einer silylierbaren Standardsubstanz. Sie ermi5glicht eine exakte Analyse im unter- 
suchten Zeitbereich vcn 1Q-6OQ min. Das Einhalten eiuer bestimmte~ Reaktionszeit 
(wie bei der Anwendung nicht silylierbarer Standardsubstanzen) wird dadurch ver- 
u&den. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die zur GC-Trennung von Phosphat und pflanzlichen or,mischen S5uren als 
TMS-Derivate bisher vorgeschlagenen Methoden arbeiten mit reiativ huch siedenden 
LCsungsmitteln (Pyridin, Dimethylformamid) und nicht derivatisierbaren intemen 
Standards. 

Es konnti nunmehr gezeigt werden, dass Aceton gegenfiber den herkiimmlichen 
LBsungsmittein cntscheidende Vorteile hat (niedrigerer Siedepunkt, besseres Liisungs- 
verm6gen fur die uutersuchten Substanzen, ohue Entfemen von Wasserspuren ver- 
wendbar) und ausserdem verglichen mit Pyridin die Reproduzierbarkeit der Analysen- 
resultate wesentlich besser ist. 

Ein silylierbarer intemer Standard gleicht nicht nur unterschiedliche Reak- 
tionsbedingungen aus, sondem ermiiglicht such die unterschiedlich 1ang.e Aufbe- 
wahrung der Reaktionsanz%%ze vom Zeitpunkt der 33ereitung bis zur Analyse, da sein 
TMS-Derivat ebenso wie die der untersuchten Substanzen einem, wenn such lang- 
samen Zerfall unterliegt. Butyhnalondure entsprach diesen Anforderungen. 

Die Kinetik der Silylierungsreaktion und des Abbaues der Derivate wurde 
untersucht und das un~rschiedliche Verhalten biologisch interessanter pflanziicher 
Siren dokumentiert, 
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