
Strukturbestimmung mit Nanogramm-Mengen durch Kombination 
mikrochemischer und gaschromatographischer Methoden 
am Beispiel von Pheromonen Methoden (35) 

I I 

Von Athula B. Attygalle und E. David Morgan* 

Was kann ein Chemiker mit ein paar Nanogramm einer wertvollen organischen Substanz - 
rein oder unrein - anfangen? In jedem Fall eine ganze Menge, mu13 hier die Antwort lauten. 
Die Komponenten eines Gemisches kbnnen quantifiziert, getrennt, isoliert, durch Reaktio- 
nen abgebaut oder derivatisiert sowie extrahiert werden; auBerdem lassen sich Massen- 
spektren aufnehmen. Wenn die Substanz nicht durch einen hohen Anteil an Losungsmittel 
verunreinigt ist, sind Manipulationen ohne grofleren Substanzverlust oder groBere Verdun- 
nung moglich. Not macht eben erfinderisch. Die in dieser Ubersicht behandelten Beispiele 
zeigen, was heute in der Nanogramm-Chemie erreicht werden kann. Sie sollen als Anre- 
gurig dienen und d a m  fuhren, neue Anwendungsmoglichkeiten zu entwickeln. Die Bei- 
spide stammen zwar zum groBen Teil aus der Insektenchemie, doch sei ihre allgemeine 
An wendbarkeit hier betont. Die vorliegende Ubersicht veranschaulicht, daB Gaschromato- 
graphie und Reaktionsgaschromatographie, jede fur sich oder in Kombination mit der Mas- 
senspektrometrie, in den Handen des Chemikers wertvolle Werkzeuge fur die Strukturauf- 
klarung fliichtiger organischer Verbindungen sind, von denen nur Nanogramm-Mengen zur 
Verfiigung stehen. 

1. Einleitung 

Seit den Anfangen der Organischen Chemie haben sich 
die Chemiker mit groDem Geschick und Einfallsreichtum 
der Strukturaufklarung organischer Molekule gewidmet. 
Der Fortschritt spektroskopischer Techniken im letzten 
Vierteljahrhundert hat die Anwendung mancher klassi- 
scher Abbau- und Derivatisierungsmethoden iiberfliissig 
gemacht. Als Ergebnis dieser ,,spektroskopischen Revolu- 
tion" ist die Strukturbestimmung eines Naturstoffes heute 
fast schon zur Routine geworden. 

Die Kernresonanz(NMR)-Spektroskopie leistet sicher- 
lich den groBten Beitrag zur Struktunuordnung der mei- 
sten neuen Naturstoffe. Beim Versuch, die Geheimnisse 
der Natur zu luften, findet der Chemiker interessante 
Stoffe aber oft nur in Mengen, die bei weitem zu klein fur 
NMR-Untersuchungen sind. So ist es z. B. fur den Phero- 
monchemiker schwierig, genug reine Substanz fur die Auf- 
nahme eines NMR-Spektrums zu isolieren. Mit Ausnahme 
der Massenspektrometrie benotigen alle spektroskopi- 
schen Analysentechniken iiblicherweise Probenmengen irn 
Mikro- bis Milligramm-MaBstab (Tabelle 1). Es wurden 
zwir bereits 'H-NMR-Spektren von Proben in der Gro- 
Beriordnung von 1-2 pg1'.*] aufgenommen : fur komplexere 
Ve-bindungen ist jedoch etwa 1 mg notig. Mit der Fourier- 
Transform-Infrarot(FT-1R)-Spektroskopie in Kombination 
mir der Gaschromatographie erreicht man die Nano- 
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gramm-Nachweisgrenze, doch ist die Menge an Strukturin- 
formation, die man durch IR-Spektroskopie erhllt, be- 
schrankt. 

Wenn nur Nanogramm-Mengen eines Naturstoffes vor- 
liegen, sind meistens chromatographische Trennoperatio- 
nen vor oder wahrend der spektroskopischen Strukturbe- 
stimmung erforderlich. Die wichtigste spektroskopische 
Technik in der Nanogramm-Chemie ist die Massenspek- 
trometrie (MS), und vor allem ihre ,,Ehe" mit der Gaschro- 
matographie (GC-MS) ist eine uberaus wirksame Metho- 
dik der Trennung, Detektion und Analyse. Und obwohl 
die Massenspektrometrie neben dem Molekulargewicht 
und der Summenformel auch Strukturinformationen liefert 
und manchmal zur Charakterisierung einer Substanz aus- 
reicht, I a B t  sich die chemische Struktur eines neuen Natur- 
stoffes in den meisten Fallen so nicht ermitteln. Bei- 
spielsweise steht der Pheromonchemiker oft vor der Wahl, 
entweder eine groBe Anzahl von Insekten zu sammeln und 
NMR-Spektren aufzunehmen (etwa tausendfacher Sub- 
stanzbedarf gegenuber dem fur ein Massenspektrum), oder 
andere Wege zu finden, urn aus der geringen vorhandenen 
Substanzmenge moglichst viele Strukturinformationen zu 
erhalten. 

Der Chemiker, der in der Gaschromatographie (GC) nur 
ein hochauflosendes Trennverfahren und eine Quantifizie- 
rungstechnik sieht, verkennt ihr Potential als Quelle fur 
Strukturinformationen. Im einfachsten Fall laBt sich mit 
spezifischen GC-Detektoren (Tabelle 1) die Anwesenheit 
von Stickstoff, Phosphor und Schwefel anzeigen. Das Re- 
tentionsverhalten der Substanz auf polaren und unpolaren 
stationaren Phasen gibt Hinweise auf das Molekularge- 
wicht und die Polaritat der Verbindung. Nach Abbaureak- 
tionen oder Umwandlungen in Derivate liefert die Gas- 
chromatographie zusatzliche Informationen, und bei 
Kopplung mit der Massenspektrometrie (GC-MS) nimmt 
das AusmaB an Strukturinformationen sogar erheblich zu. 
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'l'dhelle 1 .  Grenzen fur die praklische Anwendung gaschromatographischer und spektroskopischer Methoden [a]. 
- . - ~ -- 

Methode Ab- Selektivitat 
kur- 
rung 

nachweisbare Menge 
minimal normal Bemerkungen: 

Suhstanz wird 

Go.rclironiarogrophie [9 
mil Plammenionisations- FID nicht-selektiv gegeniiber allen organischen Verbindungen, spricht 100 pg 10 ng zersetzt 
detektor jedoch kaum auf hoch oxidierte Verbindungen wie HCHO und 

CS2 an 

z. B. Halogen- und Nitroverbindungen sowie konjugierte Carbo- 
nylverbindungen 

fur Alkane 

100 pg nicht zersctzt mit Elektroneneinfang- ECD selektiv: spricht auf elektronenahsorbierende Verbindungen an,  0.1 Pg 
detektor fur Lindan 

mit Wirmeleitfahigkeits- WLD nicht-selektiv 100 ng 1 pg nicht zersetzt 
detektor 
mit Stickstoff-Phosphor- NPD hoch selektiv: Detektion van Kohlenstoff kann variiert werden 1 Pg 1 ng zersetzt 
Detektor 
mit Flammenphotometer FPD selektiv fur Schwefel und Phosphor 100 Pg 10 ng zersetzt 
als Detektor 

Spekrroskopie 
Kernmagnetische 
Resonanz 'H-NMR selektiv fur 'H 

"C-NMR selektiv fur "C 
Infrarot- 
Ultraviolett- 

75 pg [bl 1 mg nicht zersc'tzt 

5 mg [el nichr zersetzt 
1 vg Icl 

5 0 0  K3 Id1 
1 mg nicht zersetit 

IJV hoch selektiv bezuglich der Anwesenheit von Chromophoren unterschiedlich, je nach nicht zersetn 
1R selektiv 1 n g l f l  

Substanz 
5-50 ng zersetzt Massenspektrometrie MS im allgemeinen nicht-selektiv 200 Pg 

-- .- 

[a] Die Tabelle dient nur zum groben Vergleich; Absolutwerte sind von der Art der untersuchten Suhstanz, von den Analysenbedingungen und von Ausfiihrung 
und Modell des Analyseninstruments abhangig. [b] Vitamin B , 2  ( 5 3  x lo -*  mol); Akkumulationszeit 10 min. [c] Cartison-21-acerat; Akkumulationszeit 13.Y h. [d] 
Cholesterin (1.3 x lo-" mol); Akkumulationszeit 10 h. [el Cholesterin (1.3 x 10 ' mol); Akkumulationszcit 10 min. [ fJ Enter Anwendung der FourierTransform- 
I R-Spektroskopie 

Die Abbau- oder Derivatisierungsreaktionen konnen in 
einem unabhangigen Schritt, zweckmafiigerweise jedoch 
direkt in Kombination rnit einer gaschromatographischen 
Trennung, durchgefuhrt werden, z. B. im Einspritzblock 
des Gaschromatographen oder in einem Vorsaulen- oder 
Nachsaulenreaktor. Diese Techniken werden als Reakti- 
onsgaschromatographie bezeichnet. 

2. Techniken zur Feststoffprobenaufgabe 

2.1. Nachteile von Liisungsmitteln 

Im allgemeinen werden Substanzgemische fur die chro- 
matographische Trennung in einem Losungsmittel verteilt, 
doch Losungsmittel sind der Fluch des ,,Nanogramm-Che- 
mikers". Die Injektion eines Losungsmittels mit 99.9proz. 
Reinheit in ein Kapillar-GC-System rnit hoher Empfind- 
lichkeit zeigt erst richtig die Verunreinigungen solcher Sol- 
ventien. Uberdies werden Weichmacher, Stabilisatoren 
und Antioxidantien beim Kontakt mit Kunststoff und 
Gummi mit Leichtigkeit aufgenommen. Leichtfluchtige 
Komponenten konnen durch den Losungsmittelpeak iiber- 
deckt werden, was hesonders die Suche nach kleinen Frag- 
mentmolekiilen aus Abbaureaktionen erheblich beein- 
trachtigt. Das gewahlte Losungsmittel kann fur einzelne 
Verbindungen des Gemisches selektiv sein, so daR die Zu- 
sammensetzung der Losung und damit das Gaschromato- 
gramm nicht die urspriingliche Mischung reprasentiert; ge- 
legentlich kann das Solvens auch mit Komponenten rea- 
gieren und diese ver2ndern. Daher sollte man bei derart 
anspruchsvollen Arbeiten am besten auf Losungsmittel 
verzichten. 

2.2. Liisungsmittelfreie Probenaufgabe 

Es gibt mehrere Methoden zur losungsmittelfreien Pro- 
benaufgabe; die erste davon ist bereits 1958 beschrieben 
worden["]. Dabei scheint jede Methode - j e  nach den Be- 
dingungen und der Art der Probe - ihre Vorteile zu haben. 
Losungsmittelfreie Injektionstechniken wurden im allge- 
meinen mit gepackten Saulen praktiziert, doch gibt es 
keine prinzipiellen Schwierigkeiten in der Anpassung an 
Kapillarsaulen. 

Bridges und Guinn plazierten bei ihren Untersuchungen 
von Borkenkaferpheromonen einen Drahtkafig mit einem 
ganzen Kafer in den Einspritzblock eines Gaschromato- 
graphenlsal. Eine ahnliche Methode wurde zur Einfiihrung 
von Kafer-Wehrsekreten angewendet; hier lag die Probe in 
einer kleinen Vertiefung eines kalten Stempels[sbl. In einem 
anderen Fall befand sich die Probe im offenen Ende einer 
Kapillare, die durch ein Loch im Septum des Injektors ge- 
stofien wurde. Diese Methode fiihrte jedoch zu nichtrepro- 
duzierbaren Retention~zeiten['~~. 

Techniken zur Feststoffprobenaufgabe wurden zur Un- 
tersuchung von pflanzlichem Gewebe angewendet, das 
etherische Ole enthielt[5d.c'. Weathersfon und MacLean be- 
nutzten einen handelsiiblichen Feststoffprobengeber (,,so- 
lid sampler") (Perkin-Elmer MS-41) in Kombination rnit 
gepackten Saulen, um die Sexualpheromone von Lepido- 
pteren zu a n a l y ~ i e r e n [ ~ ~ .  Dazu wurde das Insektenmaterial 
in Aluminium- oder Goldkapseln eingeschlossen, die im 
Probengeber des Gaschromatographen erhitzt und an- 
schlieRend mit einem Stahldorn aufgestochen wurden. Die 
Arbeitsgruppe von Descoins in Frankreich hat mit dieser 
Methode mit gepackten GC-Saulen die Pheromone von 
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Lepidopterenweibchen eingehend untersucht["'. Und ob- 
wohl das System modifiziert und zusammen rnit Kapillar- 
saulen benutzt wurdel'], hat man es nicht zur Analyse von 
Naturstoffen herangezogen. 

l k e  andere Technik zur losungsmittelfreien Probenauf- 
gahe besteht in der Verwendung von Vorsaulen, wie sie 
von Sriillherg-Srenhagen'X"l entwickelt wurde. Fluchtige 
Substanzen aus lnsekten oder pflanzlichem Material wer- 
den in einer rnit Adsorbens (z. B. Tenax-GC) gefullten Vor- 
saule aufgefangen. AnschlieRend wird diese Vorsaule an 
eine Kapillarsaule angeschlossen und schnell erhitzt, urn 
die gesammelten fluchtigen Verbindungen zu desorbie- 
ren[xh.cl 

2.3. Feststoffprobengeber fur Naturstoffanalysen 

Ein Feststoffprobengeber wird in unserem Laborato- 
rium bereits seit 1970 fur Insektenuntersuchungen ange- 
we?det['I. Offensichtliche Vorteile sind neben der einfa- 
c h m  Handhabung, daR die Moglichkeit der Probenkonta- 
miiiation verringert ist und daR die Probe nicht verdunnt 
wird. Die gesamte Menge an Analysenmaterial kann rnit 
einem Minimum an Manipulationen auf die Saule aufge- 
getlen werden. Selbst leichtfluchtige Substanzen wie Me- 
thanol oder Acetaldehyd konnen detektiert und quantitativ 
bestimmt werden. Besonders vorteilhaft ist jedoch, daB der 
Gaschromatograph bei hochster Empfindlichkeit betrieben 

Welcliglaskapillare 

Gewebeprobe 

Glasbruchstutk 

Entfernen der ClassDlitter 

I 

Glas-Insertliner 

Glasdollepfropfen 

Split ausgang - 

- Kapillarsaule 

Ahh. I. Feststoffprobengeber zur liisungsmirrelfreien Probenaufgabe auf die 
GC-'lrennsBule. ausgelegt fur KapillarsPulen: die Anordnung fur gepackre 
Saulen ist einfacher. D i e  Probengeberspirze (links oben) und die biologische 
Gewcbcprobe auf  dem Glasbruchstuck (rechts oben) sind vergroeert darge- 
srellt. 

werden kann, so daB sich selbst Nebenbestandteile quanti- 
tativ bestimmen lassen, ohne daR die Gefahr von Selektivi- 
tatseffekten durch eine etwaige Extraktion besteht. 

Die Probe wird in einer Weichglaskapillare einge- 
schmolzen und wenige Minuten im heilJen Einspritzblock 
eines Gaschromatographen erhitzt, damit sie verdampft 
oder - im Falle biologischen Materials - sich aufheizt 
(Abb. 1). AnschlieBend wird die Glaskapillare rnit einem 
Stempel zerbrochen und das fliichtige Material rnit dem 
Tragergas direkt auf die Saule aufgebracht". '"I. 

2.3.1. Anwendung in der Kapillarsliulentechnik 

Das Feststoffprobengeber-System ist auch fur Kapillar- 
GC-Saulen anwendbar, wenn es innerhalb des Glas-Insert- 
liners eines Splitlos-Injektors montiert wird. Dies gelingt 
z. B. sehr einfach beim Splitlos-Injektor des Carlo Erba 
Fractovap durch Aufbohren des Loches in der Metallkap- 
pe, die das Septum halt. Zu enge Glas-Insertliner, wie sie 
in vielen anderen Kapillargaschromatographen verwendet 
werden, lassen sich einfach durch ein Glasrohr rnit 4 mm 
lnnendurchmesser ersetzen. 

Zum Betrieb wird fur den Fall der splitlosen Probenauf- 
gabe das Splitventil vor dem Zerbrechen der Probenkapil- 
lare geschlossen und etwa 30 Sekunden danach wieder ge- 
offnet. Anfangs wird die Ofentemperatur fur einige Minu- 
ten moglichst niedrig gehalten und anschlieRend schnell 
zum Start des Temperaturprogramms erhoht. Die fliichti- 
gen Verbindungen werden im Probengeber verdampft, 
kondensieren am Saulenanfang und werden dann selektiv 
mit steigender Saulentemperatur wieder verdampft. Dies 
fuhrt zu einem besseren ,,Peakfokussieren" und damit zu 
scharfen Signalen im Chromatogramm. Bei besonders 
fluchtigen Komponenten kann es erforderlich sein, den 
Saulenkopf oder den Anfang der Saule zu kuhlen. 

2.3.2. Anwendung bei biologischem Cewebe 

Vorratsdrusen wie die Dufour-Ilriise oder der Giftappa- 
rat von Ameisen werden fur die gaschromatographische 
Analyse zweckmat3igerweise durch Zerschneiden unter 
Wasser prapariert. AnschlieDend legt man das Gewebe auf 
einen kleinen Glassplitter, tupft uberschussiges Wasser mit 
einem Stuck Filterpapier oder Zellstoff ab, gibt das Glas- 
stuck mit der Probe in eine Weichglaskapillare und 
schmilzt diese zd"'']. Wird das biologische Gewebe in der 
zugeschmolzenen Kapillare erhitzt und diese dann zersto- 
Ben, so platzen die Gewebezellen durch Verdampfung der 
Zellflussigkeit. Damit wird auch die komplette Freisetzung 
der fluchtigen Inhaltsstoffe gewahrleistet. Will oder muR 
man beweisen, daR die untersuchte Substanz aus dem In- 
neren des Driisensacks und nicht aus Tropfchen im Ge- 
webe stammt, sticht man am besten die Driise rnit einer 
feinen Glaskapillare an, deren Durchmesser kleiner ist als 
der der Driise. Der Driiseninhalt wird durch Kapillarkrafte 
hochgezogen; die feine Kapillare wird dann in einer 
Weichglaskapillare eingeschmolzen und gaschromatogra- 
phisch analysiert[i21. 

Einige Blattlause sekretieren aus einem Paar tubularer 
Strukturen (Siphone) am hinteren Abdomen ein Alarm- 
pheromon, wenn sie gestort werden. Die Tropfen aus den 

Anyew. Chem. 100 (1998) 47s-494 477 



Siphonen kann man in ahnlicher Weise in Kapillaren sam- 
meln und nach dem Einschmelzen in groDere Kapillaren 
chromatographieren. Auf diese Art konnen ferner Gewe- 
beproben oder ganze Insekten, wenn sie genugend klein 
sind, untersucht werden. So zeigt z.B. Abbildung 2 das 
Gaschromatogramm der Mandibeldriisen-Inhaltsstoffe aus 
dem Kopf einer Mymica-Ameise. 

10 14 

I I I 1- 

20 15 10 5 0 - t[rnin] 

Abb. 2. Gaschromatogramm der Mandih~.ldrusen-Inhalt~ einer Arheiterin 
der Ameise M.vrmica alhuferensis bei Anwendung der Fcststoffprohenauf~a- 
he-Technik mil gepackter Saule (2.75 m x 4 mm, 10% PEG 20 M auf Chro- 
mosorb W, 130°C). I ,  Ethanol; 2, Aceton; 3, 2-Methylpropanal: 4, 3-Hexa- 
non; 5 ,  3-Pentanol; 6, 3-Heptanon; 7, 3-Hexanol: 8, 3-Octanon: 9, 3-Hepta- 
nol; 10, 6-h.lethyl-3-octanon: 1 I. 3-Nonanon: 12, 3-Octanol: 13. 6-Methyl- 
3-octanol; 14, 3-Decanon: 15, 3-Nonanol; 16. 3-Undecanon. 

Die Feststoffprobenaufgabe-Technik wurde extensiv in 
Keele (England) zum Studium der Driiseninhaltsstoffe von 
Ameisen eingesetzt, wobei im allgemeinen mit gepackten 
Saulen g e ~ b e i t e t " ~ '  und nur einige Anwendungen von Ka- 
pillarsaulen versucht w ~ r d e n [ ' ~ l .  Der Vorteil von Kapillar- 
Trennsaulen fur diese Arbeiten zeigte sich bei der Neuun- 
tersuchung der Substanzen aus der Dufour-Driise der 
Ameise Lasius niger. Mehr als 50 Komponenten wurden 
mit der Kapillarsaule nachgewiesen[""], wahrend vorher 
unter Verwendung gepackter Saulen nur 15 Komponenten 
identifiziert werden k ~ n n t e n l ' ~ " ~ .  Das Kapillarchromato- 
gramm einer Dufour-Druse von Lasiusfuliginosus wird in 
Abbildung 3 vorgestellt. 

Die Feststoffprobenaufgabe-Technik mit Kapillarsaulen 
wurde vor allem bei der Analyse von intakten Sexualphe- 
romon-Driisen angewendet, die aus mehreren Arten weib- 
licher Schmetterlinge stammten[l6]. Die Sexualpheromone 
sind in einem kleinen Driisenbereich der Abdomenspitze 
lokalisiert, und das Weibchen emittiert sie nur wahrend 
der Lockzeit (,,Calling"). Daher sollte die Probe nur wah- 
rend dieser Periode prapariert werden. Abbildung 4 zeigt 
das Gaschromatogramm des Pheromondriiseninhalts eines 
einzigen Weibchens von Crypfophlehia lrucotreta (Tortrici- 
dae, Lepidoptera)lIk1. Diese Technik hat sich auch bei ei- 
ner Studie zur Bestimmung des Verbleibs einer Biosynthe- 
se-Vorstufe nach lokaler Applikation bewahrt'"]. 

.u- 
-- - -  -1 -~ r 

0 10 20 30 

t [min] 

Abb. 3. Gaschromatogramm des lnhaltr der Ihfour-Druse einer Arheiterin 
der Ameise h s i u s  jdiginosus bei Anwendung der Feststoffprohenauf~ahe- 
Technik mil Kapillarsaulen. 1, Decan; 2, llndecan: 3, Dodecan; 4, Tridecan; 
5 ,  Tetradecan; 6, Pentadecan; 7, 2-Tridecanon; 8, 2-Tetrddecanon: 10. 2- 
Pentadecanon: 1 I ,  Heptadecan; 12, 2-Hexadecdnon; 14, 2-Heptadecanon; 
15.2-Octadecanon; 16, 2-Nonadecanon. Die Peaks 9 und 13 sind zwei nicht 
identifizierte Carhonylverbindungen. 

c 

0 0 16 24 32 
t1.min-I - 

Ahb. 4. Gaschromatogramm einer Sexualpheromon-1)ruse eines erwachae- 
nen Weihchens von Crvprophlehia letrcotrera. Feststoffprohenaufgabe-Iech- 
nik mil Fused-Silica-Kapillarssule (25 m x 0.22 mm) mil SP-2340-Beschich- 
tung. Die Ofentemperatur wurde 2min  bei 60°C gehalten und dann mit 
4"C/min auf 195°C erhiiht. 10 :Ac, Decylacetat: 12 :Ac. Dodecylacetat; 
14 : Ac. Tetradecylacetat; 16 :Ac, Hexadecylacetdt; 18 : Ac, Octadecylacerat; 
E-8- I2 : Ac. (Ep8-Dodecenylacetat; 2-8-12 :Ac, (~~-8-r)odecenylacetat;  ti-8- 
I2:OH. (E)-8-Dodecen-1-01; 2 4 - 1 2  :OH, (9-8-Dodecen-1 01.  

3. Kondensation und Rechromatographie 

Die Homogenitat eines GC-Peaks, von dem man vermu- 
tet, da8 er ein unaufgelostes Signal eines Substanzgemi- 
sches ist, kann durch Chromatographie auf mehreren sta- 
tionaren Phasen mit unterschiedlicher Polarittit gepruft 
werden. 1st jedoch die Probenmischung komplex, so treten 
dabei moglicherweise neue hetetogene Peaks im Chroma- 
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togramm auf. Die Losung besteht einfach darin, jeweils 
nur einen Peak oder einen zeitlich engen Ausschnitt aus 
dem Chromatogramm zu rechromatographieren. Dieses 
Priiizip der multidimensionalen Gaschromatographie 
(VDGC) wurde zum erstenmal durch Deans1'*] vorgestellt, 
hat aber bis zum llrscheinen von Kapillarsaulen kein be- 
sonderes Aufsehen erregtl'"! Nur ein einziges Doppelofen- 
Instrument ist im Handel erhaltlich (Siemens SiCHRO- 
MAT). Damit kann z.B. jeder Peak auf einer unpolaren, 
gepackten Saule im ersten Ofen aufgelost und zur weiteren 
Aullosung zu einer zweiten Saule, vorzugsweise einer Ka- 
pillarsaule, im zweiten Ofen umgeschaltet werden[2","1. 
Fur Saulenschaltungen wurden noch viele andere Systeme 
entwickelt. MDGC sollte auch zur Bestimmung des Enan- 
tiornerengehalts chiraler Pheromone nutzlich sein. Fur sol- 
che Analysen wurden SBulen verwendet, die mit optisch 
akt ven chromatographischen Trennphasen belegt wa- 
ren "I. Diese GC-Phasen sind sehr empfindlich, und daher 
muisen die rohen Substanzproben zunachst vorgereinigt 
werden. Eine chirale Phase als Belegung der zweiten 
Mr)GC-Saule vereinfacht die notwendigen Manipulatio- 
ne n 12'1. 

Ein Doppelofengerat diirfte jedoch die Finanzmittel und 
die Anforderungen der meisten ,,Chromatographeure" 
ubcrsteigen; das gleiche Resultat erhalt man durch Kon- 
densieren und Rechromatographieren des Peaks an einer 
anderen Phase. 

3.1. Effluent-Splitten 

Einzelne Peaks konnen durch Kondensation fur Biotests 
herangezogen werden, auBerdem gelingt so die Anreiche- 
rung von reinem Material fur NMR- oder UV-Spektren. 
Strukturinformationen konnen ferner durch chemische Re- 
aktionen vor oder wahrend des Rechromatographierens er- 
halten werden. Bei Verwendung des Warmeleitfahigkeits- 
detektors (WLD) wird die Probe nicht zersetzt und kann 
nach dem Detektor wieder vollstandig gesammelt werden; 
dieser Detektor scheidet jedoch fur viele Zwecke aus, weil 
er relativ unempfindlich ist. Der F'lammenionisationsde- 
tektor (FID) wird zusammen mit Effluent-Teilern (Split) 
benutzt, bei denen nur ein kleiner Teil des Tragergases und 
der Probe den Detektor erreicht, wahrend der GroBteil in 
den gekuhlten Auffanger gelangt. Allglas-Splits sollte man 
gepenuber den friiher verwendeten Metall-Splits den Vor- 
zug geber~['~.*~I, um katalytisch induzierte Umwandlungen 
auf der heiBen Metalloberflkhe zu vermeiden. Einen ein- 
fach herzustellenden und zu bedienenden Allglas-Split fur 
die Verwendung mit gepackten Saulen[261 haben wir in un- 
serem Laboratorium jahrelang mit Erfolg eingesetzt 
(Ahb. 5). 

Fur die ublicherweise bei gepackten Saulen verwendeten 
Tragergasstrome (30-60 mL min-') wird kein Make-up- 
Gas zur Nachbeschleunigung benotigt. Die kleinen Strome 
in Kapillarslulen (0.5-2 rnL min- ') erfordern jedoch ein 
Make-up-Gas, wenn das Effluent geteilt wird, um den 
Peak zu sammeln. Es gibt einige sorgfaltig ausgearbeitete 
Systeme fur die praparative Kapillar-Gaschromatogra- 
phieI2'], aber meistens genugt ein so einfaches System wie 
das von Williams und Vinson"". 

.E 

M d  ' B 
LtG 

Abb. 5 .  Effluent-Teiler (Split) fur gepackte Saulen mit angcschlossener Ka- 
pillare als Falle. A. Kiihlmittel fliissiger Stickstoff: B, Silicongummi-Septum; 
C. Glas-Metall-Verschmelzung: D, Glaskapillare; E. Detektoranschlul? mi1 
Restriktionsdrdht: F, Rohrenkupplung (,,Swagelokunion); G, GC-Trennsiu- 
le; H. Heizblock: I, Sechskant-Uberwurfmutter: J. Glaskapillare. 

3.2. Selektive Kondensation (,,Peak-Trapping") 

Eine Vielfalt von Kollektoren mit mannigfaltigem De- 
sign der Kuhlfallen ist fur die Gaschromatographie be- 
schrieben worden12y1. Zur Kondensation groBerer Sub- 
stanzmengen (bis in den pg-Rereich) verwendeten wir U- 
forrnig gebogene Stahlkapillaren, die mit flussigem Stick- 
stoff gekuhlt wurdedz4]. Einige Anwender bevorzugen 
Glasrohre, weil sie chemisch relativ inert sind, geben Sau- 
lenfullmaterial, Quarz- oder Baumwolle in den Kapillar- 
kollektor, oder belegen die Innenwande. Andere Autoren 
konnten jedoch auch mit leeren Glaskapillaren unter opti- 
malen Bedingungen 90% z~r i ickgewinnen[~~ ' ;  unsere Expe- 
rimente bestatigen dies. Wegen der Gefdhr der Kontami- 
nation ist es angebracht, auf Kuhlbader mit Losungsmit- 
teln als Kiihlfliissigkeit zu verzichten und stattdessen bes- 
ser mit gekorntem T r ~ c k e n e i s ! ' " ~ ~ ' ~  oder flussigem Stick- 
stoff["' zu kuhlen. 

Die Faktoren, die zur Effektivitat der Kondensation bei- 
tragen, werden noch nicht recht verstanden. Sowohl Siede- 
punkt, Polaritat und Molekulgestalt der Verbindung als 
auch Dimensionen der Kapillare und TragergasfluB spie- 
len eine Rolle. Ebenso scheinen die Ternperatur der Falle 
und der T e m p e r a t ~ r g r a d i e n t [ ~ ~ ~  vor der Kiihlfalle die Ef- 
fektivitat zu beeinflussen. KIimes et al.i331 untersuchten den 
EinfluB einiger dieser Parameter auf die Kondensations- 
ausbeuten. 

Zum Kondensieren von ng-Mengen reiner Verbindun- 
gen aus gepackten Saulen oder Kapillarsaulen erwies sich 
eine einfache Anordnung als geeignet und ausreichend ef- 
fektid"]. Sie besteht aus einer Glaskapillare, die durch 
zwei Locher in der Plastikkappe eines Probenflaschchens 
gesteckt ist. Der Innendurchmesser des Kapillarrohrs 
scheint dabei die kritische GroBe zu sein. Bei Rohren mit 
groBerem Innendurchmesser kann es zur Aerosolbildung 
kommen. Das eine Ende der Kapillare wird durch ein 
kleines Loch in einer Silicongumrniplatte gestoBen, die 
durch eine Verschraubung oder durch ein weibliches Luer- 
Fitting, das auf den Split von Abbildung 5 pant, lixiert ist. 
Als Beispiel zeigt Abbildung 6 das Kondensieren von My- 
ristinsaure in einer solchen Kapillare. Auf der Eingangs- 
seite erkennt man klar die scharfen Temperaturgrenzen. 
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Abb. 6. Kondensieren weniger pg Myri- 
stinslure in einer Glaskapillare (ahnlich 
wie in Ahh. 7) im AnschluB an eine Saule 
( I  m x 4  mm, 15% FFAP). GasfluD von 
rechts. Ver Pfeil markiert die Grenze der 
gekiihlten Zone und die abgeschiedenen 
Myristinslure-Kristalle. 

I 

3.3. Rechromatographie ohne Liisungsmittel; 
Schmelzpunktsbestimmung 

Die Glaskapillaren fur die Kondensation konnen an bei- 
den Enden zugeschmolzen und direkt fur die Rechroma- 
tographie auf unterschiedlichen stationaren Phasen ver- 
wendet oder bis zum Gebrauch gelagert werden. Abbil- 
dung 7 zeigt die Ergebnisse eines Kondensations- und 
Rechromatographieexperiments rnit einem Gemisch von 
Tetradecan und Pentadecan. In einem zweiten GC-Durch- 
lauf wurde das Pentadecan kondensiert. Nur 5% der Probe 
gingen durch den Detektor. Das in der zugeschmolzenen 
Glaskapillare gesammelte Material wurde direkt rechro- 
matographiert: damit erzielten wir Ausbeuten bis zu 
851?,0[3'1. 

c15 

L 

- - 7 - 7  - 
4 . 4 3  1 0 L L 3 . 1  0 -- 0 

-- t [min] 

Ahb. 7. Effektivitat der Kondtmation. A )  rrtradccan und Pentadecan Ge 
250 ng) in 0.5 pL Hexan, chromatographiert auf einer Trennsaule 
(1.5 rn x 4 mm, 5% SE-30, 145°C). B) lnjektion der gleichen Menge: Effluent 
zwischen den durch Pfeilc gekennzeichneten Zeiten kondensiert. C) Die kon- 
densierte Probe wurde rnit einem Feststoffprohengeber reinjizierl. 

Bei der gaschromatographischen Analyse der Dufour- 
Driise der Ameise hfvrrnica rubru an einer polaren statio- 
naren Phase wurden zwei Komponenten des Sekrets, Hep- 
tadecadien und (Z.E)-a-Farnesen, gemeinsam eluiert. Die- 
ser Peak konnte durch Kondensieren und Rechromato- 
graphieren an einer unpolaren SE-30-Siliconphase in seine 
Komponenten aufgelost ~ e r d e n [ ~ ~ I .  

Viele Naturstoffe, die durch Gaschromatographie analy- 
siert werden, sind bei Raumtemperatur fliissig, einige je- 
doch, darunter auch Insektenpheromone, sind fest. Die 
Schmelzpunkte der Feststoffe (vgl. Myristinsaure aus Abb. 
6) ,  die in einer Glaskapillare kondensiert wurden, konnen 
mit groner Genauigkeit mit einem Heiztisch-Mikroskop 
bestimmt werden["I. Die dafiir benotigte Substanzmenge 
wird vornehmlich durch die Vergronerung des Mikroskops 
bestimmt. Diese Methode kann auch zur Hestimmung der 
Chiralitat verwendet werden, wenn beide Enantiomere ei- 

nes chiralen Naturstoffs verfiigbar sind. Nach Coinjektion 
jeweils eines Enantiomers mit der unbekannten Probe und 
Kondensieren des Effluents gibt sich das Racemat durch 
einen veranderten Schmelzpunkt zu erkennen. 

3.4. Rechromatographie mit Liisungsmittel 

Die in den Glaskapillaren kondensierten Substanzen 
miissen nicht unbedingt rnit dem Feststoffprobengeber 
rechromatographiert werden. Oft ist es bequemer, 1 pL ei- 
nes geeigneten Losungsmittels mit einer Injektionsspritze 
mit feiner Nadel in das Kapillarende zu injizieren (Abb. 8), 

a C b d 

Abb. 8. Keaktion in einer Glaskapillare. A) I pL Reagendasung h wird in 
einer Kapillare c zum kondensierten Material a gegeben, und zwar mil einer 
feinen Spritze d (75 mm x 0.17 mm aullerer Durchmesser). B) Vie Reagenslo- 
sung wird mil dem kondensierten Material durch Neigen der Kapillare ye- 
mischt. C) Die Reaktionsmischung e wird durch Antippen dcr Kapillare zu 
deren Ende bewegt und mit der Spritze entnomrnen. 

sofern der Nadeldurchmesser kleiner als der der Kapillare 
ist. Durch Neigen der Kapillare kann man das konden- 
sierte Material mit dem Losungsmittel vermischen. Dann 
wird die Nadel wieder eingefuhrt und die Losung entnom- 
men. Weil die Nadel so diinn ist, muB das Material durch 
einen septumlosen Injektor rechromatographiert werden. 
Bei unseren Arbeiten konnten wir 80-90% wiedergewin- 
ne11['~1. 

4. Bestimmung von Doppelbindungspositionen 

Die Bestimmung von Doppelbindungspositionen ist fur 
die Strukturaufklarung eines Naturstoffes oft von groner 
Bedeutung. Die ElektronenstoB(E1)-Massenspektrometrie 
ist dabei meist wenig hilfreich, solange nicht die Spektren 
der authentischen Verbindung und aller ihrer Iloppelbin- 
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dungsisomere vorhanden sind. Oft mu0 erst eine indirekte 
Methode fur biologisch wichtige und nur in ng-Mengen 
veri'iigbare Substanzen gefunden we~-den[~~I.  

Selbst die Massenspektrometrie rnit chemischer Ionisa- 
tion (CI) fuhrt mit den iiblichen Reaktantgasen, z.B. Me- 
than, nicht immer zum Ziel. Methylvinylether und einige 
andere gasformige, ungesattigte Verbindungen wurden je- 
doch rnit Erfolg als CI-Reaktantgas bei der Lokalisierung 
von Doppelbindungen in einfach ungesattigten Verbin- 
dungen e inge~etz t '~~] .  Das Alken bildet rnit Methylvinyl- 
ether ein Paar Vierzentren-Additionskomplexe 1, 2, die 
wiederum zu zwei charakteristischen Ionen 3 bzw. 4 zer- 
fallen (Schema 1). Durch die m/z-Werte der Ionen 3 und 4 

1" R'-CH = C H - R ~  

R'-CH- CH- R' 

ITLI 
CHz- CH-OCH, 

1 

,18 
1 

R'-- CH=CH-OCH 

3 
Schema I 

1 
1x R'-CH - CH -R' 

-k I+ 
CH30-CH-CHz 

2 

R'-CH = CH-OCH 

bindungen charakteristisch ~ i n d [ ~ ~ I .  Es sind jedoch die 
Spektren samtlicher reiner Doppelbindungsisomere not- 
wendig, um sie mit dem MS-Spektrum der unbekannten 
Substanz zu vergleichen. Schon die Synthese der reinen 
Isomere kann aufwendig sein, und falls sie zur Verfugung 
stunden, so geniigte bereits der Vergleich der Retentions- 
zeiten dieser Standards mit der der unbekannten Probe. 

Sofern eine entsprechend moderne MS-Ausriistung vor- 
handen ist, sind damit die massenspektrometrischen Me- 
thoden noch nicht erschopft. Die Kombination Negativ- 
ionen-MUMS wurde verwendet, um die Doppelbindungen 
in ungesattigten Fettsauren zu bestimmen. Die Carbonsau- 
ren wurden durch Fast-Atom-Bombardment (FAB) ioni- 
siert; anschlieBend wurden die StoBaktivierungsspektren 
(CAD) der [M - HIe-Ionen untersucht[441. 

Im allgemeinen muB der Chemiker zur Bestimmung der 
Doppelbindungsposition auf Derivatisierungsmethoden 
zuriickgreifen, wie sie in Schema 2 zusammengestellt sind. 
Durch alle diese Methoden wird die Verbindung in ein De- 
rivat iiberfiihrt, welches bei der GC-Massenspektrometrie 
am Bindungsort der Derivatisierungsgruppe charakteristi- 
sche Ionen e ~ g i b t [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Als Alternative kann die Verbin- 
dung an der Doppelbindung chemisch in Fragmente ge- 
spalten werden, die sich anschlieBend durch GC-Reten- 
tionszeit und wenn moglich durch Massenspektren identi- 
fizieren las~en[~*"-~] .  

Alle diese Methoden verlangen dem Chemiker ein 
HochstmaB an Geschicklichkeit und Einfallsreichtum ab, 
wenn ng-Proben im Spiel sind. 

G 
5. Nanogramm-Reaktionen 
mit kondensierten Verbindungen 

ist die Position der Doppelbindung festgelegt. Eine Mi- 
schung des Methylvinylethers rnit Stickstoff und Schwefel- 
disulfid als Reaktantgas sol1 einfachere Spektren mit 
erkennbaren Molekiilionen und charakteristischen Frag- 
mentionen zur Lokalisierung der Doppelbindung erge- 

Die Methode ist jedoch nicht spezifisch fur Alken- 
funktionen, da  auch gesattigte Verbindungen Addukt-Ionen 
b i lder~[~~I .  Ahnliche Schwierigkeiten rnit Methylvinylether- 
CI-MS-Spektren hatten auch Budzikiewicz und Busker[381. 
Sie fanden jedoch, daB die Doppelbindung in den meisten 
Fallen auch rnit Isobutan als CI-Gas lokalisiert werden 
konnte; fur schwierige Falle empfehlen sie Stickoxid NO 
oder Methylarnin als Reaktantgas. Isobutan-CI-MS-Spek- 
tren dienten zur Lokalisierung von Doppelbindungen kon- 
jugierter Diene in einer Serie von Verbindungen, die Alde- 
hyde, Alkohole, Formiate, Acetate und Kohlenwasser- 
stot'fe ~ m f a B t e [ ~ ~ ] .  

Obwohl die Molekiilionen leicht isomerisieren, ist es 
auc h moglich, die Position der Doppelbindung einfach un- 
gestittigter Acetate und Alkohole aus den relativen Intensi- 
taten einiger Ionen des EI-Massenspektrums zu bestim- 
men. Horiike et al.[401 beschrieben als erste diese empiri- 
sche Naherung zur Lokalisierung der Doppelbindung in 
Tetradecenylacetaten. Zwei andere Arbeitsgruppen verifi- 
zierten und verbesserten die Methode fur lineare, einfach 
ungesattigte CIz-, Cl4- und C,6-A~etate[4',4Z1. EI-Massen- 
spektren bestimmter Alkatriene zeigen ebenfalls signifi- 
kante Fragmentionen, die fur die Positionen der Doppel- 

Derivatisierungs- und Abbaureaktionen vor, wahrend 
oder nach der gaschromatographischen Trennung konnen 
wertvolle Informationen zum Kohlenstoffskelett und zu 
funktionellen Gruppen der analysierten Verbindung lie- 
fern. Die Kombination von chemischer Reaktion und Gas- 
chromatographie unter Verwendung eines Vor- oder Nach- 
saulenreaktors wird Reaktionsgaschromatographie ge- 
n a r ~ n t [ ~ ~ . ~ ' ] .  Diese Technik ist vor allern dann besonders 
niitzlich, wenn nur ng-Mengen Probenmaterial zur Verfii- 
gung stehen; jedoch gewinnt die Methodik, auch wenn die 
Probenmenge groBer ist, wegen ihrer Einfachheit und be- 
quemen Durchfiihrung immer mehr an Beliebtheit. Einige 
Substanzen miissen derivatisiert werden, um die gaschro- 
matographischen Eigenschaften zu verbessern. Manchmal 
kann das Rohgemisch der Substanzen direkt in den Gas- 
chromatographen injiziert werden, in anderen Fallen mu13 
das Produkt erst rnit einem organischen Losungsmittel ex- 
trahiert werden. 

5.1. Reaktionen ohne Losungsmittelextraktion 

5.1.1. Ozonisierung 

Die Ozonisierung ist eine besonders einfache und nutzli- 
che Methode zur Lokalisierung von CC-Doppelbindungen 
und bereits lange Zeit bekannt[S8a,b1. Ihre Entwicklung zu 
einer mikrochemischen Technik verdankt man jedoch in 
erster Linie den Arbeiten von Beroza et al.[58c.d1. Ein relativ 
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OCH, OCH, CH,O OCH, 
I I R'-CH-CH--R~ I I  

CHIS SCH, 

R 1 - h - h - R ~  R'-CH-CH,-R~ + R'-CH,-CH-R~ 

Me,SiO OSiMe, 
I I  

R' -CH-CH - - R ~  

2. PPh, odcr A 

R'-CH-CH-R~ 
I 1  
D D  

R'-CHO + R2-CHO 

Schema 2. 

[HOBr]/DMSO [52] 

1 
R'-CH-CH-R~ 

I 1  
Br OH 

R'-CH-CH-R~ 
I I  

F,C O Y O  CF, 

billiger Mikro-Ozongenerator, ahnlich dem von Beroza 
und Bier1 beschriebenen[6'1 (Abb. 9), kann aus handelsubli- 
chen Teilen gebaut werden. Die Probe wird in 5 pL eines 
geeigneten Losungsmittels aufgenommen und ist nach dem 
Durchleiten des Ozons fertig zur Gaschromatographie mit 
Splitlos-Injektion. Die herkommliche Zugabe von Triphe- 
nylphosphan zur Reduktion der Ozonide ist nicht notwen- 
dig[30,32,621, da diese thermisch bereits im GC-Einspritz- 
block in Carbonylverbindungen zerfallen. Dariiber hinaus 
wurde iiberschussiges Ph3P nur langsam aus der Saule elu- 
iert werden und damit die Folgeanalysen beeintrachtigen. 

Der Hauptnachteil der Ozonspaltung in einem Losungs- 
mittel besteht darin, daD die GC-Signale kleiner Molekiil- 
fragmente bei der Analyse durch den Losungsmittelpeak 
uberdeckt werden konnen. Beroza und Bierl[s8c,d1 empfeh- 
len daher CS2 als das geeignetste Losungsmittel fur gro- 
Dere Molekiile als Pentanal. Pentylacetat und in jungerer 
Zeit HexadecanfSse1 wurden fur kleinere Molekule als Pen- 
tanal vorgeschlagen. Die Schwierigkeit der Interferenz des 
Losungsmittelpeaks bei der Detektion kleiner Molekule 
wird jedoch am besten durch ,,trockene" Ozonisierung - 
ohne Losungsmittel - ~ m g a n g e n [ ' ~ ~ * ~ ~ - ~ ~ ] .  

Dabei wird das Alken in einer Glaskapillare kondensiert 
und ozonhaltiger Sauerstoff durch eine Fused-Silica-Ka- 
pillare uber das Alken geleitet (Abb. 9). Die Glaskapillare 
kann dann in eine groBere eingeschmolzen und drei Minu- 
ten im Einspritzblock des Gaschromatographen erhitzt 
werden. AnschlieBend wird das Rohrchen zerbrochen, so 
da13 die durch pyrolytische Spaltung der Ozonide gebilde- 
ten Carbonylverbindungen auf die Trennsaule gelangen. 
Abbildung 10 zeigt die Anwendung bei der Ozonisierung 
eines Gemisches von Heptadecan und (9-8-Heptadecen. 

R' - CH - CH - R 
I 1  
0 0  

H,C CHa 
x 

Der Heptadecenpeak ist nach der Ozonspaltung vollstan- 
dig aus dem Chrornatogramm verschwunden, wahrend Si- 

Innere Elektrode IKupferI 

Gummischlauch-Hulse 
IAluminiurnfolie) 

Weichglaskapillaren 
zum Abrchmelzen 

Kondensierte Substanz 

Kapillare fur die Kondensation 

Kapillare 

Abb. 9. Mikro-Ozongenerator. Der Ozon-Sauerstoff-Strom wird mit einer 
kurzen Fused-Silica-Kapillare direkt auf das kondensierte Material gehla- 
sen. 
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Abb. 10. Kondensation, Reaktion und Reinjektion. A) Heptadecan und 8- 
Hepadecen (ie 350 ng) in 0.5 WL Hexan, chromatographiert auf 10% PEGA. 
B) Der Teil zwischen den Pfeilen in A) wurde kondensiert und reinjiziert. C) 
Der kondensierte Anteil wurde reinjiziert und auf der Saule hydriert. D) Das 
kondensierte Material wurde mit Ozon gespalten und reinjiziert. C 17 : 1, (a- 
8-Heptadecen. 

gnale fur Octanal und Nonanal neu auftreten. Das Hepta- 
decansignal bleibt dabei unverandert. 

Iliese Methode wurde bei der Strukturaufklarung von 
Pentadecen aus den Dufour-Drusen der Ameise Tetramo- 
rium ~ a e s p i t u m [ ~ ~ ]  angewendet. Die Mischung von Penta- 
decen und Pentadecan (insgesamt 30 ng) aus drei Driisen 
wurde nach der GC-Trennung kondensiert und ozonisiert. 
Aus der Bildung von Hexanal, Heptanal, Octanal und No- 
nanal geht hervor, darJ der Pentadecenpeak von einem 6- 
Peiitadecen/7-Pentadecen-Gemisch herriihrt. 

Iliese ,,trockene" Ozonisierung ist vor allem fur die Be- 
stimmung des Kohlenstoffskeletts zwischen dem Ketten- 
ende und der ersten Doppelbindung nutzlich. Sie wurde 
bei der Strukturaufklarung von Farnesen 5 und seinen Ho- 
mologen 6 und 7 aus den Dufour-Driisen von Myrmica- 
A m e i ~ e n [ ~ ~ ]  angewendet. Mikro-Ozonisierung und die Ent- 

5 6 

stehung von Aceton zeigten die Anwesenheit einer Isopro- 
pylidengruppe in Farnesen 5 und Homofarnesen 6 an. 
Die Bildung von Butanon sicherte eine 1 -Methylpropyli- 
dengruppe als Struktureinheit im Bishomofarnesen 7. Un- 
gefahr 50 ng eines Alkens reichen im allgemeinen fur Ana- 
lysen dieser Art aus. Die Reaktionsprodukte werden besser 
in Form der Ozonide als der leichter fluchtigen Carbonyl- 
verbindungen in den Gaschromatographen eingebracht ; 
der Materialverlust ist minimal. Die Anwendung der 
07onspaltung von Alkinen und Alkinsaureester wurde erst 
kurzlich be~chrieben[~~].  

Die Detektion von Formaldehyd, der durch Ozonspal- 
tuiig einer terminalen Doppelbindung entsteht, oder 

kleinen Dialdehyden, die sich aus Struktureinheiten zwi- 
schen zwei Doppelbindungen bilden, bereitet im allgemei- 
nen Schwierigkeiten. Diese Verbindungen lassen sich 
durch FID nicht nachweisen. Zur Detektion von Formal- 
dehyd werden mehrere Methoden empfohlen. So wird 
Formaldehyd mit 1,3-Cyclohexandion zum Pyranderivat 8 

0 0 
8 

umgesetzt, das fur die GC-Detektion durch FID geeignet 
Andere Autoren raten zur Herstellung von Pentaflu- 

orphenylhydra~onen[~~~~,  O-Benzy l~x imen[~~~~ ,  0-@-Nitro- 
ben~yl)oximen[~'~] und O-Pentafluorobenzyloximen~67c1, 
die alle durch Gaschromatographie nachweisbar sind. 

Wir fanden zwei nutzliche Wege zur Bestimmung von 
ng-Mengen von Formaldehyd und anderen niedermoleku- 
laren Carbonylverbindungen. Zum einen erhalt man durch 
Reaktion rnit 0-Benzylhydroxylamin in einem Keele-Mi- 
kroreaktor (vgl. Abschnitt 5.2) in quantitativen Ausbeuten 
Benzyloxime, die sich zur Gaschromatographie eigned6*]. 
Zum anderen lassen sich die Carbonylverbindungen rnit 
NaBH, reduzieren und die korrespondierenden Alkohole 
auf einer Porapak-Saule analy~ieren[~~I. 

Polyfunktionelle Carbonylverbindungen reagieren eben- 
falls zu GC-geeigneten Derivaten. 1,2-Dicarbonylverbin- 
dungen, wie sie z. B. bei der Ozonspaltung konjugierter 
Doppelbindungen entstehen, konnen mit o-Phenylendi- 
amin in Chinoxaline 9 umgewandelt werden[661. Mit dieser 
Methode wurden selbst noch 50-ng-Proben bearbeitetl3O1. 

c=o + HzND - Rk;D R', 

R2 ' H2N 

I 
c=o RZ 

9 

Hydrazinhydrat reagiert mit 1,3- und 1,4-Dicarbonylver- 
bindungen zu Pyrazolen 10 bzw. Dihydropyridazinen 
1 1 1661. 

N-N 

lo 
R' 
I 

C = O  c=o 
I 
RZ 

RCHO f 

CH3 
I 

CH,-N-NH, - R- CH=N-N-CH, 

12 
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Alle obengenannten Derivate sind auch fur GC-MS-Ana- 
lysen geeignet. Sowohl Chinoxaline als auch Pyrazole ge- 
ben im allgemeinen das Molekiilion als Basispeak im 
Spektrum, wahrend Dihydropyridazine aufgrund ihrer 
Aromatisierungstendenz zu einem starken [M - 21-Peak 
fiihren. Gesattigte und ungesattigte Aldehyde als Ozonoly- 
seprodukte vieler Lepidopterenpheromone tendieren eher 
zur Bildung uncharakteristischer Massenspektren. Alde- 
hyde und Ketone konnen jedoch in N ,  N-Dimethylhydra- 
zone 12 umgewandelt werden, die wiederum geeignete 
Spektren rnit intensiven Molekiilionen (ca. 20-30% relative 
Intensitat) ergebenf7*]. 

LiAlH, [ 7 5 ]  

ng-Mengen von Alkenen, die in Glaskapillaren konden- 
siert sind, konnen in einem Gesamtreaktionsvolumen von 
1 FL epoxidiert werden. So wurde z. B. eine Mischung aus 
Heptadecan und (3- und (Q-8-Heptadecen kondensiert 
und durch Zugabe von MCPBA in Hexan epoxidiert (vgl. 
Abschnitt 3.4) (Abb. ll)[341. Nach der Reaktion traten im 
Chromatogramm statt des 8-Heptadecenpeaks die entspre- 
chenden Epoxidsignale auf, wahrend der Heptadecanpeak 
unverandert blieb. Das 8-Heptadecen aus der Dufour- 
Driise der Ameise Myrrnica rubra coeluierte nach Umset- 
zung zum Epoxid mit dem synthetischen (2)-8,9-Epoxy- 
heptadecan (Abb. 11C). 

0 

C17 
5.1.2. Epoxidierung 

Epoxide aus Alkenen oder anderen ungesattigten Ver- 
bindungen werden durch Reaktion mit rn-Chlorperbenzoe- 
saure (MCPBA) erhalten (Schema 2)[711. Im Falle einfacher 
Epoxide kann durch ElektronenstoB(E1)-Massenspektro- 
metrie, bei den komplexeren Epoxiden meist durch Mas- 
senspektrometrie rnit chemischer Ionisation (CI), die Posi- 
tion des Oxiranrings l~kalisiert[ '~' und damit die Position 
der Doppelbindung in der urspriinglichen Verbindung 
festgelegt werden. Auch bei mehr als einer Doppelbindung 
im Molekiil IaOt sich die Epoxidierung erfolgreich anwen- 
den[',72d1. Die Reaktion kann auf der Monoepoxystufe ge- 
stoppt, und anhand der CI-Massenspektren der beiden 
Monoepoxide konnen die Positionen der Doppelbindun- 
gen in der Ausgangsverbindung angegeben werden. 

Diese Reaktion ist besonders bei der Bestimmung der 
(E)/(Z)-Verhaltnisse von Mischungen geometrischer Iso- 
mere wichtig. Bei vielen olefinischen Insektenpheromonen 
gibt nur ein bestimmtes (E)/(Z)-Verhaltnis die maximale 
biologische Aktivitat. Eine Grundlinientrennung der (E)-  
und (2)-Isomere von underivatisierten Monoenen gelingt 
rnit Kapillarsaulen, die rnit polaren Phasen wie SP-2340 
belegt ~ i n d [ ~ ~ ' .  Das gleiche Resultat erreicht man jedoch 
auch auf unpolaren Kapillarsaulen und sogar auf gepack- 
ten Saulen, wenn die Alkene in die Epoxide umgewandelt 
werden. 

HO OH 
I 1  

R'-CH -CH -R' 

C17 

Abb. 11. Trennung von (Q- und (9-8-  
Heptadecen durch Epoxidierung. A) 
Chromatogramm einer Mischung von 
Heptadecan und Heptadecen von einer 
OV-I-Kapillarsaule. B) Beide Peaks von 
A wurden zusammen kondensiert. Die 
Mischung wurde dann mit m-Chlorper- 
henzoesaure epoxidiert und reinjiziert. 
C) (2)-8-Heptadecen aus der Dufour- 
Druse einer Myrmica-rubra-Ameise, auf m- 
gleiche Art kondensiert, epoxidiert und 21 17 

reinjiziert. - t [minl 

Epoxide lassen sich auBerdem in sekundare Derivate 
mit besserer GC-MS-Charakteristik umwandeln (Schema 
3). Minnikin[771 hat diese Methoden kritisch zusammenge- 

HO NMe2 Me$ OH 
I I  I I  

R'-CH-CH-R' + R'-CH-CH-R~ 

Schema 3. 

Me,SiO OCH, CH,O OSiMe, 

~ l -  CH - CH - R~ + R'- CH - CH - R' 
I I  I I  
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faBt. N,N-Dimethylaminoalk~hol-Derivate[~~~ sind insbe- 
sondere fur CI-MS-Arbeitsweisen nutzlich. 

5.1.3. Epoxidspaltung 

Da Epoxygruppen in vielen Naturstoffen, z. B. den Juve- 
nilhormonen 13 und einigen Insektenpheromonen, vor- 
kommen, sind Mikrotechniken zur Lokalisierung der Ep- 
oxidfunktion sehr wichtig. Die direkte MS-Analyse zeigt 

R’ RZ R3 

13 a, R’= R * =  R1=  E t  J H O  
b, R ’ =  R‘= E t ;  R 3 =  Me  J H I  
c,  R’=  E t ;  R z =  R 3 =  M e  J H I I  
d, R’= R 2 =  R1= Me J H I E  

ublicherweise die Gegenwart des Epoxids an. Zur Absi- 
cherung konnen die Epoxide in chemisch oder massen- 
spektrometrisch leichter identifizierbare Einheiten umge- 
waiidelt werden (Schema 3). 

E.poxide lassen sich rnit Periodsaure zu den entspre- 
chenden Carbonylverbindungen  palt ten['^], die anschlie- 
Berd gaschromatographiert werden konnen. Die geometri- 
sche Konfiguration disubstituierter Epoxide kann durch 
Bestimmung der Reaktionszeit untersucht werden. truns- 
Epoxide werden vie1 langsamer gespalten als die cis-Iso- 
mere1781. Eine reaktionsgaschromatographische Epoxid- 
spaltung erreicht man einfach durch Erhitzen des rnit fe- 
ster Periodsaure in einem Rohrchen eingeschmolzenen Ep- 
oxids im Injektorblock des Gaschromat~graphen[~*I. Es ist 
jedoch bequemer, diese Reaktion in einer Vorsaule durch- 
zufii h~en[’~]. 

Abbildung 12 veranschaulicht die Spaltung des Epoxid- 
pheromons Disparlure 14 rnit einer Periodsaure-Vorsaule. 
Das Pheromon wurde vorher in einer Glaskapillare kon- 

C H I  

CH,-CH-(CH~),-CHO 

y+ 
14 

- 
5 0 

- t[min] 

Abb 12. Epoxidspaltung mit einer Periodsaure-Vorsaule. Das Pheromon 
Disparlure 14 (200 ng) wurde in einer Glaskapillare eingeschmolzen und rnit 
dem Feststoffprobengeber bei 180°C in den Gaschromatographen einge- 
fiihrt. Die Substanz passiert zuerst die Periodsaure-Vorsaule und dann eine 
20% PEG-20M-Saule. 

densiert, eingeschmolzen und anschlieBend mit einem 
Feststoffprobengeber injiziert. In der Vorsaule zerfallt das 
Pheromon in 6-Methylheptanal und Undecanal. Eine Per- 
iodsaure-Vorsaule, die einer Porapak-Q-Trennsaule vorge- 
schaltet ist, eignet sich vor allem zur Untersuchung nieder- 
molekularer Epoxide. Beispielsweise geben 1,2-Epoxypro- 
pan und 2,3-Dimethyl-2,3-epoxybutan Acetaldehyd bzw. 
Aceton als Spaltprodukte, wahrend 2,3-Epoxy-2-methylbu- 
tan sowohl zu Acetaldehyd als auch zu Aceton gespalten 
wird. Ahnlich fuhrten Juvenilhormon I und I1 (13b, 13c) 
zu Butanon; dieses Spaltprodukt zeigt an, daB der Oxiran- 
ring eine Methyl- und eine Ethylgruppe am gleichen Koh- 
lenstoffatom enthalt. Juvenilhormon I11 (13d) ergab bei 
der Spaltung hingegen Aceton. Demnach befinden sich 
zwei Methylgruppen am gleichen C-Atom des Epoxid- 
rings[791. Die Spaltung von Epoxiden verlauft quantitativ, 
und es sind nur wenige ng fur die Bestimmung notwen- 
dig. 

5.1.4. Hydrierung 

Die Charakterisierung eines Alkens kann durch Hydrie- 
rung zum gesattigten Analogon, dessen Massenspektrum 
oft leicht interpretierbar ist, vereinfacht werden. Das ist 
speziell zur Bestimmung des Kohlenstoffskeletts von unge- 
sattigten Terpenoiden nutzlich, und durch Kombination 
mehrerer Methoden kann man die Anzahl der Doppelbin- 
dungen und Ringe im Molekul bestimmen. Zur reaktions- 
gaschromatographischen Hydrierung von ungesattigten 
Verbindungen benotigt man einen V o r ~ a u l e n - [ ~ ~ ~ * ~ ” ~ ~ ~  oder 
Nachsaulen-Katalysator[*ocl und Wasserstoff als Tragergas. 
Die Reduktion findet nahezu augenblicklich statt. Verbin- 
dungen rnit bis zu vier Doppelbindungen wurden bereits 
an Vorsaulen von nur wenigen cm Lange komplett redu- 
ziertE6‘]. Verwendet man Wasserstoff als Tragergas zur GC- 
Massenspektrometrie, so konnen gleichzeitig die Massen- 
spektren der hydrierten Verbindungen erhalten werden. 
Andernfalls sollte man die hydrierten Verbindungen nach 
der GC-Trennung kondensieren und sie mit der Feststoff- 
probenaufgabe-Technik erneut durch GC-MS-Analyse un- 
tersuchen. Die Methode ist sowohl fur wenige ng einer un- 
gesattigten Verbindung als auch im mikropraparativen 
MaBstab anwendbar. Die Reduktion von (Z)-S-Heptade- 
cen (Abb. 1OC) zeigt, daB die Reaktion quantitativ verlau- 
fen kann. 

Ein System zur Hydrierung in Kapillarsaulen ist fur die 
Doppelofen-Gaschromatographie beschrieben worden. Es 
wurde speziell gepriift, ob sich die Katalysatoren zur Re- 
duktion aromatischer Kohlenwasserstoffe und Verbindun- 
gen mit polaren funktionellen Gruppen eignenc8’]. 

Als Alternative kann ein Alken in einem Glasrohr, das 
den Katalysator enthalt, kondensiert ~ e r d e n [ ~ ~ , ” I .  Das 
Rohrchen wird dann rnit Wasserstoff gefullt, abgeschmol- 
Zen und im Einspritzblock fur einige Minuten erhitzt, be- 
vor es zerstoBen wird und die Produkte chromatographiert 
we r d e n . 

5.1.5. Hydrogenolyse 

Das einfachste Derivat, das man zur Charakterisierung 
einer organischen Verbindung heranziehen kann, ist ihr 
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Stammkohlenwasserstoff. Die erschopfende reaktionsgas- 
chromatographische Hydrogenolyse zu diesem Kohlen- 
wasserstoff, haufig ,,Kohlenstoffskelett-Chromatographie" 
genannt, sattigt Mehrfachbindungen a b  und ersetzt funk- 
tionelle Gruppen, die Halogen, Sauerstoff, Schwefel oder 
Stickstoff enthalten, durch Wasserstoff. Das resultierende 
Produkt, iiblicherweise der Stammkohlenwasserstoff oder 
das nachstniedrige Homologe oder eine Mischung der bei- 
den, kann dann leicht identifiziert werden. Die Verbin- 
dung wird in einer Vorsaule rnit Pd- oder Pt-Katalysatoren 
bei Temperaturen, die vie1 hoher sind als bei iiblichen Hy- 
drierungen[821, mit Wasserstoff umgesetzt. Brownlee und 
Silverstein haben diese Technik zum direkten Gebrauch fur 
kondensiertes Material und ohne Losungsmittelinterven- 
tion modifi~iert[*~I. Bei der Hydrogenolyse von Brevicomin 
15, einem Sexuallockstoff des Borkenkafers Dendroctonus 
brevicomis, erhielten sie n-Nonan. Eine einfachere, alterna- 
tive Methode wurde von Bierl-Leonhardt und De V i l b i s ~ [ ~ ~ " ~  

$h Nonan 

l s  

beschrieben. Sie erhitzten in einem Rohr eingeschmolzene 
reine oder kondensierte Substanzen rnit Pt und LiAlH4. 
Die Produkte wurden dann je  nach den erwarteten Mole- 
kulmassen in Hexan oder Hexadecan aufgenommen und 
durch G C  oder GC-MS analy~iert['~I. LiAlH, dient dabei 
anscheinend als Wasserstoffquelle, da  die gleiche Reaktion 
mit Pt allein nur zu ungesattigten Produkten fiihrt. 

Zur Strukturbestimmung cyclischer Schwefelverbindun- 
gen wurde die Hydrodesulfurierung im Mikroreaktor - 

zwischen Gaschromatograph und Massenspektrometer ge- 
schaltet - e n t ~ i c k e l t [ * ~ ~ .  Verwendet man sowohl Wasser- 
stoff- als auch Deuteriumgas, kann man Strukturinforma- 
tionen und die RinggroDe ableiten. 

5.1.6. Reduktion mit NaBH4 

Die Reduktion von Aldehyden und Ketonen rnit NaBH, 
und die anschlieoende GC- oder GC-MS-Analyse der ent- 
sprechenden Alkohole erleichtert deren Identifizierung[851. 
Die Strukturzuordnung von Aldehyden ist wegen ihrer 
Tendenz zur Oxidation und wegen ihrer nur wenig charak- 
teristischen Massenspektren schwierig. Reduktionsproduk- 
te, die groBer als Hexanol sind, haben sich durch Reaktion 
rnit einer ethanolischen oder waDrigen NaBH,-Losung im 
Zylinder einer Injektionsspritze identifizieren lassedS6]. 
Uberraschenderweise kann die Reaktion auch rnit festem 
NaBH, in einem abgeschmolzenen Glasrohr ohne Hydro- 
lyse oder zusatzliche Feuchtigkeit durchgefuhrt werden, 
zumindest bei einer Anzahl von Carbonylverbindun- 
gen1'4.32.871. Eine Anwendung dieser Prozedur wird in Ab- 
bildung 13 gezeigt. Die Mandibeldriise einer Myrmica- 
Ameise enthalt eine Mischung von 3-Alkanolen und 3-A1- 
kanonen (Abb. 2 und 13A). 3-Octanon und der Nebenbe- 
standteil 3-Heptanol, der als Schulter im Octanonpeak elu- 
iert, wurden in einem Glasrohr kondensiert und rnit gepul- 
vertem, festem NaBH, rechromatographiert. 3-Octanon 
wurde dabei quantitativ zu 3-Octanol reduziert; das unver- 
anderte 3-Heptanol trat deutlich hervor (Abb. 13C). Wahr- 
scheinlich findet die Reduktion zwischen den Carbonyl- 
dampfen und dem festen NaBH, im GC-Einspritzblock 
statt. 

Als Alternative kann die NaBH4-Reduktion auch in ei- 
nem Losungsmittel, das fur On-Column-Injektionen geeig- 
net ist (keinesfalls Wasser oder Ethanol), durchgefiihrt 
werden. Das sind z. B. Dimethoxyethan oder Tetrahydro- 
furan (THF), obwohl sich NaBH, in T H F  nur schlecht 
lost. Bei einem Anwendungsbeispiel wurde eine gesattigte 
NaBH,-Losung in T H F  zu 3-Octanon injiziert, das in einer 
Glaskapillare kondensiert war. Die Reduktion verlief in 10 
Minuten rnit uber 90% Ausbeuter601 (siehe Abschnitt 3.4). 

Eine andere Methode bedient sich der ,,Riickreaktion" 
dieser Carbonylreduktion. In einer mit aktivem Cu-Staub 
gefullten Vorsaule konnen primare und sekundare Alko- 
hole bei 300 bis 325°C zu den Aldehyden und Ketonen 
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Abb. 13. Reduktion von Carbonylverbindungen. A) Der gesamte lnhalt der Mandibeldriise einer Myrmica-ruginodis-Arbeiterin, 
chrornatographiert auf 10% PEGA bei 125°C. B) Das Effluent zwischen den Pfeilen in A) wurde kondensiert und reinjiziert. C )  Ilas 
Effluent wurde kondensiert, mit NaBH, versetzt und injiziert. 
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dehydriert werden, die sich durch Massenspektrometrie 
untersuchen lassedSa1. Dies ermoglicht die Unterscheidung 
zwischen primaren, sekundaren und tertiaren Alkoholen 
sowie Dialkylethern. 

5.1.7. Bromierung 

Die Unterscheidung zwischen Peaks gesattigter und un- 
gesattigter Substanzen in einem GC-Profil ist fur Mikro- 
chemiker wichtig. Eine Bromierung verschiebt alle Peaks 
der ungesattigten Verbindungen und IaBt die der gesattig- 
ten unverandert. Die Reaktion ist sofort vollendet; die bro- 
mierten Produkte eluieren sehr vie1 langsamer als die ur- 
sprdnglichen Alkene, so daB die Bromaddukte mit mehr 
als zehn Kohlenstoffatomen kaum im Chromatograrnm be- 
obachtet werden. Da die Bromierung eine stereospezifisch 
verlaufende trans-Addition ist, kann man durch diese Re- 
aktion auch die Konfiguration von niedermolekularen Al- 
kenen fe~tlegen[~']. Normalerweise eluieren die Bromad- 
d u k e  von trans-Alkenen vor denen der entsprechenden 
cis-Isomere. Die Verwendung einer stark verdunnten Lo- 
sung von Brom in Losungsmitteln wie Hexan oder Schwe- 
felb ohlenstoff wird empfohlen. ng-Mengen von Material, 
das in Glaskapillaren kondensiert ist, kann nach der in Ab- 
schnitt 3.4 beschriebenen Methode bromiert werden. Ab- 
bildung 14 zeigt als Beispiel die Anwendung auf eine Mi- 

: 

20 10 0 - t[minl 

Abb 14. Bromierung von Alkenen. A) Eine Mischung von Heptadecan, (Z)- 
und (Q-%Heptadecen, Nonadecan sowie (9- und (Q-9-Nonadecen (je 
100 ig) wurde in einer Gtaskapiltare kondensiert und reinjiziert. B) Die glei- 
che Mischung wurde vor der lnjektion mit Brom behandelt. Chromatogra- 
phiert auf einer OV-1-Kapillarsaule; Temperaturprograrnrn: 40 bis 300"C, 
lOY'/rnin. 

schung von Heptadecan, 8-Heptadecen, Nonadecan und 
9-Nonade~en '~~I .  Die Bromierung von Driisenbestandteilen 
im MikromaBstab kann durch Zugabe von 1 pL einer 
Bromlosung zu einer praparierten Driise erreicht werden, 
die dann rnit der Feststoffprobenaufgabe-Technik chroma- 
tographiert wird. 

5.1.8. Veresterung mit Diatomethan 

Kurzkettige aliphatische Monocarbonsauren sind fliich- 
tig genug, um direkt durch G C  aufgetrennt zu werden. Je- 
doch fuhrt die Adsorption von Carbonsauren auf dem Tra- 
germaterial oft zu ,,Peaktailing". Haufig werden deshalb 
polare und relativ wenig fluchtige Carbonsauren in die we- 
niger polaren Methylester rnit besserer GC-Charakteristik 
umgewandelt. Die Vielfalt der Techniken zur Veresterung 
von Fettsauren ist zusammenfassend beschrieben wor- 
den[901. Carbonsauren konnen aus dem GC-Effluent in 
Glaskapillaren kondensiert und bequem rnit Diazomethan 
(CH,N,) in T H F  verestert ~ e r d e n ' ~ ~ ] .  Die Reaktionsmi- 
schung kann dann wie in Abschnitt 3.4 beschrieben rechro- 
matographiert werden. Huwyler et al. verwendeten eine 
vergleichbare Methode zur Veresterung niedermolekularer 
Fettsauren und identifizierten damit die Fettsaurekompo- 
nenten des Spurpheromons der Ameise Lasius fuligino- 
S U S [ ~ ' ~ .  Octansaure kann auch dadurch verestert werden, 
daB sie kurz vor Injektion einer etherischen CH2N2-Lo- 
sung in den Gaschromatographen injiziert ~ i r d ' ~ ~ ] .  Andere 
reaktionsgaschromatographische Methoden fur die Ver- 
esterung von Fettsauren hat Harris[931 zusammenfassend 
referiert. 

5.1.9. Acetylierung von Alkoholen 

Die Acetylierung ist eine nutzliche Reaktion zur Absi- 
cherung der Identitat von Alkoholen und ermoglicht au- 
Berdem die Unterscheidung von primaren und sekundaren 
Alkoholen. 1st eine Substanz biologisch aktiv, so kann au- 
Berdem der Verlust der Aktivitat nach Acetylierung und 
deren Wiedergewinn nach Verseifung das Vorliegen eines 
Alkohols anzeigen. 

Primare und sekundare Alkohole lassen sich im Mikro- 
maBstab ahnlich der Methode von H ~ w y l e r [ ~ ~ ]  acetylieren. 
Dazu werden in Glaskapillaren kondensierte primare Al- 
kohole rnit einer THF-Losung von Acetanhydrid und Pyri- 
din versetzt; diese Mischung wird dann durch On-Co- 
lumn-Injektion gaschromatographisch untersucht. Obwohl 
die Reaktion bei sekundaren Alkoholen langsam verlauft, 
ist sie quantitativ. Die gleiche Prozedur kann auch zur 
Acetylierung von Phenolen herangezogen werden ; aus der 
Verschiebung der Retentionszeiten laat sich dabei die An- 
zahl der phenolischen OH-Gruppen abschatzen. Diese 
Methode ist fur Proben von wenigen Nanogramm anwend- 
bar. 

5.1.10. Dehydratisierung 

Die Dehydratisierung von Alkoholen zu Alkenen durch 
Reaktionsgaschromatographie ist schon Iangere Zeit be- 
kannt. Unter vorzugsweise milden Bedingungen konnen 
Alkohole so dehydratisiert werden, daB die neue Doppel- 
bindung an der Verknupfungsstelle der ursprunglichen 
Hydroxygruppe entsteht. Zur Dehydratisierung wurden 
z. B. A l u m i n i ~ m o x i d [ ~ ~ ~ ,  KHS04[871, H3P04[951 und Hexa- 
methylphosph~rsauretriarnid[~~~ verwendet. 

Drawert et al. [59,951 benutzten einen Vorsaulenreaktor, 
der Phosphorsaure enthielt. Stanley[871 fuhrte die Dehydra- 
tisierung von kondensierten Alkoholen in abgeschmolze- 
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nen Glaskapillaren durch. Kiirzlich erst verwendeten Ko- 
bold et al. und Bestrnann et al.[961 wenige mg von A120, im 
Insertliner des Injektorblocks zur Dehydratisierung von 
Terpenalkoholen. Stanley["] fand, dalj basisches Alumini- 
umoxid weniger Umlagerungsprodukte ergibt als saures; 
z. B. war I-Hepten das Hauptprodukt der Dehydratisie- 
rung von 1-Heptanol, wahrend saures Aluminiumoxid alle 
isomeren Heptene ergab. 

20 

5.1.7 1. Subtraktionstechniken 

D C H 2 C I  

Informationen iiber funktionelle Gruppen einer Verbin- 
dung erhalt man rnit der Subtraktionstechnik. Ein geeigne- 
tes Reagens wird auf festes Tragermaterial aufgetragen 
und vor oder nach der GC-Trennsaule plaziert. Das Rea- 
gens bildet nichtfliichtige Verbindungen und ,,subtrahiert" 
damit die umgesetzten Verbindungen aus dem Chromato- 
gramm182d1. 

Subtraktionstechniken fur gepackte Saulen sind seit 
mehreren Jahren bekannt, und es sind viele Ubersichten zu 
der Thematik e r ~ c h i e n e n [ ~ ~ I ;  hier sollen nur Fortschritte 
aus neuerer Zeit erwahnt werden. Benzidin, das zur Sub- 
traktion von Carbonylverbindungen venvendet wurde, ist 
ein potentes Carcinogen. Es kann durch das nichtmuta- 
gene 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin ersetzt werden. 

Alieshoeo et al.[981 fuhrten das Reagens 16 fur die Sub- 
traktion ungesattigter aliphatischer Kohlenwasserstoffe 
ein. Dieses Styrol-Divinyibenzol-Copolymer rnit N,N-Di- 

S02NCI, 

(6 

SOzN-CH,-C-CH3 
I I 

CI CI 

17 

-CH-CH?- 
CH 3 
I 

CHI-C-CHI 
I 
CI 

SO2NCI2 

(6 

chlorsulfonamidgruppen entfernt Alkene und Alkine 
quantitativ, wahrend Alkane und Arene nicht angegriffen 
werden. Auljerdem kann das umgesetzte Polymer 17 durch 
Einleiten eines HCI-Stroms wieder in die aktive Form 16 
umgewandelt werden. K a l ~ [ ~ ~ '  hat die Subtraktionsme- 
thode in der Kapillarsaulentechnik angewendet, wobei die 
Wand einer Glaskapillarsaule mit dem subtrahierenden 
Agens belegt war. 

Auch eine Periodsaure-Vorsaule kann Alkohole in Carbo- 
nylverbindungen umwandeln, wenn auch mit schlechten 
A u ~ b e u t e n ~ ~ ~ l .  Eine Anzahl von Mikroreaktionen kann 
man direkt in der GC-Injektionsspritze durchfiihren[x'~"l, 
indem man die Reaktanten vor der Chromatographie ei- 
nige Minuten im Zylinder zuriickhalt. 

Oft zeigen Substanzen, die aktiven Wasserstoff enthalten 
(z. B. 18), ein besseres gaschromatographisches Verhalten, 
wenn sie silyliert werden (19). AuBerdem liefern die Mas- 

CH 3 \ I  ti OH I 8 
CH f 

,OSiMel 

"N - Si Me, 
CH- N- CH2CHCH,0 + CF3-C 

la 

C H 3 \  I I 
,CH-N -CH,CHCH,O 

OSiMe3 M - 
CH 3 
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senspektren von Silylethern mehr Strukturinformationen 
als die der entsprechenden Stammverbindungen; z. B. laBt 
sich die Hydroxygruppe eines sekundaren Alkohols oft an- 
hand des Spektrums l ~ k a l i s i e r e n [ ~ ~ ' ~ .  Viele der iiblichen Si- 
lylierungstechnikenl'OO1 konnen im MikromaBstab durchge- 
fiihrt werden. 

Unveresterte, kurzkettige Fettsauren wurden in Rohr- 
chen, die Ag,O enthielten, kondensiert und damit in die 
Silbersalze 20 uberfiihrt. Nach Zugabe von Methyliodid 
oder Benzylchlorid['o'l kann das Material mit der Fest- 
stoffprobenaufgabe-Technik in Form der Ester rechroma- 
tographiert werden. 

RCOOCH, 0 
Einige andere mikrochemische Derivatisierungsmetho- 

den['021 lassen sich ebenfalls im ng-MaBstab ausfiihren. 
Aus den Beispielen ist ersichtlich, dalj eine grolje Zahl 
chemischer Reaktionen, die lange im MakromaBstab er- 
probt sind, rnit etwas Erfindungsgabe a n  sehr kleine Quan- 
titaten angepaljt werden konnen. 

5.2. Reaktionen mit Losungsmittelextraktion 
5.1.12. Andere Methoden 

Es gibt noch viele andere Reaktionen, die das Arsenal 
der Nanogramm-Chemie vergroljern konnten. Alkohole 
wurden in abgeschmolzenen Glaskapillaren durch 
K,Cr,O,-Kristalle zu Carbonylverbindungen oxidiert[*']. 

Viele bekannte Reaktionen aus der Organischen Chemie 
erfordern im MakromaBstab einen erheblichen Arbeitsauf- 
wand zur Produktisolierung. Eine Verbindung mulj 
manchmal aus einem Salz freigesetzt, ein Uberschulj an 
Reagens vielleicht zerstort oder das Produkt aus einer 
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waBrigen Mischung von verbrauchten Reagentien abge- 
trennt werden. Nicht immer wird es moglich sein, solche 
Reaktionen im MikrornaRstab durchzufuhren und das Re- 
aktionsgemisch direkt in einen Gaschromatographen zu 
injizieren. Reagentien und/oder Produkte mogen korrosiv 
scin oder die stationare Phase zerstoren oder die Analyse 
selbst beeintrachtigen. In einer Ubersicht beschreiben 
fonle und Schuettel'o'l die Moglichkeiten der Probenaufbe- 
reitung zur Kapillargaschromatographie einschlieRlich der 
Extraktions- und Konzentrierungsschritte, und fassen die 
damit verbundenen Probleme zusammen. 

WIhrend fur die Chromatographie wenige pL Solvens 
ausreichen, erfordern Scheidetrichter-Trennungen Lo- 
sungsmittelvolumina im rnL-Bereich. Entweder liegt dann 
dic winzige, wertvolle Probe in hoher Verdunnung vor, 
oder das Solvens mu6 entfernt werden, was wiederum zur 
Anreicherung von Verunreinigungen irn Ruckstand fuhrt 
und rnoglicherweise den Verlust fluchtiger Verbindungen 
zur Folge hat. 

Eine Methode von Cais und Shirnoni1'041 ergibt mehr als 
8 0 %  Riickgewinnungsausbeuten aus Extraktionen, erfor- 
dert aber zumindest 2 rnL Extraktionsmittel. Vie1 kleinere 
Losungsmittelvolumina wurden von Grob et al.1'051 zur Ex- 
traktion organischer Substanzen aus Wasserproben ver- 
wendet. Murruy"""l hat diese Methode zur Erhohung der 
Ausbeuten noch verbessert. Eine einfache und doch sehr 
eff'ektive Extraktionstechnik unter Verwendung einer Glas- 
In iektionsspritze beschrieben van Renshurg und Has- 
se:/[""]. Dabei wird die Probe im Spritzenzylinder extra- 
hicrt, die Spritze dann umgedreht und das Losungsmittel 
durch leichten Kolbenvorschub an der Nadelspitze abge- 
trennt. 

Keine der oben vorgestellten Methoden und Vorrichtun- 
gen ist fur eine Derivatisierung vor der Extraktion an- 
wendbar, speziell wenn die Reaktion Erhitzen erfordert. 
Wir haben daher eine Technik entwickelt, die die Derivati- 
sierung und Extraktion im gleichen Behaltnis und mit ei- 
nem Minimum an Manipulationen und Transferschritten 
ermoglicht. Die Vorrichtung, Keele-Mikroreaktor ge- 
nannt[Inx1 (Abb. 15 und 16), ist heute irn Handel erhalt- 
lich. 

Segturn 
l5iiicongummi 
un3 Teflon1 Schraubkappe 

Obere Kammer 

Kapi l larhals 

U n t e r e  Kammer 

At+. 15. Schnitt durch den Keele-Mikroreaktor. Der Mikroreaktor ist zu be- 
zithen von Wheaton Scientific, Millville. NJ 08332 (USA), und dercn welt- 
wciten Vertretungen. 

Der Keele-Mikroreaktor besteht aus drei Segmenten: Ei- 
ner unteren Kammer, einem engen Kapillarhals und einer 
oberen Kammer. Bei Verwendung des Mikroreaktors fur 
Reaktionen oder Extraktionen wird die benotigte flussige 
Phase in den engen Kapillarhals getrieben und von dort 
fast ohne Substanzverlust fur die Analyse entnommen. Ei- 

ner der Hauptvorteile dieser Prozedur liegt darin, dal3 Lo- 
sungsmittel verwendet werden konnen, die leichter oder 
schwerer als Wasser sind. Der Mikroreaktor kann rnit Tef- 
lonsepturn und Schraubkappe verschlossen und bis zu 
200°C im Ofen erhitzt werden, ohne dan ein nennenswer- 
ter Verlust an Probenmaterial auftritt. 

I 
A 

:fd 

I IC i 
1-J 

C 

- t t 
I 

B 

id E 

Abb. 16. Verwendung des Keele-Mikroreaktors. A) Nach der Reaktion wird 
zum Reaktionsgemisch a in der unteren Kammer ein Extraktionsmittel b ge- 
geben. R) Die beiden Phasen werden durch Pumpen mil einer 100pL-Spritze 
c gemischt. C) Die Mischung wird zur Abtrennung der Extraktl6sung d in die 
obere Kammer gebracht. D) Die verbrauchten Reagentien werden durch Ab- 
ziehen der Luft mit einer Spritze in die untere Kammer gebracht. E) Die 
Extraktl6sung d verbleibt im Kapillarhals des Reaktors, von wo sie effektiv 
mil einer Mikroliterspritze entnommen werden kann. 

Bei einem typischen Extraktionsvorgang wird die wan- 
rige Losung (etwa 50 pL) mit einem Losungsmittel wie z. B. 
Hexan (10 pL) durch mehrrnaliges Aufziehen und Pumpen 
mit einer Glasspritze (Abb. 16B) gemischt. Dieser Arbeits- 
schritt garantiert die Verteilung des flussigen Materials in 
kleine Tropfen und ruft somit eine innige Mischung der 
beiden Phasen hervor. Die flussige Mischung la& man 
nun in der oberen Kammer absetzen. Die Oberflachen- 
spannung der Fliissigkeit im engen Kapillarhals und die 
Luft in der unteren Kammer verhindern das Herabrinnen 
der Losung in die untere Kammer. Mit einer feinen Injek- 
tionsnadel (0.17 mm PuRerer Durchmesser) wird nun aus 
der unteren Kammer solange Luft entnommen, bis die ge- 
wiinschte organische Phase in die Halsregion des Reaktors 
eintritt (Abb. 16D). Von dort kann nun die organische 
Phase effektiv fur GC- und HPLC-Analysen entnommen 
werden. Typische Ruckgewinnungsausbeuten lagen fur ei- 
nen Extraktionsschritt zwischen 40 und 65% und bei na- 
hezu 90% fur drei aufeinanderfolgende Extraktionsschrit- 
t e ~ i o n ~ .  

Einige Derivatisierungsreaktionen, die einen Extrakti- 
onsschritt erfordern, belegen die Nutzlichkeit des Reak- 
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tors. Auch andere Probleme auf dem GC-Gebiet diirften 
sich rnit diesern Gerat losen lassen. 

5.2. I .  Pentafuorbenzylierung uon Carbonsiuren 

Pentafluorbenzylbromid ist ein gebrluchliches Reagens 
zur Derivatisierung von Phenolen, Thiolen, Sulfonamiden 
und Carbonsiiuren~'@'] fur eine anschlieflende GC-Analyse. 
In einer typischen Anwendung werden Carbonsaure und 
Pentafluorbenzylbromid 21 in der unteren Karnmer des 

F F  

NaOH 
I 

FQCH'Br + R-COOH Bu,N60He oder 

F F  

n 

n 

Mikroreaktors vorgelegt. AnschlieDend wird eine starke 
Base, z. B. Tetrabutylammoniurnhydroxid in Wasser, zum 
Abfangen von Bromwasserstoff zugegeben. Die Reaktan- 
ten werden einige Male mit einer Spritze aufgezogen, urn 
eine gute Durchmischung zu gewahrleisten. Dann wird die 
Reaktionsmischung wieder in die untere Kammer gegeben, 
das GefaR verschlossen und geschiittelt. Nach der Reak- 
tion gibt man 20pL Wasser und 1OpL Hexan zu und 
trennt die organische Phase fur die GC-Analyse ab1lo8]. Die 
Reaktion verlauft schnell und quantitativ. Die Derivate 22 
lassen sich durch das Auftreten des Pentafluortropylium- 
Ions 23 im MS-Spektrum leicht durch GC-MS-Analyse 
identifizieren. Fur den FID-Detektor sind nur wenige ng 
erforderlich, und bei Verwendung eines Elektronenein- 
fang-Detektors (ECD) erreicht man Empfindlichkeiten im 
pg-Bereich. 

5.2.2. Methoxymercurierung-Desmercurierung von Alkenen 

Die Addition von CH,OH an Alkene durch Methoxy- 
mercurierung-Desmercurierung hat als Methode zur Loka- 
lisierung von Doppelbindungen in Alkenylketten Beliebt- 
heit erlangt. Abley et al.[491 beschrieben als erste die GC- 
MS-Analyse dieser Methoxyderivate (Schema 4). Im Falle 
einfach ungesittigter Verbindungen entstehen zunachst 
zwei Addukte 24 und 25. Die daraus gebildeten Methoxy- 
derivate 26 bzw. 27 werden iiblicherweise bei der Gas- 
chromatographie gemeinsarn eluiert. Im Massenspektro- 
meter fragmentieren 26 und 27 bevorzugt auf beiden Sei- 
ten der Methoxygruppen; daher entstehen die vier intensi- 
ven und charakteristischen Fragmentionen 28 -31. Aus 
den Massen dieser vier Ionen kann die Position der ur- 
spriinglichen Doppelbindung abgeleitet werden. 

Diese Technik wird haufig angewendet['" 'lo]. Die Me- 
thoxyderivate 26 und 27 miissen zwischen Wasser und 
Ether oder Hexan verteilt werden, bevor die nichtwPRrige 

Schicht durch GC untersucht wird. Solche Extraktionen 
erfordern im allgemeinen 50 pL oder mehr des nichtwaRri- 
gen Extraktionsmittels, damit die obere Phase bequem ent- 
nommen werden kann. Mit dem Keele-Mikroreaktor lie- 
Wen sich jedoch 200 ng einer Alkenprobe einfach derivati- 
sieren und die Methoxyderivate mit 5 pL Hexan extrahie- 
ren['OS1. 

R'- CH = CH - R' 

AcOHg OMe 
I I  

R'- CH-CH-R' 

25 

Mu0 HgOAc 
I I  

R'-CH - CH - R ~  

24 1 .  Festes NaBH, (uberschut3) 

I 2. AcOH (einige Tropfen) 

3. Ether/H,O 

I 
OMe 

R'-CH I - CH, -R' 

26 

I 
OMe 
I 

R'- CH - CH - R' 

27 

Massenspektrometrie 

t 
Q 0 

OMe OMe 
II I1 

R'-CH CH-CH,-R' 

28 29 

t 
Q 8 

OMe OMe 
II II 

R'-CH,-CH CH-R' 

30 3l 

Schema 4. 

5.2.3. Einfihrung von Methylthiogruppen in Alkene 
(Methylthiolierung) 

Die Addition von Dimethyldisulfid (DMDS) an einfach 
ungesattigte Alkene['71, Acetate" ' la], Fettsaureester, Alde- 
hyde und Alkoholel'''h.'l ist eine neuere Methode zur Lo- 
kalisierung von Doppelbindungen. Die Addition ist stereo- 
spezifisch und gibt sowohl rnit (a- als auch mit (0-Isome- 
ren jeweils nur ein einziges Produkt. Diese Addukte zerfal- 
len im Massenspektrometer bevorzugt a n  der C-C-Bin- 
dung zwischen den beiden CH,S-Substituenten zu zwei 
Hauptfragmentionen 32 und 33 (Schema 5 ) ,  von denen ei- 
nes ublicherweise der Basispeak irn Spektrum ist, und kon- 
nen somit zur Lokalisierung der Doppelbindung im ur- 
spriinglichen Molekiil herangezogen werden. 

In den Arbeitsvorschriften von Buser et al.['""] und Dun- 
kelblum et al.["'" werden die Produkte zum SchluR mit 
200 pL Hexan extrahiert. Vor der chromatographischen 
Untersuchung wird die Lijsung eingeengt. Durch Anwen- 
dung des Keele-Mikroreaktors kann die Nachweisernp- 
findlichkeit dieser Methode noch erheblich verbessert wer- 
den['0x1. 

Die ,,Methylthiolierung" bietet gegenuber der haufi- 
ger verwendeten Methoxymercurierung-Desmercurierung 
mehrere V ~ r t e i l e [ ~ ~ I .  Bei letzterer ist die Reaktionsmi- 
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schung nach der Abspaltung des Quecksilbers heterogen 
und schwierig zu handhaben, auBerdem verlauft die Reak- 
tion nicht quantitativ; typische Ausbeuten liegen zwischen 
5 5  und 70%. Im Gegensatz dazu ist die Methylthiolierung 
eine homogene Reaktion, alle Komponenten sind misch- 
bar, es konnen vie1 kleinere Mengen der ungesattigten Ver- 
bindung eingesetzt werden, und die Reaktion ist nahezu 
quantitativ. Und wahrend die Methoxymercurierung nur 
ein Misch-Massenspektrum von zwei Derivaten liefert 
(Schema 4) und damit jede einfach ungesattigte Verbin- 
dung zu vier charakteristischen Peaks im Spektrum fiihrt, 
gibt die Methylthiolierung nur ein Produkt, das im Mas- 
senspektrum in die beiden signifikanten Ionen 32 und 33 
zerfallt (Schema 5) .  Diese Ionen sind im allgemeinen auch 
intensiver als die der Methoxyderivate. AuUerdem enthalt 
da i  Massenspektrum der Methoxyderivate kaum Molekiil- 
ionen, so dal3 die Identifizierung weniger sicher ist. Wah- 
rend underivatisierte Alkenylacetate, Alkohole und Alde- 
hyde nur selten ein Molekiilion ergeben, zeigten die unter- 
su :hten DMDS-Addukte immer ein intensives Molekiil- 
ion. Die Massenspektren der DMDS-Addukte von Alke- 
nylacetaten und Fettsauremethylestern enthalten auUer- 
dern Fragmentionen, die durch Verlust von Essigsaure 
bzw. Methanol aus dem Ion 33 entstehenl'"a.bl. Ahnlich 
ze gen die Spektren von Alkoholen und Aldehyden eine 
sc!iwache Abspaltung von Wasser aus dem Ion 33["1c1. 
Diese Ionen helfen, die Funktionalitat der Verbindung 
festzulegen. wenn ein Gemisch untersucht wird. 

CH,-(cH,),,, -CH= CH-(cH,),,- CH, - R 

CH,SSCH,/ I ,  i 
SCH, 
I 

CH,- (CH')~-CH- CH -(cH,),,-CH,-R 
I 
SCH, 

E I  -MS 

A 
d 
SCH,  
II  

CH,-(cH,),-CH 

32 

Scierna 5. 

AbschlieBend sei erwahnt, dal3 die Methoxylierung 
keine Unterscheidung zwischen (Z)- und (@-Isomeren er- 
laubt, wahrend die Methylthiolierung unter stereospezifi- 
scher trans-Addition verlluft. Die (4- und (3-Isomere 
fiihren damit zu erythro- bzw. threo-Verbindungen, die fast 
gleiche MS-Spektren haben, aber durch Kapillar-GC 
trennbar sind, wobei das fhreo-Isomer iiblicherweise zuerst 
eluiert wird. Daher kann auch die Konfiguration einer 
V,:rbindung durch Vergleich der Retentionszeit mit der ei- 
nt:s Standard-(E/Z)-Gemisches bestimmt werden. 

Obwohl die Methylthiolierung haufig nur mit Mono- 
enen durchgefiihrt wurde, kann sie nach neueren Resulta- 
ten1'l2I auch auf Diene angewendet werden. Allerdings 
sind die Massenspektren von Dien- nicht so einfach wie 
die von Monoenderivaten. Der Methylthiolierungsme- 
thode ist zur Lokalisierung einer einzigen CC-Doppelbin- 
dung im Molekiil sicherlich der Vorzug einzuraumen. 

5.2.4. Veresterung von Carbonsauren 
mit Bortnfluorid- Methanol 

Die Veresterung mit BF3.CH,0H ist eine bequeme Me- 
thode zur Herstellung von Methylestern aus Carbonsau- 

Man kann jedoch die rohe Reaktionsmischung 
nicht direkt in den Gaschromatographen injizieren, da BF3 
viele stationare Phasen zerstort. Die Ester miissen daher 
vor der Injektion rnit Losungsmitteln extrahiert werden. 
Durch Verwendung des Keele-Mikroreaktors laUt sich die 
Nachweisgrenze der Methode wesentlich senkenl'OR1. 

McDaniel und Howard[701 berichteten kiirzlich, dal3 Fett- 
sauren auch mit 1,l-Dimethylhydrazin verestert werden 
konnen. Die Reaktion ist nahezu quantitativ, wenn man 
Saure und Dimethylhydrazin im verschlossenen Mikrore- 
aktor erhitzt. Der Mechanismus dieser Reaktion ist unbe- 
kannt. Die Produkte sind zwischen Hexan und verdunnter 
Schwefelsaure verteilt. 

6. Fliissigchromatographie-Gaschromatographie 
(LC-GC) 

Bei der Analyse von Probengemischen wird oft eine flus- 
sigchromatographische Trennung (LC) vor der GC-Ana- 
lyse durchgefuhrt. Die Methode ist jedoch zeitraubend 
und verlustreich, wenn nur eine kleine Menge a n  Probe zur 
Verfiigung steht. Sandra["41 beschrieb eine elegante, einfa- 
che und effektive Methode zur LC-Fraktionierung vor der 
Gaschromatographie. Er funktionierte eine Spritze, wie sie 
zum direkten Einspritzen in die Saule verwendet wird, zur 
LC-Saule um. Dazu wurde die Spritze mit einer Polyimid- 
patrone gefiillt, die mg-Mengen von Kieselgel oder ahnli- 
chen Materialien enthielt. 

Eine ,,MikrosPule" aus feinem Kieselgel kann man im 
Zylinder einer 100-pL-Spritze aufbauen1"51; ahnliche Vor- 
richtungen sind heute im Handel erhlltlich. Eine Anwen- 
dung dieser Technik zur Analyse einer Dufour-Driise der 
Ameise Lasius niger wird in Abbildung 17 veranschaulicht. 
Die Driise enthslt fiber 50 Verbindungen mit mehreren 
Funktionalitaten (Abb. 17A)L'5"1. Auf die Mikrosaule 
wurde nun eine einzelne Driise gelegt und zuerst mit He- 
xan iiber einen splitlosen Injektor direkt in den Gaschro- 
matographen eluiert. In den Chromatogrammen der ersten 
beiden Hexanfraktionen traten nur die Signale der Koh- 
lenwasserstoffe auf (Abb. 17B). Die dritte Hexanfraktion 
enthielt nur noch die hauptsachlichsten Kohlenwasserstof- 
fe, die vierte Fraktion war leer. AnschlieUend wurde die 
Mikrosaule mit Hexan/Ether-Gemischen eluiert. In der 
zweiten HexadEther-Fraktion waren nur Ester-Peaks vor- 
handen (Abb. 17C). Eine darauffolgende Elution der Saule 
mit reinem Ether ergab die Alkohole. 

Die LC-GC-Technik hat ein groRes Potential zur Mikro- 
analyse organischer Funktionalitaten. Beispielsweise ha- 
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Abb. 17. LC-CC-Kombination unter Verwendung einer Mikro-1.C-Saule zur 
Trennung von Substanzklassen. A) Extrakt der Dufour-Drilsen der Ameise 
Losius niger in Hexan, chromatographiert auC OV-17-Kapillars~ule. Tempe- 
raturprogramm: 2 min 60°C. dann 60 bis 270°C mit IO"C/min; Splirlos- 
Injektion, Splitventil 30 s geschlossen. B) Chromatogramm der Hexanfrak- 
tion, die aus der Mikrosaule direkt in den Gaschromatographen eluiert wur- 
de. Alle Peaks entsprechen Kohlenwasserstoffen. C.') Chromatogramm der 
HexadEther(8 :2)-Fraktion, direkt i n  den Gaschromatographen eluiert. Die 
Peaks (auOer 9) entsprechen Estern. 1. Undecan; 2, 5-Methylundecan; 3, 3- 
Methylundecan; 4, Tridecan: 5 ,  Decylacetat; 6, Pentadecan; 7, 5-Methylde- 
cylacetat: 8, 3-Methyldecylacetat : 9, Undecylacetat + Dodecanol; 10. Dode- 
cenylacetat; 1 I ,  Dodecylacetat: 12. Heptadecan; 13, verzweigtes Tridecylace- 
tat: 14, Dodecylpropionat: 15. Farnesylacetat: 16. Heptadecylpropionat: 17. 
Octadecylacetat; 18, Octadecylpropionat: 19. Dodecyldecanoar: 20, Decyl- 
tridecdnoar; 21, Dodecyldodccanoat; 22, Dodecyltridecanoat. 

ben Bestmann et al.1"51 diese Methode zur ldentifizierung 
des Sexualpheromons des Schmetterlings Cnephasia lon- 
gana angewendet. Ferner konnen verdunnte Proben vor 
der Elution in den Gaschromatographen konzentriert wer- 
den. In Verbindung mit der Subtraktionstechnik kann man 
weitere Informationen uber funktionelle Gruppen erhal- 
ten. AuBerdem lassen sich damit Rohgemische aus Reak- 
tionen vorreinigen, bevor die gewunschten Produkte in den 
Gaschromatographen eluiert werden. 

7. Resumee und Ausblick 

Der forschende Chemiker und Analytiker mag erstaunt 
sein, was mit Nanogramm-Mengen reinen oder verunrei- 
nigten organischen Materials zu bewerkstelligen ist. Sofern 
die Proben nicht durch groBe Mengen Losungsmittel kon- 

taminiert werden, lassen sie sich in vielen aufeinanderfol- 
genden Schritten untersuchen. Es ist nicht immer notwen- 
dig, sich auf vorhandene Massenspektren-Bibliotheken zu 
stutzen, um die Struktur einer neuen Substanz aufiuklaren, 
die nur  in winzigen Quantitaten zur Verfugung steht. Viel- 
mehr kann konventionelles chemisches Training in Verbin- 
dung mit Einfallsreichtum und Geschicklichkeit ausrei- 
chen, um die Substanz umzusetzen, abzubauen oder 7u de- 
rivatisieren, selbst wenn sie noch von vielen anderen be- 
gleitet wird, und so etwas uber ihr Kohlenstoffskelett oder 
ihre funktionellen Gruppen zu erfahren. Winzige Sub- 
stanzmengen konnen aus Gemischen abgetrennt und fur 
weitere Untersuchungen verwendet werden. Und wenn 
auch die Erfahrungen der Autoren dieses Beitrags zum 
groaen Teil aus der Insektenchemie stammen, ist die An- 
wendungsbreite dieser Mikromethoden vie1 groBer. Hei- 
spiele lassen sich in der Gerichtsmedizin, der Archaologie, 
der IJmweltkontrolle, der Pharmakologie und in der Un- 
tersuchung des Drogenmetabolismus finden. 

8. Addendum[*' 

Nach Fertigstellung des Manuskripts dieses Beitrags er- 
schienen zwei Ubersichten uber Derivatisierungstechni- 
ken, die sich im MikromalJstab ausfuhren lassen['"l. Zur 
Wiedergewinnung von Material nach einer kapillargas- 
chromatographischen Trennung wurden Fallen verwendet, 
die mit einem sehr dicken Film einer stationaren Phase be- 
legt ~ a r e n ~ " ' ~ .  Eine reaktionsgaschromatographische Me- 
thode zur Bestimmung von Wasser als Acetylen11'81 konnte 
sich fur die quantitative Analyse von Wasser in biologi- 
schen Proben eignen. Die CC-FTIR-Kopplung scheint 
eine vielversprechende Moglichkeit zur Konfigurationsbe- 
stimmung von Doppelbindungen in Pheromonen zu 
sein'"''. Durch Verwendung von Wasserdampf als Trager- 
gas gelang die gaschromatographische Trennung geometri- 
scher Isomere an Silbernitrat-impragniertem Tragermateri- 
alll?"l. 

Zwei umfassende Ubersichten uber die Lokalisierung 
von Doppelbindungen in Kohlenstoffketten sind in der 
Zwischenzeit publiziert worden~'"".'''l . Die Massenspek- 
tren der Cycloaddukte 35, die bei der Addition von 4-Phe- 
nyl- 1,2,4-triazol-3,5-dion 34 an konjugierte Diene entste- 

+ 

34 3s 

hen, weisen charakteristische Fragmentionen auf. die dia- 
gnostisch fur die Zuordnung der Dienposition in der Kette 
sind['22'. Ahnlich kann die Addition von Tetracyanethylen 
angewendet ~ e r d e n [ ' ~ ~ ] .  Die Methode der Methylthiolie- 
rung zur Festlegung der Position von Doppelbindungen 

- 

[*I  Eingegangen am 13. Januar 1988. 
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(vgl. Abschnitt 5.3.2) ist auf viele Diene ubertragen wor- 
den[i2J1. Neue Entwicklungen in der CI-Massenspektrome- 
trie, die auf der Verwendung von Fe‘[’’’I oder als 
Reaktanten beruhen, eroffnen ebenfalls Moglichkeiten zur 
Lokalisierung von Doppelbindungen, auch wenn die zu- 
grundeliegenden Prinzipien noch unbekannt sindl””. Fur 
den Einsatz der Tandem-Massenspektrometrie zum glei- 
chen Zweck wurden weitere Beispiele veroffentlicht[’2x1. 

Zur Bestimmung von Dialdehyden, wie sie bei der 
Ozonolyse von Polyenen entstehen, wurde eine bequeme 
Technik beschrieben1’”]. Dabei wird die Reduktion der 
Ozonide zu Aldehyden in Gegenwart von 1,3-Propandi- 
thiol durchgefiihrt, das die Aldehyde zu 1,3-Dioxanen um- 
setzt. 
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