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SUMMARY

Microquantitative determination of aliphatic amines with 7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-
1,3-diazole

Fluorometric determination of microanalytical quantities of aliphatic amines
with 7-chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1-3-diazole is described. Reaction conditions in a
one-phase system, clean-up methods and column or thin-layer chromatographic sep-
aration procedures are investigated in order to know the potential of the reagent.
For quantitative investigation, separation on polyamide sheets with subsequent
in situ measurement by means of a Zeiss chromatogram spectrophotometer is par-
ticularly suitable. A linear calibration curve is obtained for quantities between 15
and 150 ng per spot. The high stability of the reaction products and the efficient
reproducibility of the procedure justify recommendation of the reagent for the micro-
analytical determination of amines.

EINLEITUNG

Zur Bestimmung von Mikromengen primérer und sekundirer Amine hat das
Dansylchlorid in letzter Zeit einige Bedeutung erlangt!. Umfassende Untersuchungen
haben aber auch Probleme dieser Methode deutlich gemacht. Eigenfluoreszenz des
Dansylchlorids sowie der durch Hydrolyse gebildeten Sulfonsiure machen sich
storend bemerkbar. Ausserdem kann es beim Arbeiten mit Reagenziiberschuss zu
Seitenreaktionen des Dansylchlorids kommen. Dabei tiduschen Reaktionsprodukte
wie z.B. Dansyl-dimethylamin und Dansyl-methylamin ein Vorkommen dieser Amine
vor!. Hinzu kommt, dass Dansylchlorid nicht aminspezifisch ist, sondern auch mit
aliphatischen und aromatischen Alkoholen fluoreszierende Derivate bildet. Das
kiirzlich eingefiihrte 7-Chlor-d-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI1)? zeigte beim
Nachweis von Sulfonamiden® und zentralstimulierenden Aminen* bemeérkenswerte
Vorteile. Es fluoresziert selbst nicht, seine Umsetzungsprodukte liessen sich gut
chromatographieren und zeigten Vorteile in der NMR- und Massenspektrometrie®.
Ausserdem ist das Reagenz spezifisch fiir den Nachweis primiérer und sekundirer
Amine als Dansylchlorid, da es mit Phenolen, Thiolen und Anilinen keine fluor-
eszierenden Produkte bildet®. Es erschien daher interessant, sein Reaktionsverhalten
gegeniiber Aminen sowie die Eigenschaften dieser Aminderivate niher zu untersuchen.

* Direktor: Prof. Dr. W. Dontenwill.
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MATERIAL UND METHODEN
Reagenzien

NBD-Cl (Merck, Darmstadt, B.R.D.) wurde aus Methanol-Wasser um-

kristallisiert und anschliessend sublimiert. Es enthielt dann keine fluoreszierenden
Verunreinigungen mehr. Schmelzpunkt: 96-96,5°,

TABELLE [
NBD-AMINE

R
N
\
o]
ﬁ IN/
NO2

R Schmelzpunk:t % Gehalt**
o c H N -
a b a b a b
CHs
—N 217-218 46.15 46,18 3.85 3.81 26.90 26.26
\
CH3
CzHp*
—N 134-135 - . - - - - -
CzHs
CHa
—N 171-172 48.60 48.80 4.55 4.58 25.20 24.99
CaHj;
C2Hp
—N 85-86 52.85 53,01 5.60 5.65 22.40 22,13
\CaH-;
—NG ) 211-212 - - - - - -
—NQ 166-167 53.22 53.40 4.84 4.94 22.58 22,29

* Diese Derivate wurden uns dankenswerterweise von Dr. G. Eisenbrand, Deutsches Krebs-
forschungszentrum Heidelberg, zur Verfiigung gestellt,
** a=Theoretisch; b=gefunden. ~
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Alle Amine wurden frisch. destilliert, ebenso alle Lsungsmittel, die ausserdem
noch iiber Sdulen (Al,0O;, sauer, W-200; Woelm, Eschwege, B.R.D.) gereinigt
wurden.

Synthese der NBD-Amine

Die in Tabelle I aufgefiihrten Derivate des NBD-Cl wurden analog einer von
Reisch et al.® verdffentlichten Vorschrift synthetisiert. Sie wurden diinnschicht-
chromatographisch (DC), massenspektrometrisch und durch Elementaranalysen auf
Reinheit und Identitit gepriift.

Analytische Reaktionsbedingungen

25-500 pl einer methanolischen Aminldsung (1-20 ug Amin) wurden in einem
1 bis 3 ml-Messkolben mit dem vier- bis achtfachen Aquivalent einer 0.05%, metha-
nolischen NBD-CI-Lésung und 50-100 ul einer 0.1 M wissrigen NaHCO,;-Ldsung
versetzt. Der Messkolben wurde sofort verschlossen und 1.5 Std. bei 55° im Wasser-
bad erwirmt. Nach dem Abkiihlen wurde bis zur Marke aufgefiillt.

Reinigungsmethoden

(i) Die Reaktionslosung wurde am Rotationsverdampfer unter Wasserstrahl-
vakuum eingeengt, das Konzentrat in 10 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit
dem gleichen Volumen Essigsiureithylester oder Methylenchlorid extrahiert. Nach
dem Trocknen iiber Natriumsulfat kann die Lésung des NBD-Amins entweder
konzentriert oder gleich in Kiivetten UV- oder fluoreszenz-spektroskopisch ver-
messen werden.

(ii) Die auf die Hilfte eingeengte Reaktionsldsung wurde auf eine Kieselgel-
sdule (1.25X60 cm, Kieselgel 60, d,=10-40 um; Merck) aufgetragen und mit
Cyclohexan-Essigester (1:1) eluiert. Nach einem nicht fluoreszierenden Vorlauf
(NBD-CI) wurde die fluoreszierende Fraktion des NBD-Amins aufgefangen. Die
Elution war beendet, wenn kein fluoreszierendes Eluat mehr von der Siule tropfte.
Man kann die Sdule auch vorher mit NBD-Cl und dem zu messenden NBD-Amin
eintesten und dann die entsprechenden Fraktionen gewinnen.

UV-spektroskopische Bestimmung

Die Extinktion der gereinigten NBD-Amin-Ldsung wurde bei der Wellenléiinge
maximaler Absorption (Tabelle II) mit einem Zeiss-Spektralphotometer PMQ 1I
(Zeiss, Oberkochem, B.R.D.) in einer 1 cm-Kiivette vermessen und die quantitativen
Werte aus einer Eichkurve bestimmt,

Fluoreszenz-spektroskopische Bestimmung

Die Fluoreszenzintensitit der gereinigten NBD-Amin-Lésung wurde am
Zeiss-Fluorometer mit zwei Monochromatoren bei einer Anregungswellenlinge von
464 nm gemessen. Die Fluoreszenz Messwellenléingen sind in Tabelle II angegeben.
Der Anregungssspalt war 1.4 mm, der Messspalt 0.3 mm. _
Diinnschichtchromatographische Trennung ‘

An Kieselgelplatten. S ul der ungereinigten Reaktionsldsung wurden mit
einem Desaga Auftragegeriit (Desaga, Heidelberg, B.R.D.) auf Kieselgel 60, 20 x 20cm
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TABELLE II
MESSWELLENLANGEN DER NBD-AMINE IN ESSIGSAUREATHYLESTER

Subsranz UV-Maximum  Fluoreszenz-
() maximum (nm)*
NBD-Dimethylamin 464-466 522
NEBD-Diidthylamin 475 527
NBD-Methyldthylamin 470 524-525
NBD-Athylpropylamin 472 526-527
NBD-Pyrrolidin 476 523

NBD-Piperidin 473 531

* Anregung: 464 nm.

TABELLE IIT

Rp-WERTE DER NBD-AMINE AUF KIESELGELPLATTEN UND POLYAMIDFOLIEN

Kieselgel —Fliessmittel : I_: Dimension, Cyclohexan—Essigsidureithylester (1:1); II. Dimension,
Petroldther-Chloroform-Ather-Eisessig (33:33:33:1). Polyamid-11 —Fliessmittel: Heptan—Es-
sigsdureiithylester—n-Butanol (8:1:1).

NBD-Amin Rp-Werte

Kieselgel Polyamid

1. Dimension Il. Dimension
NBD-Dimethylamin 0.15 0.28 0.31
NBD-Methylidthylamin 0.23 0.38 0.44
NBD-Pyrrolidin 0.23 0.41 0.37
NBD-Diithylamin 0.30 0.49 0.60
NBD-l:iperidin 0.37 0.55 0.57
NBD-Athylpropylamin 0.41 0.60 0.71

Platten (Merck) aufgetragen und in gesiittigten N-Kammern entwickelt. Die Platte
wurde zweimal mit Fliessmittel I in einer Dimension und zweimal mit Fliessmittel I1
unter 90° in dieser Dimension entwickelt. (Siche Tabelle III.)

An Polyamid-11 Folien. Die Auftragung erfolgte wie oben beschrieben auf
Polyamid-11 Folien (Macherey, Nagel & Co., Diiren, B.R.D.). Die Folien wurden
dreimal mit dem Fliessmittel Heptan—Essigsdureithylester-n-Butanol (8:1:1) ent-
wickelt. (Siehe Tabelle IIL.)

In situ fluorimetrische Messung auf Polyamid-11 Folien

Eine direkte in situ Vermessung der auf Polyamid-11 getrennten NBD-Amine
wurde mit dem Chromatogramm-Spektralphotometer (Zeiss) in Fluoreszenzan-
ordnung P-M vorgenommen. Eine Quecksilberdampflampe mit einem Zeiss M-436
Filter diente als Anregungsquelle. Bei einer Spaltbreite von 0.3 mm wurde der
Emissionsmonochromator auf die jeweilige Wellenliinge maximaler Fluoreszenz ein-
gestellt (NBD-Dimethylamin= 530 nm, NBD-Piperidin =537 nm). Die quantitative
Auswertung erfolgte iiber einen integrierenden Schreiber Vitatron UR 403 (Fig. 1).
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Als Vergleichsstandard wurde das entsprechende NBD-Amin mitchromatographiert
und vermessen. Eichkurven wurden mit verschiedenen Konzentrationen der chro-
matographierten NBD-Amine erstellt.

=3

Fig. 1. Schreiberbild ciner in situ analytischen Vermessung eines auf Polyamid-11 Folie getrennten
derivatisierten Amingemisches. 1 =Peak des Auftragspunktes; 2=NBD-Dimcthylamin; 3=NBD-
Methyldthylamin; 4=NBD-Piperidin; 5=NBD-Athylpropylamin; 6=NBD-Cl; 7=7Peak der
Fliessmittelfront.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Ein ideales Reagenz zur Analyse von Aminen sollte nach einer Zusammen-
stellung von Seiler' folgende Bedingungen weitmdoglichst erfiillen:

(1) Schnelle quantitative Reaktionen unter milden Bedingungen in Wasser
oder Wasser enthaltenden Reaktionsmedien.

(2) Spezifische Reaktion mit primiren oder sekundiren Aminogruppen ohne
Seitenreaktionen.

(3) Der Reagenziiberschuss soll sich einfach von den Reaktionsprodukten
trennen lassen.

(4) Hohe Nachweisempfindlichkeit der Reaktionsprodukte.

(5) Giinstige chromatographische Trenneigenschaften der Reaktionsprodukte.

Zwei weitere Eigenschaften erscheinen uns ausserdem wichtig:

(6) Giinstige Stabilitdt der Reaktionsprodukte bei UV Bestrahlung in Lésung
oder auf DC Platten.

(7) Einheitliche Eigenschaften bei der Aufnahme von Massenspektren zur
Identifizierung der Reaktionsprodukte.

Keines der bisher angewandten Aminreagenzien! erfiillt alle Bedingungen.
Besonders eine Reaktion in wissrigen Medien, eine hohe Amin-Spezifitit und Sta-
bilitit sind gleichzeitig bisher nicht zu erreichen gewesen.

Reaktionsbedingungen

Eingehende Untersuchungen mit NBD-Cl zeigten deutlich einige Vorteile
dieses Reagenzes.
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Da die Derivatisierung in rein wéssrigen Medien nur sehr langsam verléuft,
fiihrten Lawrence und Frei® diese Reaktion in einem Zweiphasengemisch Wasser—
Methylisobutylketon durch.

cl CH3—N~—CHj

CH3 N N
>NH+ >o-———- >o + HCI
CHa N N
NOg NO2

Wir konnten diese Methode gut reproduzieren. Allerdings zeigten DC Unter-
suchungen der Reaktionslésung mehr Nebenprodukte als sie bei der Verwendung von
Methanol in einem einphasischen L&sungsmittelgemisch auftraten. Die niedrige Reak-
tionstemperatur von 55° sowie die leichte Verdampfbarkeit des L&sungsmittels erwie-
sen sich ebenso als vorteilhaft. Bei einer Konzentration von etwa 0.025%, NBD-ClI in
der methanolisch wissrigen Reaktionslésung war nach 1.5-stiindigem Erwirmen
auf 55° die Reaktion quantitativ verlaufen. (Siehe Tabelle IV.) Zur Verkiirzung der
Reaktionszeiten kann die NBD-Cl Konzentration erhdht werden. Bei der beschrie-
benen Mikrobestimmung der Amine bis zu einer Konzentration von 1 ug/ml erwies
sich die geringe Reagenzkonzentration als giinstig, wenn anschliessend ohne Reini-
gungsschritte eine direkte in situ Analyse der Derivate erfolgte.

TABELLE 1V

DURCHSCHNITTLICHE AUSBEUTE AN NBD-R BEI VERSCHIEDENEN AMINKON-
ZENTRATIONEN AUS FUNF REAKTIONSANSATZEN

Amin- Ausbeute (54)
konzentration

(wg/mi) R=N(CHzz R= —N! )

20 95.5 96.2
15 94.7 96.3
10 97.1 94.4
5 94.8 92
1 95.8 86.8

Chromatographie und quantitative Bestimmung

Die quantitative Bestimmung der NBD-Amine kann colorimetrisch oder
fluorimetrisch in L&sungsmitteln oder direkt als in situ Bestimmung auf DC-Platten
durchgefiihrt werden.

Zur UV-spektroskopischen Bestimmung (Tabelle II) muss dazu der Reagenz-
iiberschuss vollstindig entfernt werden. Das geschieht am besten mit einer Kieselgel-
sdule. Da zwischen dem NBD-CI und seinen Aminderivaten ein grosser Polaritits-
unterschied besteht, ist die Trennung einfach, NBD-C1 kann im Vorlauf abgetrennt
werden. Die Nachweisgrenze fiir das NBD-Dimethylamin bei der Verwendung von
1 cm-Kiivetten liegt bei 0.3 ug/ml, entsprechend 1.5-10~? Mol Dimethylamin pro ml.



MIKROQUANTITATIVE BESTIMMUNG VON ALIPHATISCHEN AMINEN 147

Bei einer fluorimetrischgn Bestimmung lisst sich die Empfindlichkeit noch steigern.
10 ng/ml NBD-Dimethylamin lassen sich noch quantitativ auswerten. Da die Fluor-
eszenzanregung bei 464 nm erfolgt, ist die Verwendung von Quarzkiivetten und
UV-Anregungslicht nicht erforderlich (Tabelle II).

Es erwies sich auch hierbei als vorteilhaft, einen grossen Reagenziiberschuss
vor der Vermessung zu entfernen, da sonst eine Verlagerung der Messwellenldngen
eintrat. Da das NBD-CI selbst nicht fluoresziert, geniigt es, den grissten Teil des
Reagenziiberschusses durch eine fliissig—fliissig-Verteilung in Wasser—~Methylenchlorid
oder Essigester zu entfernen.

Gemische von mehreren Aminderivaten miissen vor ihrer quantitativen Be-
stimmung aufgetrennt werden. Damit verbunden ist eine gleichzeitige Entfernung
des Reagenziiberschusses. Die an einer Kieselgelplatte (Tabelle III) getrennten
NBD-Amine lassen sich abkratzen und nach erfolgter Elution vermessen.

Fiir eine direkte fluorimetrische in situ Bestimmung mit einem Diinnschicht-
scanner haben sich Polyamid-11 Folien bewihrt (Fig. 1). Im Vergleich zu Kieselgel-
platten ist die Trennkraft des Systems grosser. Ausserdem ist die Fluoreszenzinten-
sitiit gleicher Mengen auf den diinnen Polyamidfolien erheblich héher.

Fiir eine quantitative Bestimmung wurden bekannte Mengen der zu bestim-
menden NBD-Amine als Standard mitchromatographiert. Jeder Fleck wurde fiinfmal
ausgemessen und die erhaltenen Integratorwerte gemittelt. Unter den angegebenen
Messbedingungen erhielten wir zwischen 15 und 150 ng NBD-Dimethylamin pro
Fleck eine lineare Eichkurve. Bei einer weniger empfindlichen Einstellung des
Scanners lassen sich auch Werte bis 500 ng pro Fleck® vermessen.

Stabilitdt

Die an Polyamid-11 Folien chromatographierten NBD-Amine waren unter
den Lagerungsbedingungen Zimmertemperatur (21°) und Luftfeuchtigkeit (729, rel.)
stabil. Nach vier Wochen zeigten sie noch die gleiche Fluoreszenzintensitit. Bei UV
Bestrahlung der Flecken mit einer Quecksilberdampflampe mit Monochromatorfilter
M 436 sank die Fluoreszenzintensitit nach 10 min um 39%,, nach 20 min um 109,. Da-
mit tritt auf Kieselgelplatten® eine doppelt so schnelle Fluoreszenzabnahme als auf den
Polyamidfolien ein.

Gemessen an den beschriebenen Anforderungen an ein ideales Aminreagenz
werden viele der gesteliten Bedingungen von NBD-CI erfiillt. Besonders hervor-
zuheben sind dabei die grosse Stabilitét des Reagenzes und der Umsetzungsprodukte
gegeniiber dem Einfluss von Wasser. Dies ermdglicht eine Umsetzung in wissrigen
Reaktionsmedien bei sehr geringen Aminkonzentrationen unter milden Reaktions-
bedingungen.

Die Spezifitit des Reagenzes zur Bestimmung primirer und sekundirer ali-
phatischer Amine ist bei einer fluorimetrischen Auswertung gegeben, da Reagenz
und Umsetzungsprodukte mit anderen funktionellen Gruppen nicht fluoreszieren.

Uber die Vorteile in der Massenspektrometrie soll an anderer Stelle berichtet
werden.

ZUSAMMENFASSUNG

Die fluorimetrische Bestimmung mikroanalytischer Mengen aliphatischer
Amine mit 7-Chlor-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol wird beschrieben. Reaktionsbe-
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dingungen in einem Einphasensystem, Reinigungsmethoden und siulen- bzw. diinn-
schichtchromatographische Trennverfahren wurden untersucht, um die Anwen-
dungsmoglichkeiten des Reagenzes kennenzulernen. Zur quantitativen Bestimmung
eignet sich besonders eine Trennung an Polyamidfolien mit anschliessender in situ
Vermessung mit einem Zeiss-Chromatogramm-Spektralphotometer. Zwischen 15
und 150 ng pro Fleck erhilt man eine lineare Eichkurve. Die grosse Stabilitiit der
Reaktionsprodukte und eine gute Reproduzierbarkeit des Verfahrens empfehlen
das Reagenz zur mikroanalytischen Aminbestimmung.
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