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Der Taktgeber

Hochgeschwindigkeitsanalyse mit ASSP -
Das neue GCMS-QP2010 Ultra und SE mit der
ChromSquare-Software

xtrem starke Leistung fiir

hochste Anspriiche: Dies

erfullt das neue GCMS-
QP2010 Ultra. Es erreicht Scan-
Geschwindigkeiten, mit denen
kein anderes Quadrupol GCMS
konkurrieren kann. Mit einem
Maximalwert von 20.000 amu/s
konnte die Geschwindigkeit ver-
doppelt werden verglichen mit
einem GCMS der vorherigen
Generation. Diese auflerordentli-
che Leistungsfahigkeit wird durch
das patentierte Advanced Scan-
ning Speed Protocol (ASSP)
erreicht. Durch Einsatz dieser
einzigartigen Technologie wurde
ein Durchbruch hinsichtlich
Nachweisempfindlichkeit erreicht,
und dies auch in der Routineana-

lytik (SE Modell). Verglichen mit

Daten, die ohne ASSP erhoben
wurden, konnte die Nachwei-
sempfindlichkeit fiir Verbindun-
gen mit grofler Molmasse um den
Faktor 5 gesteigert werden (Ab-
bildung 1 und Tabelle 1). Die
Daten bei hoher Scan-Geschwin-
digkeit zeigen eine exzellente
Linearitit fiir HCB in der Spu-
renanalytik (5 pg) bis hin zu
hohen Konzentrationen (20 ng).

Die Comprehensive GC ist ein
Anwendungsgebiet mit hochster
Bedeutung hinsichtlich Ge-
schwindigkeit des massenspekro-
metrischen Detektors. Auch
wenn der Vorginger des Ultra das
GCMS-QP2010 Plus, schon aus-
gezeichnete Ergebnisse lieferte
tbertrifft das Ultra diese Lei-

<.qP2010 Lira (
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stungsfihigkeit deutlich. Das
fihrt zu einer noch hoheren Auf-
l6sung der Peaks (Abbildung 2a)
und 2b) und einem besseren
Identifikationsvermogen.

Von Analytikern fiir
Analytiker - die neue
ChromSquare-Software

Um einen Vorteil aus den neuen
Konstruktionsmerkmalen zu zie-
hen, wurde mit der ChromSquare-
Software eine neue Analyse-Soft-
ware fir die Comprehensive
Chromatographie eingefiihrt.

Im Labor von Prof. Luigi Mon-
dello an der Universitit von
Messina von Analytikern fiir
Analytiker entwickelt, bietet
ChromSquare alle Méglichkeiten
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fur quantitative und qualitative
A.nalysen. Dartiber hmaus macht 5.000.000
die Software auch die Datenbear- ]
beitung sehr leicht. Ein simpler 200000
Klick startet eine Bibliotheks- 4.000.000
recherche fiir ein Signal im Kon- 3.500.000
tourplot. ChromSquare nutzt bis

. 1 . .. 3.000.000
zu funf Bibliotheken gleichzeitig,
eingeschlossen derjenigen des AETE
Anwenders. Dank gleichzeitiger 2.000.000
Anzeige der Rohdaten eines 11500000
Chromatogramms und des Kon-

. . 1.000.000

turplots in einem Fenster haben
die Anwender jederzeit einen 500.000
Uber!)hck tiber ihre Daten B = = = = = = =
(Abbildung 3).

SIM/Scan in einem Lauf mit Abbildung 1: Chromatogramm von Pharmaka mit ASSP aus- (rosa) und eingeschaltetem (schwarz) ASSP. (Hochgeschwindikeits-
unerreichter Datenqualitat GCMS-Analyse).

Bei der GCMS-Analyse fithren Verbindung (med. Chemikalien) Q-lon (m/z) ASSPein (SN-Wert)  ASSP aus (SN-Wert) Faktor
SIM- und Scan-Messungen nach Valproinsgure-TMS 201 482,49 42,91 11,2
einem Lauf im Comprehensive- Uracil-2TMS 241 1040,24 158,03 6,6
Modus zu Ergebnissen von bisher Quetiapin-TMS 245 156,91 21,93 7.2
nicht erreichter Qualitit. Bei- Nicotinamid-TMS 179 522,1 178,58 29
spielsweise wurde die minimale Cotinin 176 174,14 35,03 5,0
Verweildauer fir SIM auf 1 ms Lidocain-TMS 220 656,87 82 8,0
reduziert. Nun ist es mit der Coffein 194 411,36 80,48 5,1
Comprehensiven GC(qMS) mog- Lidocain 86 69,5 66,54 1,0
lich, Zielsubstanzen noch priziser Theophyllin-TMS 237 496,22 80,12 6,2
zu quantifizieren und gleichzeitig 3-Isobutyl-1-methyxanthin-TMS 194 377,87 54,66 6.9
andere in der Probe vorhandene Atropin-TMS 124 756,41 203,38 3,7
Verbindungen zu identifizieren. Promethazin 180 28,37 4,94 51
Alle diese Daten lassen sich leicht Clomipramin 268 67,45 4,22 16,0
unter Einsatz der ChromSquare- Quetiapin 210 5,52 0,96 58
Software bearbeiten (Abb. 4). Trazodon 205 2,99 1,08 28

Tabelle 1: Quantitative Drogenanalyse mit ASSP ein/aus
Zahlreiche Funktionen

fiir eine verbesserte Pro- GC-2010 Plus. Mit Hilfe des (Abbildung 5). Dies vermindert pounds = fliichtige organische
duktivitat im Labor ,Doppeljet-Kiihlsystem” wird die Analysedauer erheblich, ins- ~ Verbindungen). Im Falle einer
der GC-2010 Plus-Ofen schnell besondere in Anwendungsberei- ~ VOC-Analyse sind mitunter sehr

Ein Teil des neuen GCMS- gekiihlt, zum Beispiel in 2,7 chen, bei denen VOCs analysiert  geringe Starttemperaturen im
QP2010 Ultra-Systems ist der Minuten von 350 °C auf 50 °C werden (volatile organic com- Ofen erforderlich. »

. . L |.|‘I l Lol
Abbildung 2: Kontour-Plot der Comprehensive-Daten: a) Erfassungsrate mit Abbildung 3: ChromSquare-Software fur die Comprehensive-Datenanalyse: zeitgleiche
10.000 amu/s, b) Erfassung mit 20.000 amu/s Anzeige von Rohdaten und Kontour-Plot
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Abbildung 4: Hochfrequent alternierende
SIM- und Scan-Messungen (hellrot: SIM,

dunkelrot: Scan)

5 €

A A kAL LD

GroBer Ventilator zur Ableitung !

ntilator zur Verbesserung der |
Kiihlung des Lufteinlasses !

500

350

300

250

c°

200

150

100
i 50 3.4 min

— GC-2010
s GC-2010Plus

Minuten

Abbildung 5: ,Double jet cooling system” des GC-2010 Plus
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Abbildung 6: Die Twin-Line-Konfiguration des GCMS-QP2010 Ultra

Bei alteren Systemen kann es
einige Zeit dauern, bis diese
Starttemperatur erneut erreicht
ist. Ein neues Twin Line MS-
System:

Durch Anflanschen von zwei
unterschiedlichen Siulen an das
MS-System ist es moglich, pro-
blemlos Analysedaten mit unter-
schiedlichen Siulen zu aufzuneh-
men, ohne Manipulationen an
den Siulen oder das MS zu Beliif-
ten (Abbildung 6).

Mit dem Quick-Changer-System
Easy sTop von Shimadzu lassen
sich sogar Septum und Liner aus-
tauschen, ohne das Vakuum zu
brechen, wodurch wertvolle Zeit

gespart wird (Abbildung 7).

Der Autosampler AOC-20 er-
laubt die Programmierung einer
zweistufigen Derivatisierungs-
technik, wodurch die miithsame

Derivatisierungsarbeit im Labor
tberflissig wird.

GCMSsolution Version 2.6
ist jetzt noch einfacher zu
bedienen

Bei der Analyse von Substanz-
daten im Ultra-Spurenbereich ist
es wichtig, die unteren Nachweis-
grenzen zu kennen und den Ein-
fluss wechselwirkender Verbin-
dungen einzubeziehen. Um eine
genauere Datenanalyse zu liefern,
lassen sich daher solche Daten
nun verarbeiten, indem die lau-
fende Analyse mit Referenzdaten
in der Nihe der unteren Nach-
weisgrenze oder mit Probenana-
lysen verglichen werden, denen
Substanzen zugegeben wurden.

Die Daten lassen sich auch mit
externen Signalen vergleichen wie
beispielsweise von einem ECD,

FPD, einem anderen GC-Detek-

tor oder einer Schniiffelsonde
erhoben, um einen breiteren
Bereich von Datenverarbeitungs-
anwendungen zu ermoglichen.

Das erste umweltfreundliche
GCMS

Das GCMS-QP2010 Ultra ist
nicht nur das schnellste und emp-
findlichste GCMS-System, son-
dern es ist auch umweltfreund-
lich. Alle Bauteile stimmen mit
den RoHs-Vorschriften der Euro-
péischen Union iiberein. Im Eco-
logy-Modus spart das GCMS
auch Energie. Im Standby-Modus
wird der Energieverbrauch im
Vergleich zu fritheren GCMS-
Systemen um 36 % reduziert.

Ist der Ecology-Modus einge-
schaltet, wird ein unnétiger Ener-
gieverbrauch des GC, MS und
PC automatisch vermieden. Der
Tragergasverbrauch ist ebenfalls
um 60 % vermindert. Der Ecolo-
gy-Modus lasst sich im Anschluss
an eine Analysenserie automa-
tisch starten, zum Beispiel nach
Abschluss einer iiber Nacht aus-
gefithrten Analyse. Auf diese
Weise kann ein GCMS-QP2010
Ultra bis zu 1,1 Tonnen CO; im
Jahr sparen.

Wir schicken lhnen weitere Informa-
tionen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfur die entsprechende Kennziffer
auf der Antwortkarte. Info 376

=

-~

Abbildung 7: Das Easy sTop-System fur schnellen Liner-Austausch




Shimadzu News 2/2010

APPLIKATION

Ein Welten-
bummler

Spektroskopische Techniken
fur die Analyse von Kunststoff-
verpackungen

nen Apfel wurden 2008 weltweit angebaut. China produzierte

mit 27,5 Mio. Tonnen iiber 40 % der Gesamtmenge. Mit etwa
7 % der Weltproduktion belegen die USA den zweiten Platz im Apfel-
anbau.

D er Apfel ist die populirste kultivierte Baumfrucht. 64 Mio. Ton-

Die Forschung weist darauf hin, dass Apfel das Risiko von Dickdarm,
Prostata und Lungenkrebs vermindern konnten. Sie sind eine reichhalti-
ge Quelle von antioxidanten Verbindungen. Dartber hinaus konnten sie
auch helfen, Herzerkrankungen zu bekimpfen.

Apfel werden weltweit angebaut und konsumiert. Sie sind Welten-
bummler. Um sie in einem guten Zustand und in bester Beschaffenheit
fir Markt und Konsumenten bereit zu stellen, miissen sie gut behandelt
werden, um nach ihrer Reise wohlbehalten anzukommen.

Transportvorbereitung und Verpackungsprozesse sind im Apfelanbau
automatisiert. Moderne Anlagen sortieren die Friichte nach Gréfie und
Qualitit und packen sie in einen Karton. Wichtige Verpackungskriterien
sind:
1. Der Inhalt muss ein einheitliches Erscheinungsbild haben -
die Apfel miissen die gleiche Gréfie und Farbe besitzen.
2. Die Verpackung muss die Apfel vor mechanischer Einwirkung
schiitzen.
3. Die Verpackung muss neu, sauber und mit aufgedruckten Bezeich-
nungen und Informationen versehen sein.

Kartons gelten als das beste Transportmittel fiir Apfel. Eine speziell
konstruierte Einlage schiitzt die Friichte und verhindert ihr Verrut-
schen. Die in Abbildung 1 gezeigte Einlage hat zwei Bereiche: einen
faserverstirkten, der die Friichte einfasst (Abbildung 2), und einen
weichen und glatten Bereich (Abbildung 3). Im Folgenden wird eine
Kunststoff-Einlage fiir eine Kartonverpackung analysiert.

Die Anwendung zeigt, wie FTIR, EDX und ICP-Techniken einander
erginzen. Wihrend FTIR und EDX die Proben nicht zerstdren, bend-
tigt ICP eine Probenaufbereitung, ermoglicht aber bessere Nachweis-
grenzen beziiglich der Elemente in der Probe.

Moderne Analysentechniken

Das Material wurde mit Molekiil-Spektroskopie, reprisentiert durch
FTIR, analysiert sowie mit der Elementanalytik durch die EDX und
ICP-Technik. Der Vorteil von FTIR und EDX besteht darin, dass sie
die Probe wihrend der Analyse nicht zerstoren. Ein Vorteil der ICP
liegt in der Multielement Analytik mit einer einzigen Messung, weitge-
hend unabhingig von der Konzentration der interessierenden Elemente.

Abbildung 1: Ein Apfel in der Kunststofffolie/einlage mit spezifischen Abmessungen
fur den Transport der Frichte. Die roten Kreise umgrenzen die beiden Analysebereiche,
die in Abbildung 2 und 3 dargestellt sind.

Abbildung 2: Oberflache des schwarz gefarbten Folienteils, ein raues und festes

Polymer. Es stammt vom Rand der Einlage wie in Abbildung 1 gezeigt.

Abbildung 3: Oberflache des silbergrau gefarbten, sehr dunnen weichen Folienteils

Analyse mit FTIR IRAffinity-1

Eine Probe der Einlage wurde ohne chemische Vorbehandlung analy-
siert. Da das Material in Abbildung 3 sehr diinn war, konnte eine Mes-
sung im Transmissionsmodus durchgefihrt werden. In Abbildung 4
sind die Ergebnisse dargestellt. Das Infrarotspektrum zeigt ein Polypro-
pylen-Spektrum, was aufgrund der auf der Einlage aufgedruckten Be-
zeichnung ,,PP“ zu erwarten war. Interesse weckt ein Blick auf die
Basislinie dieser Messung, die eine starke Flanke zeigt. Die Steigung in
der Basislinie der Einlage ist vergleichbar dem Christiansen-Effekt von
Partikeln in einem KBr-Pressling (Kaliumbromid), welcher fir Trans-
missionsmessungen bekannt ist. Aufgrund dieser Kenntnis ist zu erwar-
ten, dass einige Festpartikel Teil der Folienstruktur sind.

Ein ,Silver Gate” Single-Reflection-System, ausgestattet mit einem
ZnSe-Kristall (Zinkselenid), wurde fiir die Oberflichenmessungen im
Bereich 2 in Abbildung 1 eingesetzt. Das Material ist zu dick fiir eine »
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Abbildung 4: Uber den Transmissionsmodus erhaltenes Spektrum vom Probenbereich
3 der Einlage (schwarze Kurve, grun ist ein typischer Polypropylen-Peak aus der Spek-
trenbibliothek)

Analyse im Transmissionsmodus. Diese Messtechnik erlaubt ein Ein-
dringen des Strahls um 2 pm in die Probenoberfliche. Ein Spektrum ist
in Abbildung 5 dargestellt. Zur Analyse der unbekannten Spektren wur-
den Shimadzu und kommerzielle Bibliotheken wie Sadtler herangezo-
gen, um die Infrarotspektren zu identifizieren.

Anhand dieser Bibliotheken wurde als Grundmaterial Polypropylen
(PP) gefunden. Die nichsten Hauptabweichungen wurden einem Supra-
Plast-Material und einem Polysilikat (Verstarkungsadditiv aus silber-
weilen Fasern mit schwarzen Einlagerungen) zugeordnet, die in der
Sadtler-Hummel-Bibliothek gefunden werden konnten. Die Gegenwart
dieses Additivs erscheint zutreffend, da das enthaltene Silikat die Ursa-
che fiirr den immensen Abfall der Basislinie im Transmissionsmodus sein
kann. Die Silikatteilchen erzeugen Streulichtphinomene.

Messgerateausriistung:

Gerit: IR Affinity-1, Shimadzu

Zubehor: Silver Gate, ZnSe-Kristall, Specac
Bibliotheken: Shimadzu, Sadtler — BioRad Devision

Abbildung 5: Uber den Reflexionsmodus erhaltenes Spektrum von dem Teil der Einlage-
oberflache, der in Abbildung 1 mit der Ziffer 2 bezeichnet ist und hauptséachlich aus

Polypropylen besteht.
Analyse mit dem EDX-720

Da einige Polysilikate und Additive gefunden worden waren, war es
von Interesse, nach dem fiir die Folie verwendeten Additivtyp zu for-
schen. Aufgrund der Ubereinstimmung deutet die Bibliothek als erstes
auf ein asbesthaltiges Mineral hin basierend auf Magnesium (Mg), Eisen
(Fe) und Silizium (Si). Allerdings basieren Additive nicht auf diesen
Materialien. Als Screeningmethode konnte EDX innerhalb kiirzester
Zeit die Hauptelemente nachweisen, aus denen das Mineral /Additiv
besteht. Ein Standard-EDX-720 fand die folgenden Elemente: Calcium
(Ca), Silizium (Si) und Eisen (Fe) in hohen Konzentrationen. Das Ca-
Signal war auflerordentlich hoch. Die leichten Elemente wurden nicht
analysiert.

Analyse mit dem ICP-9000
Die Existenz von Silizium in den Proben wurde mit FTIR und EDX

gefunden. Also wurden die Proben mit einer Lésung aus 5 ml HF und
10 ml HNO; fiir die ICP-Analyse aufgeschlossen.
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@
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Abbildung B: Suchergebnis fur Signale, die sich von PP unterscheiden, Hummel/Sadtler
Polymere, SUPRAPLAST-PRESSMASSE TYP 31, GEHARTET (blaue Kurve)

Abbildung 7: Die Suche des letzten Signals in der anorganischen Bibliothek ergab
folgendes: SILBER-WEISSE FASERN MIT SCHWARZEN EINSCHLUSSEN, Chemische
Beschreibung = POLYSILIKATE, Kommentar Verwendung: VERSTARKUNGDADDITIV
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Probenname Ca Cd Fe K Mg \E] Ni Pb Si Zn
Blindwert 1 41 0,050 1,35 1,75 1,35 2,12 0,135 0,134 30,1 0,450
Blindwert 2 6,01 0,030 1,17 0,535 0,25 1,46 0,235 0,145 11,9 0,257
pla 14.760 2,63 359 62,3 3.650 44,3 12,1 27,0 6.190 14,9
plb 14.580 2,35 350 62,2 3.620 40,2 10,7 21,0 6.400 14,3
p2a 14.750 2,93 589 98,3 5.840 103 6,20 39,9 2.300 18,6
p2b 14.600 2,83 534 98,7 5.680 105 7,50 34,9 2.400 18,3
Kontrolle 10 ppm 9,94 10,3 10,4 9,89 10,2 10,2 10,3 10,1 9,97 10,2

Alle Daten in mg/|

Tabelle 1: Messergebnisse der Polypropylenproben nach Mikrowellenaufschluss (alle Daten in mg/1)
Durch Einsatz dieses Aufschlussmediums wurde das Silizium vollstan- Sand, Calciumcarbonat und Hematit. Die Analysendauer mit allen drei

dig geldst. Die Probe wurde mit einem Shimadzu ICPE-9000 gemessen. ~ Messgeriten betrug weniger als 15 Minuten.
Das Ergebnis gibt die folgende Tabelle wieder. Eine Doppelmessung

jeder Probe wurde durchgefiihrt ebenso wie eine Blindprobe und ein Talkum: MggaSis040(0H)z - Sand/Quartz: SiOp - Feldspat: KAI SizOg
Kontrollstandard, um die Richtigkeit der Methode zu priifen. Calciumcarbonat: CaCOz - Hematit: FepOg

Fazit

Die Kunststofffolie enthilt andere Materialkomponenten als Polypro- Wir schicken lhnen weitere Informationen gerne zu. Bitte notieren Sie
pylen. Basierend auf den charakteristischen Materialeigenschaften und hierfur die entsprechende Kennziffer auf der Antwortkarte. Info 377

der Zielverwendung wurde das PP mit einigen Additiven behandelt.
Diese bestehen zumeist aus kostenglinstigen Mineralien wie Talkum,

Apfelfolie (grau)

——— Apfelfolie (schwarz)

25 |
Ea@
2
&
1

- Cakb ESC

Abbildung 8: EDX-Analyse zweier Polymerproben (Apfelfolie grau und Apfelfolie schwarz), dargestellt der Messbereich von O bis 40 keV und O bis 15 keV, deutlich sind die

dominanten Peaks von Calcium (Ca) und Silizium (Si) zu erkennen sowie Peaks von Eisen (Fe) und Kalium (K)
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Quecksilber in der Nahr

Quecksilberbestimmung mit Graphitofen

Abbildung 1: AA-7000G Atomabsorptions-Spektrometer fur die elektrothermische

Atomisierung

uecksilber und seine

Verbindungen sind

hochgiftig fir Mensch

und Umwelt. Uber ver-
schiedene Wege gelangt es in die
Nahrungskette. Das Metall wird
bei der Chlorherstellung und der
Produktion von Elektroartikeln
und Messgeraten verwendet. Es
gelangt hauptsachlich durch Mull-
verbrennungsanlagen in die Luft
und iiber ungereinigte Abwisser
in Natur und Lebensmittel. Eine
weitere Belastungsquelle ist die
Diingung mit kontaminiertem
Klarschlamm. Auch Quecksilber
in Amalgamfillungen spielt fiir
die menschliche Belastung eine
Rolle.

Alarmierend ist die Uberschrei-
tung der zuldssigen Grenzwerte
bei Seefischen, wie Thunfisch,
Schwertfisch und Hai auf dem
europaischen Markt, wie das
Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit im

Lebensmittel-Monitoring festge-
stellt hat.

Aus diesem Grunde versucht die
internationale Staatengemein-
schaft ein Abkommen zur Ein-
dimmung der Quecksilber Pro-
duktion und Emission zu erwir-
ken. Die Umweltminister der
Vereinten Nationen haben auf
der UNEP-Jahresversammlung
(United Nations Environment
Programme) 2009 in Nairobi
beschlossen, alle Details der
Quecksilberreduktion bis zum
Jahr 2013 festzulegen. Bereits die
Richtlinie des Europdischen Par-

laments und des Rates vom 15.
Februar 2006 (betreffend die Ver-
schmutzung infolge der Ableitung
bestimmter gefahrlicher Stoffe in
die Gewisser) beinhaltet Queck-
silber und Quecksilberverbindun-
gen. Aktuell wird aber weiterhin
Quecksilber tiber Miillverbren-
nung, Leuchtstoffrohren, Akku-
mulatoren, Amalgam, Thermome-
ter und elektronische Bauteile in
die Umwelt eingebracht.

Der Grenzwert der Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) fiir
Quecksilber im Trinkwasser liegt
bei 1 pg/l, genau wie auch in der
Europaischen Trinkwasserverord-
nung.

Zwei Verfahren zur Bestim-
mung von Quecksilber

In diesem Konzentrationsbereich
wird die Quecksilberbestimmung
typischerweise mittels Atomab-
sorptionsspektrometrie und der
Kaltdampftechnik in Anlehnung
an die DIN EN 1483:2007-07
Wasserbeschaffenheit — Bestim-
mung von Quecksilber — Verfah-
ren mittels Atomabsorptionsspek-
trometrie“ durchgefiihrt. Die
Systemkonfiguration besteht aus
einem AA-7000 Atomabsorp-
tionsspektrometer mit Hydridge-
nerator HVG-1.

Die Kaltdampftechnik ist eine
Unterform der Hydridtechnik,
bei der mit Hilfe eines Reduk-
tionsmittels allerdings kein Hy-
drid, sondern atomares Queck-

Wellenldnge [nm] 253,7
Spaltbreite [nm] 0,7
Atomisierung Graphitofen
Lampenstrom D, BGC*[mA] 4
Atomisierungstemperatur [°C] 950
Matrixmodifikation Ir-Modifier

Tabelle 1: Instrumentelle Parameter fur die Bestimmung von Quecksilber
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ungskette

silber generiert wird. Diese Euro-
paische Norm legt zwei Verfahren
zur Bestimmung von Quecksilber
fest. Als Reduktionsmittel wird
Zinn(IT) Chlorid oder Natriumte-
trahydroborat eingesetzt. Die
Wahl des Verfahrens richtet sich
nach der zur Verfiigung stehenden

Um das leichtflichtige Quecksil-
ber zuverldssig im Graphitofen zu
bestimmen, ist eine Stabilisierung
mittels Iridium-Modifier erfor-
derlich. Dazu wird vor der Injek-
tion des Probenvolumens jeweils
20 pl der Iridium-Losung in das
Graphitrohr eingebracht und vor-

Optimum Furnace Program Search

0.750

0.500

0.250

0000

3 300

3 . o uecivesiage [8 = | Start: [300 Step it |100
Ausrustung‘ und dc?r Matrix. Bc_slde getrocknet. Erst dan'ac_}'l Werden NN R o R o e
Verfahren eignen sich zur Bestim- 20 pl Probenlsung injiziert und

. . - . " Manual Measuremant
mung von Quecksilber in Wis- das Heizprogramm gestartet. e =l _ |
sern, beispielsweise in Grund-, T T
Oberflichen- und Abwissern Fiir die Quecksilberanalytik ist . | L) | ol | L) L) | L) | [
im Konzentrationsbereich von eine Optimierung des Heiz- ! L ! g ! 2 n

0,1 pg/1 bis 10 pg/l. Hohere Kon-
zentrationen lassen sich nach ent-
sprechender Verdiinnung der
Wasserprobe bestimmen. Niedri-
gere Konzentrationen im Bereich
0,01 pg/l bis 1 pg/l kénnen be-
stimmt werden, wenn spezielle
Quecksilber-Analysatoren mit
optimierten Instrumenten einge-
setzt werden.

Elektrothermische
Atomisierung fiir die quan-
titative Bestimmung

Neben der Kaltdampftechnik ist
auch die elektrothermische Ato-
misierung mit einem Graphit-
rohrofen ein geeignetes Verfahren
zur quantitativen Bestimmung
von Quecksilber. Dazu wurden
experimentelle Untersuchungen
im Konzentrationsbereich von 10
bis 100 pg/l mit einem Shimadzu
Atomabsorptions-Spektrometer
AA-7000G (Abbildung 1) durch-
gefiihrt, das standardmiflig mit
Deuterium- und Hochstrompuls-
technik ausgestattet ist. Fiir die
elektrothermische Atomisierung
wurde der hochempfindliche Gra-
phitrohrofen GFA-7000 mit digi-
taler Steuerung eingesetzt. Im
vollautomatischen Betrieb wurde
die Kalibrierung aus einer Stamm-
l6sung mit der Probenvorberei-
tungsstation ASC-7000 durchge-
fihrt. Die Systemparameter sind
in Tabelle 1 zusammengefasst.

programms notwendig. Die
WizAArd Software erlaubt die
Optimierung der Veraschungs-
phase und auch der Atomisie-
rungsphase. Dabei sollte die Ver-
aschungstemperatur so hoch wie
moglich gewihlt werden, um die
Matrix weitestgehend zu zersto-
ren und dennoch das leichtflich-
tige Quecksilber bis zur Atomi-
sierung im Rohr zu erhalten.

Gute Wiederfindungs-
raten

Die Kalibrierung erfolgte mit
einer Standardlosung der Maxi-
malkonzentration von 100 pg/l
Quecksilber im Graphitofenbe-
trieb bei einem Injektionsvolu-
men von 20 pl. Die Kalibrations-
kurve im Konzentrationsbereich
von 10 bis 100 pg/l ist in Abbil-
dung 3 dargestellt. Die Wieder-
findungsraten liegen bei 95 %
und sind in guter Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der
Kaltdampftechnik. Die Graphit-
ofentechnik ist damit eine ausge-
zeichnete Alternativ-Methode
zur Quecksilberbestimmung in
der Routine.

Quelle:
http: //www.bvl.bund.de/cIn_027 /nn_52
0288/DE/01_Lebensmittel /00_doks_do

wnload
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Abbildung 3: Quecksilber-Kalibrationskurve

Wir schicken Ihnen weitere Informa-
tionen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfur die entsprechende Kennziffer
auf der Antwortkarte. Info 378
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Wie gesund ist
Olivenol?

Bestimmung von PAKs in
Lebensmitteln nach EFSA

olyzyklische aromatische
P Kohlenwasserstoffe (PAK)

sind gefihrliche Umwelt-
schadstoffe. Die Europiische
Behorde fir Lebensmittelsicher-
heit (EFSA) hat daher eine Liste
von 16 PAKs vorgelegt, um ihre
Gefahrlichkeit in der Nahrung
besser als bisher zu bewerten.
Mit der GCMS als robustes und
empfindliches Verfahren lassen
sich PAKs quantitativ sicher
bestimmen.

Polyzyklische aromatische Koh-
lenwasserstoffe umfassen eine
grofle Klasse organischer Kompo-
nenten, die aus zwei oder mehre-
ren kondensierten aromatischen
Ringen bestehen. Sie entstehen

vornehmlich bei der unvollstindi-
gen Verbrennung bezichungsweise
Pyrolyse organischer Verbindun-
gen und bei zahlreichen industri-
ellen Prozessen. Man findet sie in
Auto- und Industrieabgasen, in
Gemise, Getreide, Grillproduk-
ten, sie werden beim Rauchen
gebildet oder beim Rosten von
Kaffee.

PAKs treten normalerweise in
komplexen Gemischen auf, die
aus mehreren hundert Kompo-
nenten bestehen konnen. Wegen
ithrer Eigenschaft, tiber lange Zeit
unverindert in der Umwelt zu
verbleiben (Persistenz), ihrer
Toxizitit und ubiquitiren Verbrei-
tung haben PAKs eine grofle
Bedeutung als Schadstoffe in der
Umwelt.

Zur Bestimmung der PAK-Belas-
tung in der Umwelt werden tbli-
cherweise 16 PAKs nach EPA

(Environmental Protection Agen-
cy) bestimmt. Diese so genannten
EPA-PAKs werden jedoch fir die
Analyse von Nahrungsmitteln als
nicht ausreichend angesehen.

Um die toxikologische Relevanz
in der Nahrung besser bewerten
zu konnen, hat die EFSA (Euro-
pean Food Safety Authority)
daher eine eigene Liste von 16
PAKs vorgeschlagen (vergleiche
Tabelle 1).

Auf dem Weg zur Norm

In den Verordnungen der Europi-
ischen Union 208/2005 und
1881/2006 wurden die Grenzwer-
te fir Benzo(a)pyren in verschie-
denen Lebensmitteln festgelegt.
Diese liegen zwischen 1 pg/kg fur
Babynahrung und 10 pg/kg fiir
Muscheln.

Die EFSA stellte 2008 in einer
umfassenden Untersuchungsreihe
fest, dass in einigen Lebensmitteln
Benzo(a)pyren nicht nachgewie-
sen werden konnte, diese aber
krebserregende PAKs enthielten,
weshalb Benzo(a)pyren als Mar-
ker fiir die PAK-Belastung in
Lebensmitteln als nicht ausrei-
chend erachtet wird.

Die EU-Empfehlung 2005/108/
EC listet 15 PAKs, die nachweis-
lich kanzerogene Wirkung haben
und die zukiinftig naher in Le-
bensmitteln untersucht werden
sollen. Das 2005 durch die JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Com-
mittee on Food Additives) vorge-
schlagene Benzo(c)fluoren wurde
in die Empfehlung der EFSA
ebenfalls aufgenommen, so dass
die Liste der zu untersuchenden
PAKs nach EFSA insgesamt 16
Komponenten umfasst (siche

Tabelle 1).

(x 10.000.000)

40| TIC
BKFA BjFA
30 Bth .]
M A
DBahA

0 P Bghip
' J DBalP DBacP DBaiP DBahP
00 N A AA

15 10,0 12,5 15,0 11,5 20,0

Minuten

Abbildung 1: GCMS-Chromatogramm der 16 PAKs nach EFSA, aufgenommen im full

scan. Die Abkurzungen sind in Tabelle 1 erlautert. Die Konzentration des Standards

betrug 1 mg/I.
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(x 10.000) Flache (x 1.000.000)
150| 252,05 BKFA
%
1,00
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Abbildung 2: Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Olivendlprobe, aufgenommen

im SIM-Modus; gezeigt ist die Trennung der Fluoranthene sowie die Kalibrationskurve
des BbFA. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,98987.

Physiologische Wirkung

Die Aufnahme von PAKs erfolgt
durch die Nahrung, iiber die
Haut und/oder durch das Einat-
men belasteter Luft. Fiir Nicht-
raucher wird mittlerweile die
Nahrung als grofite Belastungs-
quelle angesehen.

Die zu analysierenden PAKs nach
EFSA zeigen mutagene bezie-
hungsweise genotoxische Wir-
kung auf somatische Zellen im
Tierversuch und ein kanzerogenes
Potential.

Analytik der PAKs

Die quantitative Bestimmung von
PAKs erfolgt in den meisten Fil-
len mittels GCMS oder HPLC
mit UV- beziehungsweise Fluo-
reszenzdetektion.

Bei der HPLC-Methode ist dar-
auf zu achten, dass speziell Cyclo-
penta[c,d]pyren extrem lichtemp-
findlich ist, weshalb die Kopp-
lung von UV- und Fluoreszenz-
detektion zu Problemen bei der
Quantifizierung fithren kann.

Fiir die Gas-Chromatographie
stellt insbesondere die Trennung
der Fluoranthene (BbFA, BKFA,
BjFA) eine Herausforderung dar,
ist aber bei der Verwendung von
Stationidren GC-Mischphasen aus
Diphenyl und Dimethylpolysilo-
xanen moglich. Es empfiehlt sich
die Verwendung einer Trennsiule
mit geringer Filmdicke, damit die
Elution der hohersiedenden PAKs

ohne nennenswerten Verlust an

chromatographischer Auflosung
gelingt.

Probenvorbereitung und
analytische Bedingungen

Die Proben wurden mittels
GCMS vermessen und quantifi-
ziert. Dabei kam ein GCMS-
QP2010 Plus (Shimadzu) mit
einer Rxi-17 Sdule von Restek
zum Einsatz (L 20 m/ID 0,18
mm / FD 0,1pm). Abbildung 1
zeigt das Chromatogramm einer
Standardldsung. Vermessen wurde
ein Standard mit einer Konzentra-
tion von 1 mg/l. Die Zeit fiir die
Trennung betrigt 24 Minuten.
Der Bereich der Fluoranthene
wurde vergroflert dargestellt, die
chromatographische Auflésung ist
dabei >1.

Kalibriert wurde ein Messbereich
von 0,1 pg/1 bis 100 pg/l. Bei dem
Standard mit der Konzentration
von 0,1 pg/l war das Signal-zu-

Rausch-Verhiltnis des zuletzt-

eluierenden Peaks (DBahP) >20
(RMS).

Bei den vermessenen Proben h
delt es sich um Aufarbeitungen
von Olivendl. Dieses wurde
durch Festphasenextraktion iiber
HR-P-Saulen (Macherey &
Nagel) gereinigt (gewaschen mit
Hexan, eluiert mit Toluol). An-
schliefend wurde die Losung mit
den in Tabelle 1 genannten PAKs
gespiked, so dass eine Konzentra-
tion von 2,5 pg/l erreicht wurde.
Das entspricht etwa der fir bela-
stete Realproben zu erwartenden
PAK-Konzentration. Abbildung 2

stellt einen Ausschnitt aus dem
dazugehorigen Chromatogramm

der Olivenolprobe dar.
Ausblick

Die Bestimmung von PAKs in
Lebensmitteln nach EFSA wird in
nichster Zukunft zur analytischen
Routine werden. Mit der GCMS-
Methode existiert bereits ein Ver-
fahren, das zugleich robust und
empfindlich ist. Voraussetzung ist
eine gute chromatographische
Trennung und eine geeignete Pro-
benaufreinigung.

Quellen

e http: //de.wikipedia.org/wiki/PAK

e EFSA Journal (2008) 724, 1-114

¢ http: //eur-lex.europa.eu/en/index.htm

Quergelesen

Als Umweltgifte kommen sie in
Gemiise, Getreide, Grillproduk-
ten vor, sie werden beim Rauchen
gebildet oder beim Rosten von
Kaffee — die polyzyklischen aro-
matischen Kohlenwasserstoffe
(PAK). Anhand einer eigenen
Liste von 16 PAKs bewertet die
Europiische Behorde fiir Lebens-
mittelsicherheit (EFSA) die Ge-
fahrlichkeit von PAKs in der
Nahrung neu. Zu deren quantita-
tiver Bestimmung eignet sich die
GCMS als robustes und empfind-
liches Verfahren.

Nr. Komponente Abkiirzung Mw CAS
1 Benzo[clfluoren BcFL 216,3 205-12-9
2 Benz[a]anthracen BaA 228,3 56-55-3
3 Cyclopentalc,d]pyren CPP 226,3 27208-37-3
4 Chrysen CHR 228,3 218-01-9
5 5-Methylchrysen MCH 242,3 3697-24-3
6 Benzol[b]fluoranthen BbFA 252,3 205-99-2
7 Benzo[klfluoranthen BkFA 252,3 207-08-9
8 Benzol[jlfluoranthen BjFA 252,3 205-82-3
9 Benzo[a]pyrene BaP 252,3 50-32-8
10 Indeno(1,2,3-cd]pyren IP 276,3 193-39-5
1" Dibenz[a,h]anthracen DBahA 278,3 53-70-3
12 Benzo[g,h,ilperylen BghiP 276,3 191-24-2
13 Dibenzo[a,l]pyren DBalP 302,3 191-30-0
14 Dibenzola,e]pyren DBaeP 302,3 192-65-4
15 Dibenzola,ilpyren DBaiP 302,3 189-55-9
16 Dibenzo[a,h]pyren DBahP 302,3 189-64-0

Tabelle 1: Die 16 PAKs nach EFSA in der Reihenfolge der Elution auf einer Rxi-17-Saule,

die verwendeten Abkurzungen, das Molekulargewicht und die CAS-Nummern.

Wir schicken lhnen weitere

Informationen gerne zu.

Bitte notieren Sie hierfur die
entsprechende Kennziffer auf
der Antwortkarte. Info 379
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Aflatoxin G, G, By B;:
Mobile Phase: 60 H,0 - 30 CH30H - 20 CH;CN + 385 pl HNO3 4N + 120 mg KBr
Detektion: Fluoreszenz EX = 365 nm, EM = 440 nm (mit Kobra-Zelle)

Probe:

Weizengraupen

Konzentration (ppb; pg/kg):

G, = 0,835 (Grenzwert G,+G,+B+B, = 4 ppb),
G, =0,124 (Grenzwert G;+G,+B;+B, = 4 ppb),
B; =0,149 (Grenzwert 2 ppb),

B, = 0,028 (Grenzwert G;+G,+B+B, = 4 ppb)

Abbildung 1: Chromatogramm von Aflatoxinen aus \Weizengraupen

Extraktion Filterung/ Adsorption/

(HPLC) / Verdiinnung/ Elution

Detektion ‘

Allgemeine Vorgehensweise

Der Schein
kann trigen

HPLC-Analyse von Mykotoxinen

ykotoxine sind sekundire Stoffwechselprodukte verschiede-
I\ / I ner Pilzarten. Die Untersuchung dieser Toxine ist bedeu-

tend, weil viele von ihnen Lebensmittel verunreinigen und in
einigen Lindern die Gesundheit von Menschen und Tieren gefdhrden.
Das wachsende Gefahrenbewusstsein hat dazu gefiihrt, dass zahlreiche
Verfahren fiir ihre Aufreinigung und Analyse entwickelt wurden. Im
Allgemeinen handelt es sich bei Mykotoxinen um Verbindungen mit
relativ hohem Molekulargewicht, die einen oder mehrere oxigenierte
alicyclische Ringe enthalten.

Die Ernihrungs-und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten
Nationen (FAO) schitzt, dass etwa 25 % der Welt-Nahrungsproduk-
tion Mykotoxine enthalten. Auch kénnen sie von Nutztieren aufge-
nommen werden und iiber deren Produkte (Milch, Eier) in die Nah-
rungskette gelangen. Der Schein vermeintlich einwandfreier Lebens-
mittel kann also triigen.

Die HPLC hat sich zu der am schnellsten wachsenden Technik ent-
wickelt. Ein isokratisches System mit C18-Siulen, Wasser, Methanol
und Acetonitril als mobile Phase sowie mit Fluoreszenz und/oder
UV-Detektion ist die typische Ausristung, um zahlreiche Toxine
(Aflatoxine, Ochratoxin, Zearalenon, Fumonisine, T-2 und HT-2, etc.)
in unterschiedlichen Trigersubstanzen (Wein, Bier, Weizen, Kaffee-
bohnen, Hafer, Mais etc.) zu erkennen.

Das Experiment

Geriite:

Die chromatographische Ausriistung bestand aus LC-20AD UFLC-
Pumpe, SIL-20AHT UFLC-Autoinjektor, CTO-20A Siulenofen,
RF-20AXS Fluoreszenzdetektor, CBM-20A, LCSolution Chromato-
graphiesoftware, Supelco Discovery C18-Saule 150 mm x 4,6 mm
Innendurchmesser, 5 pm mit Temperatureinstellung von 30 °C, als
Nachsaulenreaktor eine Kobra-Zelle (nur fiir Aflatoxine).

Reagenzien:
Wasser, Methanol, Acetonitril, Essigsdure, Salpetersiure, Isopropanol,
Kaliumbromid, Immunaffinititssiulen.

Probenaufbereitung:

Die typische Probenaufbereitung bestand aus einigen einfachen Schrit-

ten:

e Toxine in einer Probe werden extrahiert, gefiltert, verdinnt und
langsam uber eine Immunaffinititssiule gelenkt, wobei sich Antikor-
per und Toxine binden.

e Anschliefend wird die Immunaffinititssiule gespilt, um jegliches
ungebundenes Material zu entfernen.

* Dann werden die Toxine mittels Methanol von der Siule abgel6st.
Danach ist die Injektion in ein HPLC moglich.
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Ochratoxin A: Zearalenon:
Detektion: Fluoreszenz EX = 333 nm, EM = 460 nm Detektion: Fluoreszenz EX = 310 nm, EM = 435 nm
Mobile Phase: 99 H,0 - 99 CH;CN + 2 ml CH;COOH Mobile Phase: 40 H,0 - 60 CH;CN
Probe: Probe:
Weizengraupen Weizengraupen
Konzentration (ppb; pg/kg): 0,081 (Grenzwert 3 - 5 ppb) Konzentration (ppb; pg/kg): 190 (Grenzwert 75 - 350 ppb)

Abbildung 2: Chromatogramm von Ochratoxin A aus Weizengraupen Abbildung 3: Chromatogramm von Zearalenon aus \Weizengraupen

Aflatoxine Weizengraupen, Mais, Isokratisch C 18150 x 4,6 mm, 3 pm| 60 H,0 - 30 CH30H - EX =365 nm, Kobra-Zelle
Bj - By, (Olsaaten, Erdniisse, 20 CH3CN + 385 pl Em = 440 nm (Nachsaulenreaktor)
Gy - Gy, Sojabohnen, Pistazien, HNO3 4N + 120 mg KBr erforderlich
M - My Walniisse, schwarzer
Pfeffer, Kokosnuss...
Ochratoxin A Getreide, Kaffee, Isokratisch C 18 150 x 4,6 mm, 3 ym | 99 H,0 - 99 CH3 CN + EX =333 nm, FRX KKK K XXX
Weintrauben... 2 ml CH3COOH Em =460 nm
Zearalenon Mais, Gerste, Hafer, Isokratisch C 18150 x 4,6 mm, 3 pm | 40 H,0 - 60 CH3CN EX =310 nm, FREXX XX XXX
Weizen, Reis, Hirse Em =435 nm
Tabelle 1: BU
Fazit

Methoden zur Bestimmung von Toxinen durch HPLC wurden gut
ausgearbeitet; eine Toxin-Trennung und -Bestimmung in unterschied-

lichen Tragersubstanzen stellt kein Problem mehr dar. Jedes Toxin
lasst sich im Routinebetrieb in nahezu jedem gut ausgeriisteten Labor

bestimmen.

Die Einfihrung der Immunaffinititssiulen-Technologie in der voraus-
gehenden Reinigungsphase hat beim Einzelnachweis von Toxinen in
vielen verschiedenen Trigersubstanzen geholfen.

Wir schicken lhnen weitere Informationen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfar die entsprechende Kennziffer auf der Antwortkarte. Info 380
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Umfassende Duftstoffan

Einfache und prazise Bestimmung der Zusammen-

setzung und Geruchsintensitat

Zweiter Detektor

Anschluss fiir die
Probeninjektion

Erster Detektor

|
o B,
Olfaktometer

II'\._JI'

Zweiter GC/GCMS

Erster GC

Kiihlfalle
Schaltventil (Inertbehandlung)

Abbildung 1: MDGC/GCMS-0 Konfiguration

ehr oft geht es in der Duft-
S stoffanalytik um komplexe

Gemische, die anspruchs-
volle Methoden benotigen, um
alle Komponenten chromatogra-
phisch zu trennen. Multidimen-
sionale Trennungen, offline und
online stehen zur Analyse dieser
Proben bereit. Dabei weisen
Offline-Vortrennungen oft Nach-
teile auf, wie lange Analysezeiten,
Schwierigkeiten bei der quantita-
tiven Wiederfindungsrate oder
Bildung von Artefakten. In den
letzten Jahren wurde dagegen mit
Hochdruck an automatisierten
Vortrennnungsmoglichkeiten
gearbeitet, die mit dem multidi-
mensionalen System MDGC-
2010 von Shimadzu einen neuen
Status erreicht. Weitverbreitete
Nachteile der multidimensionalen
Online-Vortrennung wurden
durch die Neuentwicklung des
Schaltmechanismus sowie der
dazugehorigen Software Steue-
rung iberwunden.

Nur ein Referenzlauf,
um nicht-getrennte Bereiche
prazise zu transferieren

Das Grundprinzip der multidi-
mensionalen Chromatographie

beruht auf einer Kopplung von
zwel analytischen Siulen, wobei
die erste Siule als Vorsiule dient,
von der gezielt nicht-aufgetrennte
Komponenten auf eine zweite
Sdule geschickt werden konnen.
Dieses ,,Ausschneiden®, auch als
,Heart-Cut“ bezeichnet, erfolgt
durch Ausnutzen eines Druk-
kunterschieds zwischen dem
Ende der ersten Saule und dem
Eingang der zweiten Siule. Dabei
wird der Druckunterschied durch
ein angesteuertes Ventil mit
unterschiedlichen Restriktoren so
aufgebaut, dass sich der Aus-
gangsdruck der ersten Siule nicht
verandert. Das hat enorme Vor-
teile und hebt sich von dem her-
kémmlichen ,,Dean-Switch“-
Mechanismus ab. Die Retentions-
zeiten des Chromatogramms der
ersten Dimension bleiben unver-
indert, unabhingig davon wie
viele Bereiche auf die Saule der
zweiten Dimension gegeben wer-
den. Diese herausragende Reten-
tionszeitstabilitat ermoglicht es
nach nur einem Referenzlauf
(Probe wird nur iiber Siule 1
geftihrt) die nicht-getrennten
Bereiche zu identifizieren. Mit
nur einem nachfolgenden analyti-
schen Lauf konnen nun mehrere

Bereiche auf die zweite Siule
transferiert werden.

Die Siulendimensionen der
ersten und zweiten Siule und die
Wahl der stationiren Phase kon-
nen gezielt der Trennanforderung
angepasst werden. Fiir die umfas-
senden Analytik eines Mandari-
nendls wurde eine 30 m, 0,25 mm
ID, 0,25 pm Film polare Saule
(Rtx-Stabilwax) fiir die erste
Dimension benutzt und eine 30
m, 0,25 mm ID, 0,25 pm Film
unpolare Siule (Rtx-5ms) fir die
zweite Dimension.

Geruchsbestimmung mittels
Olfaktometer

In der Duftstoffanalytik hat
neben der Auswertung der physi-
kalischen Detektorsignale auch
die Geruchsintensitit der Kom-
ponenten einen hohen Stellen-
wert. Die Geruchsbestimmung
kann durch ein Olfaktometer als
zusitzliche Komponente im
MDGC-System ermoglicht wer-
den, in der die menschliche Nase
die Wahrnehmung des Geruches
ibernimmt. Als Olfaktometer
wurde der ,Phaser® der Firma
Atas GL verwendet, der sich

1] SplitManager Ver2.08 =1 |
Head Pressure = Switching
& C
T80 ppa Pressure in GMS o C HD
~ case of MDGC l
Detector
Transit Time
Transfer Line Iternal Dlameter | 015 -Inln
iternal Diamneter | 025 = | mm Cohmmn a8 sec
Length | 200 m
Length ,_""'mo m Column . 136 seC
emmster Line Internal Diaspeler ,_-_:[0 25 ﬂnnl 124 mimin | Detector e
Flow [TE88 1 mLinin Toaestes Line [ 188 e
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Abbildung 2: SplitManager Software zur Kalkulation der Spliverhaltnisse
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alytik

durch eine besonders gute Tem- uV (x 10.000)

peraturhomogenitit auszeichnet 14

wodurch auch das ,,Abriechen® 13

hohersiedender Komponenten 1.2

moglich ist. Eine entsprechende 11

Software erlaubt die Auswertung 1.0

der Geruchsstoffe, und ein Uber- 09

einanderlegen der TIC- (Totalio- 08

nenstrom) und Sniffer-Chroma- 07

togramme. Das Olfaktometer 06

wurde am Ende der 2. Saule als 05

zweiter Detektor neben dem 04

Massenspektrometer angebracht 03

(siehe Abbildung 1). 02

! L/M/\/\

Das entsprechende Splitverhaltnis | - —
zwischen Massenspektrometer e

und Olfaktometer lisst sich

1875 1900 1925 1950 1975 2000 2025 2050 2075 2100 2125 2150 2175 220 2225
durch die gezielte Wahl der Minuten
Restriktoren sowie der Driicke
einstellen. Eine Software kalku- Abbildung 3: Vergleich Manderindl Referenzchromatogram und Chromatogram mit Heart-Cut
liert das Splitverhiltnis. In dieser
Analyse wurde das Splitverhaltnis (x1.000.000)
auf 1:3 eingestellt (siche Abbil- 18] TC AE
dung 2). 17 T 1

16 = (IBEZ

Eine Kihlfalle am Anfang der :i i £ : Z
Siule 2 kann zur zusitzlichen 13 Z g . gﬂ
Aufkonzentrierung, der meist nur 12 z : a E w=*3 -]
in Spuren vorhandenen Duft- i E E % g Fe H A
komponenten durch Mehrfachin- ;g E < 3 ; g & £ E 3 E 2 &
jektionen und gezieltem Transfer 08 é 5 % LI %_ g i35 32 . X
auf die zweite Saule dienen. Ein 07| § E‘ E . .1‘;: = E E "ri‘ E g % g E
Mandarinendl zeigt in der ersten gg s s = g E g 5 E S g % & E g E
Dimension unvollstandige Tren- ol £ £ 3 &5 g =2 g2 & z -§
nungen. In Abbildung 3 sind das 03| & 3 3 \ A, AW I 8 AVl 18 A
Referenzchromatogramm (ohne 2475 2500 2525 2550 2575 2600 262 2650 2675 2,00 21,55 2150 2175 2800 2825 2850 2875 2800 2925 2950

Transfer auf die zweite Siule) und
ein Chromatogramm mit einem
,Heart-cut® tibereinander gelegt.
Dabei wird die Retentionszeitsta-
bilitit des Systems nochmals ver-
deutlicht.

Zusatzliche Komponenten
aufgespiirt

Als Anfangstemperatur des Ofens
der 1. Dimension wurde 60 °C

(1 min), eine Heizrampe von 10
°C/min bis auf 250 °C (15 min)
gewahlt. Die Anfangstemperatur

Minuten

Abbildung 4: Qualitative Auswertung der transferierten Substanzen in der zweiten Dimension

des Ofens der zweiten Dimension
wurde auf 50 °C fiir 6 Minuten
sowie eine Heizrate von 10 °C/
min bis auf 280 °C gesetzt. Durch
Trennung in der zweiten Dimen-
sion konnten zehn Komponenten
identifiziert und mittels Olfakto-
meter der Duft und die Intensitit
dieser Komponenten zu einer
umfassenden Information beitra-
gen. Durch die prizise Arbeits-

weise des Multi-Deans Switch
koénnen quantitative Auswertun-
gen in beiden Dimensionen erfol-
gen.

Das multidimensionale System
von Shimadzu kombiniert mit
dem Olfaktometer und der Cryo-
trap von Atas GL bietet die
Moglichkeit umfassende Informa-
tionen zu komplexen Gemischen

zu erhalten. Die Untersuchung
von Duftstoffen ist dabei nur ein
Beispiel des grofien Anwen-
dungsbereichs dieses Systems.
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Schwermetalle in Kunst

Bestimmung mit ICP-OES

ie Europiische Verpack-
D ungs-Verordnung (Ver-
packV) strebt danach,

die Auswirkungen von Verpack-
ungsabfillen auf die Umwelt zu
vermeiden oder zu verringern.
Dariiber hinaus soll der Anteil
okologischer Einweggetrinke-
sowie Mehrweggetrinkever-
packungen gestarkt werden mit
dem Ziel, eine Quote von minde-
stens 80 % zu erreichen. Aus
dem gesamten Europiischen Ver-
packungsmiill sind bis Dezember
2008 beispielsweise 60 Gewichts-
prozent an Glas, Papier und Kar-
ton sowie 22,5 Gewichtsprozent
an Kunststoffen wiederverwertet
worden.

Der Anteil der Schwermetalle
Blei, Cadmium, Quecksilber und
sechswertiges Chrom in Packmit-
teln und Packmittelkomponenten
darf 100 mg/kg kumulativ nicht
tbersteigen.

Hersteller von Verpackungsmate-
rialien garantieren mittlerweile,
dass zur Herstellung ihrer Pro-
dukte keine Rohstoffe eingesetzt
werden, die die genannten
Schwermetalle enthalten. Zusitz-
lich werden an reprisentativen
Produkten stichprobenartige
Analysen durchgefthrt.

Die simultane Bestimmung von
Schwermetallen erfolgt mit ICP-

OES-Spektrometern wie dem
ICPE-9000 (Abbildung 1), die
sich durch hohe Empfindlichkeit,
einen weiten dynamischen Be-
reich und hohen Probendurchsatz
auszeichnen. Das ICPE-9000 mit
CCD-Detektor (charge coupled
device) ist mit einer Vakuum-
Optik ausgestattet, die beztiglich
Leistung und Geschwindigkeit
neue Maf3stibe setzt.

Emissionsspektren aller
vorhandenen Elemente

Im ICPE-9000 werden die
Kunststoffproben nach einem
geeigneten Aufschlussverfahren
in der Plasmafackel verdampft
und die freigesetzten Atome und
Ionen zur Emission von Strah-
lung angeregt. Die emittierte
Strahlung wird im optischen
System verarbeitet und mit dem
CCD-Detektor gemessen, wobei
die Emissionsspektren aller vor-
handenen Elemente abgebildet
werden. Die quantitative Bestim-
mung der Elemente erfolgt gegen
Kalibrationskurven aus Multiele-
mentstandards. Abbildung 2 zeigt
die Kalibrationskurven ausge-
wihlter Schwermetalle im Kon-
zentrationsbereich von 0,1 bis

2 mg/l.

Abbildung 1: ICP-OES-Spektrometer ICPE-S0O00 mit CCD-Detektor
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stoffverpackungen

Instrument ICPE-9000

Generatorleistung [kW] 1,2
Plasmagas [I/min] 10
Tragergas [I/min] 0,8
Beobachtungsrichtung axial
Plasmafackel Minitorch

Tabelle 1: Instrumentelle Parameter fur die Bestimmung von Schwermetallen

mit ICPE-S000

Zwei Methoden des
Probenaufschluss

Fiir die Probenvorbereitung ste-
hen verschiedene Verfahren zur
Verfiigung. Eine weit verbreitete
Variante hierbei ist der Mikro-
wellen-Aufschluss, der in mikro-
wellendurchlassigen Druckbehil-
tern im Mikrowellenofen durch-
gefithrt wird. Ein Beispiel ist die
Behandlung der Proben mit einer
Mischung aus konzentrierter Sal-
petersiure und konzentriertem
Wasserstoffperoxid bei erhéhten
Druck-Temperaturbedingungen.

Daneben ist aber auch eine Nass-
veraschung beziehungsweise
trockene Veraschung maglich, bei
der die organischen Bestandteile
einer festen Probe durch Abbren-
nen in einem Tiegel zerstort wer-
den. Die Polyethylen-Proben
wurden mit diesen drei Methoden
aufgeschlossen und gemeinsam
mit internationalem Referenzma-
terial (BCR-680 und BCR-681)
auf die gleiche Weise im ICPE-
9000 gemessen. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 2 zusammenge-

stellt und zeigen schr gute Uber-
einstimmung mit den zertifizier-
ten Werten bei Verwendung des
geschlossenen Mikrowellenauf-
schluss-Systems.

Die hier beschriebene System-
konfiguration mit ICP-OES gibt
einen aktuellen Uberblick zum
Stand der Technik bei der Be-
stimmung von Schwermetallen in
Kunststoffverpackungen nach der
Europaischen Verpackungs-Ver-
ordnung. Die aktuellen Konzen-
trationen der Einzelsubstanzen
im homogenen Probenmaterial
konnen stark variieren und sind
nach Probenvorbereitung und
Verdiinnung einfach und schnell
mit dem ICPE-9000 zu analysie-
ren.

Wir schicken Ihnen weitere Informa-
tionen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfur die entsprechende Kennziffer
auf der Antwortkarte. Info 381

10.000
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2.000

1.000
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Abbildung 2: Kalibrationskurven ausgewahlter Schwermetalle

Probe BCR-680 BCR-681
Aufschluss Trocken Nass Mikrowelle | Referenz- Trocken Nass Mikrowelle | Referenz-
wert wert
Element
Cd 141 140 140 140,8 21 21,4 21,7 21,7
Pb 105 <0,2 108 107,6 13,1 <0,2 13,5 13,8
Cr 105 112 112 114,6 16,2 17,2 17,5 17,7
Hg <0,2 24 25,6 25,3 <0,2 43 4,6 45
As 28 31 30 30,9 4 4 5 3,93

Tabelle 2: Ergebnisse der Polyethylen-Referenzstandards (alle Werte in mg/kg)
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Kohlenstoffgehalt (pph)

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Kontrollkarte iiber 12 Monate

Zeitraum sequentiell (Tage)

= Kaortrallproben 1
—  Grenza 400

= Kpntrol proben 2 === Grenze 300 — - Grenza 360

— - Grenze 200 === Grenza 125

Abbildung 1: Beispiel einer Kontrollkarte, Kontrollproben mit 250 ppb

nlagen zur Wasserauf-

bereitung liefern tiber

Vorentsalzung, Umkeh-
rosmose, Ionenaustauscher und
Destillation Reinwasser und
Reinstwasser fir den pharmazeu-
tischen Gebrauch. Eine zentrale
Kenngrofle ist der Gehalt an
gesamten organischen Kohlen-
stoff (TOC - total organic car-
bon); nach den Vorgaben der
Europaischen Pharmacopoeia
Abschnitt 2.2.44 sind das maxi-
mal 500 ppb TOC. In diesem
Beitrag wird die ,,off-line“-TOC-
Bestimmung an Reinwasser mit
einem TOC unter 500 ppb fir
den robusten Routinebetrieb mit
praxisrelevanten Hinweisen

behandelt.

Die TOC-Analysenergebnisse
konnen nicht ,,besser sein®, als
durch das hergestellte und zu
untersuchende Produkt Wasser
vorgegeben. Im stabilen Dauerbe-
trieb ist eine anlagenspezifische
Qualitit des produzierten Was-
sers zu erwarten. Aus Sicht dieses
Beitrags zahlt nicht prioritir,
welche Qualitit ,in der Anlage
drin® ist, sondern was im her-
zustellenden Produkt iiber die
regulire Entnahme ,,ankommt.“
Eine Diskussion, ob eine in-line-,
oder eine off-line-TOC-Messung
besser ist, soll an dieser Stelle

&

I ]

I'é
)

‘Reinwa

werden. Zwischenzeitliche Ver-
wendung von kunststoffhaltigen
Gefiflen und Verschliissen fiir
Losungsmittel wie Methanol, Iso-
propanol und Ethanol schliefit
deren weitere Verwendung fiir
Spurenanalysen TOC definitiv
aus.

Kritische Einfluss-
groBen

Ublicherweise wird ein ,, Vorlauf“
vor der Probenahme festgelegt;
von einer Desinfektion der Hah-
ne ist vor der Probenentnahme
abzusehen. Weiterhin ist der Ein-
trag luftgetragenen Kohlenstoffs
zu minimieren, da der Phasen-
ubergang von Organik aus der
Luft in das Wasser einen bekann-
ten Kontaminationspfad darstellt.
Deswegen sollte der Fluss aus
dem Ventil laminar sein, die
Probengefifie sind ,,strichvoll®
zu fiillen, Nach vorliegenden
Erkenntnissen ist die Standzeit
von|Proben vor chemischer Ana-
lyse unkritisch. Anders als im

" |
. ~ g P4l der mikrobiologischen Prii-

nicht ausgeweitet werden. Vor
der Untersuchung steht die Pro-
benahme als Bindeglied zwischen
der Aufbereitungsanlage und der
Verwendung, in gleicher Weise
fur die Verwendung zur Analytik.

Robuste Probenahme

Das System der Probenahme
muss zunichst robust sein, die
Proben miissen reprisentativ und
bis zur Untersuchung unverin-
dert bleiben. Bei der Qualifizie-
rung einer Wasseranlage mit zehn
Entnahmestellen mit tiglicher
Entnahme iiber vier Wochen fal-
len ohne Wiederholungen 280
Proben an. Die Probenehmer sind
entsprechend zu trainieren; quali-
fizierte Probengefifle aus inerten
Materialien, z.B. Glas, mit geeig-
neten Verschliissen miissen
bereitstehen. Die Probengefifie
sind in der Weise zu ,,widmen®,
dass sie nur fiir Wasser, Reinwas-
ser und Reinstwasser verwendet

fungen ist eine Zwischenlagerung
im Kihlschrank nicht erforder-
lich. Die Versandkette, die gesam-
te Logistik nach erfolgter Probe-
nahme, Zwischenlagerung, Trans-
port zum Labor, und neuerliche
Zwischenlagerung vor Analyse,
ist in dhnlicher Weise zu prifen
und kurz zu halten.

Analysen mit Nachweisgrenzen
von unter 50 ppb stellen hohe
Anforderungen an Gerite, Ver-

TOC-VesH/N
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sser und Reinstwasser

50
TOC-Kalibriergerade bis 500 ppb
Peakflache = f(TOC); NG = 13 ppb; BG = 39 ppb
40 >
o 30
=
[X]
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] .
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0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
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Abbildung 2: Beispiel einer Kalibriergeraden, NG und BG nach ICH(Q)R2

fahren und Bedienpersonal. Im
TOC-Labor sollten keine olfak-
torisch im ppb- und ppm-Bereich
wahrnehmbaren organischen Ver-
bindungen, und insbesondere
auch keine organischen Losungs-
mittel gehandhabt werden. Auch
sollte das Bedienpersonal auf ent-
sprechende Korperpflegemittel
verzichten. Die Analyse von bela-
steten Wissern, zum Beispiel
Abwissern, sollte aus Kontami-
nationsgriinden nicht im gleichen
Raum und an den gleichen Geri-
ten durchgefiihrt werden.

Im einfachsten Fall kann die Pro-
be direkt von der Entnahmestelle
in das Probengefafl fur das Ana-
lysengerit (hier als ,Messgefal“
zur Unterscheidung vom ,,Pro-
bengefal“ fiir Entnahme und
Transport bezeichnet) tberfihrt
werden. Dies muss unter mini-
malem Luftkontakt laminar erfol-
gen — mit verschlossenen Messge-
fiflen. Alternativ ist die Probe in
gleicher Weise vom Probengefif}
in das Messgefafl zu uberfihren.
An die Messgefafie sind minde-
stens die gleichen Anforderungen
wie an die Probengefifie zu stel-
len. Sollten die Messgefifle
wiederverwendet werden, ist das
Reinigungsverfahren zu validie-
ren. Die Messgefifle sind vor
Einsatz durch Spiilen mit Reinst-

wasser zu konditionieren. In der
Zusammenfassung sind die ,,ubi-
quitire“ Beaufschlagung der Pro-
ben- und Messgefifie und der
Eintrag luftgetragener organi-
scher Verbindungen zu minimie-
ren.

Ubliche TOC-Bestimmungsver-
fahren sind UV-Radiolyse und
katalytische Verbrennung mit
nachfolgender IR-Detektion des
gebildeten Kohlendioxids. Die
Anzahl der Wiederholungsmes-
sungen bzw. -injektionen bis zur
Mittelwertbildung der Ergebnisse
sind Gerite- und Programmspe-
zifisch vorzugeben und in jeder
Analyse zu bewerten. Zu den
weiteren Voraussetzungen gehort,
dass die Gerite qualifiziert und
kalibriert sind und fir die Unter-
suchung von Pharmawissern den
vorgegebenen Systemeignungstest
mit den Substanzen Benzochinon
und Saccharose erfiillen. Die Arz-
neibiicher beschreiben Vorge-
hensweisen und Grenzwerte,
ohne dabei Vorgaben zur techni-
schen Durchfiihrung und insbe-
sondere zur Oxidation und
Detektion zu machen:

e Ein Systemeignungstest auf
dem Niveau 500 ppb TOC ist
vorgegeben

¢ Limit of Detection (LOD)
ist < 0,050 ppm (< 50 ppb)

* ,Reagent® Water mit einem
TOC-Gehalt < 0,100 ppm
(100 ppb) ist gefordert

¢ ,Reagent” Water mit einer
Leitfihigkeit < 1,0 pS/cm bet
25 °C ist gefordert

® Anorganischer und organischer
Kohlenstoff sind zu unterschei-
den.

Die Geriatekalibration

Fiir das Gerit muss eine giiltige
Kalibrierung mit bekannten und
nach ICH(Q)R2 berechneten
Nachweis- und Bestimmungs-
grenzen vorliegen. Die Qualitit
von TOC-Messungen im Spuren-
bereich ist auch vom Aufbau der
Messsequenz abhingig. Bewihrt
hat sich ein Verfahren, in dem mit
Start der Sequenz zunichst zwei
Proben Reinstwasser gemessen
werden, um die Flusslinie zu
konditionieren und zu dquilibrie-
ren. Uber die Standzeit des
Gerits bis zur nichsten Messung
konnen aus Leitungen und Venti-
len Substanzen migrieren, die
iiber diese beiden ersten Messun-
gen ausgewaschen werden. Da-
nach sollte eine Kontrollprobe
mit zum Beispiel 250 ppb TOC,
und dann eine Kontrollprobe
Reinstwasser gemessen werden.
Dann konnen alle Proben
sequentiell gemessen werden.

Die Sequenz sollte von einer
Kontrollprobe mit 250 ppb und
einer Reinstwassermessung abge-
schlossen werden; alle Ergebnisse
sind in Kontrollkarten zu tber-
fuhren. Die beiden Kontrollpro-
ben 250 ppb am Anfang und am
Ende, nach diesem Vorschlag mit-
tig im interessierenden Bereich
bis zum Grenzwert 500 ppb
TOC angelegt, sind als bracke-
ting zu werten. Es kann so belegt
werden, dass das Gerit iiber die
vorgenommene Qualifizierung,
die Kalibrierung und tiber den
durchgefiihrten Systemeignung-
stest hinausgehend zum Zeit-
punkt der Messung tber die
gesamte Sequenz hinweg richtig
gearbeitet hat. Mit Hinweisen

zum Beispiel auf einen filligen
Katalysatorwechsel ist dies ein
Beitrag zur Validierung der
TOC-Spurenanalytik.

Fazit

Die geschilderten Vorgehenswei-
sen erlauben es, Nachweisgren-
zen um 15 ppb und Bestim-
mungsgrenzen um 50 ppb z.B.
mit dem Shimadzu TOC Vcpy
im robusten Routinebetrieb zu
erreichen. Der TOC V¢py arbei-
tet mit katalytischer Verbrennung
mit anschliefender NDIR-Detek-
tion. Fiir den niedrigen Messbe-
reich wird ein hochsensitiver
Katalysator eingesetzt, der Injek-
tionsvolumina von bis zu 2 ml
erlaubt und diese niedrige Nach-
weisgrenze ermoglicht. Fir viele
Wasseruntersuchungen ist dies
hinsichtlich Zeit und Kosten eine
praktikable Losung, wobei hier
Proben aus der Reinigungsvali-
dierung, die praktisch durchweg
hoher belastet sind als Reinwis-
ser, ausdriicklich mit eingeschlos-
sen sind.

Im Fall der Reinigungsvalidie-
rung ist durch das Prinzip Ver-
brennung auch der Aufschluss
suspendierter, partikulirer Kon-
taminanten gewiahrleistet. Dabei
ist es nachrangig, dass fiir Wasser
in der Pharmaindustrie tblicher-
weise insgesamt hohere Nach-
weisgrenzen vorgegeben sind als
zum Beispiel in der Halbleiterin-
dustrie. Es geht ja zunichst
darum, einen hohen Bedarf 6ko-
nomisch abzudecken. Hohere
Anforderungen bedingen dann
hohere Aufwendungen nach prin-
zipiell gleichem Schema.

Gelesen in: GIT Labor-Fachzeitschrift
3/2010, Seite 186 bis 188

Dr. Wolfgang Woiwode
TECHPharm GmbH

Draisstrae 14 - 76646 Bruchsal
Deutschland
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Definierte lineare und zy
mittels Recycling-GPC

-konjugierte Oligomere de-

finierter Lange haben in den
letzten Jahren in einem immer
stirker zunehmenden Maf an
Aufmerksamkeit gewonnen. Sie
sind nicht nur Modelle fur die

entsprechenden Polymere, son-
dern stellen selbst auch interes-
sante Materialien dar, zum Bei-
spiel fiir elektrooptische Anwen-
dungen. [1] Oligomere sind im
Prinzip defektfrei und mittels
chromatographischer Techniken
in sehr guten Reinheiten darstell-
bar. Gerade Letzteres ist nicht
nur fir die direkte Anwendung,
sondern auch fiir das Verstindnis
der komplexen Vorginge in elek-
tronischen Bauelementen von
fundamentaler Bedeutung. [2]

Ein Zugang zu definierten Oligo-
meren ist deren gezielte Synthese.
Dabei wird das Oligomer mittels

geeigneter Schutzgruppentechnik
und Kupplungsreaktionen schritt-
weise aus den entsprechenden
Monomeren aufgebaut. Verlaufen
die Reaktionen glatt, sind auf die-
se Weise priparativ nutzbare
Mengen darstellbar, die in an-
schliefenden Reaktionen weiter
umgesetzt werden konnen.

Polymerisation - ein einziger
Reaktionsschritt

Die gezielte Synthese wurde und
wird fur eine Vielzahl von konju-
gierten Systemen beschritten,
jedoch leidet sie an dem teilweise
betrichtlichen Syntheseaufwand,
der sehr zeit- und kostenintensiv
sein kann. Eine Alternative dazu
ist die (im Umsatz begrenzte)
Polymerisation mit anschlieffen-
der Auftrennung des gebildeten
Oligomer- und Polymergemi-
sches.

Die so zuginglichen Mengen
eines bestimmten Oligomers sind

begrenzt und die Moglichkeiten

mehrstufiger Folgereaktionen ein-

Abbildung 1: Shimadzu recGPC

geschrinkt. Der Charme dieses
Vorgehens liegt jedoch darin, dass
in einem einzigen, einfach durch-
zuftilhrenden Reaktionsschritt
eine ganze Oligomerenserie zu-
ganglich ist, mit der sich die Ant-
worten auf bestimmte Fragestel-
lungen (optische Eigenschaften,
thermisches Verhalten, Elutions-
volumina, etc.) ermitteln lassen.
Auch kann aus den Struktur-
Eigenschafts-Beziehungen poly-
merhomologer Reihen eine Extra-
polation auf das Verhalten des
reinen, defektfreien Polymers
vorgenommen werden. Die Tren-
nung der Oligomeren einer Poly-
merisationsreaktion ist prinzipiell
mittels Gelpermeations-Chroma-
tographie (GPC) moglich.

Da jedoch die Oligomerenpeaks
oft auch dann noch nicht basisli-
niengetrennt sind, wenn mehrere
Chromatographiesiulen in Reihe
verwendet werden, geht das
Schneiden der Fraktionen mit
einem erheblichen Substanzver-
lust einher. Da mit jeder zusitz-
lichen Siule der Vordruck vor der
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klische Oligomere

ersten Sdule ansteigt, sind der
Verlangerung der Trennstrecke
Grenzen gesetzt (der Vordruck
nimmt etwa linear mit der Sau-
lenlinge zu, die Aufldsung dage-
gen nur mit der Wurzel der Siu-
lenlinge).

recGPC - ein einfaches
Prinzip

Eine einfache und elegante Lo-
sung zu diesem Dilemma stellt
die so genannte Recycling-GPC
(recGPC) dar. Bei dieser Methode
passiert die Probe mehrmals die-
selbe Siulenkombination, womit
sich die effektive Siulenlinge bei
konstantem Arbeitsdruck verlin-
gert. [3, 4] Trotz der Einfachheit
dieses Prinzips und der Tatsache,
dass mit dieser Methode in den
letzten Jahren grofle Erfolge
erzielt wurden, ist sie — besonders
im deutschen Raum - nur wenig
verbreitet.

Hier werden kurz zwei Anwen-
dungen vorgestellt, bei denen der
Einsatz der Recycling-GPC die
Arbeit deutlich erleichtert bzw.
erst ermoglicht hat. Dabei kommt
die in Abbildung 1 aufgezeigte
Geritekonfiguration zum Ein-
satz.

Getrennt wurde an einem Satz
von drei praparativen GPC-Siu-
len (103 A, 5 B, 20 mm x 300 mm,
PSS, Mainz) mit THF (Tetrahy-
drofuran) als Eluent. Pro Injek-
tion wurde in den hier vorgestell-
ten Arbeiten zwischen 10 und 25
mg Substanzgemisch aufgetragen.
Die getrennten Fraktionen wur-
den einrotiert und die Produkte
durch Zugabe von Methanol aus-
gefillt. Nochmaliges Umfillen
dient der Beseitigung letzter
Reste des im THF enthaltenen
Stabilisators. Die Analyse der
Reaktionsrohprodukte sowie der

reinen Fraktionen erfolgte je
nach Fragestellung mittels analy-
tischer Methoden wie GPC (PS-
Eichung), NMR-Spektroskopie,
Massenspektrometrie sowie
UV/VIS- und Fluoreszenzspek-
troskopie.

Ergebnisse

Phenylen-Butadiinylen-Oligome-
re 1 wurden durch oxidative Gla-
ser-Kupplung der entsprechenden
Bisacetylene erhalten. Die Abbil-
dung 2 zeigt die Struktur der
Oligomere und das Elutionsdia-
gramm des bei der Polymerisa-
tion erhaltenen Oligomerengemi-
sches. Da die GPC eine Relativ-
methode zur Molmassenbestim-
mung darstellt, ist eine direkte
Aussage uber den tatsichlichen
Polymerisationsgrad nicht mog-
lich. Die Zuordnung der im Elu-
gramm aufgeldsten Peaks erfolgte
daher durch den Vergleich des
Elutionsvolumens mit einem
gezielt mehrstufig hergestellten
Tetramer (n = 4).

Abbildung 3 zeigt, wie sich die
Elugramme der einzelnen Liufe
im Recycling-Verfahren entwi-
ckeln. Nach jedem Durchlauf
konnten zwei Oligomere abge-
trennt werden und nach etwas
mehr als drei Stunden standen die
einzelnen getrennten Oligomere
bis zum 17-mer rein zur Verfu-
gung. Die bei dieser Trennung
erhaltenen Mengen sind zwar
gering, erlaubten aber die Ei-
chung der analytischen GPC und
sogar eine Extrapolation der
Molekulargewichtstiberschitzung
der PS-Eichung zu hohen Mol-
massen. Auf diese Weise konnten
nun die tatsichlichen Molmassen
und Polydispersititen fiir diese
Polymere bestimmt werden.
Ebenso konnten Aussagen uber
die Entwicklung der optischen

Abbildung 2: Struktur der Oligomere 1 und Molmassenverteilung des Oligomerisie-

rungsansatzes (analytische GPC, PS-Eichung)

Eigenschaften mit steigender
Molmasse gemacht werden. [5]

recGPC und rigide organi-
sche Strukturen

Die recGPC eignet sich aber auch
hervorragend dazu, priparative
Mengen zu reinigen. Seit gerau-
mer Zeit beschiftigen wir uns mit
der Synthese und Untersuchung
zweidimensionaler rigider organi-
scher Strukturen mit lateralen
Abmessungen von mehr als 5 nm.
Derartige Verbindungen sind
nicht nur von Bedeutung fur die
Grundlagenforschung, sondern
sie konnen auch helfen, Kompo-
sitmaterialien besser zu verstehen.

Bei der intramolekularen Zykli-
sierung eines offenen Vorlaufer-
molekiils zum molekularen Spei-
chenrad 2 konnte auch unter
optimierten Reaktionsbedingun-
gen die Bildung geringer Anteile
an Dimeren und Oligomeren
nicht verhindert werden. [6]
Zwar sollte in diesem Fall »

Wir schicken Ihnen weitere Informa-
tionen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfar die entsprechende Kennziffer
auf der Antwortkarte. Info 382
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Abbildung 3: Elugramme acht aufeinander folgender Durchlaufe. Bei jedem Durchlauf

wurden die jeweils ersten beiden Oligomere abgetrennt. Rechte obere Ecke: Molmas-

Abbildung 4: Strukturformel des molekularen Speichenrads 2 (3 = 8 nm). 2 konnte im
letzten Schritt mit préparativer recGPC aufgereinigt werden (Abbildung 5).

senverteilungen der getrennten Oligomere (n = 3 bis 17) aus analytischer GPC.

auch eine Trennung mittels ge-
wohnlicher GPC moglich sein,
doch der mit dem Schneiden der
nicht basisliniengetrennten Peaks
einhergehende Substanzverlust
wire in Anbetracht der mehrstu-
figen Vorlaufersynthese nicht
akzeptabel. Mittels recGPC
konnten dagegen in einem Tren-
nungslauf (sechs Zyklen) 25 mg
des nanoskaligen Speichenrads
rein erhalten werden, so dass
genugend grofle Mengen fiir an-
schliefende Untersuchungen an
diesen Verbindungen zur Verfi-
gung standen.

Fazit

Die recGPC ist eine duflerst
wertvolle Methode, um Substan-
zen aus schwer trennbaren Reak-
tionsgemischen in reiner Form zu
isolieren, wobei sowohl analyti-
sche als auch priparative Tren-
nungen moglich sind. Damit wer-

den Synthesen durchfihrbar,

die frither aufgrund erwarteter
Trennprobleme gar nicht ins
Auge gefasst wurden. Dartiber
hinaus ist die recGPC auch als
erginzende Methode der Rein-
heitsbestimmung von groflem
Nutzen, da manche Verunreini-
gungen mehrere Durchliufe
bendtigen, um sich deutlich vom
Hauptprodukt abzusetzen. Diese
Technik ist nicht nur auf die
GPC beschrinkt, sie kann auch
auf andere fliissigchromatogra-
phische Trenntechniken (zum
Beispiel Reversed Phase) ange-
wandt werden.

Sigurd Héger*, Dennis Méssinger
*Kekulé-Institut fur Organische Chemie
und Biochemie, Rheinische
Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn,
Gerhard-Domagk-Str. 1, 53121 Bonn,
Deutschland

Dennis Massinger, Neue Adresse:
CORDENKA GmbH, Industrie Center

Vorankiindigung: Workshop ..Praparative Recycling-LC*

Am 29.09.2010 findet am Kekulé-Institut der Universitdt Bonn ein Work-
shop statt, welcher die Anwendung, Konfiguration und Optimierung von
LC-Recycling-Methoden zum Thema hat. Die Teilnahme ist kostenlos.

Weitere Informationen und die Maglichkeit zur Online-Anmeldung
finden sie auf unserer Website.

http://www.shimadzu.de/termine/seminare/Recyc-HPLC.aspx

Obernburg, 63784 Obernburg,
Deutschland
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Abbildung 5: Elugramme sechs aufeinander folgender Zyklen. Der basisliniengetrennte

Hauptpeak des molekularen Speichenrads 2 wurde anschlieBend abgetrennt.
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UHPLC im p

LC-30A Nexera

enschen sind Fluchttie-

re. Allein schon aus

genetischen Griinden
stehen sie Neuerungen erst mal
distanziert gegentiber. Nicht
anders bei der UHPLC.

LUHPLC ist nichts Neues®, ,alle
UHPLC-Systeme sind gleich,
sind einige der vorgefassten Mei-
nungen und Aussagen. Warum
wird aber dennoch jede neue
UHPLC wieder und wieder auf
Herz und Nieren gepriift? Und
warum sind die Nutzer zumeist
iiberrascht, dass eben doch nicht
alles so ist, wie es scheint oder
dass es doch besser geht?

Was also muss Nexera uber sich
ergehen lassen, was wird getestet
und mit welchem Ergebnis?

Jeder Test ist anders, das Haupt-
augenmerk ist dabei wesentlich

von den Einsatzzielen bestimmt.
Teilweise werden bestehende
Standardarbeitsvorschriften ange-
wandt, teilweise sind bestimmte
Abteilungen und Arbeitsgruppen
angehalten, einen umfassenden
Test durchzufiihren. Dabei stehen
zumeist praktische Aspekte im
Vordergrund (das heifit reale
Trennbeispiele und chromatogra-
phische Bedingungen wie sie in
der Alltagsroutine vorkommen),
da sich gezeigt hat, dass das Tes-
ten von speziellen Gradienten-
profilen fiir den spiteren Einsatz
in der Routine nur bedingt aussa-
gekraftig ist.

Eine Verallgemeinerung tiber das,
was getestet wurde und wird »

raktischen Einsatz

0,0 0,1 0,2 03

04 05 0,6 0,7 08 09

Minuten

Abbildung 1: Substanzgemisch bei verschiedenen Flussraten (schwarz: 0.8 ml/min;

pink: 1.0 ml/min; blau: 1.5 ml/min; braun: 1.8 ml/min; gran: 2.0 ml/min

Injektion: 2 pl injection, 25 ppm

N =6 (iiberlagert)

25.000
op—

0,45 0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

Minuten
% RSD

R.T. Flache R.T.
Acetophenon 0,51 min 0,156 0,068
Propiophenon 0,62 min 0,278 0,039
Butyrophenen 0,70 min 0,108 0,034
Valerophenon 0,77 min 0,259 0,045
Hexanophenon 0,84 min 0,196 0,042
Heptanophenon 0,90 min 0,260 0,034
Octanophenon 0,96 min 0,220 0,033

Abbildung 2: Uberlagerung von sechs Chromatogrammen
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und tber das Wie ist relativ
schwierig. Die folgende Gliede-
rung erscheint fiir eine Ubersicht
am besten:

Fluss- und Druckbereich

Ein hiufiger Test ist das Verviel-
fachen der Flussrate und die
Kontrolle, ob die Chromatogra-
phie im gleichen Verhiltnis die
Retentionszeiten verkiirzt. Dieser
Ansatz ist fiir eine Fast-LC nicht
unbedingt die Methode der Wahl
— die entscheidende Frage diirfte
wohl sein: Wie sehr lisst sich die
Flussrate erhohen bis das Druck-
limit erreicht wird? Im Umkehr-
schluss kann man daraus ableiten,
dass eine Verdopplung bezie-
hungsweise eine Verdreifachung
der Trennstrecke bei Beibehal-
tung des Siulenmaterials moglich
ist, was die Anzahl der moglichen
Trennstufen und damit die chro-
matographische Auflosung erheb-
lich vergrofert. Das Beispiel der
Abbildung 1 zeigt die Trennung
eines Stoffgemischs bei unter-
schiedlichen Flussraten.

Mischverhalten

Da gerade bei UHPLC-Applika-
tionen das Systemvolumen eine
wichtige Rolle spielt, sind kleine
Mischvolumen mit bestmoglicher
Durchmischung der Bestandteile
der mobilen Phase ein erster
Schritt. Berticksichtigt werden
muss allerdings, dass komplexe
Gemische oder Zugabe von
Ionenpaar-Reagenzien durchaus
ein grofleres Mischvolumen
erfordern.

Gradienten

Ein weiterer Test betrifft die Gra-
dientengenauigkeit und -reprodu-
zierbarkeit. Hierfur werden oft
lange und flache Gradienten ver-
wendet, bei gleichzeitiger Tren-
nung komplexer Gemische wie
zum Beispiel der tryptische Ver-
dau eines Proteins.

Ein nachfolgendes Ubereinander-
legen der Chromatogramme von
Retentionszeiten und (oder)
Peakflichen zeigt dann, was ein

UHPLC-System leisten kann.

Vielerorts werden solche Tests
auch gern mit Standardgemischen
vorgenommen, da sie neben den
Ergebnissen fiir ein spezielles
Gerit auch einen Vergleich zwi-
schen unterschiedlichen Geriten
gestattet.

Probenaufgabe, Linearitat
und Verschleppung (Carry
Over)

Im Falle der Nexera steht der
Autosampler im Mittelpunkt von
Aufmerksamkeit und intensivem
Test. Verschleppung, Geschwin-
digkeit und Linearitit sind Spezi-
fikationen, die entscheidend die
Resultate des UHPLC-Systems
beeinflussen — und oft als ,die
Killerkriterien® gelten. So ist es
nicht verwunderlich, dass Ver-
schleppungstests unter erschwer-
ten Bedingungen durchgefithrt
werden.

Abbildung 3 zeigt die Resultate
eines Carry-Over-Tests fiir zwei
trizyklische Antidepressiva (Ami-
triptylin und Desipramin) mit
LCMS-2020 als Detektor, wobei
neben der Standard-Spulprozedur
die weiteren Spiiloptionen
schrittweise hinzugezogen wer-
den. Das Beispiel zeigt, dass bei
Einsatz bereits eines Teils der
umfangreichen Spiiloptionen die

Flussrate: 1,5 ml/min

Gradient:

0,75 Pumpen Pumpe B Konz. 50
0,76  Pumpen Pumpe B Konz. 90
3,00 Pumpen Pumpe B Konz. 90
3,01  Pumpen Pumpe B Konz. 25
4,00 Controller Unterbrechung

2.500.000 7,10
2.000.000{ 278.70 5
om £ £
1.500.000 E
neisensaure in Azetonitril) g E
adelspiilung: Uy 2 13
in (0,1 % Ameisenséure in Methanol) 500.000
Injektionseinlass-Spiilung: 0
ein (0,1 % Ameisensaure in Methanol) 00 01 02 03 04 , 05 06
Probe: 67,10
) . . B.000( 278,10 g4 con
Desipramin, Amitriptylin (jeweils 5 pg/ml) indprobe
Injektion: 5 pl (5 pg/ml Probe, dann Blindprobe) 5000 i _
ProbenlGsungsmittel: Wasser 2000 nicht nachgewissen
Saule: Zorbax 2,1 mm, 50 mm, 1,8 pm o I \JA
Arbeitsdruck: max: 95 MPa :
Mobile Phase: A: 0,1 % Ameisenséure in 00 0,1 02 03 04 05 06
Wasser, B: Azetonitril (B: 25 %) .
Minuten

Despiramin Amytriptylin

Séaulentemperatur: 40 °C

Detektion: LCMS 2020 ESI (+)

Rinse solution:

R0: 0,1 % Ameisenséure in Azetonitril
R1:0,1 % Ameisenséure in Methanol

(1) +(2) +(3) + (4) Kein Nachweis (< 0,0042 % = 1,0 pg) [Kein Nachweis (< 0,0027 % = 0,68 pg)
(1) +(2) +(3) Kein Nachweis (< 0,0042 % = 1,0 pg) [Kein Nachweis (< 0,0027 % = 0,68 pg)
(1) +(2)* Kein Nachweis (< 0,0042 % = 1,0 pg) |Kein Nachweis (< 0,0027 % = 0,68 pg)
(1)* 0,0098 % 0,0078 %
keine Spiilung 0,052 % 0,050 %

(3): interne Nadelspiilung,
(4) Nadel-Injektionseinlass-Spiilung

(1): Nadelaustrittsspiilung, (2): Nadelpumpenspiilung,

*0,1 % Ameisenséure in Azetonitril wurde
fiir die Nadelaustrittsspiilung verwendet

Abbildung 3: Carry-Over-Test und Resultate

Verschleppungen mit MS nicht
mehr detektierbar sind.

Schnelle Injektion ist vor allem
bei Ultrafast-Trennungen und

hochster Probenkapazitit bedeu-
tend. Neben der Geschwindigkeit
der Injektion ist die Zykluszeit
entscheidend, meist gemessen
vom Start-Befehl des chromato-

Durchlaufzeit (im Falle von 0,7 min/1 Zyklus)

450
400
350
300 &
250 2
w0 <
150

?g 100
50

5 0

0,0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 min

—_— -

mV

:g 450

20 400

60 350
300 %

50 g

0 250 =

0 w0 £
150

fg 100
50

0 0

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 70 8,0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 19,0 min

Abbildung 4: Beispiel - uberlappende Injektion und Auswirkung auf die Gesamtanalysenzeit
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graphischen Run bis zur nichsten
Injektion, da diese nicht nur die
absolute Injektionsgeschwindig-
keit, sondern auch nachfolgende
Spiilschritte und damit verbunde-
ne Ventilschaltungen und Nadel-
bewegungen umfasst. Neu imple-
mentierte Funktionen wie zum
Beispiel die tberlappende Injek-
tion verkiirzt die Zeit pro Analy-
senzyklus, so dass teilweise er-
hebliche Zeiteinsparungen mog-

lich sind.

In solchen Beispielen werden
neben der Qualitit des Injektors
auch die Stabilitit der Trennsiule
und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse dargestellt. Abbil-
dung 5 zeigt Ultra-Fast-Trennun-
gen — als Ausschnitte sind die
Chromatogramme der ersten und
der fiinfzigsten Injektion darge-
stellt. Die Tabelle der Peak-Para-
meter zeigt, dass keine wesentli-
che Anderung an Auflésung und
Retentionszeit erfolgt ist.

Detektion

Alle durchgefiihrten Tests erfor-
dern neben stabilem Druck, effi-
zienter Mischung und schneller,
praziser und verschleppungsfreier
Injektion eine hochempfindliche
Detektion. Um dies zu gewihr-
leisten, sind eine Datenaufnahme
von bis zu 100 Hz fur Standard-
Detektoren (UV, PDA und Fluo-
reszenz) und eine temperierte
Flusszelle fiir geringes Rauschen
wesentliche Parameter. Das
LCMS-2020 erweist sich hier als
hochempfindlicher und UHPLC
geeigneter Massendetektor, wie
das Trennbeispiel in Abbildung 6
zeigt.

Selbstverstindlich kann hier nur
ein Uberblick tiber einzelne Tests
gegeben werden, die nicht alle
Einzelheiten enthalten, und ganz
gewiss werden noch viele Fragen
unbeantwortet bleiben. Aber
UHPLC ist eben mehr als nur
eine ,high end” HPLC - auch
wenn es zuallererst dies immer
wieder zu beweisen gilt.

Wir schicken Ihnen weitere Informa-
tionen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfur die entsprechende Kennziffer
auf der Antwortkarte. Info 383

Detektor A: 254 mm 100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

—— 0
25,0 min
Breite 50 % Peak Breite 50 % Peak
(sec) Kapazitat (sec) Kapazitat
Letzter Peak Letzter Peak
mV % mV %
1.000| Detektor A: 258 g 100 10gp| Detektor A: 254 mm ’ 100

900 n=1 90 900 n=50 90
800 80 800 80
700 0 700 70
600 60 600 60
500 50 500 50
400 40 400 40
300 30 300 30
200 20 200 20
100 n 10 100 L 10
0 0 0 0

45,35 45,40 45,45 45,50 45,55 45,60 45,65 45,70 45,75 45,80 45,85 min

010 015 0,20 0,25 030 035 040 045 050 055 0,60 0,65min

600.000

500.000

400.000

300.000

200.000

100.000

0 i

02 03 ) 04 05
Minuten

Saule: Zorbax Eclipse plus C18,2,1 mm, 50 mm, 1,8 ym

Mobile Phase: A: 0,1 % Ameisensédure in Wasser / B: 0,1 % Ameisenséure in
Azetonitril

Gradient: B: 3 % — 95 % (0,50 min)

Detektion: ESI (+/-), LCMS-2020

Scan-Geschwindigkeit: 15.000 u/sec

Positiv:

1: Atenolol (267), 2: Procain (237), 3: Lidocain (237), 4: Atropin (290), 5: Yohimbin (355),
6: Chlorpheniramin (275), 7: Propranolol (260), 8: Alprenolol (250), 9: Tetracain (265),
10: Diphenydramin (256), 11: Doxepin (280), 12: Dipyridamol (505), 13: Desipramin
(267), 14: Imipramin (281), 15: Nortriptylin (264), 16: Amitriptylin (278), 17: Dibucain
(344), 18: Verapamil (455), 19: Reserpin (609), 20: Carbamazepin (237), 21: Isopropy-
lantipyrin (231), 22: Alprazolam (309), 23: Trizolam (343), 24: Cilostazol (370), 25: Nife-
dipin (347), 26: Diazepan (285), 27: Warfarin (309)

Negativ:

1: Cefuroxim (432), 2: Chloramphenicol (321), 3: Nitrendipin (359)

Abbildung 6: Analyse von 30 pharmazeutisch relevanten Wirkstoffen in einer Trennung
mit schnellem Umschalten der Messung fur positive und negative lonen und Ausnutzen
des schnellen Scan (15.000 u/sec)

Abbildung 5: Fast Injection - Stabilitat der Trennungen am Beispiel der ersten und der letzten Trennung
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ie ab sofort erhiltliche
D praparative HPLC-Pum-
pe LC-20AP tritt die

Nachfolge der erfolgreichen, LC-
8A an. Bei der Entwicklung der
LC-20AP wurde ein starkes Au-
genmerk auf die Anforderungen
an moderne priparative HPLC-
Pumpen gelegt.

Abbildung 1: LC-20AP praparative
HPLC-Pumpe

Neben den im Folgenden niher
ausgefiihrten Hauptmerkmalen
wurde zum Beispiel auch die
Leistungsaufnahme um 40 %
gesenkt — durch den neuen An-
triebsmotor und die neue Lei-
stungselektronik.

Der Flussratenbereich der Pumpe
erstreckt sich vom analytischen
bis ins priparative Feld. Die hohe
Auflosung und exzellente Repro-
duzierbarkeit erlauben ein ,,Scale-
up“ vom analytischen bis zum
praparativen Bereich auf ein und
demselben System — man kann
also von einer neuen Ara pripara-
tiver HPLC-Pumpen sprechen.

Aufgrund der Konstruktion und
der gut durchdachten Material-
auswahl ist es moglich, mit der
LC-20AP bei einem maximalen
Gegendruck von 42 MPa mit
einer Flussrate bis zu 100 ml/min
(35 MPa bei 150 ml/min) zu
arbeiten.

Exzellente Prazision

Bei priparativen HPLC-Pumpen
ist eine gute Flussratenprizision
extrem wichtig, um auf Zeitfen-
stern basierende Fraktionierun-
gen zuverlissig durchzufithren.
Sogar ohne Losungsmittelentga-
sung ist die LC-20AP in der
Lage, exzellente Reproduzierbar-
keit zu liefern.

Die neue Ara

Praparative HPLC Pumpe
LC-20AP vorgestellt

1.200

1.000

-
L]

800

600

400

-

e o e
e

200
Probe:

o

1: Methyl-paraben, 2: Ethyl-paraben,

3: Propyl-paraben, 4: Butyl-paraben

1) 6 7

£
©
=)

Minuten

Abbildung 2: Chromatogramm Overlay

Das folgende Beispiel zeigt die
Wiederholung von sechs Injektio-
nen unter analytischen Bedingun-
gen, was fiir praparative HPLC-
Pumpen eine Herausforderung
ist.

Im Ergebnis sieht man fiir jede
Komponente eine Retentionszei-
tenreproduzierbarkeit von weni-
ger als 0,2 % RSD (Relative Stan-
dardabweichung). So ein Ergeb-
nis ist mit konventionellen pra-

parativen HPLC-Pumpen nicht
zu erreichen.

Analytische Bedingungen

Siule: Shim-Pack VP-ODS

4,6 mm 1.d._250 mm L, 5 pm
Mobile Phase: 0,05% Ameisen-
siure / Methanol =3 / 7 (v/v)
Flussrate: 1,0 ml/min
Temperatur: 40 °C

Detektion: Absorption 260 nm
Injektionsvolumen: 10 pl

80 1
Probe: 2 a
0 1: Benzoesfure
2: 2-Naphthol
= G0 3: Benzol
£ 4: Naphthalin
5 5: Biphenyl
6: Phenanthren
40
@ 7: Anthrazen

8: Fluoranthen

20

Analytisch

Praparativ

8 10 12 14

Minuten

Abbildung 3: Vergleich analytische Trennung und préaparative Trennung

Analytische und préaparative
Trennungen auf ein und dem-
selben System

Die hohe Systemprizision erlaubt
es, analytische Liufe sowie ein
spraparatives Scale-up“ mit hoch-
ster Zuverlassigkeit durchzufih-
ren. Die Spezifikation fir die
Flussratenprizision (0,1 % RSD
oder 0,02 min SD) wird norma-
lerweise nur mit analytischen
HPLC-Pumpen erreicht.

Im folgendem Beispiel sieht man
den Vergleich einer analytischen
Trennung mit einer praparativen
Trennung unter Verwendung von
gepaarten Siulen (gleiches Pak-
kungsmaterial bei unterschied-
lichen Saulen Dimensionen fiir
analytische und priparative Siu-
le). Das Volumenverhiltnis zwi-
schen praparativer und analyti-
scher Saule liegt bei ca. 19.

Wird dieses Verhiltnis als ,Scale-
up-Faktor® fiir eine analytische
Trennung bei einer Flussrate von
0,8 ml/min verwendet, kommt
man auf eine priparative Flussra-
te von 15 ml/min. Wie der Chro-
matogramm-Vergleich zeigt, sind
die beiden Chromatogramme
nahezu identisch. Dadurch ist es
moglich, ein ,,Scale-up“ sowie die
Einstellung der Parameter fir die
Fraktionierung mit grofler Zuver-
lassigkeit durchzuftihren. Damit
ist es nicht mehr notwendig,
kostbare Substanzen zu opfern,
um priparative Methoden zu
optimieren.

Analytische Bedingungen

Siulen: Shim-Pack PREP-
ODS(H) Kit

Analytische Siule: 4,6 mm i.d._
250 mml, 5 pm

Priparative Sdule: 20 mm i.d._
250 mml, 5 pm

Mobile Phase: 0,1 % Ameisen-
saure/Methanol = 1/9 (v/v)
Flussrate: A) 0,8 ml/min,

B) 15 ml/min

Detektion: Absorption 254 nm

Zuverlassigkeit

Hinsichtlich Betriebskosten und
Zuverlassigkeit ist die LC-20AP
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erste Wahl, da durch Materialen
und Konstruktion der Verschleif§
von Verbrauchsteilen extrem
minimiert wurde. Bei der LC-
20AP wurden vollig neue Kol-
ben, Kolbendichtungen und Ven-
tile verwendet. Die neue Kon-
struktion der Ventile erlaubt auf-
grund der minimalen Kontakt-

FCV-230AL [£5%

QlalalG
@

Abbildung 4: Losungsmittelauswahlventil

oberflichen ein zuverlissiges
Fordern der Losungsmittel, da
die neuen Ventile auch bei Ver-
schmutzung nur schwer verkle-
ben.

Flexibilitat und
Erweiterbarkeit

In Kombination mit den promi-
nence HPLC-Modulen erhalt
man eine nahezu unlimitierte
Systemflexibilitit, die alle Wiin-
sche an die priparative Flissig-
keitschromatographie erfillen.
Die folgenden Beispiele zeigen
nur einige der vielen Moglichkei-
ten.

a) Lésungsmittelforderung und
Losungsmittelauswahl:
Jede Pumpe kann mit einem
mehrfachen Losungsmittelaus-
wahlventil (FCV-230AL) be-
stiickt werden, was eine Aus-
wahl der mobilen Phase sowie
der Spulflussigkeit erlaubt. Mit
den Pumpen lassen sich binire
und auch ternire Hochdruck-
gradienten realisieren.

b) Hochdruckschaltventile:
Das System kann mit bis zu
sechs Hochdruckschaltventilen
fur unterschiedliche Zwecke
(zum Beispiel Probenaufreini-
gung mittels Trap-Siule) aus-
gestattet werden. Das folgende
Beispiel zeigt ein priparativ/
analytisches System, bei dem
mit einem Hochdruckschalt-

Analytischer Injektor

HPLC Pumpen
Analytischer Analytische
Mischer Séule
U
Préparativer Priparative
—_ Mischer Séule
O

Préparativer Injektor

Schaltventil Fraktionssammler

UV-VIS Detektor

Datenverarbeitung

Abbildung 5: Beispiel eines praparativ/analytischen Systems mit Hochdruckschaltventil

Retention 1 4,132 4,832 6,094 8,217
Retention 2 4,133 4,833 6,095 8,219
Retention 3 4,134 4,833 6,095 8,219
Retention 4 4,133 4,832 6,094 8,218
Retention 5 4,133 4,833 6,095 8,219
Retention 6 4,133 4,833 6,095 8,218
Mittelwert 4,133 4,833 6,095 8,219
S.D. 0,0006325 0,0005164 0,0005164 0,0008367
% RSD 0,015 0,011 0,008 0,010

mV
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Abbildung 6: Beispiel: Ausschnitt aus einen Fraktionsreport

©)

ventil die Kombinationen
yanalytischer Mischer/analyti-
sche Saule“ und P ,,praparati-
ver Mischer/priparative Siule
nach Bedarf geschaltet werden.
Verschiedene Injektionsmodi
(Injektoren, Ventilinjektio-
nen):

Shimadzu bietet unterschiedli-
che Autoinjektoren sowie
manuelle Injektoren an. Fast
alle analytischen Injektoren
lassen sich durch Installation

«

groflerer Probenschleifen auf
den priparativen Einsatzbe-
reich erweitern. Zusitzlich

steht der SIL-10AP, ein pripa-
rativer Autoinjektor, zur Ver-
fugung, der Injektionsvolumi-
na bis 5 ml erlaubt. Fiir den
Large-Scale-Bereich bietet sich
noch die Méglichkeit, die Pro-
be iber Schaltventile zu inji-
zieren.

d) Der Fraktionssammler
FRC-10A:
Kombiniert mit dem FRC-10A
lisst sich ein vollautomatisches
praparatives HPLC-System
konfigurieren. Die Fraktionie-
rung kann nach unterschied-
lichen Kriterien erfolgen, wie

Tabelle 1: Ergebnisse zu Abbildung 2 (Wiederholung von sechs Injektionen unter analytischen Bedingungen)

zum Beispiel Fraktionierung
gemif ,Basislinien-Slope®
und/oder ,Signallevel“ sowie
Fraktionierung gemif fester
Zeitfenster und auch deren
Kombination. Eine Simula-
tionsfunktion erlaubt die
gewunschten Parameter und
Zeitfunktionseinstellung
anhand zuvor gespeicherter
Chromatogramme.

Informationen wie Fraktionsmar-
kierungen und Fraktionsvials ge-
horen zum Datenfile und stehen
zur Ansicht bei der Nachbearbei-
tung oder als Report zur Verfii-

gung.

Entsprechend der Benutzeran-
forderung konnen verschiedene
Sammelgefifie sowie ,User-
Racks“ und auch ein , Large Scale
Kit“ fiir das Sammeln in Flaschen
verwendet werden.
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Zugprufregelung mit Képfchen

Abbildung 1: AG-X 50kN, Extensometer
SSG 50-10H, TrapeziumX Software.

ie Neuregelung der ISO
D 6892 zur Zugpriifung von
Metallen erfordert vor

allem prizise Sensoren und eine
flexible Software.

Zugversuche, um die maximale
Bruchkraft zu bestimmen sowie
das elastische Verhalten, sind die
essentiellen Voraussetzungen zur
Ermittlung der Eigenschaften
eines Materials. Dies gilt in glei-
chem Mafe fiir metallische wie
auch fiir plastische oder kerami-
sche Werkstoffe. Durch die hiufi-
ge Verwendung von Metallen in
der Konstruktion von komplexen
Gebilden wie Briicken, Hochhiu-
sern, Autos und Schiffen, aber
auch einfacherer Produkte wie
Tragseile oder Hochspannungslei-
tungen, bedarf es hier einer stark
vereinheitlichen Messbestim-
mung, die sich wesentlich in den
Normen ISO 6892 und EN 10002
wieder findet.

Allerdings konnte in der Vergan-
genheit gezeigt werden, dass
abhingig von den verwendeten

Prifsystemen, die Vergleichbar-
keit nicht mehr gegeben war, da
die Norm lediglich eine kraftge-
steuerte Regelung erforderte.
Unterschiedlich trage oder unpri-
zise Priifmaschinen liefern hier
unterschiedliche Ergebnisse, ins-
besondere bei den Streckgrenzen
Re sowie den Dehngrenzen R,
Dieser Umstand machte eine
Neuregelung der Norm erforder-

lich.

Seit Dezember 2009 ist die neue
ISO 6892-1 publiziert, die die alte
ISO 6892 sowie die EN 10002
abldst und nun eine spannungs-
oder dehnungsgeregelte Zugprii-
fung erfordert. Fiir viele Gerite
bedeutet das eine sehr kostspielige
Um- bezichungsweise Nachriis-
tung, nicht aber fir die elektro-
mechanischen und hydraulischen
Zugprifmaschinen der AG- und
UH-Serie von Shimadzu. Denn
hier wurde dank dem Zusammen-
spiel von modernsten Kraft- und
Weglingensensoren sowie einem
ultraschnellen Kontroller als
gemeinsame Schnittstelle vorge-
sorgt, dass auch kiinftige Normen

Abbildung 3:Typischer Versuchsaufbau:
Stahlzugprobe nach DIN 50125 mit
manuellem Keilspannzeug und handauf-

gesetztem Dehnungsaufnehmer
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Abbildung 2: Dehnungsgeregeltes Spannung (Stress) - Dehnung (Strain) Diagramm
von Stahlproben.Im Spannung (Stress) - Dehnung (Strain) Diagramm werden die
Kurvenverlaufe gezeigt, nach der Umschaltung der Geschwindigkeiten. Zur besseren

Ansicht, wurden die Kurven etwas verschoben.

spielend leicht in der Realitat
angewendet werden konnen. Kostenlose Beratung und
Vorfithrung:

Unterstiitzt wird dies durch die Einfach Termin vereinbaren

flexible Trapezium-X-Software,

unter www.shimadzu.eu oder
shimadzu@shimadzu.eu

die derartige Regelinderungen als
Messmoglichkeit bereits integriert
hat. Somit lassen sich neue Mess-
methoden wie im Falle der neuen
ISO 6892-1 mit wenigen Maus-
klicks spielend umsetzen. Als

Wir schicken Ihnen weitere Informa-
tionen gerne zu. Bitte notieren Sie
hierfur die entsprechende Kennzif-
Resultat erhilt man die erforder-  fer auf der Antwortkarte. Info 384
lichen sehr prizisen Spannungs-

Dehnung-Diagramme (Abbil-

dung 2).
Ganz aktuell

Die Revision der ISO 6892-2

zur Zugprifung von Metallen bei
hoheren Temperaturen ist {ibri-
gens auch gerade in der Uberar-
beitung. Shimadzu kann sie
bereits ...
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