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u n i kato r Der neue TOC-4200

von Standardlésung und Salzsiu-
re kann das Hauptgerit nun
geschlossen bleiben. Die Bedie-
nung erfolgt tiber einen farbigen
Touchscreen. Die klare Meniifiih-
rung vereinfacht, Kalibrierkurven
und Messmethoden zu erstellen.
Eine Kalenderfunktion hilft, die
automatische Bestimmung von
Kontrollproben oder Kalibrier-
kurven zu planen. Das Messen
von Offline-Proben ist moglich,
ohne das Gerit dafiir zu stoppen.
Die Online-Messung wird nur
solange unterbrochen, solange die
Messung der Offline-Probe dau-
ert. Nach deren Fertigstellung
wird die online-Messung automa-
tisch fortgesetzt.

Neue Kommunikations-
maglichkeiten

In einem Chemiepark konnen die
Wege zu den Prozessanalysatoren
lang sein, daher ist es wichtig,
dass sich die Gerite von einer
Messwarte aus kontrollieren
lassen. Vielfiltige Alarm- und
Status-Signale erleichtern die
Erkennung von Grenzwerttber-
schreitungen oder Wartungsbe-
darf. Die Remote-Funktion
ermoglicht, Messung oder Kali-
bration zu starten und einen

READY

Online
Messung

ALARM

bestimmten Mess-Stroms zu
wihlen. Bisher war fiir jede ein-
zelne Steuer- oder Uberwa-
chungsfunktion ein eigener
Schaltkreis nétig. Durch den Ein-
satz von bidirektionaler, serieller
Kommunikation kénnen alle die-
se Funktionen nun iiber einen
Zweidrahtbus realisiert werden.
Standardmiflig beherrscht das
Gerit das Modbus-Protokoll, es
konnen aber optional weitere
Protokolle programmiert werden.
Zudem ist die Abfrage von Mess-
werten und des Geritestatus iiber
ein Webinterface moglich.

Probenaufbereitung

Ein Analysensystem ist immer
nur so gut wie die Probenaufbe-
reitung. Zu der Serie TOC-4200
gehoren verschiedene Probenauf-
bereitungssysteme, die optimal
auf den Anwendungsbereich
abgestimmt werden konnen.

In der Einstrom-Option mit
Homogenisation gelangt die Pro-
be iiber einen Siebfilter in die
Probenkammer. Ein rotierendes
Messer homogenisiert sie dort,
bevor sie dem Gerit zur Analyse
zugeleitet wird. Dadurch lassen
sich selbst stark partikelhaltige

MEASURING MAINTEMANCE

Corfline

Messung

Abbildung 2: Einfache Bedienung uber den Touchscreen

Proben problemlos vermessen.
Nach der Probenentnahme wer-
den Kammer und Siebfilter mit
Spulwasser gereinigt. Je nach
Applikation kann das Spiilwasser
mit Siure versetzt werden, um
Algenwachstum zu verhindern.

Sollen mehrere Probenstrome mit
einem Gerit vermessen werden,
kommt der Probenstromwechsler
(Abbildung 3) zum Einsatz. Auch
hier wird die Messprobe vor der
Analyse homogenisiert. Die Spul-
funktion verhindert Carry-over-
Effekte beim Wechsel der Pro-
benstrome. Das Messprogramm
ist fir jeden Probenstrom indivi-
duell zu wihlen, auch die Reihen-
folge der Messung der Proben-
strome kann der Nutzer frei
bestimmen.

Verschiedene Optionen
erweitern den Einsatz-
bereich

Die TN-Option erméglicht die
simultane Bestimmung von TOC
und TN}, (Gesamtstickstoff) in
wenigen Minuten. Dazu wird die
Messprobe bei 720 °C auf den
Katalysator injiziert. Dabei wan-
deln sich die Kohlenstoffverbin-
dungen in CO; und die Stick-
stoffverbindungen zu NO. Das
Trigergas mit beiden Komponen-
ten erreicht nach der Trocknung
zuerst den NDIR-Detektor (wo
das Kohlendioxid detektiert
wird) und dann den Chemilumi-
neszenz-Detektor. Mit Hilfe von
Ozon findet eine Chemilumines-
zenz-Reaktion statt, die dann
gemessen wird. Die Peaks beider
Komponenten werden unabhin-
gig integriert und die Konzentra-
tionen errechnet.

Fur die kontinuierliche TOC-
Bestimmung mit sehr hohen Salz-
frachten (> 10 g/I) hat Shimadzu
ein Salz-Kit entwickelt. Das Ver-
brennungsrohr hat eine spezielle
Form und es wird mit zwei ver-
schiedenen Katalysatorkugeln
gearbeitet. Diese Kombination

Proben-
einlass

"

.Spi]Iung

Proben-
nahme

Probenablauf

Siebfilter

" | Homogeni-
sierer

Ablauf
Messprobe

/'
Spiilwasser
Ablaufventil
Riick-
spillung
Ablauf

Abbildung 3: Bild des Probenstromwechs-

lers mit Homogenisation

verlingert signifikant die War-
tungsintervalle. In einer Seewas-
serapplikation konnte mit Hilfe
dieses Kit die Standzeit des Kata-
lysators und Verbrennungsrohrs
verzehnfacht werden.

In der Uberwachung von Kiihl-
wasser- oder Kondensatsystem
sind die TOC-Gehalte in der
Regel viel geringer. Hier hilft das
Kit zur Messung von TOC-Kon-

zentration unter 1 mg/l.

Prototyp hat Betriebs-
bewahrung bestanden

Ein Prototyp des TOC-4200
wurde in einem dreimonatigen
Trial in einem deutschen Chemie-
park unter realen Bedingungen
getestet. Bei der Probe handelte
es sich um ein stark salzhaltiges
Abwasser. Dank des besonderen
Verbrennungsrohres und Kataly-
satorfillung des Salzkits brauchte
der TOC-4200 keinen Wartungs-
einsatz. Auflerdem hat er seine
gute Performance und einfache
Handhabung unter Beweis
gestellt.
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Kaviar und Ziga

FTIR-ATR-Analyse von Alginat auf Z

ach Schitzungen (Euro-

pean Commission stan-

dardization mandate,
M/425) verursachen unbeaufsich-
tigte Zigaretten, allein in der EU
etwa 14.000 Brinde mit 7.000
Todesopfern, 2.500 Verletzten
und etwa 50 Millionen Euro
Sachschaden. Kann vielleicht
nicht die Feuerwehr, sondern die
Molekulargastronomie die Zahl
dieser Unfille vermindern?

Sphirifikation ist eine von vielen
Anwendungen der Molekular-
gastronomie, die unkonventionel-
le Oberflichenstrukturen und
Aromen kombinieren. Hier han-
delt es sich um einen Uberfiih-
rungsprozess eines Safts in flis-
sigkeitsgefiillte Perlen. Um diese
Perlen herzustellen, wird einfach
etwas Alginat — eine aus Algen

Abbildung 1: Auf Alginat basierender, mit Fluorescein versehener Kaviar, der mit

der Analysewellenlange von 460 nm in einem Shimadzu Fluoreszenz-Spektrophotometer
RF-5301PC angeregt wird: es ergibt fluoreszierenden, in eine 1 cm Quarzkuvette -

eingefullten Kaviar

E Wir schicken Ihnen weitere Informationen gerne zu. Bitte notieren

Sie hierfur die entsprechende Kennziffer auf der Antwortkarte oder

bestellen Sie tber die News App beziehungsweise News WebApp.

E Info 401

gewonnene Substanz — in einem
Saft gelost. Tropfchen des Saftes
werden dann in ein Wasserbad
mit Calcium gegeben. Das Cal-
cium reagiert sofort mit dem
Alginat im Saft und formt einen
Film um das Tropfchen. So wer-
den Saftkugeln erzeugt, die wie
Kaviar aussehen (Abbildung 1).
In welcher Beziehung steht dieser
gefilschte Kaviar zu Zigaretten?

Gefalschter Kaviar und seine
Beziehung zu Zigaretten

Als eine Hitzequelle stellen Ziga-
retten ein Brandrisiko dar. Sie
konnen Materialien wie Mobel
oder Textilien entziinden. Sich
selbst loschende Zigaretten kon-
nen die Anzahl der Unfille mit
unbeaufsichtigten Zigaretten re-
duzieren. Solche Zigaretten wer-

Abbildung 2: Ansicht einer Zigarette und Zoom auf eine Sorte von Zigarettenpapier.

In diesem Falle sind Ringe sichtbar, die fur einen kontinuierlichen Abbrand der Zigarette

sorgen.

OH
OH 0= OH
0 0 0 0 -
" | HO HO n(]"
0 OH],

Abbildung 3: Alginsaurestruktur als Basis

des Natriumalginats

Abbildung 4: Struktur eines gewohnlichen

Zellulosemolekils
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Abbildung 5: Infrarotspektrum von weiem Zigarettenpapier, wie es mit der Einfach-

Abbildung 6: Infrarotspektrum von Zigarettenpapier mit einer dinnen Natriumalginat-

Reflexionsmethode gemessen wird

den produziert, indem in der
Herstellung zwei spezielle Flam-
menschutzbereiche in das Zigaret-
tenpapier eingearbeitet werden.
Diese Banden wirken wie Stra-
flenschwellen, indem sie den Zu-
strom von Sauerstoff durch das
Papier zum verbrennenden Tabak
mindern. Wenn das Glutende die
Stelle passiert und nicht mehr an
der Zigarette gezogen wird, er-
lischt sie von alleine. Diese ,,Ge-
schwindigkeitsschwellen® beste-
hen aus einer Alginatschicht auf
dem Zigarettenpapier — dem glei-
chen Alginat, das bei molekula-
rem Kaviar zum Einsatz kommt.

Der einfache Einsatz eines FTIR-
Spektrophotometers in Verbin-
dung mit einer einfachen Refle-
xionseinheit zeigt die Material-
unterschiede. Die einzelnen Mate-
rialspektren und das Spektrum
der endgtiltigen Papierschicht
werden Zug um Zug gezeigt. Alle
wichtigen Komponenten wie die
Papierzellulose, Natriumcarbonat
und Alginat besitzen breite Signa-
le im Infrarotspektrum. Allen
gemeinsam ist die Polysaccharid-

Charakteristik einer Sechsring-
Struktur in Verbindung mit -C-
O-C- und -OH-Gruppen.

Das Spektrum des Papiers zeigt
signifikante Signale fiir den Auf-
heller Natriumcarbonat. Es han-
delt sich um scharfe Signale bei
700 und bei 900 sowie ein breites
bei 1.400 cmL. Dies ist verstind-
lich, basieren sie doch auf der
Substruktur der Carbonatgruppe,
die zwei -CO™ und eine -C=0O
Bindung und auch eine Elektro-
nenverteilung iiber diesem Bin-
dungssystem generiert. Daraus
resultiert ein breites Signal bei
1.400 cm-L In der Literatur wird
die symmetrische Valenzschwin-
gung ¥sy(-COO") mit 1.440 -
1.360 cm™! angegeben.

Das Spektrum des Alginats auf
dem Papier zeigt eine Mischung
aus Alginat und Papier. Zwischen
beiden Spektren zu unterscheiden,
ist moglich. Wenn auch beide
Materialien auf einem Polysaccha-
rid beruhen, besitzen sie Unter-
schiede beziiglich ihrer Moleku-
larstruktur, die im Infrarotspek-

schicht, Oberflachenanalyse mit der Einfach-Reflexionsmethode
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Abbildung 7: Infrarotspektrum von Natriumalginatpulver, wie es mit der Einfach-

Reflexionsmethode gemessen wird

trum sichtbar sind. Das Signal bei
1.600 cm-! entspricht der -OH-
Bindung innerhalb des riesigen
Molekiils. Wenn man die Struktur
der Polysaccharide vergleicht,
erzeugt die unterschiedliche Posi-
tionierung an den Ringsystemen

das zusitzliche Signal im Ver-
gleich zur Zellulose.
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Auf der Suche nach neuen antibi

LC-IT-TOF-MS von alkylierten Neomycin-Antibiotika

Dr. Martin Giera und

Prof. Dr. Wilfried M.A. Niessen
VU University Amsterdam,
Faculty of Sciences,
BioMolecular Analysis Group,
De Boelelaan 1083,

1081 HV Amsterdam,
Niederlande

ie Strukturaufklirung
D kleiner Molekiile ist ein
zentraler Bestandteil

zahlreicher naturwissenschaft-
licher Fragestellungen. Obwohl
die NMR-Spektroskopie zwei-
felsfrei die wichtigste Rolle bei
der strukturellen Aufklirung zu
analysierender Komponenten
spielt, ist die Massenspektrome-
trie (MS), wo immer es moglich
ist, zu einem weit verbreiteten
Werkzeug bei der Strukturbe-
stimmung geworden. Der Erfolg
auf MS basierender Strukturauf-
klirungen lisst sich auf verschie-
dene Tatsachen zuriickfiihren:

e im Vergleich zur NMR werden
nur kleine Analysemengen
benotigt

die Methode lsst sich bequem
online mit Chromatographie-
basierten Trennverfahren (LC
oder GC) verbinden

mehr und mehr Kenntnisse

wurden in der letzten Dekade
zu Fragmentationsmechanismen
bestimmter Analyt-Klassen
gewonnen, z.B. Zucker, Peptide
oder DNA/RNA-Molekiile.
Insbesondere die Moglichkeit,
MS/MS oder MS"-Experimente
in Kombination mit hochauf-
l6senden MS-Geriten durchzu-
fithren, war fiir diese Entwick-
lung entscheidend.

Das folgende Beispiel zeigt, wel-
che Moglichkeiten die Kopplung
einer Ionenfalle mit einem Flug-
zeitmassenspektrometer (TOF
Analysator) bietet. Die Ionenfalle
zeichnet sich darin durch ihre
MS" Fragmentierungsmoglichkeit
aus, bei der selektierte Molekiil-

Von I.n.r.: Dr. Martin Giera, Prof. Dr. Wilfried M.A. Niessen, Prof. Dr. Hubertus Irth

ionen mehrfach fragmentiert wer-
den konnen, um so detallierte
Strukturinformationen zu gewin-
nen. Der TOF-Analysator ist in
der Lage hochaufgeloste Spektren
zu erzeugen und Signale mit
hoher Massengenauigkeit zu
generieren, die zur Bestimmung
der elementaren Zusammenset-
zung des Molekiils und dessen
Fragmente herangezogen werden.
Diese Verkniipfung beider Tech-
nologien ist im LCMS-IT-TOF
Hybrid-Massenspektrometer von
Shimadzu vereint.

Fallstudie

Die Suche nach antibiotisch-
wirksamen Substanzen ist eine
wichtige Herausforderung, da
Mikroorganismen immer resi-
stenter gegentiber den derzeitig
verfligbaren Behandlungen wer-
den. Verbesserte Screening und
Nachweistechniken fiir biolo-
gisch-aktive Substanzen aus ver-
schiedenen Quellen miissen daher
entwickelt und zur Anwendung
gebracht werden. An der VU
University Amsterdam werden
Online-Screening-Strategien ent-

wickelt, die sich mit der LC zur
Einschitzung der Bioaktivitdt
verbinden lassen. Im vorliegen-
den Fall wurde der Einfluss einer
einmaligen Alkylierung von Neo-
myecin an seinen verschiedenen
Stickstoffatomen auf das antibak-
terielle Verhalten der gebildeten
Derivate untersucht [1]. Eine
reduktive Alkylierung des anti-
biotischen Aminoglykosids
Neomycin mit einem Aquivalent
n-Oktanal fithrt zur Bildung von
sechs Regioisomeren (Abb. 1).

Die Regioisomere wurden mit

Hilfe der Reversed-Phase-LC

getrennt, und Unterschiede in
ihren antibakteriellen Eigenschaf-
ten wurden nachgewiesen [1].
Um die strukturelle Zusammen-
setzung aufzukliren, wurde ein
IT-TOF-Gerit gekoppelt mit
einem LC verwendet. Ein sche-
matischer Systemiiberblick ist in
Abbildung 2 dargestellt.

Hochauflosende
MS-Daten - Basis fiir
die Summenformel

In der ersten Phase zeigten alle
Regioisomere das gleiche m/z-
Verhiltnis von 727,4448, was die
mono-Alkylierung beweist. Die
MS/MS-Durchfihrung ergab
dazu identische Ionenfragmente
mit einem m/z von 564,3628 fiir
alle sechs Regioisomere, worin
sich ausdriickt, dass die verschie-
denen Isomere bis hierhin nicht
unterscheidbar sind. Im MS?
konnten die ersten Unterschiede
zwischen den sechs Regioisome-
ren festgestellt werden. In diesem
Stadium der Untersuchung lief§
sich ermitteln, welcher der drei
Ringe alkyliert war. Wihrend
eine Alkylierung am Ring 4 zwei
Fragmente mit einem m/z von
273,217 und 405,267 lieferte,
ergab eine Alkylierung von Ring
2 ein Fragment mit m/z von
275,233 und eine Alkylierung von
Ring 1 resultierte in der Bildung
von zwel Fragmenten mit m/z
von 273,217 und 435,317.

1,25 Eq. n-octanal
NaCNEH3

HO,
i £ 60 °C, 2.5 5td
", 2.5 5td, 7 HO
oH -0 NH H 0 g
TG, 0 g w2 o &
HzN 1 0OH NHy
HO DH \‘4 il n ]
Hz “ou OH > 0H

HO

Abbildung 1: Reduktive Alkylierung von Neomycin. Die alkylierten Derivate besitzen
lediglich eine einzige n-Oktylkette an einem der sechs Stickstoffatome, wie fir N-2
beispielhaft dargestellt. Anzahl der Ringe (im Ring) und Stickstoffzahlen sind einzeln

angegeben.
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Abbildung 2: Schematischer Uberblick der in dieser Untersuchung eingesetzten LC-IT-TOF-MS-Anordnung
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identischen MS/MS-Fragmenten
durchgefiihrte MS®>-Experimente
lieferten die ersten strukturellen
Einblicke: Sie ermoglichten eine
Zuweisung der Ringnummer, an
der die Alkylierung stattfand.
Eine Zusammenfassung des Frag-
mentierungsprozesses bis hin zu
MS? ist in Abbildung 3 darge-
stellt.

Die abschlieffend zu beantwor-
tende Frage war: Welches Stick-
stoffatom im Ring wurde alky-
liert? MS*-Versuche mit dem
Tonenfragment mit einem m/z
von 275,233 (Alkylierung von
Ring 2) ergaben identische Spek-
tren, was aufgrund der symmetri-
schen Struktur der N-1- und N-
3-Derivate zu erwarten war. Fur
die anderen vier Regioisomeren,
fithrten MS*-Experimente zu cha-

Abbildung 3: Fragmentationsschema der mono-N-Alkyl-Neomycin-Abkémmlinge
in MS"-Experimenten. Es zeigt die verschiedenen Ringverluste und die berechneten

m/z-Werte der resultierenden lonenfragmente. R = n-Oktyl oder H.

Zusammengefasst: Hochaufldsen-
de MS-Daten erméglichen die
Ableitung von Summen- und
Strukturformeln fir die gebilde-
ten Verbindungen. MS/MS-Frag-

mentierungen, wie sie mit einem

Q-TOF-Gerit zuganglich wer-
den, resultieren in einem Verlust
von einem der (unverinderten)
terminalen Aminozuckern, wobei
keine Einblicke in die Molekiil-
struktur geliefert werden. An

rakteristischen Ionenfragmenten
und anschlieffend zu eindeutiger
Zuordnung von alkylierten Stik-
kstoffatomen im Ring.

Schlussfolgerung
Hochauflosende MS"-Experimen-
te mit einer LC-IT-TOF-MS-

Anordnung konnen zu einer

kompletten strukturellen Zuwei-
sung nahe verwandter Verbin-
dungen fihren. Die Zuordnung
des alkylierten Ringes in N-
Oktyl-Neomycin-Abkémmlin-
gen wurde durch Untersuchung
einer nachfolgenden Spaltung der
glykosidischen Bindungen ver-
vollstandigt. MS*Experimente
wurden bendtigt, um eine kom-
plette Zuweisung der Struktur
von vier der sechs Regioisomere
zu erreichen. Um die anderen
beiden zuzuordnen, bediirfte es
einer praparativen LC und nach-

folgender NMR-Analyse.

[1] Giera M et al. Rapid Commun
Mass Spectrom, 2010,
24:1439
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Abbildung 1: Nexera Pumpe mit installier-

tem quarternaren Gradientenventil

Kai-zen fur maximale L

Nexera in der kontinuierlichen Verbesserung

ai-zen ist die japanische
B Lebens- und Arbeitsphi-
losophie, die die stetige

Verbesserung verfolgt — in der
Wirtschaft wird sie als KVP
(kontinuierlicher Verbesserungs-
prozess) angewendet. Bei jedem
Produkt und jedem Prozess fin-
den sich Ansitze fir Verbesse-
rungen — selbst dort, wo man
bereits an die optimale Losung
glaubt.

Kai-zen bei der Nexera bedeutet,
dass jetzt 18 Monate nach den
ersten Auslieferungen eine ganze
Reihe von Modifikationen und
neue Losungen den Einsatzum-
fang der Nexera Familie vergro-
Bern.

Bereits vorgestellt wurden die
quarternire Gradientenoption
und der Flussbereich auf maxi-
mal 10.000 ml/min erweitert.
Somit sind die Einsatzbereiche
mit pumpenseitiger Losungsmit-
telmischung und semipriparative
Anwendungen vergroflert.

Um sicherzustellen, dass das
Riickgrat des Systems — die Pum-
pen — zuverlissiger arbeiten,
wurden hier Anderungen am
Pumpenkopf, der Kolbenaufhin-
gung und der Ventile vorgenom-
men. Den Anwendern bleiben

diese zumeist zwar verborgen,
auffillig sollten jedoch geringe
Luftblasenempfindlichkeit und

verbesserte Standzeiten sein.

Die Mischung
macht’s

Gradientenreproduzierbarkeit
und Genauigkeit sind entschei-
dend, wenn schnelle Gradienten
auf kurzen Siulen eingesetzt
werden. Dafiir ist eine moglichst
,perfekte’ Mischung der Kom-
ponenten der mobilen Phase Vor-
aussetzung. Die bislang einge-
setzten Mikroreaktoren mit 20 pl
bzw. 180 pl (TFA-Version) wer-
den um eine 40 pl und 100 pl
Version erginzt und das Design
der 180 pl Mikroreaktoren opti-
miert, um mischungsbedingte
Basislinienschwankungen zu
minimieren. Mehr Auswahl
bedeutet aber auch fiir die
Anwender eine ,schwierigere’
Entscheidung, welches Mischvo-
lumen fir die spezielle Applika-
tion die optimale L3sung ist.

Der Autosampler als
Herzstiick

Herzstiick der Nexera ist und
bleibt der automatische Proben-
geber. Schnelle und verschlep-
pungsfreie Injektion sind als die

wesentlichen Merkmale oft her-
ausgestellt worden. Langlebigkeit
und wartungsfreier Betrieb ste-
hen fiir Anderungen im Vorder-
grund, ohne bestehende Merk-
male aufler Kraft zu setzen oder
hier Kompromisse zu machen.

Vielerorts wird bereits von der
Moglichkeit Gebrauch gemacht,
auch groflere Probenvolumina zu
injizieren. Bei Einbau einer gro-
ferer Probenschleife (max. 2.000
pl) im System lassen sich auch
solche Volumina injizieren, aller-
dings sei auch darauf hingewie-
sen, dass Flussrate, Druckbereich
und Siulendimension hierfiir
unbedingt zu beachten sind, um
Schiden am System und/oder an
der Siule zu vermeiden.

Je nach Anwendung ist auch der
Einsatz mit festem Schleifenvolu-
men tberlegenswert: Das
Systemvolumen wird verringert,
daraus resultieren kiirzere Gra-
dientenlaufzeiten. Betrachtet man
des Weiteren die Peak-Symme-
trie, spricht sicher vieles fiir eine
solche Uberlegung. Allerdings
bleibt ein ,Aber’, wenn man die
mogliche Verschleppung von
Probe zu Probe betrachtet; ein-
mal mehr liegt es in der Verant-
wortung der Nutzer zu entschei-
den, was die Schwerpunkte im

Minuten

Minuten

Minuten

Abbildung 2a bis c: Test der Performance bei 1,0 ml (Gradient A: 0,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in Acetonitril, O - 45 % B)
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eistung

Einsatz des Systems sind oder
sein werden.

Neue Zellen fiir die
Detektoren

Bleiben die Augen des Systems —
die Detektoren. Die Standard-
und Semi-Micro-Durchfluss-
zellen werden durch Zellen fiir
hohere Empfindlichkeit erganzt,
die sich hinsichtlich Zell-Volu-
men im Mittelfeld zwischen den
beiden bisherigen positionieren.
Ein lingerer Lichtweg verglichen
mit der Semi-Mikrozelle sowie
ein verkleinerter Durchmesser
des Strahlengangs gegeniiber der
Standardzelle, verbunden mit
stirkerer Fokussierung, erlauben
eine hohere Empfindlichkeit.

uVv

325,000
300,000
275,000
250,000
225,000
200,000
175,000
150,000
125,000
100,000

75,000

50,000

254 nm

Festes Schleifen-

25,000
0

volumen Inj.
Direkte Inj.

-25,000
0,1 0,2 03 04

Sédule
Mobile Phase
Gradient

: Kinetex 2,1 mm, 50 mm, 2,6 ym
1 A: Wasser, B: Acetonitril
: 0 min (B: 15 %), 1 min (B: 80 %), 1,01 min (B: 15 %)

05 0,6 0,7 08 09
Minuten

1,0 11

Methylparabene: 50 ppm, Ethylparabene: 50 ppm
Propylparabene: 50 ppm, Butylparabene: 50 ppm

Abbildung 3: Vergleich Direkt-Injektion mit Schleifeninjektion

Fiir den UV-Detektor stehen
zwei zusitzliche Zellen, fiir

den Photo-Diodenarry-Detektor
eine weitere Zelle zur Auswahl.

350.000 u:
300.000
250.000
200.000
150.000
100.000

50.000

0

0,457

0500 0525 0550 0,575

0,600
Minuten

0625 0650 0675 0,700

Abbildung 4: Vergleich der Peaks mit neuen Flusszellen gegen die Semi-Mikro-Flusszelle

Was ist die optimale Zelle fiir
eine Applikation? Eine erste
Antwort kann der System Guide
Nexera geben, der zusammen mit
dem System geliefert wird. Auch
wenn hier die neuen Flusszellen
noch nicht angegeben sind,
bekommt der Nutzer eine Richt-
linie, unter welchen Bedingungen
welche Zelle die optimale Aus-
wahl ist.

»Kai-zen®, die stetige Verbesse-
rung — dieser Prozess wird
weitergehen...

100

Flusszellenauswahl

0,1
0

Standard|Durchflusszelle
]
E \
s
]
£ \‘_______
@
Semi-Micrg-Durchflusszelle
05 1 15 2 25 3

Flussrate (ml/min)

Abbildung 5: Flusszellenauswahl Diagramm aus dem System Guide
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SQTs — vorbeugend geg
und Krebs?

Cabreuvadl

Zedernholzol 13,5 = 8 - _ _ 6 6
Wacholderbeerendl 12,5 7 8 — _ _ 9 9
Myrrhe6l 13,5 6 10 - - - 9 10
«-Bisabolol 12,5 7 9 _ _ _ 9 9
Cedrol 13 - 6 = = = 7 7
(E,E)-Farnesol 1 9 8 = _ _ _ _
(E)-Nerolidol 1 = 10 _ _ _ _ _
(Z)-Nerolidol 1,5 - 1 = - _ _ _
Sabinen 12 6 8 = = — _ _
Thujopsen 10,5 = 6 - - _ 9 10

Tabelle 1: Antimikrobielle Wirkung | - Hemmzonen [mm] im Agarverdinnungstest

Sabine Krist, Martina Hoeferl,
Leopold Jirovetz

Abteilung Klinische Pharmazie
und Diagnostik, Universitat
Wien, Osterreich

luchtige organische Ver-
F bindungen waren bisher

Gegenstand vieler Unter-
' suchungen. In den letzten Jahren
gab es einen eindeutigen For-
schungsschwerpunkt hinsichtlich
biologischer Wirkungen organi-
scher fliichtiger Substanzen. Die-
se Arbeit stellt Daten vor, die
eine antimikrobielle Wirkung
betreffen ebenso wie antivirale,
antikanzerogene und zytotoxi-
sche Eigenschaften von ausge-
wihlten Sesquiterpenen und Ter-
penoiden (SQTs) sowie von Na-
‘4 turprodukten die diese enthalten.

Cabreuvadl
Zedernholzdl
Wacholderbeerendl
Myrrhedl

a-Bisabolol
Cedrol
(E,E)-Farnesol
(E)-Nerolidol
(Z)-Nerolidol
Sabinen
Thujopsen

Antimikrobielle Tests

Fiir antimikrobielle Tests wurden
der Agardiffusionsplatten und
der Agarverdiinnungstest einge-
setzt. Diese Tests wurden gegen
vier gram-positive und sieben
gram-negative Bakterienstimme

durchgefiihr.

Als erstes wurde die Agardiffu-
sionsplattentechnik mit 6 mm
Papierscheibchen und 6 pl Probe
ausgefiihrt. Nach Bebriitung der
Bakterien bei 37 °C fiir 24 Std.
wurde der Durchmesser der
Inhibitionszone (IZ) gemessen.
Danach wurde die Agarverdiin-
nungstechnik eingesetzt.

Die Testverbindungen wurden
einer Nahrbrithe zugegeben, die

Biologische Wirku
Naturprodukten d

1,0 % (v/v) Tween 80 in einer
solchen Menge enthielt, dass eine
Endkonzentration der Proben im
Bereich von 1 bis 1.000 ppm
erreicht wurde. Die Konzentra-
tion der Pathogene im Medium
iiberschritt 106 bis 107 cfu/cm?3.
Die Agarplatten wurden durch
Pipettieren von 0,1 ml der Kultur
und 6 pl der Probe auf die Papier-
scheibchen (6 mm) beimpft und
dann bei 37 °C fiir 24 Std. bebrii-
tet.

Untersuchte Mikro-
organismen

Gram-positive Bakterien

* Bacillus cereus (ATCC 11778)
BC

e Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) ST

e Staphylococcus aureus
(isoliert aus verdorbenen
Lebensmitteln) STI

e Staphylococcus epidermidis

(klinisches Isolat) SE

Gram-negative Bakterien

e Citrobacter diversus (klinisches
Isolat) CD

e Escherichia coli (ATCC 8739)
EC

¢ Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9627) PA

* Pseudomonas aeruginosa (klini-
sches Isolat) PAI

0,8 0,8 0,8 0,4 0,4

0,8 08 0,8 0,4 04

0,4 0,4 0,4

0,4 0,4 0,4

0,8 0,8 0,8 0,4 0,4

0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

0.4 0,4 0.4

04 0,4 0,4

0,8 0,8 0,8 0,4 0,4

0,8 08 0,8 0,4 04

Tabelle 2: Antimikrobielle Wirkung Il - MIC [%] im fortlaufenden Agarverdinnungstest
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en Virusinfektionen

sowie von

ngen ausgewadahlter Sesquiterpene und Terpenoide
ie diese enthalten

® Pseudomonas fluorescens
(isoliert aus verdorbenen
Lebensmitteln) PF

e Salmonella abony (ATCC 6017)
SA

e Salmonella abony (klinisches
Isolat) SAI

Im Falle des Plattendiffusions-
tests wurden die gram-positiven
Bakterien sowie das gram-negati-
ve Bakterium Eschericha coli
durch alle getesteten essentiellen
Ole und Einzelverbindungen
auler Cabreuva-Ol gehemmt. Bei
den gram-negativen Bakterien
konnten Pseudomonas aerugino-
sa (ATCC 9627 und klinisches
Isolat) und Pseudomonas fluore-
scens durch keine der fluchtigen
Substanzen gehemmt werden.
Die Agarverdinnungspriifung,
mit der sich die minimale inhibi-
torische Konzentration (MIC)
ermitteln ldsst, ergab, dass Sub-
stanz-Konzentrationen von 0,1
bis 0,8 % der untersuchten fliich-
tigen Verbindungen und essen-
tiellen Ole notwendig waren, um
eine allgemeine Bakterienvermin-
derung zu erzielen. Die minimale
Bakterienkonzentration (MBC) —
definiert als geringste Wirkstoff-
konzentration, die bei der Uber-
prifung keinen Hinweis auf
mikrobielles Wachstum liefert,
was auch mit der Agarverdiin-
nungstechnik bestatigt wird — lag
bei den untersuchten SQTs und
essentiellen Olen zwischen 0,2
und 1 %. Detaillierte Ergebnisse
sind in den Tabellen 1 bis 3 dar-
gestellt.

Antitumoruntersuchungen

Verschiedene organische fliichtige
Verbindungen wurden anhand
von HeLa-Zelluntersuchungen
(menschl. Gebirmutterhalskarzi-
nom) auf ihr Antitumor- und
Antivirus-Potenzial getestet.

Cabreuvadl 0,8 0,8

Zedernholzol 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Wacholderbeerendl 04 0,4 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Myrrhedl 04 0,4 0,8 0,8 0,8 0,4 0,4
«-Bisabolol 04 0,4 0,8 0,8 0,8 0,8 0,4
Cedrol 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
(E,E)-Farnesol 0,8 0,8 >08 | >08 | >08 | >08 | >0,8
(E)-Nerolidol 0,4 0,4 0,4 0,4 04 0,4 0,4
(Z)-Nerolidol 0,4 0,4 0,4 0,4 04 04 0,4
Sabinen 0,4 0,4 0,4 0,4 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Thujopsen 0,4 04 0,4 0,4 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

Tabelle 3: Antimikrobielle Wirkung lll - MBC [%] im fortlaufenden Agarverdinnungstest

Jurkat E6.1-Zellen (menschl.
Leukimie-T-Zell-Lymphoblast
hergestellt aus einem Patienten
mit akuter lymphoblastischer
Leukimie) wurden in die Analy-
sen einbezogen, um die Moglich-
keit zelltypspezifischer Wirkun-
gen der untersuchten Proben
abzuschitzen. Die zellulire Toxi-
zitit der flichtigen Verbindungen
wurde mit Hilfe des CytoTox-
96%-Assay entsprechend dem
Standardverfahren des Herstellers
geprift. ED5o-Werte wurden
durch Regressionsanalyse der aus
den Daten erstellten Dosis-Ant-
wort-Kurven berechnet.

Untersuchte Zelllinien:

e HeLa (menschl. Gebarmutter-
halskarzinom)

o Jurkat E6.1 (menschl. Leuki-
mie-T-Zell-Lymphoblast)

e Zelltoxizitit: Cytotox-96%®-
Assay

Alle getesteten SQTs beeinflus-
sten die Uberlebensfihigkeit der
HeLa-Zellen. Eine Verminderung
von 50 % der einschichtig ge-
wachsenen HeLa-Zellen wurde
nach Zugabe von Nerolidol
(natiirlich und synthetisch) und
(E,E)-Farnesol in Konzentratio-
nen (CCsp) unterhalb von 5 pM
beobachtet. Der CCsg des syn-

thetischen Nerolidol war in

HeLa-Zellen nahezu zehnmal
geringer als die effektive Dosis,
die benotigt wird, um 50 %
Zytotoxizitit der Zellen zu
bewirken (EDsg). Die Wirkungs-
ahnlichkeit von Nerolidol und
Farnesol gegeniiber Tumorzellen
konnte auf ihre dhnliche chemi-
sche Struktur zurtickgefithrt wer-
den. Tabellen 4 und 5 zeigen Ein-
zelergebnisse.

Antivirale Untersuchungen

Fiir Virusinfektionen wurde der
Maus-Polyomavirus-(MpyV)-
Stamm A2 bei einer Multiplizitat
der Infektionen (MOI) von fiinf
plaqueformenden Einheiten pro
Zelle eingesetzt. Der Virustiter
wurde mit der Immunfluores-
zenzmikroskopie abgeschitzt.

e Testvirus:
Maus-Polyomavirus (MPyV)
¢ Infizierte Zellen:
3T6-Zellen (Schweizer Albino-
maus-Fibroblasten)
e Assay:
Plaqueverminderungspriifung
e Virustitration:
bleibende Immunfluoreszenz
gegen frithe oder spite virale
Antigene

Neben einer erheblichen Vermin-

derung der Uberlebensfihigkeit

von Tumorzellen konnte eine
antivirale Wirkung der ausge-
wihlten fliichtigen Verbindungen
gezeigt werden. Die effektive
Konzentration (CCsg) von natiir-
lichem Nerolidol gegen das
Maus-Polyomavirus scheint mehr
als zehnfach geringer zu sein ver-
glichen mit der zytotoxischen
Dosis (EDsg). Das synthetische
Nerolidol zeigte dreifach geringe-
re CCsg verglichen mit dem EDsg
(siche Tabelle 6).

Zytotoxische Unter-
suchungen

Derzeit ist wenig uber die zyto-
toxischen Eigenschaften von
fliichtigen Aromastoffen bekannt.
Die In-vitro-Zytotoxizitit der
erfolgversprechenden fliichtigen
Verbindungen wurde anhand der
Uberlebensfihigkeit von HeLa-
Zellen beurteilt. Curcumin, eine
wirksame nattirliche Antikrebs-
substanz, und Antimycin D, ein
gut eingefithrtes Antikrebsmedi-
kament, wurden als Referenzen
verwendet. Die zytotoxische Wir-
kung der fliichtigen Verbindun-
gen innerhalb von 24 Std. nach
Behandlung wurde unter Zuhilfe-
nahme des Cytotoxic Detection
Kit eingeschatzt. §
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Antivirale Wirkung

Ylang-Fraktion ‘

<30

‘ <50 ‘ - -

Tabelle 4: Antitumorwirkung | - CCsg = benétigte Konzentration, um die Zellzahl

auf 50 % zu reduzieren; EDsg = bendtigte effektive Dosis, um 50 % Zytotoxizitat zu

erreichen

Nerolidol (synthetisch)
Nerolidol (natiirlich)
(Z)-Nerolidol
(E)-Nerolidol

Tabelle 5: Antitumorwirkung Il - CCsg = benétigte Konzentration, um die Zellzahl

auf 50 % zu reduzieren; ED5g = benétigte effektive Dosis, um 50 % Zytotoxizitat zu

erreichen

Der Einfluss der untersuchten
fliichtigen Substanzen auf die
Uberlebensfihigkeit von HeLa-
Zellen wurde mit Hilfe des Cell
Proliferation Reagent (Zell-Proli-
ferations-Reagens) WST-1 nach
24 Std. Inkubation untersucht.

e Untersuchte Zelllinien:

HeLa (menschl. Gebarmutter-
halskarzinom)

e Zelltoxizitat und -lyse:
Cytotoxicity Detection Kit
(LDH), Roche Diagnostics

e Zellvermehrung, -wachstum,
-liberlebensfihigkeit und Che-
mosensitivitat:

Cell Proliferation Reagent
WST-1, Roche Diagnostics

Unter den getesteten flichtigen
Aromastoffen zeigte der Sesqui-
terpenalkohol (Z)-Nerolidol die
héchste zytotoxische Wirkung,
vergleichbar der Vergleichssubs-
tanz Curcumin bei einer Konzen-
tration von 15 pM. Als ein mog-
licher zytotoxischer Mechanis-
mus der Sesquiterpene wird eine
unmittelbare Wechselwirkung mit
der Zellmembran in Betracht
gezogen, was zu einer verander-

ten Permeabilitit und zum Zell-
tod fiihrt. Insbesondere Neroli-
dole konnten als zukiinftige
Wirkstoffe fiir die Krebs-Chemo-
pravention dienen. Die anderen
untersuchten fliichtigen Verbin-
dungen (a-Bisabolol, Cedrol,
Santalol und Patchoulol) reichten
fiir eine 50 % Zytotoxizitat fiir
die HeLa-Zelllinie in vergleich-
baren Konzentrationen wie (Z)-
Nerolidol. Genaue Ergebnisse
werden in Tabelle 7 gezeigt.

GC-Analyse

Zur qualitativen und quantitati-
ven Analyse der in dieser Studie
untersuchten natiirlichen Pro-
dukte, die reich an Sesquiterpe-
nen und Terpenoiden sind, wur-
den ein Shimadzu GC-17A mit
FID und ein Shimadzu GCMS-
QP5050 verwendet.

Ausblicke (Perspektiven)

Die Sesquiterpene und Terpenoi-
de (SQTs) Caryophyllen, a-Bis-
abolol, Cedrol, Farnesol, Longi-
folen, Nerolidol, Patchoulol,
Sabinen, Santalol, Thujopsen

zu erreichen

ebenso wie die an fluchtigen Ver-
bindungen reichen Naturproduk-
te (essentielle Ole, Olfraktionen
und Oleoresine) besitzen ver-
schiedene biologische Wirkungen.
Viele dieser Verbindungen zeigen
antimikrobielle Eigenschaften
gegen ausgewahlte gram-positive
und gram-negative Bakterien, was
durch Einsatz der Agardiffu-
sionsplatten- und der Agarver-
dinnungstechnik nachgewiesen
wurde [1,2]. Dariiber hinaus wur-
den ausgeprigte antivirale, anti-
kanzerogene und zytotoxische
Eigenschaften gegen Maus-Poly-
omavirus infizierte 3T6-Zellen
und menschliche Krebs-Zelllinien
gezeigt [3,4]. SQTs konnten somit
ausgezeichnete Kandidaten zur
Privention von viralen Infektio-
nen und Krebs sein.
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(E,E)-Farnesol Nerolidol (synthetisch) 32+15 1M1+18
Farnesol (isomer mix,) Nerolidol (natiirlich) _ 106 +3
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Bemerkungen
In Zusammenarbeit mit Dr. Margit
GeiBler, Shimadzu Europa GmbH

Zytotoxische Wirkung

Actinomycin D

«a-Bisabolol 39,0 £ 8,0 33,6 +6,4
Cedrol 483+58 40,0 + 8,1
Patchoulol (80 %) 48,3 + 14,0 40,6 + 11,7
Santalol 29,6 + 2,6 28,8 +13,3
(Z)-Nerolidol

Curcumin

Tabelle 7: Zytotoxische Wirkung - CCTsg = bendtigte Konzentration, um eine Zyto-

toxizitat von 50 % zu erreichen; CCPsg = notwendige Konzentration, um eine 50 %ige

Abnahme des Zellwachstums zu erreichen
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Leicht ist schwierig

Tipps fur die Bestimmung leichter Elemente

Na[11] Fe [26]
L 1

100

Pb I[82]

Fluoreszenzausheute [%]

0 10 20 30 40

Ordnungszahl [Z]

50 60 70 80 90 100

Abbildung 1: Fluoreszenzausbeute in Abhangigkeit von der Ordnungszahl. Leichte

Elemente haben eine geringe Ausbeute, schwere Elemente eine hohe Ausbeute.

ie Rontgenfluoreszenz-

analyse ist eine leis-

tungsfihige Methode der
Elementanalytik, Konzentratio-
nen bis in den unteren ppm-Be-
reich ohne Probenvorbereitung
zuverlissig zu bestimmen. Zudem
kann sie nahezu alle Elemente des
Periodensystems gleichzeitig mes-
sen. Ein Ergebnis liegt bereits in
weniger als zwei Minuten vor.

Auffallend ist, dass der Messbe-
reich von Rontgenfluoreszenz-
spektrometern haufig bei Natri-
um (Na) anfingt, manchmal bei
Magnesium (Mg) und manchmal
erst bei Kohlenstoff (C). Das
schwerste messbare Element ist
zumeist Uran (U). Warum ist es
so schwierig, mit einem Rontgen-
fluoreszenzspektrometer Lithium
(Li) zu messen?

Weil es generell schwieriger ist,
leichte Elemente zu messen — es
miissen mehrere Herausforderun-
gen gemeistert werden.

Detektorfenster

Die erste Herausforderung ist
das Detektorfenster. Vor einem
Si(Li)-Detektor ist es ein begren-
zender Faktor aller Rontgenfluo-
reszenzspektrometer. Es besteht
sehr haufig aus Beryllium (Be)
und lasst ausreichend Strahlung

nur von Elementen durch, die
schwerer als Natrium (Na) sind.
Das EDX-800 von Shimadzu ist
zum Beispiel in der Lage, ab
Kohlenstoff (C) zu messen. Mog-
lich ist dies durch ein besonderes
Fenster, das empfindlich genug ist
die Strahlung auch leichterer Ele-
mente durchzulassen.

Luft

Auch die Luft verringert den
Anteil an Fluoreszenzstrahlung,
der auf den Detektor trifft. Hier
hilft es die Luft zu entfernen.
Moderne Spektrometer wie die
EDX-Geriteserie bieten hier
zwel Optionen: Der Probenraum
wird evakuiert oder aber mit
Helium geflutet. Evakuieren ist
praktisch, einfach und ohne lau-
fende Kosten zu realisieren,
jedoch nur fir trockene Proben
geeignet. Flussige Proben werden
in einer Helium-Atmosphire ver-
messen. In der Praxis hat es sich
als sinnvoll erwiesen, Proben,
deren Anteil an Aluminium/
Silizium oder leichterer Elemente
zu bestimmen war, unter Vaku-
um- beziehungsweise Helium-
Bedingungen zu vermessen.

Fluoreszenzausbeute

Ein weiterer Punkt, der es er-
schwert leichtere Elemente zu

messen, ist die Fluoreszenzaus-
beute der Elemente. In einem
Rontgenfluoreszenzspektrometer
wird die Probe mit Rontgen-
strahlung angeregt. Die Probe
emittiert daraufhin Fluoreszenz-
strahlung — ebenfalls Rontgen-
strahlung. Da sie charakteristisch
fir das jeweilige Element ist,
kann eindeutig auf Identitit so-
wie Konzentration des Elementes
geschlossen werden. Die Fluores-
zenzausbeute leichter Elemente
ist jedoch viel geringer als die
schwerer Elemente. Natrium
wird immer eine geringere Fluo-
reszenzausbeute haben als Blei.

Probengefall

Wird die Probe in ein Proben-
gefif} Giberfiihrt, so besteht des-
sen Boden in der Regel aus einer
diinnen Kunststofffolie, die hoch-
transparent fiir Rontgenstrahlung
ist. Aber auch hier ist Vorsicht
geboten. Es gibt unterschiedliche

Folien, die sich in ihrer Resistenz
gegeniiber Chemikalien unter-
scheiden, aber auch im Grad ihrer
Transparenz. Als Standardfolie
wird oft Mylar verwendet wegen
der guten Resistenz gegeniiber
Chemikalien. Wird Mylar fir die
Messung von wissrigen Natrium-
l6sungen verwendet, kann es sein,
dass Natrium im Ergebnis der
Analyse gar nicht erscheint. Die
Transparenz von Mylar gegenii-
ber Rontgenstrahlung ist zwar
gut, fiir oben beschriebenen Fall
ist es jedoch sinnvoll, auf Ultra-
lene als Folienmaterial auszuwei-
chen, da es eine viel hohere
Transparenz aufweist.

Bietet das Rontgensystem wie die
EDX-Geriteserie von Shimadzu
Raffinessen wie spezielle Fenster
und Helium beziehungsweise
Vakuumoptionen an, ist es mit
den oben genannten Tipps ein-
fach, leichte Elemente zu messen.

Energie [keV]
2010 5 3 2 15 1,2 1 08
100 ——L L L L i 1 I i
- Ultralen, 0,16
80 Polycarbonat, 0,2
=
= A Mylar, 0,12
)
S
e 604
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=
@ i
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g
£ Polypropylen, 0,2
g 4
[ 20 Mylar, 0,25
Kapton, 0,33
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Abbildung 2: Transmissionsvermaogen verschiedener Kunststofffolien in Abhangigkeit

von der Wellenlange der auftreffenden Rontgenstrahlung. Leichte Elemente weisen

eine groBe Wellenlange beziehungsweise eine geringe Energie auf. Sie befinden sich

auf der rechten Seite der Grafik.
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Graphitrohre fir

Abbildung 1: AA-7000 Atom-Absorptionsspektrometer mit einem GFA-7000

Graphitrohrofen

ei der Graphitofen-Tech-
B nik ist es wichtig, das fir

Zielelement und Proben-
zusammensetzung passende Gra-
phitrohr auszuwihlen. Daher
wird bei der elektrothermischen
Atomisierung eine breite Aus-
wahl von Rohren eingesetzt. Ein
AA-7000 Atomabsorptionsspek-
trometer in Verbindung mit
einem hochempfindlichen, digital
kontrollierten GFA-7000-Gra-
phitrohrofen kann mit den fol-
genden Rohrtypen betrieben
werden: Standardrohre aus hoch-
dichtem Graphit, pyrolytisch-
beschichtete Rohre sowie Versio-
nen mit ,,Gabel“- und mit Ome-
ga-Plattform®.

Sehr hiufig eingesetzt wird das
hochdichte Rohr - hergestellt aus
hochreinem Graphit. Da die
hexagonale Kristallstruktur von
Graphit por6s ist, durchdringt
eine injizierte Probenlésung wih-
rend des Aufheizprozesses die
Wand des Rohrs.

Ein pyrolytisch-beschichtetes
Rohr zeichnet sich dagegen durch
eine metallisch glinzende Ober-

elektrothermische Atomisierung

fliche aus, die durch Bildung
einer Pyrolyseschicht durch
Abscheiden aus der Gasphase
bewirkt wird. Da die Oberfla-
chendichte hoher ist als die eines
hochdichten Rohres, dringt eine
Probe weniger stark in die Wand
ein, und die Erzeugung einer
»2Atomwolke“ wihrend des Ato-
misierungszustands wird verbes-
sert.

Von einem Plattform-Rohr
spricht man, wenn eine Platte mit
einer Mulde fiir die Probe (Platt-
form) eingebaut ist. Die Version
von Shimadzu hat eine aus 100 %
Pyrokohlenstoff gefertigte Platt-
form. Abbildung 2 vergleicht die
Peakverliufe in einem pyroly-
tisch-beschichteten und einem

hochdichten Rohr.

Hochdichte Rohre sind
optimal fiir Elemente mit
geringen Atomisierungs-
temperaturen

Rohre mit hoher Dichte werden
fir die Messung verschiedener
Elemente eingesetzt, insbesonde-
re fiir solche, die eine niedrige

0,500

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

0,0 25

Pyro Rohr (Cu: 6 ppb) : Hochdichtes Rohr
(Cu: 60 ppb)

Abbildung 2: Vergleich der Peakverlaufe
eines pyrolytisch-beschichteten (6 ppb)
und eines hochdichten Rohres (60 ppb)

Atomisierungstemperatur aufwei-
sen wie Cadmium (Cd), Blei (Pb),
Natrium (Na), Kalium (K), Zink
(Zn) und Magnesium (Mg). Diese
Rohre sind auch dazu geeignet,
die Messempfindlichkeit eines
Elements bei hochkonzentrierten
Proben herabzusetzen — im Fall
von Aluminium, Eisen und Kup-
fer um den Faktor 100 auf eine
Grenze von 100 ppb. Bei Einsatz
eines pyrolytisch-beschichteten
Rohrs lisst sich ein Grenzwert
von 1 ppb messen.

Abbildung 3 zeigt Eichkurven fir
Cu-Messungen mit einem hoch-
dichten und einem pyrolytisch-
beschichteten Rohr. Die Mess-
punkte entsprechen 20, 40 und

60 ppb fiir ein hochdichtes Rohr
und 2, 4 und 6 ppb fiir ein pyro-
lytisch-beschichtetes Rohr,
obwohl ahnliche Absorptions-
werte angezeigt werden.

Die Saurekonzentration
beeinflusst Empfindlichkeit
und Reproduzierbarkeit

Auch Schwankungen in der Siu-
rekonzentration haben erheb-
lichen Einfluss auf Empfindlich-
keit und Reproduzierbarkeit des
Analyseergebnisses. Den Effekt
der Salpetersiurekonzentration
auf die Blei-Empfindlichkeit zeigt
Abbildung 4.

Wenn man die verschiedenen
Graphitrohre vergleicht, variiert
die Empfindlichkeit bei verinder-
ter Sdurekonzentration drastisch.
Im pyrolytisch-beschichteten
Rohr bewirkt die Anderung der
Siurekonzentration eine signifi-
kante Auswirkung auf das Analy-
seergebnis. Bei einem Plattform-
oder einem hochdichten Rohr
schwankt die Empfindlichkeit bei
Anderungen der Siurekonzentra-
tion deutlich geringer.

In einem Plattform-Rohr (Abbil-
dung 5) wird die Probe typi-
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Abbildung 3: Empfindlichkeitsvergleich von Graphitrohr-Typen

scherweise auf die Plattform inji-
ziert und hat keinen direkten
Kontakt mit der Wand des Gra-
phitrohres. Sie wird dann ent-
sprechend dem elementspezifi-
schen Temperaturprogramm
erhitzt.

Im Verlauf der elektrothermi-
schen Atomisierung wird das
Graphitrohr zunichst durch die
Wand erhitzt. In einem hochdich-
ten oder pyrolytisch-beschichte-
ten Standard-Graphitrohr wird
die Probe dadurch direkt auf der
Wand getrocknet, pyrolisiert und
atomisiert. Im Plattform-Rohr
wird die Probe dagegen auf der
Plattform atomisiert, nachdem
die Temperatur des gesamten

Rohrs die Atomisierungstempera-
tur erreicht. Damit wird die Tem-
peraturverteilung optimiert.
Wegen der langsameren Aufhei-
zung mit einem Plattform-Rohr,
wird das Peakprofil breiter,
obwohl es sich bei dem Platt-
form-Material um pyrolytischen

Graphit handelt (Abbildung 6).

Das Plattform-Rohr ist eine
effektive Losung fiir Proben
mit komplexer Matrix

Ein Plattform-Rohr benotigt eine
etwa 100 °C bis 200 °C hohere
Pyrolyse und Atomisierungstem-
peratur als bei normalen pyroly-
tisch-beschichteten Rohren. Der
Unterschied in den Aufheizeigen-

Abbildung 5: Ein Omega-Plattform Rohr®

Abbildung 4: Auswirkung der Salpetersaurekonzentration auf die Pb-Empfindlichkeit in

Abhangigkeit von den Graphitrohr-Typen (Pb: 5 ppb, 10 pl Injektion)

schaften minimiert den Einfluss
von Matrixeffekten komplexer
Proben. Daher ist das Unter-
grundsignal eindeutig vom Ele-
mentsignal zu trennen, insbeson-
dere in Verbindung mit Matrix-
Modifiern wie Palladium, Iri-
dium, Rhodium und anderen.
Der Einsatz eines Plattform-
Rohres in Kombination mit
einem Matrix-Modifier ist daher
die effektivste Losung fur die

0,500 T 1
Pyrolytisch beschichtetes
Graphitrohr
0400 F==="C=94" """~~~ [
' Plattform
Graphitrohr
0,300 |

0,200

0,100

0,000
0,0 25
Pyro Rohr (Cu: 6 ppb) : Plattform Rohr
(Cu: 6 ppb)

Abbildung 6: Vergleich der Peakverlaufe
eines pyrolytisch-beschichteten (6 ppb)
und eines Plattform Rohres (B0 ppb)

Bestimmung von Elementen in
Proben mit komplexer Matrix
wie zum Beispiel biologische-,
Abwasser- oder Meerwasserpro-
ben.
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Ersatzleber fur die Simulation e

Abbildung 1: Chirurgieinstrumente fur Schlussellochoperationen (,Minimal-invasive

Chirurgie)

Sylvia Donner, Marc Kraft
TU Berlin

ZMMS, GRK prometei/FG
Medizintechnik

nik werden hiufig tierische

Materialien genutzt, wenn
Produkte und Gerite, die fiir den
Einsatz am Menschen bestimmt
sind, getestet werden — in vielen
Fillen Gewebe von Schweinen.
Wie alle natiirlichen Materialien
unterliegen auch tierische Gewe-
be starken Schwankungen, (me-
chanische) Materialparameter
streuen sehr stark. Damit sind re-
produzierbare Versuchsbedingun-
gen nur bedingt zu garantieren.
Lagerung, Alter der Probe und
Eigenheiten des Tieres sind einige
der wichtigsten Einflussfaktoren
auf die Eigenschaften des tieri-
schen Materials.

I n Medizin und Medizintech-

Um eine sogenannte Schliissel-
lochoperation, eine laparoskopi-
sche Gallenblasenentfernung, zu
simulieren, musste ein Ersatzma-
terial fiir Lebergewebe gefunden
werden. Bei einer laparoskopi-
schen Gallenblasenentfernung
wird die unterhalb der Leber lie-
gende Gallenblase uber drei bis
vier kleine Hautschnitte in der

Bauchdecke entfernt. Im Gegen-
satz zu herkémmlichen Verfahren
bleibt die Bauchdecke weitge-
hend geschlossen.

Ein Vorteil fiir die Patienten,
eine Herausforderung fir die
Chirurgen

Die Patienten profitieren von
diesem Verfahren - so ist die
Schmerzbelastung, verglichen mit
offenen Operationsverfahren,
erheblich geringer und es ergibt
sich aufgrund geringerer Narben-
bildung ein besseres kosmetisches
Ergebnis.

Fiir den Chirurgen hingegen wer-
den durch das laparoskopische
Vorgehen der Bewegungsspiel-
raum und die Sicht stark einge-
schrinkt, Operieren ist nur iber
spezielle Instrumente (Abb. 1)
moglich. Als Ergebnis verursa-
chen die Operationsbedingungen
beim Chirurgen korperliche Be-
schwerden, einige davon lassen
sich direkt auf das verwendete
Instrumentarium zurickfithren
[2]. Daher werden zurzeit Gestal-
tungsrichtlinien fiir laparoskopi-
sche (Greif-)Instrumente ent-
wickelt, um neben der Patienten-
sicherheit auch ergonomische
Aspekte zu beriicksichtigen.

Messungen wihrend realer Ein-
griffe sind jedoch aus ethischen
Grunden nicht oder nur mit
erheblichen Einschrankungen
verbunden durchfithrbar.

Die Leber ist im Weg

Bei einer Gallenblasenentfernung
spielt die Leber vor allem auf-
grund der anatomischen Nihe
beider Organe eine wichtige Rol-
le. Wihrend der Operation bzw.
der Simulation muss die Leber
fur lingere Zeit zur Seite gehalten
werden, um Zugang zur Gallen-
blase zu erhalten, weshalb ein
einheitliches und moglichst mit
ihnlichen Greifeigenschaften aus-
gestattetes Ersatzmaterial wiin-
schenswert ist. Daher wurden
Zugversuche an Schweineleber-
proben durchgefiihrt, um zu-
nichst mechanische Materialpara-

meter von einer durchschnitt-
lichen (Schweine-)Leber zu be-
stimmen.

Bisher gibt es relativ wenige Un-
tersuchungen zu Materialparame-
tern von tierischem Gewebe. Ein
Standardwerk in diesem Bereich
stammt von Yamada [5], wobei
die dort beschriebenen Methoden
nicht mehr dem Stand der Tech-
nik entsprechen. So wurden von
ithm Zugversuche geschildert, bei
denen die Prifung tber ange-
hingte Gewichte an einer relativ
geringen Probenzahl erfolgte.
Die von Yamada angegebenen
Zugeigenschaften basieren auf
Zugversuchen von 1953 an eini-
gen Kaninchenlebern, die Ergeb-
nisse sind aufgrund der Methodik
in g/mm? angegeben [4]. In neue-
ren Arbeiten wurden klassische
Zugversuche mittels Zugprif-

@ sHIMADZU
oy

Abbildung 2: Die bei den Zugprifungen eingesetzte und fur die Versuche abgeklebte

Shimadzu AGS-X-Priufmaschine
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Iner Schlussellochoperation

2 =

Abbildung 3: Eingespannte Schweine-

leberprobe

maschinen zu Gunsten anderer
Methoden vernachlissigt. Mazza
verwendete z.B. 2008 Druckmes-
sungen an der Leber lebender
Patienten zur Bestimmung von
Materialparametern [3].

Wie man eine ,Ersatzleber®
findet

Daher mussten eigene Versuche
erfolgen, um die Materialparame-
ter zu bestimmen. Aufgrund
mangelnder Priifvorschriften
wurde eine eigene Priifroutine
entwickelt, die auf bestehenden
Normen basiert, z.B. der DIN
EN ISO 527 zur Bestimmung der
Zugeigenschaften von Kunststof-
fen [1]. Fiir die bei Raumtempe-
ratur (ca. 20 °C) durchgefithrten
Zugversuche stand eine Shimadzu
AGS-X-Prifmaschine mit einer
20 N Kraftmesszelle zur Verfi-
gung (Abbildung 2).

Als Herausforderung stellte sich
die Einspannung der insgesamt
52 standardisierten Schweinele-
berproben mit Auflengewebsan-
teil dar. So konnten bestehende
Klemmvorrichtungen aufgrund
der besonderen Materialkonsi-
stenz nicht verwendet werden.
Darauthin genutzte Federklem-
men zerstorten die Proben, weil

die ortliche Druckbelastung zu
hoch war. Daher erfolgte letztlich
die Einspannung fir alle Priifun-
gen mit selbst konstruierten
Klemmvorrichtungen (Abb. 3).
Die Proben wurden mit der
Shimadzu-Priifmaschine kraftge-
steuert mit einer Geschwindigkeit
von einem Newton pro Minute
bis zum Reifen gedehnt. Fiir die
Analyse der Rohdaten wurden
eigene MATLAB® (The Math-
Works) Auswertungsalgorithmen
verwendet.

Wie erwartet streuten die resul-
tierenden Spannungs-Dehnungs-
Kurven sehr stark, daher mussten
fir die Auswertung zunichst
Ausreifler definiert werden, bei
denen die max. Spannung aufler-
halb des Bereichs zwischen unte-
rem und oberen Quartil aller
Proben lag. Von den verbleiben-
den Datensitzen wurden Mittel-
werte gebildet und eine Aus-
gleichskurve, ein Polynom 9.
Ordnung, angenihert. Die Kurve
besitzt einen linearen Bereich,
somit kann der E-Modul mit
6,28%102 N/mm? (62,8 kPa) bei
einer Dehnung von 54 % be-
stimmt werden (Abbildung 4).
Mit Hilfe dieser Werte war es
moglich, ein Ersatzmaterial, einen
PUR-Ether-Schaumstoff, zu fin-

den, der ihnliche mechanische
Zugeigenschaften besitzt.

Die so gefundene ,Ersatzleber
wird zurzeit sowohl bei einer
Operationssimulation (Abb. 5)
eingesetzt als auch fiir weiterge-
hende Untersuchung von laparo-
skopischen Greifinstrumenten. So
dient das Ersatzmaterial auch fur
erginzende Untersuchungen, um
eine definierte Belastung der
Instrumentenbranchen zu errei-
chen. Auf diese Weise konnen
Arretiermechanismen untersucht
werden, die es erlauben, Gewebe
ohne Kraftaufwand tber lingere
Zeit zu halten. Ziel hierbei ist es,
einen Mechanismus zu entwick-
eln, der einerseits ergonomischen
Gesichtspunkten entspricht, also
den Arzt entlastet sowie leicht zu
betitigen und zu 16sen ist, als
auch das Patientengewebe durch
eine zu lange Klemmdauer nicht

gefahrdet.

Im Gegensatz zur Verwendung

von tierischem Material sind alle
Untersuchungen bei der Verwen-
dung von Kunststoffen reprodu-
zierbar, zudem lassen sich Ergeb-
nisse untereinander vergleichen.

Realitdtsnahe Ersatzstoffe bilden
daher eine wichtige Basis fir alle
entsprechenden Untersuchungen.

Spannungs-/Dehnungs-Diagramm von Schweineleber
0,07,
0,06
E
£ 0,05
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£
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0
-0,01
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Abbildung 4: Spannungs-Dehnungs-Diagramm von Schweineleber: Darstellung der

Mittelwerte der Messungen ohne Ausreifier (blau), des Ausgleichspolynoms (rot) sowie

des linearen Bereichs (grun)

Abbildung 5: Simulation einer laparo-

skopischen Gallenblasenentfernung mit

kunstlichen Materialien
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Weiche Stoffe in harten
Getré n ken Eintrag endokriner Disruptoren in Lebensmittel

ID#:9 Mass: 149,00 Name: Bis(2-ethylhexylphthanal) DEHP f(x) = 1,699990* + 0,000000 — rr1 = 0,999609 rr2 =0,999218 Zero Through: Through
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Abbildung 1: Kalibration von DEHP (Diethylhexylphthalat) im Bereich von 5 pg/pl - 2500 pg/ml

unststoffe wie Polyethy-
B len, Polypropylen oder

auch Polyvinylchlorid
sind langkettige Polymere. Von
den gewtinschten Eigenschaften
hingt neben der chemischen
Konstitution auch die Zumi-
schung von Additiven ab. Zu den
am haufigsten eingesetzten Addi-
tiven zihlen Weichmacher wie
Phthalate, Bisphenol A und
Nonylphenol.

In dieser Gruppe gibt es Substan-
zen mit hormonihnlichen Eigen-
schaften. Diese Stoffe werden
endokrine Disruptoren genannt
und sind aufgrund ihrer Migra-
tionsfahigkeit und ihres toxischen
Potentials kritisch zu betrachten.
Dabher ist es gerade wichtig fur
Risikogruppen wie Sauglinge,

Kinder, Jugendliche in der Puber-
tat und Schwangere, die Bela-
stung mit endokrinen Disrupto-
ren so gering wie moglich zu hal-
ten (ALARA-Prinzip*). Eine
Ubersicht iiber die tolerierbaren
Aufnahmemengen des Leit-
phthalats DEHP — Diethylhexyl-
phthalat ist in Tabelle 2 darge-
stellt.

Weichmacher sind
iiberall

Die hauptsachlich als Weichma-
cher eingesetzten Phthalsiure-
ester (Phthalate) finden sich zum
Beispiel in Farben, Lacken, Kleb-
stoffen, Kunststoffen, Dichtun-
gen, Kosmetikartikeln, Spielzeu-
gen, Verpackungen und in medi-
zinischen Produkten. Durch die

Verwendung im groflen Stil in
samtlichen Arten von Kunststof-
fen sind viele dieser Stoffe allge-
genwirtig. Sie wurden wiederholt
im Hausstaub nachgewiesen
[1,2].

Um eine erhohte Belastung zu
erkennen, wird der Gehalt analy-
tisch-instrumentell iberpriift.
Fiir viele Bereiche sind entspre-
chende Priifverfahren beschrie-
ben und vom Gesetzgeber gefor-
dert (zum Beispiel: EPA 506 (5),
DIN EN ISO 18856:2005 zur
Wasseranalytik)

In PVC (Folien, Bodenbelige)
beispielsweise kommen oftmals
20 % bis 30 % Weichmacher vor.
Es ist hier also von Weichma-
chern als Hauptkomponente aus-

zugehen. Die Analytik ist mittels
FTIR-ATR und GC/MS einfach.
Das ubiquitire Vorkommen (zum
Beispiel DEHP) verfilscht das
Ergebnis hier kaum, da eine Kon-
tamination nur in Spuren zu er-
warten ist und dies im zweistelli-
gen Prozentbereich nicht ins

Gewicht fillt.

Phthalate selbst in
PET-Getrankeflaschen
nachweisbar

In anderen Kunststoffen, wie
zum Beispiel PET (Polyethylen-
terephthalat) sollten keine Phtha-
late vorkommen. Durch Fehl-
recycling, thermischer Belastung
oder Migration aus dem Auf-
druck ist eine Kontamination
nicht auszuschlieflen. Hierbei
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1D# Untersuchung Ergebnis Einheit Verfahren Institution TDIs Wert (pg/kg KG/d) Jahr

1 | Dimethylphthalat (DMP) 0,65 pg/l GC-MS NL-RIVM | TDla 4 2002

2 | Diethylphthalat (DEP) 1,07 pg/l GC-MS US-EPA RfDc 20 1991

4 | Nonylphenol (NP) 0,97 pg/l GC-MS WHO TDla 25 2003

5 | Di-n-buthylphthalat DBP 1,55 pa/l GC-MS EU-CSTEE | TDla 37 1998

6 | Bisphenol A N.D. ug/l GC-MS ECB/EU TDla 20 (Sauglinge 0 bis 3 Monate und Frauen im 2004

7 | Bis(2-ethylhexyl)adipat DEHA 1,28 ug/l GC-MS gebérfahigen Alter)

8 | Benzylbutylphthalat BBP 0,25 pg/l GC-MS 25 (Séuglinge > 3 bis 12 Monate)

9 | Bis(2-ethylhexyl)phthalat DEHP 1,87 ug/l GC-MS 48 (restliche Allgemeinbevdlkerung)

10 | Di-n-octylphthalat DNOP 0,46 pg/l GC-MS D-UBA TRDd 50 2003
Tabelle 1: Gehalt an Phthalaten, Bisphenol A und Nonylphenol in einem Erfrischungs- BfR und TDla 50 2005
getrank mit Cola-Geschmack in einer Polyethylen (LD-PE) Verpackung (Ausschnitt aus EFSA
einem Untersuchungsbericht] a: Tolerierbare tégliche Aufnahme

b: Maximal zuldssiges Risiko
handelt es sich um Spuren, die Konzentrationsbereich durch c: Referenzdosis (fir chronische Exposition)
moglicherweise in Lebensmittel seingeschleppte® Spuren be- d: Tolerierbare resorbierte Dosis
wie Mineralwasser oder Sifte grenzt. Vor diesem Hintergrund e: Minimales Risiko (fiir chronische Dauerexposition)

gelangen und durch den Verzehr
inkorporiert werden. In Tabelle 1
ist das Analysenergebnis einer
Untersuchung eines handelstb-
lichen Erfrischungsgetrinks mit
Cola-Geschmack zusammenge-
fasst. Mehrere Phthalate konnten
in Spurenmengen nachgewiesen
werden. Die analytische Bestim-
mung wurde mittels GC/MS
nach Probenanreicherung durch-
gefiihrt. Die geringe Menge an
Analyt erfordert eine grofle Sen-
sitivitit der apparativen Ausstat-
tung. Die Kombination GC-2010
Plus mit dem QP-2010 Ultra
MSD erfiillt diese Anforderung
leicht.

Abbildung 1 visualisiert das allge-
genwartige Vorkommen des
Phthalates DEHP anhand einer
Kalibrierkurve. Der lineare Be-
reich des Detektionsverfahrens
wird trotz Verwendung hochrei-
ner Laborchemikalien im unteren

missen besondere Vorkehrungen
in der Probenvorbereitung sowie
bei der Auswahl an benutzten
Materialien und Laborchemika-
lien getroffen werden, um Fehl-
messungen weitestgehend auszu-
schlieffen. In der allgemein iib-
lichen Darstellung einer linearen
Kalibrationsgeraden — besonders
iiber einen weiten Bereich - sind
systematische Abweichungen

Chromatograpische Bedingungen:
Shimadzu GCQP-2010 Plus mit MSD
QP-2010 Ultra, Saule Macherey &
Nagel Optima delta-3-0. 10 ym 10 m
x 0,1 mm ID, Split 1:25, Purge 3
ml/min, Linear Velocity 30 cm/s,
Temperaturprogramm 130 °C - 0,2
min, 40 °C/min auf 270 °C, 60 °C/min
auf 320 °C - 3,0 min

nicht leicht zu erkennen. Die
Darstellung des Quotienten Area
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Tabelle 2: Ubersicht tber tolerierbare Aufnahmemengen an DEHP(B)

Konzentration — Abbildung 1
zeigt hingegen den nicht mehr
gegebenen linearen Zusammen-
hang ab ca. 0,075 mg/l. Hier zeigt
sich die allgemeine Belastung an
DEHP. Die im unteren Konzen-
trationsbereich feststellbaren ein-
seitigen Abweichungen von der
Horizontalen sind durch den
»Blindgehalt“ verursacht.

Strategien zur Vermeidung
der Kontamination durch
Phthalate

Grundsitzlich sind bei der Be-
stimmung von Phthalaten im
Spurenbereich phthalatfreie
Gerite und Materialen zu ver-
wenden — tiblicherweise Glas und
Aluminium [3]. Diese Stoffe kon-
nen einfach durch thermische
Dekontamination [4] gereinigt
werden. Geeignete Verfahren sind
unter anderem in der DIN EN
ISO 18856:2005 beschrieben.
Losungsmittel sind vor Verwen-
dung auf Phthalatfreiheit zu
testen. Septen und Liner miissen
ebenfalls den Anforderungen
gentigen. Weitere Mafinahmen
wie Silanisieren (Hexamethyldisi-

lazan) helfen ebenfalls die Mess-
unsicherheit zu verringern.
Durch den Einsatz von Fast GC
konnen erforderliche Mehrfach-
bestimmungen in kurzer Zeit rea-
lisiert werden (siche Abb. 2).

*ALARA: so niedrig wie ver-
niinftigerweise erreichbar (,,as
low as reasonably achievable®)
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Endokrine Disruptoren

Endokrine Disruptoren besetzen spezifische Rezeptoren, ersetzen Hormone
und bringen den Hormonhaushalt des menschlichen Kérpers aus dem Gleich-
gewicht. Folgen sind die Beeintrachtigung von Wachstums-, Entwicklungs-
und Fortpflanzungsvorgangen. Beispiele sind Entwicklungsstdrungen, Miss-
bildungen, verfriihte Geschlechtsreife bei Madchen, Fruchtbharkeitsstérungen
sowie eine Abnahme der Spermienzahl.

Abbildung 2: SIM-Beispielchromatogramm
Split 1: 25, Septum Supelco Thermogreen
3;10m*0,1 mm ID *0,1 pm Film

Phthalat-Mix, ca. 2,5 ng/pl; Bdg.:
LB2, Saule Macherey & Nagel Optima delta

19



APPLIKATION Shimadzu News 1,/2012

Glas auf der Strafie erhoht die F

Partikelmessung von Glaskiigelchen

esonders im Straflenver-
B kehr bedeutet ,,Sehen und

gesehen werden mehr
Sicherheit fiir alle. In der Nacht
verbessern Reflektoren die Sicht-
barkeit von nicht selbstleuchten-
den Gegenstinden und Verkehrs-
teilnehmern. Man kann grob drei
Arten der Reflexion unterschei- =
den: Diffuse Reflexion, Spiegel-
und Retroreflexion.

Diffuse Reflexion Spiegelreflexion Retroreflexion

Abbildung 1: Unterschied diffuse Reflexion, Spiegel- und Retroreflexion

Bei der diffusen Reflexion erfolgt

die Haupt-Riickstreuung senk- reflektiert. Das Prinzip der fende Licht in die urspriingliche Tat gibt es zwel unterschiedliche

recht zum Material, unabhingig Retroreflexion wird demnach Richtung reflektiert. Arten von Markierungen.

von der Einstrahlungsrichtung. erfolgreich fiir Verkehrsbeschil-

Beispiele sind Milch, Wandfarbe derungen und Fahrbahnmarkie- Oft scheinen Fahrbahnmarkie- Die in der Vergangenheit verwen-

oder Papier. Bei der Spiegelrefle-  rungen eingesetzt. rungen bei regennasser Fahrbahn  dete Markierungstechnik nutzt

xion behalt das reflektierte Licht in der Dunkelheit unterschiedlich ~ Glasperlen und Griffigkeitsmit-

seine Parallelitit. Der Winkel, mit ~ Glaskugeln in retroreflek- gut sichtbar zu sein. Ist dies nun  tel, die in die diinn aufgebrachte

dem die Lichtstrahlen auf die tierenden Materialien Einbildung oder lisst sich diese und noch feuchte Farbe gestreut

Oberfliche treffen, ist genau so Beobachtung erkliren? In der werden um die gewtinschte Sicht-

grofl wie der Winkel, mit dem sie  Eine Moglichkeit retroreflektie-

von der Oberfliche reflektiert rende Materialien herzustellen, ist . ) . .

werden. es kleine Glaskiigelchen auf der reflektiertes Licht Spiegelreflexion
Oberseite eines Materials einzuar- W

Im Falle der Retroreflexion wird ~ beiten. Die Riickseite dieser Ku-

moglichst viel des von der Licht-  geln kann zudem mit einer spie- e

quelle ausgehenden Lichts zuriick  gelnden Schicht versehen werden.

zum Senderreflektiert. Licht von Sobald Licht auf sie trifft, wird Marki ol Marki sl

Autoscheinwerfern wird bei- durch zweimalige Lichtbrechung bk s sl ol ctoetivs

spielsweise zum Auge des Fahrers innerhalb der Kugeln das auftref- Abb. 2: Verhalten verschiedener Markierungstypen bei trockener bzw. nasser Fahrbahn
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s —

ahrsicherheit

barkeit auch bei Nacht zu errei-
chen.

Problematisch ist diese Art der
Markierungen bei Nisse auf der
Fahrbahn. Ein diinner Wasserfilm
iiberdeckt Fahrbahn und Markie-
rung. Der Wasserfilm vermindert
die Retroreflexion und reduziert
die Sichtbarkeit der Markierun-
gen bei Nacht und Nisse erheb-
lich.

Buchstablich herausragend -
eine neue Markierungs-
methode

Aus diesen Griinden wurde eine
neue Markierungsmethode ent-
wickelt. Sie hat die herkomm-
lichen Methoden weitgehend ver-
dringt, da sie gute Sichtbarkeit

reflektiertes Licht

Wasserfilm

Markierungsmaterial

auch bei Nacht und Nisse ge-
wihrleistet. Auf Fernstraflen sind
bereits nahezu alle Markierungen
des dlteren Typs beseitigt. Insge-
samt werden auf rund 70 % aller
deutschen Straflen Markierungen
des neueren Typs verwendet. Um
mehrere Millimeter ragen sie aus
dem Wasserfilm auf der Fahrbahn
heraus, so dass die Retroreflexion
in den Glaskiigelchen weiterhin
stattfinden kann.

Partikelmessung der
Glaskiigelchen

Die Kiigelchen haben typischer-
weise einen Durchmesser von
etwa 50 pm. Um die Grofle und
Groflenverteilung der Kugeln zu
uberprifen, wurden Partikelmes-
sungen mit dem Partikelgrofien-
analysator SALD-7101 durchge-
fihrt.

Die Glaskugeln wurden mit ein
paar Tropfen eines Tensids in
Wasser suspendiert. Um zu ver-
hindern, dass sie auf den Boden
der Messzelle sinken, wurden sie
mit dem Rihrer der Batch Cell
BC-71 in Bewegung gehalten.

Wie im Spektrum zu erkennen,
konnte entsprechend den Erwar-
tungen eine Groflenverteilung der
Kugeln um 60 pm gemessen wer-
den. Der Aufbau SALD-7101

inklusive BC-71 ist somit in der
Lage, zuverlassig die Groflenver-
teilung von kleinsten Glaskugeln
zU vermessen.

. 03(%)az(%)
£ 100 100
[=]
E 90 90
S 8 80
270 70
£ 60 60
£ 5 50
g w 40
g 30 30
20 20
E 10 10
g 0 0
= 7 5 10 50 100 500
Partikeldurchmesser (pm)
Nr. Farbe Medianwert Modalwert Mittelwert Standard- Ref. Index
: D [pm] D [pm] D[pm]  abweichung '
1 |Schwarz 47,146 44,668 47,245 0,134 1,80 - 0,00i
2 Rot 47,957 44,668 48,718 0,123 2,00 - 0,00i

Abbildung 3: GroBenverteilung der Glaskugeln
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Fast allgegenwartig

Bestimmung von

Troisi Jacopo, Di Fiore Raffaele
Laboratorio Chimico Merceolo-
gico, Az. Spec. CCIAA Napoli
Palumbo Giancarlo

Universita Federico Il, Dottoran-
do di Ricerca in ,,Scienza dell’Ali-
mentazione e della Nutrizione”,
XXV ciclo, coordinatore:

Prof. Franco Contaldo, Tutor:
Prof. Maria Valletrisco

isphenol A (BPA) wird
B hauptsichlich zur Plastik-

produktion verwendet, sei-
ne Nebenprodukte sind seit tiber
50 Jahren im Handel. Es dient
auch bei der Verbindung von
Polyestern, von Polysulfonaten,
als Antioxidationsmittel in einigen
Plastifiziermitteln und als Hemm-
stoff gegen die Polymerisierung

von PVC.

Vor allem aber ist es das Schliissel-
monomer bei der Herstellung von
epoxydischen Harzen und den
allermeisten Polykarbonatformen.
Da absolut transparent und fast
unzerbrechlich, ist Polykarbonat

Bisphenol A in Plastikverpackungen

in zahlreichen Produkten fiir Kin-
der zu finden sowie in Flaschen,
Sportartikeln, medizinischem,
zahnmedizinischem Gerit und
optischem Gerit, in Brillengla-
sern, Haushaltsgeriten und
Schutzhelmen — iiberall dort, wo
widerstandsfihiges und langlebi-
ges Material gefragt ist. Die epo-
xydischen, BPA-haltigen Harze

werden hingegen als Innenverklei-
dung in vielen Stahldosen fiir
Lebensmittel und Getrinke ver-
wendet. BPA ist auflerdem ein
Vorliufer des Flammschutzes und
wurde in der Vergangenheit auch
als Fungizid angewandt.

Seit den 30er Jahren verdichtig,
schadlich fir den Menschen zu

15
14
13
1.2
11
1.0
09
08
0,7
0,6
05
04
03
02
0,1
0,0

SIM: 213,00 {92,20)
Scan: 224,00 (20,00)

o Seant lemn Obemesparsn]

BPA

BPA-d16

20 25 30 35 40 45

50 55 60 65 70 75

Abbildung 1: Gas-Chromatogramm (TIC) eines BPA- und BPA-d16-Standards

sein, erhohten sich die Vorbehalte
gegeniiber BPA-Plastikmaterialien
erheblich im Jahr 2008, als viele
Regierungen Studien tber seine
Sicherheit von BPA in Auftrag
gaben. Einige Vertriebe zogen
Produkte mit diesem Inhaltsstoff
aus dem Verkehr. Vor allem
scheint BPA fiir zahlreiche Krank-
heiten der mannlichen und weib-
lichen Geschlechtsentwicklung im
Fotenstadium verantwortlich zu
sein, sowie fiir einen Riickgang
der Fruchtbarkeit im Erwachse-
nenalter.

BPA und Hormon-
tatigkeit

Die Weltproduktion von BPA
wurde fir 2010 auf zwei Mio.
Tonnen geschitzt. BPA verandert
die Aktivitit des endokrinen
Apparates, indem es die Hormon-
rezeptoren aktiviert. Daher kann
es, wenn es sich um erhohte
Dosen handelt, negative Folgen
fur die Gesundheit haben. Experi-
mentelle Studien haben gezeigt,
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dass BPA die Titigkeit von Ostro-
genen (die existentiell fir die
Hirnentwicklung ist) soweit nach-
ahmt, dass schon kleinste Dosen
die Aktivitit der Ostrogene mit
ithrer Wirkung auf das neuronale
Wachstum vollstindig verhindern.
Obwohl die auf Basis von BPA
polymerisierten Verpackungsma-
terialien unter normalen Umstan-
den als ausreichend stabil angese-
hen werden, kénnen sie dennoch
kleine, aber toxikologisch signifi-
kante Mengen BPA abgeben, so
dass ein erhohtes Risiko besteht,
dass Getrinke oder Lebensmittel
mit der Substanz vermengt wer-
den.

BPA wurde auflerdem mit der
Entwicklung zahlreicher weiterer
Krankheitsbilder im Bereich des
Fortpflanzungsapparates, der Pro-
stata und der weiblichen Brust in
Verbindung gebracht. Die durch-
gefihrten Studien zeigen eine kla-
re Evidenz endokrinischer Folgen
und erlauben es, eine tigliche
Maximaldosis von 0,05 mg/kg
Korpergewicht zu definieren [1].

Langfristiges Risiko nicht
ausgeschlossen

Das U.S. National Institute of
Environmental Health Sciences
hat im September 2008 einen Ent-
wurf zur Bewertung des Gesund-
heitsrisikos fiir den Menschen
ausgegeben, das sich aus den kom-
plexen Bertihrungspunkten durch
Lebensmittel, Konsumprodukten
und Lebensumstinden ergibt [2].
Das Dokument hat die Effekte des
BPA in den experimentellen Stu-
dien und die dazugehorigen Ver-
bindungen ,Dosierung/Reaktion®
mit den vorhandenen Informatio-
nen tiber das Niveau der Gefihr-
dung des Menschen durch den
Stoff verglichen, einschlieflich der
bis heute limitierten epidemiologi-
schen Studien und biologischen
Uberwachungen.

Die Schlussfolgerungen schlieflen
jegliches Risiko fur die Fortpflan-
zungsgesundheit von Erwachse-
nen und Schwangerschaft aus.
Dennoch bleibt die Sorge um ein
langfristiges Risiko bei der end-
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Abbildung 2: Massenspektrum des BPA (a) und des BPA-d16 (b)

Abbildung 3: GCMS-Kalibrierungskurve des BPA

okrinen, neurologischen und
reproduktiven Entwicklung in
Folge einer Aussetzung im Mut-
terleib und/oder wihrend der
Kindheit nicht aus.

Europa hat BPA-haltige Babyfla-
schen mit der Richtlinie 2011/8/
UE der Europiischen Union vom
28. Januar 2011 verbannt. Seit dem
1. Mirz 2011 ist die Herstellung
von BPA-haltigen Babyflaschen
verboten, fiir Verkauf und Import
gilt dies ab 1. Juni 2011.

Forschungsgruppe Poly-
karbonat/BPA

Gemeinsam haben die Verbiande
American Chemistry Council,
Plastics Europe und die Japan
Chemical Industry Association
eine Forschungsgruppe zum Poly-
karbonat/BPA gegriindet
(www.bisphenol-A.org). Die
Gruppe hat auch die Festlegung
von BPA in unterschiedlichen
Umgebungen bestimmt (Umwelt,
biologische und Plastikmateria-
lien) [3]. Nach diesen Kriterien ist
das Mittel der Wahl zur Bestim-
mung von BPA die Gas-Chroma-
toraphie, gekoppelt an die Mas-
senspektrometrie (GC-MS), wobel
die Bestitigung auf Basis des Ver-
hiltnisses zwischen dem Signal auf
m/z 228 und m/z 213 erfolgt.
Trotzdem wird bis heute ein
Grofiteil der wissenschaftlichen

Arbeiten unter Anwendung der
HPLC-MS-MS-Technik zur BPA-
Bestimmung publiziert. Diese
Diskrepanz ist vielleicht der Not-
wendigkeit geschuldet, auch noch
niedrigste Mengen erfassen zu
konnen, was mit den auf dem
Markt befindlichen GC-MS-

Systemen schwer erreichbar ist.
Materialien und Methoden

Hier wird eine Bestimmungsme-
thode von BPA mit GC-MS vor-
gestellt, wobei einmal ein GCMS-
QP2010 genutzt wird und einmal
eine Methode, die auf einer Fliis-
sig-Chromatographie basiert in
Verbindung mit dem LCMS Single
Quad Detektors LCMS-2020. In
beiden Fillen liegt die Erhebungs-
grenze bei ca. 0,1 pg/l.

BPA-Bestimmung
mit GC-MS

Die GC-Methode beruht auf einer
SLB®-5 ms-Siule von Supelco®
von 15 m Linge und einem Innen-
durchmesser von 0,1 mm und
einem Film von 0,1 pm. Das GC-
Ofenprogramm sieht zunichst
eine erste Phase von 1,5 min. auf
160 °C und zwei Heizraten vor:
die erste von 20 °C/min. bis auf
260 °C, die zweite von 40 °C/
min. bis auf 320 °C. Die Injek-
tionstemperatur ist 260 °C und die
Lineargeschwindigkeit des #
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Abbildung 4: Chromatogramm LCMS eines BPA- und BPA-d16-Standards

Tragergases (Helium) ist 50 cm/
sek. Diese Einstellung bedingt
einen Druck von uber 700 kPa
und eine Linearstromung von 0,86
ml/min. Die Gesamt-Zykluslauf-
zeit betrigt 8 min., die maximale
Retentionszeit 5,9 min.

Diese schnellen Analysezeiten
erfordern natiirlich eine hohe
Datenaufnahmegeschwindigkeit.
Es wurden zwei Datenerfassungs-
kanile benutzt, einer im SIM-, der
andere im SCAN-Modus zwi-
schen m/z = 50 und m/z = 500.
Die so genannte ,event time“ fiir
den SCAN-Modus wurde auf 0,1
sek. festgelegt (entspricht einer
Scangeschwindigkeit von 5.000
amu/sek. was die Halfte der
erreichbaren Hochstgeschwindig-

keit mit QP2010 ist). Im SIM
wurden die Ionen m/z = 213 und
m/z = 228 fiir das BPA und m/z =
224 fiir den internen Standard
gemessen.

Die Kalibrierung wurde mittels
acht Standardlsungen in einer
Konzentration von 0,1 pg/l bis
1.000 pg/l hergestellt. Diese
Methode hat sich als extrem ver-
lasslich erwiesen. Die Messung
wurde unter Verwendung eines
internen deuterierten Standards

(BPA-d16) durchgefihrt.

Bestimmung von BPA
mit HPLC-MS

Die HPLC-MS-Methode hinge-

gen basiert auf einer Shim-Pack
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Argusaugen

Neue Klasse von UV-VIS Zwei-
strahlspektralphotometern

Herkémmliches
Gitter

LO-RAY-LIGH™

Aluminium
Spiegel
(Referenzdaten)

Liniendichte : 1200 Linien/mm
Blaze Wellenlénge : 250 nm

Streulichtwerte
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Abbildung 1: Darstellung des Streulichts und der Vergleich zwischen einem konventio-

nellen, einem LO-RAY-LIGH Gitter und einer Aluminium Referenz

ie Rolle als weltweiter
D Marktfithrer bei UV-VIS-
NIR-Zweistrahlspektro-

photometern stellt stetige Heraus-
forderungen an die Shimadzu-
Entwickler, die hohen Erwartun-
gen von Anwendern aus aller Welt
zu bedienen und Standards zu set-
zen in der Geriteentwicklung.
Shimadzu entwickelt nicht nur
komplette Analysensysteme, son-
dern auch die optischen Bauteile

eines Spektrophotometers. Die-
ser Artikel fokussiert auf eine
patentierte Entwicklung in der
Beugungsgitter-Technologie.

Neue holographische
Expositionsmethode

Mit einer neuen holographischen
Expositionsmethode hat Shimadzu
die Qualitit der Furchen fiir den
Reflexionswinkel am Sagezahn-

muster der Gitter optimiert. Die-
ses LO-RAY-LIGH® genannte
Prinzip ist eine Entwicklung, die
eine hervorragende Gitterqualitit
erzeugt. Bisher galt die Regel, je
mehr Linien ein Gitter hat, desto
scharfer ist die spektrale Abbil-
dung. Mit dem LO-RAY-LIGH
Gitter wird dies revidiert. Das
Verfahren zur Herstellung des
Gitters bringt eine hohe Prizision
in der Gitterabbildung mit sich
und damit eine Schirfe fir die
spektrale Aufldsung, die bessere
Eigenschaften wiedergibt als ein
herkommliches Gitter.

Die Entwicklung dieser Gitter
zielte auf eine signifikante Streu-
lichtreduzierung.

Schiarfere Wiedergabe

Abbildung 1 gibt die Streulicht-
werte fir ein herkdmmliches
Gitter und das LO-RAY-LIGH
Gitter wieder. In der logarithmi-
schen Skalierung ist zu erkennen,
dass eine auflergewohnlich hohe
Streulicht-Reduzierung mit dem
LO-RAY-LIGH Gitter moglich

wurde.

Zur Qualifizierung eines Gitters
wird die Intensitit des Lichtes
erster Ordnung in Delta-nm-
Schritten aufgetragen. In Abbil-

dung 2 ist zu erkennen, dass das
LO-RAY-LIGH Gitter das Licht
erster Ordnung sehr viel schirfer
und im ganzen gezeigten Bereich
mit weniger Streulicht wiedergibt.
In dem gezeigten Diagramm wur-
den 1.200 Linien/mm Gitter mit
einer Blaze-Wellenlinge von 250
nm verglichen.

Neue Optik macht die
Qualitat

Die Qualitit der optischen Bautei-
le macht sich natiirlich bei den
Messungen bemerkbar. Im
Shimadzu Spektralphotometer
UV-2700 befindet sich eine Dop-
pelmonochromator-Optik, die mit
zwel dieser neuen Gitter ausgerii-
stet wurde. Die Auswirkung ist
erheblich. Am Beispiel einer Line-
arititsmessung von einer KMnOy
Verdtunnungsreihe sicht man die
Differenz zu dem vorherigen
Shimadzu Modell UV-2550 aus
der gleichen Klasse. Wihrend das
UV-2550 schon bei sechs Absorp-
tions-Einheiten in starkes Rau-
schen ubergeht, zeigt das neue
UV-VIS-Spektrophotometer UV-
2700 hervorragende lineare Eigen-
schaften bis zu acht Absorptions-
einheiten.

Betrachtet man dazu die Anzahl
der Gitterlinien, so findet man fiir
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XR-ODS-Siule mit 50 mm Linge
und 2 mm Durchmesser. Die
Chromatographie wurde mittels
eines Gradienten Wasser/Metha-
nol durchgefiihrt, das Gradienten-
programm sieht eine erste Phase
von einer Minute von 20 %

Flachenverhaltnis [¥10/1]
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Konzentrationsverhaltnis [*1043]

Abbildung 5: LCMS-Kalibrationskurve
des BPA

Methanol vor, bis zu einer Stei-
gung bis zu 50 % in fiinf Minuten,
dann eine weitere Rampe bis auf
100 % in weiteren fiinf Minuten,
sodann einen Riickgang auf die
Anfangskonditionen (20 % Me-
thanol) in weiteren zwei Minuten
und schliefllich eine Wiederher-
stellung des Gleichgewichts in
drei Minuten. Die gesamte Analy-
se dauert 15 Minuten. Der Fluss
betrug 0,2 ml/min.

Auch in diesem Fall wurde die
Datenerfassung sowohl im
SCAN-Modus (die negativen
Ionen messend) zwischen m/z =
180 und m/z = 480, als auch im
SIM-Modus (negative lonen)
m/z = 227,20 und m/z = 241,30
durchgefiihrt. Die Ionenquelle ist

eingestellt auf -3,5 kV, die Desol-
vation Line auf 250 °C. Der Fluss
des Verneblergases betragt 1,51/

min.
Schlussfolgerungen

Die Moglichkeit, das BPA mit
erhohter Empfindlichkeit sowohl
in GCMS als auch in LCMS zu
quantifizieren, ist eine notwendige
Voraussetzung bei der Analyse
von Proben verschiedenster Her-
kunft. Seit den ersten durchge-
fihrten Nachforschungen scheint
das BPA in sehr vielen Gegenstin-
den des taglichen Lebens verbrei-
tet zu sein — wenn auch in gerin-
ger Konzentration. Erst mit einer
effizienten Quantifizierung des
vorhandenen BPA in seinen ver-

schiedenen Quellen kann man das
tatsichliche Niveau der Gefihr-
dung des Menschen und die Wir-
kung des BPA als Endokriner
Disruptor abschitzen.
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Abbildung 2: Darstellung der Intensitat des Lichtes erster Ordnung in Abh&ngigkeit von

der Distanz zum Ursprung der Wellenlangen in nm

das UV-2550 1.600 Linien /mm
und fiir das neue Gerit UV-2700
1.300 Linien/mm. Mit reduzierter
Gitterlinienzahl wird mit dem
neuen Gitter eine bessere Eigen-
schaft der Messungen erzielt als
mit dem herkémmlichen Gitter
hoherer Linienanzahl.

Mit dieser Zielsetzung bei der
Geriteentwicklung empfiehlt sich
das UV-2700 fiir Applikationen
mit hohen Absorptionen, hohen
Linearitaten und geringem Streu-

licht:

e Polarisierende Filme

¢ Transmission von funktionellen
Filmen

* Bestimmung der Schichtdicke
diinner Filme

® Protein- und Nukleinsiure-
Bestimmung

* Umweltanalytik:
Quantifizierung von Anorgani-
ka in Wasser

e Lebensmittelanalytik:
Quantifizierung von Vitaminen,
Lebensmittelzusitzen und
Mineralien
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Abbildung 4: UV-VIS-Spektren einer Kaliumpermanganat-Verdinnungsreihe von

6 bis 1 Absorptionseinheiten gemessen mit dem UV-2550 ausgerustet mit den

herkémmlichen Gittern
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Abbildung 3: Messung einer KMnOg4
Verdunnungsreihe von 8 bis 1 Absorp-
tionseinheiten mit dem Doppelmonochro-
mator basierenden Spektralphotometer
UV-2700, Gitter nach der LO-RAY-LIGH-
Technik gefertigt
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Kontaminationen von Pf

Bestimmung von Mineraldl-Kohlenwasserstoffen in P
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Abbildung 1: Chromatogramm einer Standardprobe
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erunreinigungen von Le-
‘ } bensmitteln durch Mine-
raldl-Paraffine, sind heute

nicht selten. Obwohl es schwierig
ist, die genauen Quellen nachzu-
weisen, ist allgemein bekannt,
dass viele Kontaminationen
durch den breiten Einsatzbereich
dieses Mineraldlderivats ihre
Ursache haben. Verpackungszu-
sitze, Schmierstoffe, Zusatzstoffe
aus Kosmetik oder Pestizide kon-
nen Paraffinwachse und -6le frei-
setzen. Infolgedessen werden in
der Literatur viele Fille von
Mineraldlkontaminationen in
Nahrungsmitteln angefiihrt, die

mit Speisedlen, Bickereiproduk-
ten, abgepackten Lebensmitteln
und recycelten Kartonagen in
Verbindung stehen.

Mineraldlspuren in Lebensmit-
teln konnen unerwiinschte toxi-
kologische Wirkungen entfalten.
Zulissige Tagesdosen hat das
Joint FAO/WHO Expert Com-
mittee on Food Additives (JEC-
FA) festgelegt: auf 0-20 mg/kg
Korpergewicht fiir hochviskose
Mineraléle, auf 0-10 mg/kg Kor-
pergewicht fiir Mineraldle niedri-
ger und mittlerer Dichte (Klasse
I) und auf 0-0,01 mg/kg Korper-
gewicht fir Mineralole niedriger
und mittlerer Dichte (Klasse IT
und III) [1].

Im Friihjahr 2008 wurden nahezu
100.000 Tonnen Sonnenblumendl
in der Ukraine entdeckt, die mit
Mineraldl in Konzentrationen
oftmals tiber 1.000 mg/kg konta-
miniert waren. Daraufhin forder-
te die Europiische Kommission
durch DG SANCO die nationa-
len Lebensmittelbehorden auf,
das kontaminierte ukrainische Ol
vom Markt zu nehmen. Im Juni

2008 wurde eine behordliche
Obergrenze von 50 mg/kg fiir
mineralische Paraffine in rohem
wie in raffiniertem ukrainischem
Sonnenblumendl festgesetzt.

Der Fall des kontaminierten Son-
nenblumendls unterstreicht die
Notwendigkeit einer zuverlissi-
gen, empfindlichen und einfachen
Methode fiir den Nachweis von
Mineraldl-Kohlenwasserstoffen
in Pflanzenodlen.

Prinzip

Gesittigte Kohlenwasserstoffe in
einer Probe werden iber eine
Kieselgelsaulenchromatographie
isoliert und mit einer Kapillar-
Gas-Chromatographie unter Ver-
wendung einer internen Stan-
dardmethode bestimmt.

Laborgeriate

¢ Erlenmeyerkolben, 25 ml

e Testrohrchen mit Glasver-
schluss

e Glassiule fir Flissig-Chroma-
tographie, Innendurchmesser
15-20 mm, Linge 30-40 cm,
ausgestattet mit geeigneter
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Abbildung 2: Chromatogramme von Standardproben (Datenvergleich)

Fritte und Absperrhahn

® Mikrospritze zur ,,On-
Column“-Injektion, 10 pl, mit
gehirteter Nadel

* Rotationsverdampfer

¢ Analysenwaagemit einer
Wigegenauigkeit im Bereich
von 0,1 mg

e Ubliche Labor- und Glasgerite

(volumen-einstellbare automati-
sche Pipetten etc.)

Analysegerate

® Gas-Chromatograph Shimadzu
GC-2010 Plus, OCI/PTV-2010-
Injektor und FID-2010-Detek-
tor

e Kapillarsaule MEGAT1, 10 m,
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Abbildung 4: Chromatogramm einer unbelasteten Sonnenblumendlprobe

Abbildung 3: Konzentration in mg/kg

0,25 mm ID, 0,1 pm Schicht-
dicke)

® Vorsiule 0,53 ID, 5 m, deakti-
viert (MEGA-Retention gap,
0,53 ID)

Temperaturprogramm

e PTV: 65 °C (5 min), 30 °C/min
bis 180 °C, 6 °C/min bis 350
und gehalten fiir 40 min

e Siulenofen: 65 °C (5 min),
5 °C/min bis 350 und gehalten
fir 10 min

e FID-Temperatur: 360 °C

e Gesamtfluss: 5,5 ml/min

e Trigergas: Helium

Reagenzien

o Silicagel: Silicagel 60, Merck
extra rein zur Siulenchromato-
graphie (Code 107754). Akti-
viert bei 300 °C fiir 24 Std. und
im Exsikkator auf Raumtempe-
ratur heruntergekuhlt.

¢ n-Hexan fir die Chromatogra-
phie (Unisolv von Merck wird
vorgeschlagen)

e Interner Standard, n-Eicosan 20
pg/ml, durch Verdiinnung des
Standards 2.000 pg/ml in Iso-
octan (Neochema Cat. No
14700-0230)

e Paraffinol, Merck, Produkt-
nummer 1.07160 (fir die Eich-
kurve)

* 0,2 g Paraffindl wird in 100 ml
Hexan verdiinnt und damit
2.000 mg/] Standard erzeugt

Verfahren - Proben-
vorbehandlung

Zuerst werden 15 g des aufberei-
teten Silicagels in n-Hexan-Uber-
schuss suspendiert, bestindig mit
einem Glasstab gertihrt und dies
auf die Sdule tiberfuhrt. Die Ab-
scheidung wird erméglicht,
wobei das Silica behutsam abge-
zogen wird, indem kleine Men-
gen n-Hexan durchgeleitet wer-
den. Dies erzeugt eine homoge-
nere Chromatographiebande.
Danach wird 1 g der Probe in ein
4 ml-Flaschchen mit Schraubkap-
pe Gberfuhrt, 1 ml der internen
Standardlosung hinzugegeben
und grindlich durchmischt [2]. »
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Abbildung 5: Chromatogramm einer dotierten Probe, integriert als Einzelpeak

Die Probenlosung sollte auf die
Chromatographiesiule mit Hilfe
von zwei Portionen a 1 ml n-
Hexan tiberfithrt werden. Nach
dem Probenauftrag auf das Silica
werden die Mineral6l-Kohlen-
wasserstoffe mit 50 ml n-Hexan
eluiert. Der Eluentenstrom sollte
auf zehn Tropfen/15 sec einge-
stellt werden. Die resultierende
Fraktion wird in einem 100 ml-
Erlenmeyerkolben gesammelt
und mit einem Rotationsver-
dampfer eingeengt, bis das Volu-
men des Losungsmittels etwa 1
ml erreicht hat. Der Rest des
Losungsmittels wird bis zur
Trocknung mit einem Stickstoff-
strom entfernt. Die isolierten
Mineral6l-Kohlenwasserstoffe
werden nach Zugabe von 500 pl
Heptan in ein 2 ml-Autosampler-
Flischchen iiberfiihrt.

Zuletzt werden 1 bis 4 pl der
Lésung in den Chromatograph
injiziert. Wie in Abbildung 1 ge-
zeigt, erzeugen die Mineral6l-
Kohlenwasserstoffe im GC an
Stelle eines scharfgeformten einen
breiten unaufgelosten Peak, oft
als ,,Buckel“ [3,4,5,6] bezeichnet.
Der Buckel und der ISTD-Peak
werden fiir die Erzeugung der
Eichkurve einbezogen (Abb. 3).
Im Falle einer unbekannten Pro-
be werden Buckel und Peaks als
einheitliches Signal verbunden

(aufgeldste und unaufgeldste
Peaks), wobei die manuelle Inte-
grationsleiste des GCsolution-
Programms zum Einsatz kommt
(Integration siehe Abbildung 5).

Alle aufgelosten Peaks und der
ISTD-Peak (oberhalb des Buck-
els) werden dann mit Hilfe eines
geeigneten Tools im GCsolution-
Programm integriert (Abb. 6).
Mit Rechnerunterstiitzung wird
die Buckelfliche (unaufgeloste
Peaks) bestimmt, indem die Fla-
che der aufgeldsten Peaks von der
der aufgeldsten und unaufgels-
sten Peaks subtrahiert wird.

Die Mineralol-Konzentration
wird nach folgender Gleichung
berechnet:

A

paraf b

r:lrf s A+ S 1.000

c=

Dabeti ist:

c = Mineraldl-Konzentration
(mg/kg)

m = Probengewicht (g)

mis = Gewicht des internen

Standards (mg)
Aparaf = Mineraldl-Fliche

Ars = Fliche des internen Stan-
dards

A =Steigung der Eichkurve

b = y-Achsenabschnitt der
Geraden

mg/Kg RSD % Unsicherheit % (k = 2) Ausbheute
50 4 8 99 %
150 3 6 99 %

Tabelle 1: Validierungsdaten der Methode
Validierungsdaten

Zwei dotierte Proben mit Kon-
zentrationen von 50 beziehungs-
weise 150 mg/kg wurden einge-
setzt. Sechs Wiederholdurchginge
jeder Probe wurden durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 1 dargestellt. Die gefun-
dene Nachweisgrenze (LOD)
betrug 10 mg/ kg, und die
ermittelte Quantifizierungsgrenze

(LOQ) lag bei 20 mg/ kg.
Schlussfolgerungen

Mineralol-Kohlenwasserstoffe
wurden durch die oben vorge-
stellte Methode erfolgreich
bestimmt. Zum Einsatz kam ein
Shimadzu GC-2010 Plus Gas-
Chromatograph. Die Methode
zeichnet sich durch gute Repro-
duzierbarkeit und Linearitit aus.
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Abbildung 6: Peakintegration der dotierten Probe
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