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grune Firbung, auch bekannt

als Seneszenz, wobei dies ein
ibergeordneter Begriff fiir die
Alterung von Organismen ist. Die
Vermutung liegt nahe, dass der
Prozess mit dem in Pflanzen ent-
haltenem Chlorophyll zusammen-
hingt (siehe Infobox, Seite 3).
Diese Zusammenhinge und Vor-
ginge sind wissenschaftlich gut
untersucht und lassen sich wie
folgt beschreiben:

I m Herbst verlieren Blitter ihre

Bei der Photosynthese wird die
Energie in den Chlorophyllen er-
zeugt. Diese sind bei dem Prozess
an Apoproteine gebunden, wo-
durch die Energie in den Stoff-
wechsel einflieflen kann.
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Abbildung 1: Aufbau des Chlorophylls und seiner Spezies [3]

Der Wald im Wandel —
was passiert im Herbst?

Mit zunehmender Alterung wird
diese Komplexierung jedoch insta-
biler und die Proteine werden
nach und nach abtransportiert.
Wiirden sich die Chlorophylle ab
diesem Zeitpunkt nicht ebenfalls
zersetzen, miisste die weiterhin
entstehende Energie in andere
Prozesse flieflen. In diesem Falle
wiirden vorhandene Sauerstoff-
molekiile die Energie aufnehmen.
Dabei entsteht aus dem Sauer-
stoffmolekiil im Grundzustand
(O2) beziehungsweise Triplett-
Sauerstoff (30;) der aktivierte
(O2*) bezichungsweise der Singu-
lett-Sauerstoff (10,) [1]. Ein sol-
ches Sauerstoffmolekiil ist sehr
viel reaktiver und kann zur Zer-
storung lebenswichtiger Organel-

len der Pflanze fithren. Aus die-
sem Grund muss Chlorophyll
nach Abspaltung vom Protein sehr
schnell abgebaut werden, was mit
der Farbianderung einhergeht. [2]
Zusitzlich beinhaltet jedes Chlo-
rophyll vier Stickstoffatome, wel-
che fir neue Prozesse in der Pflan-
ze recycelt werden konnen.

Vorgehensweise

Zur genaueren Untersuchung der
Seneszenz wurden Blitter einer
Eiche (Quercus) beztiglich ihres
Gehalts an Chlorophyll und dar-
tiber hinaus beztglich seiner na-
turlich vorkommenden Spezies
analysiert. Der direkte Vergleich
von griinen und gelben, bereits
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verwelkten (seneszierten) Blittern
ist dabei das Ziel der Untersu-
chung. Um die direkte Vergleich-
barkeit von Proben mit verschie-
denem Alterungsgrad sicherzustel-
len, wurde ein Baum im Herbst
beprobt. Zu diesem Zeitpunkt
trug der Baum griine, als auch
gelbe, bereits verwelkte Blitter.

Mittels Methanol wurden die im
Blatt vorliegenden Chlorophylle
extrahiert. Vorversuche zeigen,
dass der Einfluss auf die verschie-
denen Spezies dabei weitgehend
ausgeschlossen werden kann.

Bei der Nachweistechnik wird
nun Ublicherweise die UV/VIS-
Aktivitit des Chlorophylls ausge-
nutzt. Die Spezies werden mittels
HPLC getrennt und anschlieflend
mittels DAD detektiert (Dioden-
arraydetektor). Doch bei diesem
Verfahren missten fiir eine sichere
Analytik stets Referenzstandards
eingesetzt werden, die lediglich
fur das Clorophyll a und b ver-
fugbar sind. Eine sichere Aussage
tiber weitere Chlorophylle (ver-
gleiche Abbildung 1) wire so
nicht moglich.

Daher wird ein anderer Losungs-
ansatz verwendet, der sich die
besondere Struktur des Chloro-
phylls zunutze macht, denn jedes
der Molekiile enthilt als Zentral-
atom das Magnesium (vergleiche

Abbildung 1). Nach wie vor wer-
den die Spezies mittels HPLC
getrennt (Prominence Modular
HPLCQ), jedoch anschliefend
deutlich spezifischer mit einer
Flammen-AAS (AA-7000) nach-

gewiesen. Die Absorptionen (aus-

sprechend verdiinnt, so dass die
Probenmatrix und die Matrix der
Standards vergleichbar sind. Der
Wasseranteil des Mg-Standards
bereitet aufgrund der hohen Ver-
dinnung keine Probleme und
kann vernachlissigt werden.

nChlorophyll und Photosynthese«

Der Begriff Chlorophyll stammt aus dem Altgriechischen und bedeutet
Blattgriin. Hieraus ist zu erkennen, dass Chlorophyll unter anderem fiir
die Farbung des Blattes zustandig ist. Aber nicht nur Pflanzen enthalten
Chlorophyll, sondern auch andere Organismen.

Chlorophylle werden zur Photosynthese bendtigt. Hierbei wird aus Wasser
und Kohlenstoffdioxid Giber einen photochemischen Prozess Glukose, Sau-
erstoff und Energie erzeugt. Dies ist allerdings nicht immer zutreffend. Die
Produktion von Sauerstoff wird nur bei oxygenen Phototrophen gewahrlei-
stet. Bei der Photosynthese kénnen aber auch andere Stoffe als Sauerstoff
und Glukose entstehen. Diese Art der Photosynthese wird von anoxygenen
Phototrophen durchgefiihrt. Dabei unterscheiden sich nicht nur die Pro-
dukte, sondern auch die beteiligten Chlorophylle.

gegeben als Stromstarke in pA)
konnen dabei tiber den Analog-
ausgang des AA-7000 transient
abgegriffen und abhingig von der
Zeit aufgezeichnet werden.

Da die Chlorophylle in der Flam-
me verascht werden und das Mag-
nesium letztlich atomar vorliegt,
kann als Kalibrator ein gewohnli-
cher Magnesium-Standard auf
Wasserbasis eingesetzt werden.
Dieser wird mittels Methanol ent-
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Abbildung 2: Bestimmung von Chlorophyll a und b im Extrakt von Eichenblattern mittels
HPLC-F-AAS. a: Im Herbst noch griines Eichenblatt, b: bereits verwelktes Eichenblatt.
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Ergebnis

Bis auf ein Zwischenprodukt beim
Chlorophyll-Abbau (das Chloro-
phyllide) enthilt kein Abbaupro-
dukt das gebundene Magnesium.
Daher wurde die Messung der
Seneszenz auf die Abnahme der

Intensititen von Chlorophyll a
und b beschrinkt.

Die Konzentration von Chloro-
phyll a nahm durch die Seneszenz
um den Faktor 8,5 ab. Bei Chlo-
rophyll b ist die Abnahme noch
drastischer; so enthielt die Probe
nur noch 6,1 % Chlorophyll b im
Vergleich zu der Probe mit den
nicht gewelkten Blittern. Vor der
Seneszenz lag das Verhiltnis zwi-
schen Chlorophyll a und b bei
4,4:1. Das natiirliche Verhiltnis
liegt bei 3:1; daraus ist ersichtlich,
dass auch die griinen Blatter im
Anfangsstadium der Seneszenz
waren, was durch den Zeitpunkt
der Probennahme (Herbst) besta-
tigt wird. Nach der Alterung stieg
das Verhaltnis auf 8,4:1. Folglich
wurde Chlorophyll b schneller
abgebaut als Chlorophyll a. Mit
dem Abbau der Chlorophylle geht
auch die Farbinderung einher. So
kommen jetzt die in der Pflanze
enthaltenen Stoffe wie z.B. Karo-
tinoide (gelb/orange) und Tannine
(braun) verstirkt zum Vorschein.

Die Fragestellung kann durch
Verwendung der AA-7000 gekop-

APPLIKATION

pelt mit der Prominence Modular
HPLC sehr gut bearbeitet werden.
Vor allem die Moglichkeit, mit
kostengiinstigen Magnesiumstan-
dards auf Wasserbasis zu kalibrie-
ren anstelle mit teuren Chloro-
phyll-Standards, macht diese
Kopplung duflerst lukrativ. Auch
interessant ist die Moglichkeit,
weitere Spezies und deren Abbau
zu untersuchen. So kommt zum
Beispiel das Chlorophyll ¢ tiber-
wiegend in Algen vor. Algen al-
tern zwar nicht abhingig von der
Jahreszeit, sind aber zum Beispiel
durch 6kologische Verinderung in
ihrer Lebenserwartung limitiert.

Die Autoren:

Florian Pahlke, Prof. Dr. Jirgen
Schram, Labor fiir Element- und
Speziesanalytik FB 01 Chemie,
Hochschule Niederrhein
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PRODUKTE

.What can i do for you?”

Die neue i-series — Nexera-i | Prominence-i — neue integrierte (UJHPLC-Systeme

ohe Geschwindigkeit und
H Leistung, Wartungsfreund-

lichkeit und Wirtschaftlich-
keit — die neue i-series mit den
Kompaktvarianten Prominence-i
(HPLC) und Nexera-i (UHPLC)
bedienen die Anforderungen der
groflen wie kleinen Labore. Das ¢
steht hierbei fiir Innovation, Intel-
ligenz und intuitive Bedienmog-
lichkeiten, die die z-series kombi-
niert.

Die neue Nexera-i und die
Prominence-i sind perfekt fiir
Routineanalysen in Chemie und
Pharmazie sowie in Lebensmittel-
und Umweltindustrie. Die Syste-
me konnen mit einer Workstation
zur Einzelbenutzung oder mit

Abbildung 1: Touchpanel der i-series

einem groflen Client-Server-Sys-
tem zur Benutzung durch viele
Anwender betrieben werden. Die
kleine Grundfliche reduziert den
Platzbedarf im Labor und verein-
facht eventuelle Standortwechsel.

Die Weiterentwicklung des Vor-
gingermodells LC-2010 zeichnet
sich durch eine Verbesserung aller
Komponenten aus (Degasser, qua-
terniren Pumpe, Probengeber,
Ofen) und ermdglicht neben der
optionalen Kithlung des Proben-
gebers auch wahlweise die Konfi-
guration eines UV- oder PDA-
Detektors. Weiterhin lasst sich mit
der Prominence-i in einem Druck-
bereich bis zu 440 bar und mit der
Nexera-i sogar bis 660 bar arbei-
ten.

Innovation

Innovativ ist der ICM-Modus (In-
teractiv Communication Mode),

Abbildung 2: Positionierung des RID-20A auf
der j-series

der optional das Editieren und
Starten von Methoden und Se-
quenzen direkt vom Touchpanel
(Abbildung 1) oder vom PC aus
erlaubt. Zusitzlich lassen sich die
Methoden oder Sequenzen vom
Gerit zur Software und riickwirts
synchronisieren.

Neuartig ist ebenfalls die exzellente
Basisstabilitat auch bei schwanken-
den Umgebungstemperaturen
durch eine einzigartige zweifach-
temperaturkontrollierte Detektor-
einheit (Detektorzelle und Detek-
toroptik). Die Injektionsgeschwin-
digkeit von 14 Sekunden reduziert

Abbildung 3: Chromatogramm auf dem

Touchpanel

die Analysenzeiten, und die gerin-
ge Verschleppung erhoht die Ge-
nauigkeit der analytischen Ergeb-
nisse.

Optional zu dem enthaltenden
Absorptionsdetektor (UV oder

PDA) lisst sich noch ein Fluores-
zenz- oder Brechungsindex-Detek-
tor und ein Lichtstreu-Detektor
hinzuftigen. Auch die Datenauf-
nahme von anderen Detektoren
lasst sich Uber einen Analogein-
gang realisieren. Durch Kombi-
nation der i-series mit dem eben-
falls neuen Brechungsindex-Detek-
tor RID-20A (Abbildung 2) lasst
sich ein einfaches GPC-System mit
minimaler Standfliche konfigurie-
ren.

Weiterhin gibt es optional aktivier-
bare interaktive Kommunikations-

Abbildung 4: Autovalidierung

moglichkeiten, die die Ferntiber-
wachung (remote monitoring) er-
moglichen. So lisst sich der aktuel-
le Status des Gerits uberprifen
oder die aktuelle Datenaufnahme
beobachten. Das Farb-Touchpanel
erlaubt neben der vollstindigen
Steuerung mit Methoden- und
Batch-Erstellung auch das Visua-
lisieren der aufgenommen Chro-
matogramme (Abbildung 3).

B.Pressure Linits

Intelligenz

Intelligenz verkorpert die i-series
durch die einfache Methodentiber-
tragbarkeit, wodurch zum Beispiel
Methoden der ilteren LC-2010
oder von Konkurrenz-Geriten
ganz einfach adaptiert werden
konnen. Zusitzlich lisst sich

mit den kompakten HPLCs der
i-series ein vollautomatischer Ar-
beitsablauf der Analysen durch-
fithren. Eine Ubersicht hierzu gibt
Tabelle 1.

1.Preparation

2 Havelength

3. Lamp Encragy

length

3.Lasp Energy
A Pulzation

5. Tempera g

B, sortance

is
1.0riftMoise aise

2 Linits
ient
10. Resul t

B Gradient
LT

Die Auto-Validierungsfunktion
(Abbildung 4) unterstiitzt den
Anwender, eine Aussage dartiber
zu erhalten, ob das System in ei-
nem stabilen Bereich arbeitet.
Hierbei wird eine festgelegte und
somit zu jedem Zeitpunkt ver-
gleichbare Prozedur benutzt, die
unter anderem die Stabilitit der
Losungsmittelférderung oder die
Wellenlingengenauigkeit des Ab-

Abbildung 5: Neue Benutzeroberflache fiir die LabSolutions Software
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sorptionsdetektors prift. Zusitz-
lich lisst sich tiber die ,,System
check® Funktion eine automati-
sierte Routine-Inspektion und
Selbstdiagnose des Gerits durch-
fuhren. Hierbei werden die aufge-
nommenen Daten fiir die Benut-
zung der Verbrauchsmaterialen
ausgelesen, wie zum Beispiel die
Anzahl der Injektionen, Forder-
volumen oder die Brenndauer der
Detektorlampe. Die Ergebnisse
dieser beiden Statusberichte kon-
nen Uber den Monitor des Gerits
eingesehen oder tiber die Software
ausgedruckt werden.

Intuition

Intuitiv ist das neue vereinheit-
lichte User-Interface der i-series
und der neuen Version der
LabSolutions Software. Hierfiir
lasst sich ein einfacher Vergleich

Arbeitsablauf fiir die
Durchfithrung einer HPLC
Analyse

Anschalten des Systems

Automatisierung

Auto start-up

PRODUKTE

Erklarung

Automatisches Starten des Systems durch Setzen
einer Uhrzeit

Sptilen der Flusslinien mit
Eluenten vor der Analyse

Auto purge

Automatisches Spiilen der Flusslinien mit Eluenten
vor der Analyse

Séulen equilibrieren

Baseline check

Zeigt die Basislinienstabilitat und bestimmt anhand
der vorher festgelegten Kriterien fiir noise/drift, wann die
Analyse gestartet werden kann

Starten der Analyse

Analysis starts

Analyse startet automatisch sobald die Kriterien des
baseline check erfilllt sind

Probenmessungen Direct Access Mechanism Hinzufiigen von Proben zu jeder Zeit wahrend der
laufenden Analyse
Ende der Analyse E-Mail notification Nach Ende der Analyse kann automatisch eine E-Mail an

das Laborpersonal versendet werden

Abkiihlen der Saule
Pumpenfluss und Detektor-
lampe ausschalten
Temperaturkontrolle des
Saulenofens ausschalten
Gerat ausschalten

Auto shut-down

Automatisches Abschalten des Gerates in den Stand-by
Modus mit Einsparen von 95 % des Energieverbrauchs.
Vorheriges Spiilen des Gerates oder der Saule kann
durchgefiihrt werden

Tabelle 1: Automatisierung des Arbeitsablaufs zur HPLC Analyse mit der i-series
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Abbildung 6: Quick-Batch-Funktion der LabSolutions Software

der beiden Abbildungen 1 und 5
heranziehen, worin die Flusslinie
der i-series visualisiert wurde und
somit eine intuitive Bedienung der
Software durch einfaches Anwih-
len der verschiedenen Kompo-
nenten moglich wird.

Eine weitere Neuheit in der Soft-
ware ist die ,Quick Batch“ Funk-
tion, mit der man sehr einfach und
schnell eine komplette Proben-
sequenz erstellen kann — durch
Anwihlen der Probenpositionen
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auf dem dargestellten Probenrack

(Abbildung 6).

Durch die Kombination der
i-series mit LabSolutions und die
Vereinheitlichung der graphischen
Nutzeroberfliche des Systems und
der Software ist eine intuitive Be-
dienung unabhingig vom Wissens-
stand der Benutzer moglich.

Das umfassende Shimadzu LC
Produktportfolio bedient alle ana-
lytischen Anforderung, von der

Abbildung 7: Produktlinien und Kategorisierung aller Shimadzu HPLCs

konventionellen bis hin zur ultra-
schnellen Analyse. Neben den
bereits bekannten modularen
HPLCs/UHPLCs positionieren
sich die Modelle der i-series wie in
Abbildung 7 dargestellt.

Weitere Informationen

Mehr iiber die neue i-series auf
www.shimadzu.de/i-series




AKTUELLES

Exakte Temperatur-
steuerung in Messzellen

Neues CPS-100-Zubehor fir UV-VIS-

Spektrophotometer

Abbildung 1: UV-1800 mit der CPS-100

urch das vielfaltige Zube-
D hor fiir UV-VIS-NIR-Spek-

trophotometer erméglicht
Shimadzu kundenspezifische Sys-
temkonfigurationen — etwa fiir
Anwendungen in Umwelt, Arz-
neimittel, Nahrungsmittel und
Naturwissenschaften durch die
grofle Auswahl von Zellenhaltern
mit oder ohne Temperaturkon-
trolle.

Ob eine einzige Standardzelle bei
Raumtemperatur zum Einsatz
kommt oder ein Vielzellenhalter
fir einen hohen Probendurchsatz
bendtigt wird — die ideale Losung
fiir jegliches Analyseproblem ist
immer verfiigbar. Die jlingste Eu-
ropapremiere ist der CPS-100, ein
thermoelektrisch temperaturge-
steuerter Sechsfach-Kiivetten-
wechsler.

Mit einer Genauigkeit von +/-
0,1 °C steuert der CPS-100 die
Temperatur der Probenzellen im
Bereich von 16 bis 60 °C.

In Verbindung mit einem Spektro-
photometer, wie dem im Kinetik-
Modus arbeitenden UV-1800, lisst
sich das System so konfigurieren,
dass die Enzymaktivitit von bis
zu sechs Proben unter konstanten
Temperaturbedingungen gemessen
wird (Abbildung 1). Das CPS-100
lisst sich auch mit den Spektro-
photometern der Serien UVmini-
1240 und UV-2600/UV-2700 nut-
zen sowie UV-3600.

Die UV-Bauserien sind duflerst
vielseitig. Eine breite Zubehoraus-
wahl wie Emissionsoptiken, Film-
halter mit Rotation, Probengefifle
fir Ulbrichtkugeln, verschiedene

Angebote an Ansaugsystemen
oder Photomultiplier fiir den NIR-
Bereich ermdglicht kundenspezifi-
sche Losungen.

Zahlreiche Softwareldsungen er-
ginzen die Instrumente, etwa zur
Bandliickenanalyse, zur Bilirubin-
Bestimmung im CSF und zum Son-
nenschutzfaktor in Sonnenschutz-
milch, -cremes und -textilien.
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Knack die Wurst

Der groBe Friihstiickstest mit dem
Texture Analyzer EZ-Test-X (Teil 3)

ahrungsmittel als Grund-
N bedarf des menschlichen

Lebens unterliegen stindi-
gen Kontrollen, und die Shimadzu-
News berichten regelmiflig tiber
neue Analysenmoglichkeiten.

Neben Geschmack und der Uber-
prifung der Inhaltsstoffe, stellt
sich stets die Frage nach den phy-
sikalischen Eigenschaften unserer
Nahrung: Wie schnell altert unser
Brot? Wie knackig ist unsere
Whurst? Welche Unterschiede wei-
sen Eierschalen aus verschiedener
Haltung aus..? Diesen Fragen ge-
hen die Shimadzu-News in dieser
und den letzten zwei Ausgaben
nach — anhand eines gewohnli-
chen, kontinentalen Friihstiicks.

Wer sein kontinentales Friihstiick
mit Brot und Eiern erweitern
mochte, der hat die Moglichkeit
auf Wiirstchen zuriickzugreifen.
Je nach Geschmack und Region,
koénnen dies unterschiedliche Ar-
ten sein — zudem gebraten oder
gebritht. Unabhingig jedoch von
der Herstellung und Zubereitung:
von allen Wiirstchen wird erwar-
tet, dass sie schon zart sind, dabei
aber auch bissfest, denn neben
dem intensiven Geschmack wiin-
schen die Konsumenten auch ein
entsprechendes Bisserlebnis.

Geschmacks- und
Bisserlebnis

Neben der Frage, welche Wurst-
sorte dieses Bisserlebnis am besten

Discounter (A) —

bieten, stellt sich nachfolgend
auch die Frage, ob es Unter-
schiede gibt zwischen industriell
gefertigten und handwerklich her-
gestellten Wiirstchen. Um durch
die Zubereitung beeinflusste Un-
terschiede zu vermeiden, wurden
die Wiirstchen auch im Kaltzu-
stand getestet.

Alle Versuche wurden mit dem
Textur-Analysator EZ-Test-X
durchgefiihrt. Da die Schnitt- und
Bissfestigkeit proportional gleich-
zusetzen sind, wurden die Wiirst-
chen in einem Klingentestverfah-
ren zerschnitten, um Unterschiede
im Kauverhalten zu umgehen.

Wie aus der Tabelle zu entnehmen
ist, zeigen die Wirste, die vorwie-
gend warm verzehrt werden (zum
Beispiel Krakauer, Weiflwurst) im
ungekochten Zustand eine we-
sentliche hohere Schnittkraft als
im gekochten Zustand. Dies mag
darin begriindet sein, dass die
rohe Wurst wesentlich weicher in
der Ausganskonsistenz ist. Da-
durch ist eine sehr viel hohere
Kraft bis zum ersten Einschnitt
erforderlich. Durch den Kochzu-
stand dehnt sich die Wurstmasse
aus und der Darm strafft sich.

Im Gegensatz hierzu zeigen sich
bei den Wiener Wiirstchen zwar
keine Unterschiede im ungekoch-
ten wie im gekochten Zustand, da
sie sowohl zum Kalt- als auch
zum Warmverzehr geeignet sind,
allerdings ist hinsichtlich Schnitt-
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Abbildung 1: Test der Schnittfestigkeit mit dem EZ-Test-LX

kraft ein signifikanter Unterschied
zwischen der Discounterware und
Fleischerei bemerkbar.

Die Weiflwirste und die Nirnber-
ger Wiirstchen zeigen sich hinge-
gen uneinheitlich. Wahrend die
Weiflwurst im gekochten Zustand
erheblich einfacher einzuschnei-
den ist als die Rohware, sind die
Niirnberger Wiirstchen im gebra-
tenen Zustand deutlich knackiger
als die kalte Variante.

Teil 1: Auf die Pelle geriickt. Das Ei — hangen
Haltungsart und Schalenharte zusam-
men?

Teil 2: Brotzeit — Backwaren im Frischetest.

Schnittkraft [in N]

Wurstsorte Fleischerei (B} Schnittkraft [in N] roh gekocht/gebraten
Krakauer : 8974 ‘713
Mettenden : 1;11 32

Wiener : 411; 1212
WeiBwurst B 43 &l
Niirnberger B 13 27

Tabelle 1: Priifergebnis des Schnitttests in der Ubersicht
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Abbildung 1: Chromatogramm aller getrennten Verbindungen in der Fliissigphase
(Zuordnung der Peaks in Tabelle 2 — TIC = Total lon Count)

Abbildung 2: VergroBerung des Bereichs von 1 bis 3 min von Abbildung 1 mit gleichzeitiger
Darstellung des Chromatogramms des GC-reinen Toluols

Partialoxidation von Isobutan

Neue Analysemthode mittels GC

eroxide (R1-O-O-R2) und
P Hydroperoxide (R1-O-OH)

werden vermehrt in der In-
dustrie und in der organischen
Chemie als Oxidationsmittel ver-
wendet. Hydroperoxide (ROOH)
sind dabei die ersten, meist wenig
stabilen Zwischenprodukte bei der
Oxidation von Kohlenwasserstof-
fen (Allara et al. [1968]), wie sie
auch auftreten, wenn Speisedl ran-
zig wird.

Zu den stabilsten Vertretern dieser
Klasse gehort das t-Butylhydroper-
oxid (TBHP). Aktuell wird daran
geforscht, die Effizienz des indus-
triellen Herstellungsprozesses auf
der Basis von Isobutan zu verbes-
sern, da dieser meist mehrere Pro-
dukte liefert, da auch die Zerset-
zung von TBHP eine Rolle spielt.
Voraussetzung fiir eine Erhohung
der Effizienz ist daher eine umfas-

Zeit Temperatur

0 min 80 °C
5 min 80 °C
16 min 190 °C
19 min 250 °C

Tabelle 1: Temperaturprogramm

sende Untersuchung des Prozesses
und eine genaue Analyse des kom-
plexen Reaktionsgemischs, die bis-
her meist vernachlissigt wurde.

Gas-Chromatographie -
die Methode der Wahl?

Lange Zeit wurden Hydroperoxide
nicht mittels GC analysiert, da be-
kannt war, dass sie sich thermisch
leicht zersetzen. Erst spat wurde
klar, dass insbesondere tertiire
Verbindungen (R3C-OOH) relativ
stabil sind. Die Partialoxidation
von Isobutan wird meist bei etwa

130 °C durchgefihrt. Um die Ge-
schwindigkeit der Reaktion zu
erhohen, wire es allerdings wiin-
schenswert, diese bei hoherer Tem-
peratur durchzufiihren. Allerdings
nimmt mit steigender Temperatur
auch die Zersetzung des TBHP zu
und es entstehen neben gasformi-
gen Produkten Alkohole, Ketone
und Aldehyde. Daher wurde nach
einer Methode gesucht, das kom-
plexe Gemisch zu trennen, das bei
diesem Prozess auftritt. Dazu aber
ist nur die GC in der Lage, und die
Wahl fiel auf das GCMS-QP2010
Ultra von Shimadzu.

Probenerstellung

Zur Methodenentwicklung wurden
die potenziellen fliissigen und gas-
férmigen Produkte aus der Litera-
tur ermittelt. Zunichst wurde ein
Gemisch der ermittelten flissigen

Produkte in Toluol erstellt. Aufier-
dem sollte geklirt werden, welche
weiteren Substanzen zur Herstel-
lung der Analyseproben in Frage
kommen. Daher wurden insbeson-
dere potenzielle Losungsmittel ge-
testet, wie Hexan, Dekan, Ethanol,
Toluol, Acetonitril und Dioxan,
ebenso Substanzen, die als interner
Standard oder Additive in Frage
kommen, zum Beispiel t-Butyl-
methylether, Methylethylketon

und n-Hexanol.

Die wichtigsten Reaktionsproduk-
te sind TBHP, t-Butanol, Aceton
und Methanol; weitere Nebenpro-
dukte konnen bei starker thermi-
scher Zersetzung auftreten. Ein
weiteres Problem ist dabei die Em-
pfindlichkeit von Hydroperoxiden
gegeniiber Metallen (darunter auch
Stahl), die die Zersetzung kataly-
sieren.

Substanz Retentionszeit/min Substanz Retentionszeit/min
1 Hexan 1,388 12 Acetonitril 3,201
2 t-Butylmethylether 1,488 13 Toluol 3,900
3 Acetaldehyd 1,519 14 Dioxan 4,146
4 Di-t-Butylperoxid 1,638 15 Isobutanol 4,231
5 Isobutylenoxid 1,664 16 Ethylbenzol 5,465
6 Azeton 1,825 17 p-Xylol 5,675
7 t-Butanol 2,083 18 o-Xylol 5,779
8 Methanol 2,121 19 t-Butylhydroperoxid 9,089
9 Methylethylketon 2,240 20 n-Hexanol 9,648
10 Ethanol 2,335 21 Essigsaure 11,404
1" Dekan 3,054 22 Ameisensaure 12,806

Tabelle 2: Retentionszeiten der getrennten Substanzen
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Unter den gasformigen Produkten
sind insbesondere Isobutan, Iso-
buten, Sauerstoff, Stickstoff, Koh-
lendioxid, Kohlenmonoxid und
Methan - sowie bei hoher Tempe-
ratur Propen — zu erwarten. Daher
wurde zur Vorbereitung der Gas-
analytik ein Kalibriergas mit diesen
Gasen von Linde Engineering AG
erworben. Somit wurde eine GC-
Konfiguration benotigt, die die
Analytik der Gasphase sowie der
Flissigprodukte ermoglicht.

Applikation

Das Problem konnte durch eine
Saulenschaltung mit MDGC-
Switching gelost werden. Als Siule
zur Trennung der polaren Substan-
zen wird zunachst eine RT Stabil-
wax-Siule verwendet (Linge 30 m,
ID 0,25 mm, Schichtdicke 0,25 pm).
Die Trennung und Detektion der
Permanentgase erfolgt iiber eine
Molekularsiebsiule (RT M-Sieve
5A 30 m, ID 0,53 mm, Schicht-
dicke 0,50 pm) mit angeschlosse-
nem Wirmeleitdetektor (WLD),
die tiber den Switch an die Stabil-
wax-Saule angeschlossen ist. Nach
etwa zwel Minuten schaltet der
Switch vom WLD zum MS-System
um. Die durch die Stabilwax-Siule
retardierten Produkte werden dann
nach Durchlaufen eines Restriktors
(0,45 m, ID 0,15 mm) aus deakti-
viertem Stahl (SilcoTek GmbH,
Silcosteel) mittels eines Massen-
spektrometers detektiert. Die Re-
striktoren des Switches wurden
ebenfalls aus Silcosteel gefertigt.

Trennung des Gemischs

a) Fliissigphase

Bei einer isothermen Phase von

40 °C iiber 5 Minuten mit anschlie-
Bender Aufheizung bis 250 °C bei

Area (x 1.000.000)
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Abbildung 3: Kalibrierung am Beispiel von Ameisensaure

10 °C/min werden die Komponen-
ten der fliissigen Proben nur un-
vollstandig getrennt. Die Signale
von t-Butanol und Methanol liegen
direkt {ibereinander, obwohl sie bei
der Headspace-Technik durch eine
Retentionszeitdifferenz von etwa
0,2 Minuten getrennt waren. Im
MS wird die Substanz des Peaks
daher als 2-Pentanol identifiziert.
Eine Trennung ist nicht moglich,
da die Masse des Hauptpeaks des
Methanols (m/z = 31) beiden Sub-
stanzen gemeinsam ist. Durch Er-
héhung der Temperatur der iso-
thermen Phase von 40 °C auf

80 °C (siche Tabelle 1) gelang dann
eine gute Trennung aller Substan-
zen.

Abbildung 1 zeigt das Chromato-
gramm einer solchen Trennung.
Zwar sind Methanol und t-Butanol
nicht basisliniengetrennt, aber tiber
die Massenpeaks gelingt eine ein-
deutige Unterscheidung der Sig-
nale. Diese Temperatur ist fiir das
TBHP noch nicht kritisch und
wurde auch in der Vergangenheit

bereits verwendet (Abraham
[1959]). Der Toluolpeak wurde bei
der Messung durch Ausschalten
des Filaments fir den Bereich

3,8 - 4,0 Minuten ausgeblendet.

Abbildung 2 zeigt, dass das GC-
reine Toluol (99,9 %, Signal ausge-
blendet) neben den isomeren Xy-
lolen noch weitere Substanzen ent-
halt, die fur die kleineren Signale
im Bereich kleiner Retentionszeit
verantwortlich sind. Das TBHP
zeigt eine deutlich hohere Reten-
tionszeit als simtliche Alkohole
mit einem kleineren oder ver-
gleichbar groflen Alkylrest. Bei der
Kalibrierung von Ameisensiure
(Abbildung 3) ist die Abhingigkeit
bis 0,1 Vol-% linear.

b) Gasphase

Die tiber den WLD detektierten
Permanentgase Stickstoff, Methan,
Sauerstoff und Kohlenmonoxid lie-
fern das Gas-Chromatogramm
gemafl Abbildung 4. Die restlichen
Gase werden durch die Stabilwax-
Siule zuriickgehalten und — neben

APPLIKATION

einem Rest Stickstoff — tiber das
Massenspektrometer detektiert
(Abbildung 5). Die Kalibrierung
der Gase erfolgte mittels der in
diesem Fall tblichen Einpunkt-
Kalibrierung anhand des Mittel-
werts dreier Reproduzierbarkeits-
messungen.

Fazit

Alle potenziellen fliissigen Reak-
tionsprodukte konnten erfolgreich
getrennt werden, wobei durch die
Saulenschaltung die Analyse der
stark polaren fliissigen Produkte
ermdglicht wird sowie der Gase.
Die vorhandene Konfiguration er-
laubt allerdings nicht die Auftren-
nung aller Gase, Propen wird nicht
gefunden. Daran wird aktuell gear-
beitet.
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Abbildung 4: Chromatogramm der Permanentgase Stickstoff (1) Sauerstoff (2),

Abbildung 5: Chromatogramm von Kohlendioxid (1), Isobutan (2) und Isobuten (3).
(Beim Umschalten des Switch lasst sich der Eintritt von Stickstoff nicht ganz vermeiden).
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Kunststoffe — Wasser-
gehalt als Indikator fur
Alterungsprozesse

Prazise Messungen mit FTIR-Mikroskopie

Mrd. Tonnen Kunststoffe

6 wurden weltweit in den letz-
ten 50 Jahren hergestellt.
Durch ihre vielseitigen Eigenschaf-
ten finden sie sich in nahezu allen
Produkten wieder. In der Verpa-
ckungsindustrie wird fast aus-
schliefflich auf Kunststoffe zu-
ruckgegriffen, da sie langlebig und
persistent sind. Hier wird vor al-
lem Polyethylen in den Varianten
ylow densitiy“ und ,high density“
(LD-PE, HD-PE) verwendet.

Als Verpackungsmaterial einge-
setzt, sind die Kunststoffe in der
Qualititskontrolle vor allem auf
ihren Gehalt von Wasser zu prii-
fen, da dieses Losungsmittel po-
tenziell Bestandteile des Produkts
nach auflen transportiert sowie
Bestandteile der Umwelt nach in-
nen. Aulerdem kann der Wasser-
anteil Informationen tiber den
Zustand des Polymers enthalten,
weil bei lichtinduzierten Alterungs-
prozessen von Polyethylenen un-
ter anderem Wasser entsteht [1].
Aufgrund von Kapillarkraften
wandert es zwischen den Poly-
merketten, von der Oberfliche in

den Kern und bildet Wasserclus-
ter. Kommt es zu einem Schadens-
fall, konnte eine ortsaufgeloste
Untersuchung von Wasser inner-
halb des Verpackungsmaterials
Indizien fir potenzielle Ursachen
bieten.

Anwendung mittels
FTIR-Spektroskopie

Alterungsprozesse von Kunststof-
fen konnen generell mit der Infra-
rotspektroskopie aufgrund der
hohen Nachweisstirke der entste-
henden Zersetzungsprodukte, wie
Wasser, Aldehyde oder Carboxyl-
gruppen, gut beobachtet werden

[1].

Ein grofler Vorteil dieser Ana-
lysenart ist ihre Zerstorungsfrei-
heit und ihr geringer Aufwand.
Komplexe Probenvorbereitungs-
schritte sind in der Regel nicht
erforderlich. Die benotigte hohe
Ortsaufldsung kann durch den
Einsatz eines FTIR-Mikroskops
erfolgen. Dadurch kdnnen selbst

kleinste Probenbestandteile prazi-
se auf Schidigungen untersucht
werden.

In der durchgefithrten Analyse
sind fiir dieses Verfahren ,low
density“ und ,high density“ Poly-
ethylen-Granulate verschiedener
Alterungsstadien untersucht wor-
den - von Neuware tiber Recy-
clingmaterial bis zu Kunststoff-
abfillen aus dem Meer.

Die Proben werden in einem ers-
ten Schritt geteilt, sodass Ober-
fliche und Kern des jeweiligen
Granulates zuginglich sind. Im
Anschluss werden kleine Fasern
von Auflen- und Innenseite mit
einem Skalpell abgetrennt. Diese
konnen direkt unter dem FTIR-
Mikroskop gemessen werden.
Hierfir eignet sich besonders der
Reflexionsmodus mit einem Spie-
gel als Auflagefliche. Fur die Mes-
sung im Transmissionsmodus
empfiehlt sich die Verwendung
einer Diamantpresszelle. Dabei
wird die abgetrennte Faser zu

0,7
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0,5
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03

Extinktion

0,2
0,1

0,0

3.500 3.000 2.500

Wellenzahl (cm™)

2.000 1.500 1.000 500

und 2.000 - 1.200 cm™! [2][5].

Abbildung 1: FTIR-Spektrum (Absorption) von Wasser. Typische breitbandige, feinaufge-
spaltene Absorptionsmuster in den in den Wellenzahlenbereichen von 4.100 - 3.500 cm™’
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Abbildung 2: (Unten) Mittelwert FTIR-Spektren (Absorption) von LD-PE Granulat (Neuware)
aus je fiinf Messungen von AuBen- und Innenseite im Vergleich. Die Innenseite zeigt eine
erhdhte Grundabsorption und ein starker ausgepragtes Wasserabsorptionsmuster. Oben:
Die erweiterte Effektstarke zeigt Bereiche im FTIR-Spektrum, welche sich signifikant und
mit groBer Differenz unterscheiden. Dabei sind deutlich die Bereiche der Wasserabsorption
sichtbar.

Abbildung 3: FTIR-Subtraktionsspektren (Absorption Innenseite — AuBenseite) im Wellen-
zahlenbereichen von 1.750 - 1.500 cm™ (Wasserabsorption) [2][5]. Der untersuchte Kunst-
stoffabfall zeigt die starkste Auspragung der Wasserabsorption, was auf den quantitativ
hochsten Wasseranteil schlieBen |asst. LD-PE zeigt einen leicht erhdhten Wasseranteil im
Granulatinneren, wéahrend HD-PE sogar weniger Wasser im Kern aufweist. Die Recycling-
Probe ist eine Mischung aus den beiden PE-Varianten und liegt zwischen LD-PE und HD-PE.

einem dunnen Film gepresst und
kann ohne zusitzliche Auflage-
flichen gemessen werden.

Auswertung der Spektren

Die Untersuchung von adsorbier-
tem Wasser in Polyethylenen mit-
tels FTIR-Mikroskopie erfordert
spezielle chemometrische Vorge-
hensweisen. Dies liegt unter ande-
rem daran, dass im Hintergrund-
signal (der Atmosphire) Wasser in
Form von Luftfeuchtigkeit enthal-
ten ist. Auflerdem adsorbiert Was-
ser bei Raumtemperatur an den
Oberflichen des Messsystems.
Diesen Effekten wird mit der Sub-
traktion des Hintergrundspek-
trums sowie mit empirischen At-
mosphirenkorrekturen entgegen-
gewirkt. Eine weitere Heraus-
forderung liegt in den komplexen
Schwingungsbanden von Wasser.
Bei Raumtemperatur liegt es, be-
dingt durch die Van-der-Waals-
Wechselwirkungen, in vielen ver-
schiedenen Schwingungs- und
Rotationszustianden vor. Dies be-
wirkt eine sehr breitbandige und
fein aufgespaltene Absorption in
den Wellenzahlenbereichen von
4.100 - 3.500 cm™! und 2.000 -
1.200 cm™! (Abbildung 1) [2].

In Kombination dieser beiden
Effekte empfiehlt sich eine semi-
quantitativ vergleichende Gegen-
tberstellung der Spektren. Bei
dieser Methode wird zunichst die
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zweite Ableitung der spektrosko-
pischen Daten inklusive einer
Savitzky-Golay-Glittung ermit-
telt. Dies korrigiert die Basislinie
und ermoglicht dadurch eine bes-
sere Vergleichbarkeit der einzel-
nen Proben [3]. Uber herkémmli-
che statistische Methoden wie
dem ,zwei Stichproben t-Test“
und der , Effektstirke“ konnen im
Anschluss die Bereiche des IR-
Spektrums isoliert werden, welche
signifikante Unterschiede zwi-
schen Innen- und Auflenseite der
Probe zeigen (Abbildung 2). Da-
bei priift die t-Statistik auf die
Signifikanz eines Unterschieds
zweier Mittelwerte, wihrend die
Effektstirke das Ausmafd des
Unterschieds beschreibt [4].

Ergebnisse und Ausblick

Mittels FTIR-Mikroskopie kann
gezeigt werden, dass es beziglich
der Wassereinlagerung signifikante
Unterschiede zwischen ,low den-
sity“ und ,,high density“ Poly-
ethylen gibt sowie zwischen Neu-
ware bis Kunststoffabfall. In HD-
PE finden sich wesentlich kleinere
Wassercluster, was auf die erhohte
Kristallinitit zuriickgefihrt wer-
den kann. Es bestitigt sich aber
auch die Theorie tGber den Alte-
rungsprozess von Polyethylen, da
in den deutlich gealterten Kunst-
stoffabfillen vergleichsweise viel
Wasser nachgewiesen werden
kann. Ein Vergleich der Spektren

aller gemessenen Proben sowie
einer vergleichenden Gegeniiber-
stellung zeigt die Abb. 3. Die
Proben sind mit dem Shimadzu
FTIR-Mikroskop AIM-8800 ge-
messen worden.

Die vorgestellte Methode kann
durch den Einsatz eines Mikro-
toms fur eine verbesserte Ortsauf-
16sung und Reproduzierbarkeit
erweitert werden. Zudem ist im
Rahmen einer multivariaten Da-
tenanalyse eine Kalibration des
Wassergehalts denkbar.
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Der Albtraum der Dopingstinder

Analyse von Dopingmitteln mit dem neuen LCMS-8050 Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer

mmer schneller, hoher, weiter
I — das Doping begleitet den
Sport schon seit vielen Jahr-

hunderten. Schon bei den olympi-
schen Spielen der Antike stirkten
sich die Sportler mit pflanzlichen
Spezialdiiten. Jenseits des Sports
kauten die Inkas Kokablitter, um

sich zu aktivieren, und die Chine-

Abbildung 1: LCMS-8050

sen schworen auf das ephedrinhal-
tige Kraut Ma-Huang,.

Mit der Entdeckung der leistungs-
fordernden Wirkung von Stierho-
den begann die Frithform des Tes-
tosteron-Dopings. Selbst vor Tie-
ren machte das Doping nicht Halt:
Bereits Mitte des 17. Jahrhunderts

12

wurden Pferde in ihrer Leistung
beeinflusst, wie aus einem 6ffent-
lichen Dekret einer englischen
Kleinstadt hervorgeht. Allerdings
hat man Pferde in dieser Zeit zum
Beispiel mit Arsen vergiftet, um
dann sein Wettgeld auf einen Kon-
kurrenten zu setzen. Da man die
illegalen Substanzen aber noch
nicht nachweisen konnte, wurde
erst 1812 ein Dopingfall entdeckt —

weil man den Titer auf frischer
Tat ertappte.

Von der Nahrungsergéanzung
zum Doping

Im zweiten Weltkrieg lernten die
Pharmazeuten, synthetische Ab-
kommlinge des Testosterons
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Abbildung 2: Vergleich der Datenqualitét bei unterschiedlichen Scangeschwindigkeiten am

Beispiel von Flunitrazepam

kiinstlich herzustellen: anabole
Steroide. Zunichst dienten sie
dazu, entkriftete Kriegsgefangene
zu ernihren. Bald entdeckten
Sportler die Priparate, die fortan
als , Frihstiick fiir Champions®
galten — nicht nur fur menschliche
Champions. Das amerikanische
Rennpferd Holloway gewann
1941 nach einer Testosteronkur
ein Rennen nach dem anderen.

Auch heute kommt es trotz aller
Kontrollen immer wieder zu Do-
pingzwischenfillen. Allein bei den
Olympischen Spielen 2008 in Pe-
king wurden gleich sechs Pferde
positiv getestet. Ganz aktuell ist
die jiingste Doping-Affire im
Distanzsport, eine Wettkampf-
variante, die sich besonders im
arabischen Raum grofier Beliebt-
heit erfreut. Der Sieger des presti-
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getrichtigen UAE President’s
Cup, der im Frihjahr 2013 in Abu
Dhabi stattfand, wurde fiir zwei
Jahre gesperrt, da bei seinem Pferd
ein dopingrelevantes Steroid nach-
gewiesen wurde. Allein rein rech-
nerisch erfolgte der Ritt durch die
Wiiste in einem fiir das Tier ge-
sundheitsschidlichen Tempo.

Die zu Beginn des Jahres erfolgte
Beschlagnahmung von iiber 120
verbotenen und illegal eingefiihr-
ten Substanzen, darunter Anisthe-
tika, Entziindungshemmer und
Antibiotika, in einem englischen
Vollblutgestiit verdeutlicht, dass
nicht mehr das Wohlergehen und
die Gesundheit der Pferde im Vor-
dergrund stehen, sondern die Tie-
re zu Sportgeriten degradiert wer-
den, die am Wettkampftag Hochst-
leistungen bringen miissen.

Was ist Doping?

Tierschutzorganisationen fordern
schon seit Jahren ein konsequentes
Vorgehen gegen das lange recht
milde geahndete Doping im Pfer-
desport. In Deutschland gelten
seit 2010 die FN-Anti-Doping-
und Medikamentenkontroll-Re-
geln (ADMR), die von der Deut-
schen Reiterlichen Vereinigung
(FN) herausgegeben, den interna-
tionalen Regeln angepasst und
standig aktualisiert werden.

Uber die regelmifigen Kontrollen
wihrend der Turniere hinaus mis-
sen sich die Bundeskaderreiter ab
dem 01. April 2011 sogar auf Haus-
besuche der Nationalen Anti-
Doping-Agentur (NADA) einstel-
len. Diese Kontrollen bei Pferden
auflerhalb des Wettkampfs sind
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weltweit einmalig und Neuland im
Kampf gegen das Doping.

Unter Doping versteht man allge-
mein die Verwendung von Sub-
stanzen aus verbotenen Wirkstoff-
gruppen sowie die Anwendung
verbotener Methoden zur Lei-
stungssteigerung. Im Rennsport
spricht man aber auch von Nega-
tiv-Doping, d.h. Doping auf Nie-
derlage, oder von unerlaubter
Medikation. Bei der unerlaubten
Medikation wird als Ausgangs-
punkt eine Krankheit angenom-
men, folglich eine vorhandene
Leistungsminderung. Das Pferd
erhilt z.B. zur Behandlung ein
Schmerzmittel und kann damit
wieder eine ,normale® Leistung
erbringen. Es erfolgt wie beim
Doping eine Leistungsbeeinflus-
sung und ist im Wettkampf verbo-
ten.

Bei unerlaubter Medikation wird
jedoch eine gute Absicht unter-
stellt, was sich in einem geringe-
ren Strafmafl widerspiegelt. So
breit gefichert wie die Einsatz-
moglichkeiten, so vielfaltig sind
auch die eingesetzten Substanz-
klassen. Haufig verwendet werden
Stimulantien wie Amphetamin,
das die Pferde bis hin zur vélligen
Erschopfung rennen lisst. Gegen
Ermiidungserscheinungen wirken
auch Methylxanthine, zu denen
das Coffein gehort. Eine gegentei-
lige Wirkung wird durch Sedita-
tiva erreicht, um hypernervose
Pferde tiberhaupt startfihig zu
machen. Zu den verbotenen Sub-
stanzen gehoren auflerdem die aus
dem Human-Doping bekannten
Steroidhormone wie Testosteron
bzw. Peptidhormone wie EPO.

Wihrend sich Ludger Beerbaum,
einer der erfolgreichsten Spring-
reiter der letzten 20 Jahre, noch
2009 gegentiber der Frankfurter
Allgemeinen Sonntagszeitung uber
seine Vorgehensweise im Pferde-
sport in den vergangenen Jahren
folgender Maflen duflerte: ,Im
Laufe der Jahre habe ich mich
darin eingerichtet, auszuschopfen,
was geht ... In der Vergangenheit
hatte ich die Haltung: Erlaubt ist,
was nicht gefunden wird“ (zitiert
nach Wikipedia, Spiegel Online),
konnen heute selbst geringste Spu-
ren von Dopingsubstanzen in Blut
und Urin nachgewiesen werden.
Prinzipiell gilt im Reitsport inzwi-
schen die Null-Toleranz, das heif3t
zum Zeitpunkt des Wettkampfs
darf keine verbotene Substanz in
Blut oder Urin des Pferdes nach-

gewiesen werden.

Modernste Analytik erweitert
Nachweismoéglichkeiten

Damit sind die analytischen Mog-
lichkeiten des untersuchenden La-
bors entscheidend fiir den Nach-
weis einer Substanz. Aufgrund
optimierter Nachweismethoden
und konsequent weiterentwickel-
ter Geritetechnik werden inzwi-
schen Substanzen gefunden, deren
Nachweis noch vor einigen Jahren
nicht moglich war. Zusitzlich wer-
den die Substanzen tiber einen viel
lingeren Zeitraum hinaus nachge-
wiesen. Oftmals tiberschreitet gar
die Nachweiszeit die Wirkdauer
einer Substanz.

In diesen Fillen wird eine Probe
nur dann als positiv bewertet,
wenn die nachgewiesene Menge
noch wirksam ist. So wird Doping

zuweilen unbeabsichtigt und un-
freiwillig zum Thema, wenn Ka-
renzzeiten (Wartezeiten bezie-
hungsweise Sperrfristen) nicht
richtig eingehalten werden, zumal
auch lokal angewendete Salben
und Gele zu positiven Testergeb-
nissen fiithren konnen.

Ganz aktuell ist die Vorstellung
eines hochst empfindlichen
LCMS-Gerits, das jingste Mit-
glied der UFMS-Familie (Ultra-
Fast-Mass-Spectrometry) von
Shimadzu, ein Albtraum fiir alle
Dopingstunder. Das Hochleis-
tungs-Triple-Quadrupol-Massen-
spektrometer LCMS-8050 (Abbil-
dung 1) hat die weltweit schnell-
sten Datenerfassungsraten und die
qualitativ hochste Empfindlich-
keit, die zeitgleich quantitative
und qualitative Analysen ermdg-
licht. Dieses Gerit wurde speziell
fiir die wachsenden Anforderun-
gen bei der Quantifizierung im
Spurenbereich in der klinischen
Forschung, der Lebensmittelana-
lyse und der Umweltanalytik ent-
wickelt.

Herausragende Empfindlichkeit
gepaart mit Hochgeschwindig-
keitsanalytik wird durch zwei ver-
besserte Techniken erreicht: Die
neu konstruierte beheizte ESI-
Quelle und die weiterentwickelte
UFsweeper-III-Kollisionszelle mit
effizienterer Fragmentierung. Um
die Desolvatisierung zu steigern,
verwendet die neu konzipierte
ESI-Quelle ein Heizgas (heating
gas) in Verbindung mit einem
Zerstiubernebel. »
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Neue Techniken liefern erst-
klassige qualitative Daten

Mit dem folgenden Applikations-
beispiel aus dem Pferdedoping
werden die hervorragende Em-
pfindlichkeit sowie der klare Vor-
teil einer ultraschnellen MS-Tech-
nik deutlich. Realproben aus ei-
nem Pferdedoping-Labor wurden
auf verschiedene Steroidhormone,
in Form freier Steroide oder Ste-
roidester, sowie auf kleine Mole-
kiile verbotener Neuroleptika,
Benzodiazepine und Opioide un-
tersucht.

Die Proben wurden mit dem
Triple-Quadrupol-Massenspektro-
meter LCMS-8050 gekoppelt mit
einer Nexera X2 UHPLC von

Shimadzu analysiert.

Ein herausragendes Merkmal des
LCMS-8050 ist die ultraschnelle

Der Vergleich der Standardabwei-
chungen (RSD) fiir Flunitrazepam
berechnet fiir 3.000 u/sek und
30.000 u/sek, zeigen eindeutig den
Vorteil der schnellen Datenauf-
nahme (Abbildung 2). Bei diesen
extremen Scangeschwindigkeiten
leiden oftmals Qualitit sowie
Empfindlichkeit der zugleich auf-
genommenen qualitativen Daten,
sofern das Gerit tiberhaupt eine
gleichzeitige Aufnahme von MRM
und Scandaten erlaubt. Die beiden
Massenspektren des Flunitraze-
pams in Abbildung 2 belegen, dass
das LCMS-8050 auch bei hochster
Scangeschwindigkeit von 30.000
u/sek erstklassige qualitative Da-
ten liefert.

Hochwertige Daten ohne
Empfindlichkeitsverlust

Im folgenden Beispiel wurde der
Extrakt eines Pferdeurins, gespikt
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Abbildung 5: Detailausschnitt von Triamcinolone, Chromatogrammvergleich von 28 und

und Abbildung 4 (254 MRMs).
Auch die genauere Begutachtung
eines weniger intensiven Peaks
(hier: Triamcinolon) im Detail
(Abbildung 5) belegt die gleich-
bleibend hohe Datenqualitit trotz
wesentlich hoherer Anzahl von
MRMs.

In weiteren Messungen wurde die
Reproduzierbarkeit (als Mafl fir
gute Datenqualitit) bei gleichzeiti-
gem Synchronized Survey Product
Ion Scan einer Dopingstandardlo-
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Abbildung 6: Reproduzierbarkeiten (6 Injektionen) eines extrahierten Standards bei gleichzeitigem Survey Scan mit 30.000 u/sek

Scanrate, mit der MS-Daten aufge-
nommen werden konnen. In Ab-
bildung 2 ist der klare Vorteil ei-

nes schnellen Analysesystems ver-
deutlicht. Mit einer Scangeschwin-
digkeit von 3.000 u/sek konnen
tiber den markierten Peak nur
neun Datenpunkte aufgenommen
werden. Als Faustregel gilt, fur
eine gute Reproduzierbarkeit der
qualitativen und quantitativen
Ergebnisse sollten mindestens
zehn Datenpunkte aufgenommen
werden.
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mit 1 pg/pl Standard untersucht -
mit einer MS-Screening-Methode
auf Dopingsubstanzen in der 254
MRMs hinterlegt sind. Durch die
hohe Scangeschwindigkeit des
LCMS-8050 ist es moglich, auch
bei dieser groflen Anzahl von
MRMs, Daten in hervorragender
Qualitit und ohne Verluste in der
Empfindlichkeit zu erhalten. Das
zeigt deutlich der Vergleich der
Chromatogramme, aufgenommen
mit zwei verschiedenen Metho-
den, in Abbildung 3 (28 MRMs)

sung untersucht. Die LabSolution
Software von Shimadzu erlaubt,
parallel zu den MRM-Messungen

einen Product Ion Scan durchzu-
fithren. Dabei liuft der Scan nicht
permanent im Hintergrund, son-
dern wird durch Ansteigen der im
MRM hinterlegten Massen tiber
einen bestimmten Schwellenwert
ausgelost.

Der Synchronized Survey Scan ist
nicht nur auf die Produktionen
beschrinke, es ist auch moglich, in

der Methode bestimmte Massen
zu definieren, die einen Scan aus-
l6sen. In Tabelle 1 werden die
Ergebnisse fiir Reproduzierbar-
keitsmessungen (n = 6) gegeniiber-
gestellt — gemessen im MRM-
Modus und ein zweites Mal ge-
messen im MRM-Modus mit einer
Dwell Time von 5 msec. fiir alle
Komponenten plus parallelem
Synchronized Survey Product

Ton Scan (Scangeschwindigkeit
30.000 u/sek). Die Konzentration
des injizierten Standards ist dqui-
valent einer extrahierten Probe
mit der Konzentration 2 pg/ml.
Auch dieser Vergleich bestatigt,
dass gleichzeitige Messungen von
quantitativen (MRM) und qualita-
tiven (Synchronized Survey Scan)
Daten ohne nennenswerte Ver-
luste in Empfindlichkeit und Re-
produzierbarkeit moglich sind
(Abbildung 6).

Regelmiflige Kontrollen mit mo-
dernen High-End-Analysengera-
ten wie dem LCMS-8050 machen
den Dopingsiindern im Pferde-
sport das Leben schwer, Aussagen
wie ,,... erlaubt ist, was nicht ge-
funden wird“ gehoren definitiv
der Vergangenheit an und selbst
die Hobbyreiter miussen vorsich-
tig sein, dass ihre Tiere nicht durch
unbedachte Medikation plétzlich
positiv getestet werden.

Weitere Informationen

OEr

zu diesem Beitrag:

 Analysis of doping
agents using ultrafast @
LC-MS/MS with
scheduled MRM

e Tabelle 1 (Verweis im Text, PDF)

www.shimadzu.eu/shimadzu-news-2014
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in der Instrumentellen Ana-

lytik ist Wasser das bekann-
teste Untersuchungsmedium.
Doch die modernen Geritetypen
wie das AA-7000 (Atomabsorp-
tionsspektroskopie, AAS) oder
das ICPE-9800 (optische Emis-
sionsspektroskopie mit induktiv
gekoppeltem Plasma, ICP-OES)
bieten deutlich mehr Einsatzmog-
lichkeiten.

F iir Element-Messtechniken

Aber was ist alles moglich und
welche Speziallosungen gibt es?
Eine Antwort darauf liefert die-
se Applikationstubersicht des
ICPE-9800, das fiir jede Anwen-
dung gleichzeitig mehr als 70 Ele-
mente innerhalb kiirzester Zeit
messen kann (simultane Element-
analytik). Aufgrund des groflen
dynamischen Messbereichs des
ICPE-9800 ist es unerheblich, ob
die zu untersuchenden Elemente
im unteren ppb-Bereich (pg/l)
oder im hohen ppm-Bereich (mg/1)
vorliegen.

Als ein wahres Multitool bietet
das ICPE-9800 flexible Gerite-
konfigurationen. So lasst sich der
Betrieb zwischen Hydridsystem
und Ultraschallzerstiuber sowie
den verschiedenen Probentypen
wie Wisser- und Organikproben
nach Belieben wechseln.

Qualitatssicherung von Schwe-
felsdure fiir den Spezialeinsatz

Schwefelsdure (H2SOj4) spielt bei

den synthetisch hergestellten Che-
mikalien eine tibergeordnete Rol-
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Espresso im Bodensee

Fiinf Beispielanwendungen zur Empfindlichkeit der
simultanen Elementanalytik

ICPE-9800 — das Multitool

le. Thr Anwendungsbereich ist
weit gefichert und der Anspruch
an eine hohe Reinheit ist nicht
immer gegeben, wie zum Beispiel
bei der Herstellung von Phosphat-
und Ammoniumsulfatdiinger. [1]

Es gibt aber auch viele Spezialge-
biete, die hochreine Schwefelsiure
erfordern, etwa die Probenvor-
bereitung fir die Instrumentelle
Analytik. Hier wird die Siure
zum Beispiel zum Probenauf-
schluss von Polymeren, Fetten
oder einiger geologischer Proben
wie Aluminiumoxid verwendet. [2]

Mit dem ICPE-9800 wurde eine
Schwefelsiure-Probe in einer
1:10- und 1:20-Verdiinnung ge-
messen. Durch die Standardaddi-
tions-Methode als Kalibriermodell
lassen sich Matrixeffekte ausblen-

den. Sind die Ergebnisse beider
Verdiinnungsstufen vergleichbar,
so ist von einer hohen Richtigkeit
der Methode auszugehen. Um sie
abschlieflend bewerten zu kénnen,
kann noch zertifiziertes Referenz-
material gemessen werden. Die
Ergebnisse (Auszug) befinden sich
in Tabelle 1 und wurden je Ele-
ment auf mehreren Analysenlinien
ermittelt.

Obwohl die 10%-ige Schwefel-
saure noch sehr aggressiv ist und
sich in der Viskositit von Wasser
unterscheidet, kann die Messung
in der Standardkonfiguration
durchgefiihrt werden (Minitorch).
Neben den ibereinstimmenden
Ergebnissen der unterschiedlichen
Verdunnungsstufen ist die Wieder-
findung fir Proben mit addiertem
Standard ebenfalls sehr gut (100 +
3 %).

Rapsadl fiir Biodiesel — Bestim-
mung von Phosphor, Natrium
und Kalium

Pflanzendle in Kraftstoffen tragen
zum nachhaltigen Betrieb von
Verbrennungsmotoren bei. Jedoch
sollen Motorleistung und Wirk-
samkeit des Katalysators nicht be-
einflusst werden, um letztendlich
die Umweltfreundlichkeit von Bio-
kraftstoffen zu gewihrleisten. [3]

Die Bestimmung von Phosphor in
Rapsol ist daher essenziell, da die-
ses Element die Katalysatoren be-
eintrachtigt. Auch hohe Mengen
an Calcium und Magnesium sind
schidlich, denn mit beiden geht
eine erhohte Ascheablagerung im
Rufipartikelfilter einher. [3]

Fir die Messung mittels ICP-OES
wird die Probe lediglich verdinnt.
Der Einsatz von zusitzlichem
Verbrennungsgas (Sauerstoff) ist
in diesem Falle nicht notwendig.
Trotzdem kann die hochempfind-
liche axiale Plasmabetrachtung
verwendet werden. In Tabelle 2
sind Messergebnisse sowie Nach-
weisgrenzen gegeniibergestellt. Bei
der Wahl eines empfindlicheren

Arbeitsbereichs konnen weitere »
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Verd.-faktor Cadmium, Cd Chrom, Cr Kupfer, Cu Magnesium, Mg Nickel, Ni
H,S04 Probe A 20 n.d. 2,62 ppm 0,052 ppm 0,056 ppm 1,68 ppm 0,032 ppm
Wiederfindung 98 % 102 % 99 % 100 % 100 % 99 %
H,S04 Probe A 10 n.d. 2,62 ppm 0,073 ppm 0,038 ppm 1,79 ppm 0,033 ppm
Wiederfindung 97 % 97 % 99 % 98 % 98 % 97 %

Tabelle 1: Analysenergebnisse von Schwefelsaure. Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden 0,5 mg/l (ppm) des Elements addiert (n.d. = nicht detektierbar).

sensitivere Wellenlingen hinzuge-
zogen werden, wodurch die Nach-
weisgrenze weiter herabgesenkt
wird. Die Stabilitit der Messwerte
liegt fiir die Probenergebnisse bei
100 + 2 % (Messintervall 1h).

Die Ergebnisse zeigen, dass die
Grenzwerte mittels ICPE-9800

auflerst zufriedenstellend erfasst
werden kdnnen und der grofle
Messbereich es ermdglicht, auch
erhohte Konzentrationen eindeu-
tig und sicher zu ermitteln.

Anhand der Analysenergebnisse
kann die Probe bewertet werden
und ist eindeutig nicht fir den
Einsatz in Biokraftstoffen geeig-
net. Die deutlich erhohten Gehalte
der drei Elemente konnen z.B. an
einem erhohten Anteil an unreifer
Saat liegen, die fiir die Produktion
verwendet wurde. Weitere Ein-
flussfaktoren sind die Schilung
der Saat, Anteil an Bruchkorn als
auch die Pressparameter wie z.B.
die Presskopftemperatur [4].

Sollen mit dem ICPE-9800 andere
Formen organischer Proben un-
tersucht werden, wie z.B. aus der
petrochemischen Industrie, emp-
fiehlt sich die Verwendung des
Ar/O;-Mixed-Gas-Supply-Kit.

In eine 4-Wege-Torch wird neben
den tblichen Argon-Gasen zum
Probentransport und Erhalt des

Plasmas ein weiteres Gas eingelei-
tet (Ar/O,-Mix). Es erhoht die
Zersetzung der Matrix und ver-
mindert dadurch das Untergrund-
rauschen.

Durch Verwendung dieser Gerite-
konfiguration kann das Plasma
trotz der kohlenstoffreichen Pro-
benmatrix axial und radial beob-
achtet werden, und Nachweis-
grenzen im unteren ppb-Bereich
lassen sich realisieren. Zum Bei-
spiel wurde fiir Zinn in Toluol
eine Nachweisgrenze von 2,0 ppb
erreicht. Weitere Probentypen fiir
diese Geritekonfiguration wiren
zum Beispiel Kerosin, Xylol, Me-
thylisobutylketon (MIBK), Iso-
propylalkohol (IPA), Ethylalko-
hol oder auch das leicht fliichtige
Tetrahydrofuran (THF).

Elementanalyse bei
begrenztem Probenvolumen -
1 ml und weniger!

Die ICPE-9800 reduziert dank der
Minitorch nicht nur den Argon-

verbrauch, sondern spart durch
das intelligente Geratedesign auch
in weiteren Aspekten: Weil ein
CCD-Chip durchgingig das ge-
samte Spektrum detektiert, ermit-
telt er auch die Informationen

Element Grenzwert nach NWG* Probenergebnis*
DIN 51627-6 [mg/kg] [mg/kg]
Phosphor 3,0 mg/kg 0,085 [177,499 nm] 13,6
Calcium 1,0 mg/kg 0,025 [183,801 nm] 17,4
Magnesium 1,0 mg/kg 0,005 [285,213 nm] 1,80

Tabelle 2: Ergebnisse der ICPE-9800 Analyse von Rapsél sowie Nachweisgrenze und zulassige
Hochstgehalte nach DIN 51627-6. *Der Probenverdiinnungsfaktor (6,6) ist beriicksichtigt.
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iiber den Elementgehalt einer Pro-
be deutlich schneller als die frithe-

re, sequenzielle Technik.

Anders als die ubliche Proben-
menge von 5-10 ml, bendtigt das
ICPE-9800 je nach Applikation
nur 1 ml Probenvolumen. So kon-
nen kleinste Probenmengen unter-
sucht werden, ohne diese zu ver-
diinnen. Neben dem Effekt, Zeit
einzusparen, entfallt durch die
nicht notwendige Probenverdiin-
nung die Gefahr von Kontamina-
tionen und auch der Empfindlich-
keitsverlust. Innerhalb kiirzester
Zeit sind aussagekriftige Ergeb-
nisse einer Dreifachbestimmung
inkl. axialer und radialer Plasma-
beobachtung moglich.

Die Messung kleiner Probenmen-
gen ist nicht nur bei limitierten
Volumina sinnvoll. Sollen Test-
medien groflerer Volumina in der
Verinderung der Elementgehalte
Uber einen lingeren Zeitraum be-
wertet werden, ist es auch hier rat-
sam, jeweils nur kleine Proben zu
nehmen und das Testsystem nur
moglichst gering zu beeinflussen.

Seltene Erden in Elektronik-
schrott - eine alternative
Rohstoffquelle?

Welche Elemente sind eigentlich
in Abfall enthalten? Diese Frage
ist zentral in einer Welt mit be-
grenzten Rohstoffmengen und
deren stetig steigendem Verbrauch.
Engpisse bei der Versorgung mit
Seltenen Erden sind nach wie vor
Thema in den Medien.

Seltene Erden sind eine Gruppe
von Elementen wie Neodym,
Dysprosium oder Cer. Sie geben
modernen elektronischen Bautei-
len ihre besonderen Eigenschaften.
Sie ermdglichen, Handys klein
und kompakt zu bauen — und
gleichzeitig leistungsstark. Aber
auch im Tonnen-Maf3stab werden
diese Elemente eingesetzt, wie z.B.
in den Generatoren von modernen

Windkraftanlagen.

Bei limitierten Rohstoffquellen
ricken Recyclingmoglichkeiten in
den Fokus. Vor allem auch, weil
die Forderung der Seltenerd-Oxi-
de und die anschlieflende Aufrei-
nigung zum reinen Metall einen
groflen Einsatz an Chemikalien
erfordern. Die EU hat die Selte-
nen Erden bereits 2010 als Roh-
stoff mit hohem Versorgungsrisi-
ko eingestuft. [5]

Ist das Recycling aus Elektronik-
schrott nun lohnenswert? Hierfiir
wurden diverse Elektronikbauteile
in Labormiihlen zerkleinert (ho-
mogenisiert) und dann mit einer
Labormikrowelle aufgeschlossen.
Die Aufschlusslésung kann mit
dem ICP-OES gemessen werden
und liefert die in Tabelle 3 (siehe
S.17) aufgefuhrten Ergebnisse.

Diese Untersuchung zeigt, dass
die Analyse von Feststoffen mit-
tels ICPE-9800 moglich ist und
moderner Schrott Elemente ent-
hilt, die auf dem internationalen
Rohstoffmarkt stark nachgefragt
sind. Zwar enthilt nicht jede Pro-
be eine Vielzahl bzw. eine groflere
Menge an Seltenen Erden, doch
nach einer selektiven Vorsortie-
rung wire das Recycling vor allem
alter Mobiltelefone (>1g/kg Nd)
durchaus denkbar.

Ultraspurenanalytik im
ppt-Bereich?

Wenn man bei der Elementanaly-
tik den ppb-Bereich [pg/l] zum
ppt-Bereich [ng/1] hin verlisst, so
werden die Fragestellungen oft
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mit der ICP-MS beantwortet.
Doch auch eine moderne ICP-
OES wie das ICPE-9800 ermog-
licht es, diesen Bereich abzudeck-
en. So liegen die Nachweisgrenzen
in der Standardkonfiguration mit
Minitorch fiir mehr als 10 Elemen-
te bereits im einstelligen bzw. zwei-
stelligen ppt-Bereich (Ba, Be, Ca,
Eu, Lu, Mg, Mn, Sc, S, Y, Yb).
Mochte man weitere Elemente
empfindlicher nachweisen, gibt es
dafiir verschiedene weitere Lo-
sungsansatze.

Spezialzerstauber, die das Proben-
aerosol effizienter und reprodu-
zierbarer mit kleinerer Tropfchen-
groflenverteilung generieren, set-
zen die Nachweisgrenzen auf sehr
einfachem Weg herab, ohne die Ge-
ritekonfiguration deutlich zu ver-
indern. Ein weiterer Zerstiuber,
der mit dem ICPE-9800 verbun-
den werden kann, ist der Ultra-
schallzerstauber und ermdglicht
um bis zu Faktor 20 empfindli-
chere Messungen. Neben den
oben genannten Elementen, die

bereits in der Standardkonfigura-
tion im ppt-Bereich kalibriert
werden konnen, kommen jetzt 27
weitere hinzu, mit Nachweisgren-
zen im zweistelligen ppt-Bereich
und besser (Ag, Cd, Ce, Co, Cr,
Cu, Dy, Er, Fe, Gd, Hf, Ho, La, Li,
Mo, Nb, Nd, Pd, Pr, Sm, Ta, Tb,
Ti, V, Zn, Zr). Strontium ist dabei
das nachweisstirkste Element von
1 ppt (parts per trillion) — das ent-
spricht einer Tasse Espresso im
Bodensee (Fliche = 536 km?).

Die fiir den Umweltbereich haufig
gefragten Elemente wie Arsen und
Qecksilber tauchen in den obigen
Aufzihlungen nicht auf. Aber
auch fir diese lasst sich eine Nach-
weisgrenze im ppt-Bereich errei-
chen. Hierbei nutzt man die Fi-

higkeit der Elemente aus, dass die-
se nach einer Umsetzung mit Na-
triumborhydrid (NaBH4) von der
Flussigphase in die Gasphase uiber-
gehen. Man leitet den Gasstrom
nun anstelle des Aerosols in das
Plasma ein, véllig abgetrennt von
der Matrix. Auch Antimon, Selen
und Zinn konnen zum Beispiel
mit dieser Variante im ppt-Bereich
nachgewiesen werden.

Demnach stellt die ICPE-9800
eine gute sowie kostenglinstigere
Alternative zur ICP-MS dar,
Ultraspuren nachzuweisen.
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Bilirubin-Bestimmung in Hirn-
flissigkeit nach einer Subarach-
noidalblutung

Schlaganfall, Aneurysma — UV-Spektroskopie unterstiitzt schnelles Handeln

ie hier vorgestellte Anwen-
D dung der UV-Spektrosko-

pie basiert auf den ,,Natio-
nal Guidelines for Analysis of
Cerebrospinal Fluid for Bilirubin
in suspected subarachnoid Hae-
morrhage“ nach Beetham [1]. Die
Ursachen fir die Hirnblutung
konnen vielfiltig sein, wie ein
Schlaganfall oder ein Aneurysma.

Um richtige Mafinahmen zur Be-
handlung eines Patienten ergreifen
zu konnen, ist es fiir den Arzt
wichtig festzustellen, welche Art
von Blut (alt, frisch oder keins)
sich in der Hirnflussigkeit befin-
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det. Im Krankheitsfall dringen
zunichst rote Blutzellen in die
Hirnflussigkeit ein. Diese Zellen
unterliegen enzymatischen Vor-
gangen, so dass das Oxyhimoglo-
bin der roten Zelle in Bilirubin
umgewandelt wird. Neben Biliru-
bin kann auch Methimoglobin
gebildet werden. Dieser Prozess
ist zeitabhingig. Daher gibt die
Konzentration an Bilirubin und
das Vorhandensein der Oxida-
tionsprodukte, wie Oxyhimoglo-
bin, Aufschluss dariiber, in wel-
chem Zustand sich der Patient be-
findet; zudem kann man den Zeit-
raum des Vorgangs abschitzen. »

Schlaganfalle verantwortlich.

ren (zitiert nach Wikipedia).

Die Subarachnoidalblutung ist ein krankhaftes Geschehen im Bereich des
zentralen Nervensystems. Es ist dadurch gekennzeichnet, dass freies Blut
in den mit Hirnfliissigkeit (Liquor cerebrospinalis) gefiillten Subarachnoi-
dalraum gelangt. Die Subarachnoidalblutung ist fiir bis zu 10 Prozent der

Ursache fiir diese spezielle Form des Schlaganfalles ist in den meisten
Féllen das Platzen eines arteriellen GefaBes aufgrund einer Missbildung.
Die Subarachnoidalblutung geht mit pldtzlichem schwerstem Kopfschmerz
und Nackensteifheit einher. Sie kann zu kurzzeitigen Bewusstseinsstorun-
gen, aber auch zu schwersten dauerhaften Gehirnfunktionsstorungen fiih-

Bilirubin-Bestimmung oder auch die CSF-Bilirubin ist eine Analytik aus
dem klinischen Bereich. Bei dieser Analytik wird Hirnflissigkeit auf Blut-
fragmente untersucht. CSF-Bilirubin = cerebrospinal fluid bilirubin.
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APPLIKATION

Pigment Absorptionsbereich 0,060
Oxyhamoglobin zwischen 410 und 418 nm A Oxvhsmodlobin
Bilirubin breite Bande von 450 bis 460 nm oder als Schulter H ynamog
in einem Oxyhdmoglobin Signal e fj \
Methamoglobin selteneres Pigment, wenn vorhanden dann als / ‘\
breiteres Signal zwischen 403 bis 410 nm /,-’ |
1
/
Tabelle 1: Auflistung der analytischen Wellenldngen fiir Himoglobine 0 ;" \
W / \
= / \
Basispunkt A = 350 - 400 Basispunkt B = 430 - 530 = / \
L 365 | 00289 _ 0,021 \ / \
NBA b 00304 ™/ \__ Bilirubin
ei 475 nm Beurteilung - .
0,00385714 ™~
\\
Tabelle 2: Kalkulation des Netto Bilirubin-Gehalts NBA nach graphischer Auswertung \
0,020 —
. . . ~
Multikomponentenmessung (w-Elektronen) in Materialien,
erforderlich deren Spektren im Anschluss an O 1 1 1 1
N, . 350,0 400,0 450,0 500,0 550,0 600,0
die Himoglobin-Spektren zu er- am
Die zuvor erwihnten Farbpigmen-  warten sind. '
e des Hémoglobins eignen sicb fiir ) ) S Abbildung 1: Darstellung eines UV-VIS-Absorptionsspektrums einer Bilirubin-Probe, die
die spektroskopische Analyse im Diese flichende Basislinie ist eine einen Anteil an Oxyhdmoglobin bei 415 nm aufweist und eine Bilirubin-Schulter bei 450 bis
sichtbaren Bereich. Die quantitati-  Herausforderung fiir die automa- 460 nm, aufgenommen mit der UVProbe Software

ve, aber auch qualitative Bestim-
mung sowie die Darstellung der
Farbe ist die Domine der UV-VIS-
Spektroskopie.

Mit der Gehirnflissigkeit liegt ei-
ne Mischung vor, die nicht nur
durch die Himoglobine reprisen-
tiert wird. Sie erfordert eine Multi-
komponentenmessung, weil sich
alle Spektren der einzelnen Kom-
ponenten bei der Messung tiberla-
gern (Superposition). In diesem
Fall wird keine gerade Basislinie
gemessen, so wie man diese in der
Flissigkeitsanalytik erwartet, son-
dern eine steigende Basislinie in
den UV-Bereich hinein. Dieser Ef-
fekt erscheint durch Substanzen,
die auf die UV-Strahlung reagie-
ren, wie Proteine oder andere
hochenergetische Verbindungen

tisierte Analyse von kleinsten Ma-
xima oder Schultern in einer Sig-
nalstruktur. In der Analytik wer-
den diverse Methoden eingesetzt,
um diese Pigmente aufzutrennen
(HPLC) oder es werden grobe
Schnelltests durchgefiihrt. Mit den
Gitter-Spektrometern kann man
ein schnelles Screening der Himo-

globine durchfiihren.
Definierte Messmethode

Nach Beetham ist die Messpro-
zedur festgelegt, wonach in dem
sichtbaren Bereich von 350 bis
600 nm gemessen werden soll. Die
analytischen Wellenlingen fur die
Himoglobin-Farbpigmente sind
in Tabelle 1 aufgelistet. Die Metho-
de verlangt korrigierte Signalho-
hen, was durch die Basislinie/Tan-

Oxyhdamoglobin mit NBA unterhalb des Referenzwertes
0,06
0,05 //\\
0,04
z N / \
£ onp= =_
5
0,01
0 T T T T
350 400 450 500 550 600
nm.
Abbildung 2: Darstellung des Absorptionsspektrums einer Bilirubin-Probe und die
Darstellung der zur Bandenkorrektur benutzten Basislinie
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gente unter den Signalen/Banden
realisiert wird. Netto-Bilirubin-
Absorption wird an der festen
Wellenlinge 476 nm bestimmt.

Beetham gibt die Auswertung der
Spektren vor. Eine Angabe ist,
dass die Basislinie unter dem Sig-
nal niemals das Signal kreuzen
darf. Diese strikte Anweisung
fiihrt dazu, dass automatisiertes
Auswerten nicht zum richtigen
Ergebnis fiithren kann. Es ist eine
manuelle Auswertung gefragt, mit
der man die Basispunkte unter ei-
nem Signal konkret fixieren/korri-
gieren kann.

Um diese Aufgabenstellung zu 16-
sen, wurde ein Excel-Blatt entwi-
ckelt, in dem gemessen, das Spek-
trum dargestellt und manuell die
Basislinie verschoben werden
kann. Im Auswertebereich werden
alle benotigten Werte der Probe
wiedergegeben.

Abbildung 2 zeigt die Sicht des
Spektrums aus dem Excel-Blatt.
Die Auswertung ist in Tabelle 2
zu finden.

Fiir die Analyse wurde das
Shimadzu UV-1800 Spektralpho-
tometer eingesetzt. Das Spektrum
wurde in dem Bereich von 350 bis
600 nm gemessen. Die Probe wur-
de mit einer 1-cm-Kiivette gemes-
sen. Der Grenzwert von 0,007-
Abs-Einheiten wurde in diesem
Beispiel unterschritten.

Zusammenfassung

Mit dem Einsatz einer Excel-Me-
thode kann die Kalkulation des
Netto-Bilirubin-Anteils einfach
bestimmt werden. Der Einsatz ei-
nes Makros macht es einfach, die
Bestimmung an lokale Gegeben-
heiten anzupassen, womit unter-
schiedliche Ausgabeformate und
Anpassung an individuelle Formu-
lare gemeint sind. Andererseits ist
es einfach, das Makro um andere
Applikationen zu erweitern. Die
direkte Instrumentensteuerung
des UV-1800 bringt die Daten
direkt in die Auswertung. Es kon-
nen aber auch Ergebnisse aus der
UVProbe Software eingelesen
werden, die automatisch mit dem
UV-1800 geliefert wird.

Literatur

[1] .National Guidelines for Analysis of
Cerebrospinal fluid for Bilirubin in Sus-
pected Subarachnoid Haemorrhage®,
Draft 1; R. Beetham, M.N. Fahie-Wilson,
1. Holbrook, 1.D. Watson, P.R. Wenham,
P.A.E. White, P. Thomas, A.M. Ward,
A. Cruickshank, G. Keir, W. Egner, K. Allen

3/2014



sy

T peesasozu

TOC-Applikationshandbuch

Is ein fithrendes Unterneh-
A men in der TOC-Techno-

logie setzt Shimadzu mit
seinen Analysatoren seit Jahrzehn-
ten Standards. Der enorme Erfah-
rungsschatz in der TOC-Analytik
flie8t kontinuierlich in die Ent-
wicklung der TOC-Systeme ein.
Bei online-Analysatoren sowie bei
Labor-TOC-Systemen driickt er
sich aus durch hochste Flexibilitit,
hohe Verfiigbarkeiten, enorme Ro-
bustheit und Stabilitit, einfache
und intuitive Bedienung und mo-
dernste Steuerungs- und Auswerte-
Software. Anwender profitieren
durch personliche Unterstiitzung;
viele zusitzliche Funktionen er-
leichtern ihre Arbeit und schaffen
Freiraum fur andere wichtige Auf-

gaben.

2012 hat Shimadzu die verfiigba-
ren Erfahrungen und Informatio-
nen in dem ersten TOC-Applika-
tionshandbuch zusammengefasst.
Die nun veré6ffentlichte zweite Re-
vision erweitert die bestehenden
Kapitel, so dass nun 50 Applika-
tions- und Informationsschriften
auf mehr als 100 Seiten dargestellt
sind.

3/2014

1. Environmer

[E SHIMADZU
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-
4. TOC sp

Sum Parameter
Applications

Das TOC-Handbuch umfasst fol-
gende Kapitel:

1. Umweltanalytik

Der TOC wird in den unterschied-
lichsten Umweltmatrices analy-
siert — von Grund- bis zum Meer-
wasser, von Trink- bis zum Ab-
wasser, vom Boden bis zum Klir-
schlamm. Von den unterschiedli-
chen Umwelt-Applikationen und
ithren ungleichen Herausforderun-
gen handelt dieser Part.

2. Pharmazeutische Industrie
Die Bestimmung des , TOC® ist in
der Pharmakopoeia (beispielswei-
se Europiische Pharmakopoeia =
EP) beschrieben. Der Summenpa-
rameter dient als Maf} der Verun-
reinigung durch organische Kom-
ponenten. Nicht nur das Verfah-
ren selbst ist beschrieben, sondern
auch eine Prifung, um die Eig-
nung eines TOC-Analysators fiir
die Analytik zu belegen. Aktuelle
Anderungen in der amerikani-
schen Pharmakopeia und ihre Aus-
wirkung auf die Validierung sind
in einer neuen Applikationsnote
dargestellt. Auflerdem werden die
unterschiedlichen Probenahmen

2. Pharmaceutical industry

2 EHMADEL

3. Chemical industry

fiir die TOC-Analytik in der Rei-

nigungsvalidierung beschrieben.

3. Chemische Industrie

In der chemischen Industrie hat
die Wareneingangskontrolle einen
hohen Stellenwert. Die Verunrei-
nigungen der Edukte sind oft auch
die Verunreinigungen der Produk-
te. Neben der gezielten Analyse
von bekannten Verbindungen hel-
fen Summenparameter dabei, die
Einsatzchemikalien hinsichtlich
ihrer Verunreinigungen zu beur-
teilen.

4. TOC-Spezialapplikationen

Der Summenparameter TOC ist
durch seine Aussagekraft vielseitig
einsetzbar. Neben Umwelt, Phar-
mazie oder chemischer Industrie
kommt der TOC in zahlreichen
weiteren Applikationen zum Ein-
satz.

5. Rund um den TOC

Dieser Applikationsbereich be-
schiftigt sich mit den einzelnen
Modulen, Kits, Optionen und
unterstiitzenden Funktionen der
Shimadzu-TOC-Analysatoren.
Aber auch Begrifflichkeiten und

APPLIKATION

Neu: TOC-Applikationshandbuch,
2. Version onine: undtaborroce

Methoden werden beschrieben.
Hinzu gekommen sind hier Infor-
mation iiber verwandte Summen-

parameter wie z.B. BSB und CSB.

6. TOC-Prozess-Analytik

Gerade in der Prozessuberwa-
chung ist es wichtig, schnelle, kon-
tinuierliche und aussagekraftige
Informationen iiber die organische
Belastung von Wissern zu erhal-
ten. Bei der TOC-Prozess-Analy-
tik wird die Probe stetig dem
Messgeriat zugefiihrt und gemes-
sen. So kann die Messwarte schnell
auf eventuelle Prozessinderungen
reagieren.

Der Analysator lasst sich mafige-
schneidert jeder Aufgabe anpas-
sen.

Weitere Informationen

&];
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www.shimadzu.eu/shimadzu-news-2014
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handbuch (PDF)




AKTUELLES

Dialog auf Augenhohe

6. TOC-Anwendertreffen, Marz 2014

Abbildung 1: Interessiertes Publikum beim TOC-Anwendertreffen in Miinchen

TOCO

Abbildung 2: Logo des TOC-Expertenzirkels

D Analytik gibt Shimadzu
seit 2004 mit den TOC-

Anwendertreffen ein regelmafli-

ges Forum. Der Austausch von
Erfahrungen und Applikationen

en Fachleuten der TOC-

EXPERTENZIRKEL
BY SHIMADZU

Methodik kommt zumeist in der
Umweltanalytik und in der phar-
mazeutischen Industrie zum Ein-
satz.

Der Summenparameter ist aber

kationen vorstellen.

Shimadzu TOC-Expertenzirkel -

Um die Vernetzung und den Austausch innerhalb der TOC-Community
weiter zu fordern, hat Shimadzu auf dem 6. TOC-Anwendertreffen den
Shimadzu TOC-Expertenzirkel gegriindet. Dort werden spezifische Fragen
behandelt, aber auch markante TOC-Themen gesetzt. Beide werden
dann in einem eigenen TOC-Newsletter beantwortet oder besprochen.
Zudem ist geplant, dass die Anwender sich selbst und ihre TOC-Appli-

Interessenten wenden sich bitte formlos per Mail unter
.T0C@shimadzu.de” an den Expertenzirkel.

Teilnehmer willkommen

beliebt. Dadurch, dass der TOC
die gesamte Belastung durch or-
ganische Verbindungen angibt, ist
er ein universeller Parameter — ob
bei der Bestimmung der Biomasse
oder von Spuren organischer Sub-
stanzen.

Im Mirz dieses Jahres hat das
TOC-Anwendertreffen zum
sechsten Mal stattgefunden — mit
130 Anwendern in Berlin, Duis-

Gastreferenten aus Industrie und
Institutionen sowie Spezialisten
von Shimadzu zeigten die Band-
breite der TOC-Anwendungen.
Dabei beriicksichtigten sie auch
die Geritetechnik mit niitzlichen
Hinweisen fiir die tagliche Arbeit.
Pointierte Diskussionen und pra-
xisorientierte Vortrige wechselten
einander ab und fiithrten zu einem
intensiven Erfahrungsdialog.

steht im Mittelpunkt. Die TOC-  auch in anderen Branchen duflerst  burg und Minchen.
Shimadzu live
ISC Composites Europe WMF EBF Aeromart

14.09.-18.09.2014
Salzburg, Osterreich
www.isc2014.at

07.10.

-09.10.2014
Diisseldorf, Deutschland
WWW.composites-europe.com

10.11.-12.11.2014

Wien, Osterreich
www.shimadzu.eu/world-
mycotoxin-forum

19.11.-21.11.2014
Barcelona, Spanien
www.europeanbio
analysisforum.eu

02.12.-04.12.2014
Toulouse, Frankreich
www.bciaerospace.com
[/toulouse

Wenn Sie die Shimadzu News regelmaBig erhalten wollen, senden Sie uns einfach
lhre Post-Adresse an folgende E-Mail: shimadzu-news@shimadzu.eu

Registrieren Sie sich fiir unseren Newsletter: www.shimadzu.eu/newsletter
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