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Ein neuer Name, ein
neues Design — doch

die Inhalte wie gewohnt
fachlich versiert. Das
Shimadzu ,,Secrets of
Science* Magazin lost
die bisherige Shimadzu
NEWS ab. Ob tatsach-
lich die Geheimnisse der
Wissenschaft gelost
werden konnen, bleibt
spannend.

Mit technischen Trends, wie Automati-
sierung, Miniaturisierung und Kopp-
lungstechniken, hat Shimadzu in den
letzten Jahren wesentliche Impulse
im Markt gesetzt und initiiert neue
Entwicklungen. Besonders die Digita-
lisierung bietet technologisches sowie
kreatives Potenzial. Das gilt fiir die
Medizintechnik und die instrumentelle
Analytik ebenso wie fir das Kunden-
magazin von Shimadzu. Als Stimme in
die Scientific Community ist auch hier
Weiterentwicklung gefragt. Unter dem
neuen Titel ,,Secrets of Science” er-
moglicht es noch mehr Insights und
Interaktion.

Zwei auf einen Streich

Zukinftig erscheint das Magazin in
zwei Versionen — einmal als Printaus-
gabe und einmal in digitaler Form.
Die Printversion eignet sich fiir den
schnellen Uberblick und ist durch

die Gestaltung der Beitrage auch

fir Produkt- und Marktfremde

interessant.

Kundenmagazin erstrahlt
n neuem Glanz

Mehr Insights, wie zuséatzliche Chro-
matogramme und inhaltliche Details,
bietet die digitale Ausgabe — so opti-
miert, dass sie sich perfekt auf mobi-
len Endgeraten darstellen lasst. Dort
finden auch Experten die Einblicke fir
ihre fachspezifische Vertiefung. Einfach
zu erreichen tber den QR-Code im
Inhaltsverzeichnis der Printversion.

Leichte Zuordnung, schneller Zugriff

Auch die Kategorisierung der Inhalte
wurde angepasst. Es gibt Kategorien
mit unterschiedlichen Themenschwer-
punkten — von produkt- und applikations-
fokussierten Artikeln, iber Weiterent-
wicklungen bis hin zu Events, Inter-
views sowie Service-Themen und
Tipps & Tricks.

Dem Ursprung treu bleiben

Wie bislang die Shimadzu NEWS, gibt
es die ,,Secrets of Science” drei Mal im
Jahr in Deutsch sowie Englisch. Gast-
autoren aus Wissenschaft und Indus-
trie geben Insights in ihre Aufgaben-
stellungen und Applikationen. Die
Einteilung in Produkt- und Marktkate-
gorien besteht fort und erhalt eine
neue Darstellung.

Viel Spafs beim Entdecken des
neuen Magazins!

Anregungen und Kritik sind herzlich
Willkommen.
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Kein Grund zur Skepsis

Die neuen Shim-pack Scepter-Saulen fur LC/LCMS
sind robust und aufserst pH-stabil

ﬂ
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Klaus K. Unger, Stefan Lamotte: ,Chromatographie: Trennsdulen in der analytischen HPLC* [1]

Dr. Carola Thiering, Shimadzu Europa GmbH

Die neuen Shim-pack Scepter-Saulen mit Hybridmaterialien vereinen die
Vorteile von silika- sowie polymerbasierten Saulen: sie sind effizient,

druckstabil und tolerieren weite pH-Bereiche. Zudem gibt es sie als metall-

freie Varianten, etwa fiir sensitive LC/MS-Messungen von biologischen
Proben oder chelatisierenden Substanzen.

Vielmehr ist sie das Herzstlick einer
Analyse, zusammen mit dem Eluenten,
und je nach Analyseziel bieten sich
spezifische Saulen an. In ihrem Auf-
bau und ihrer Packung fliefsen inter-
disziplinares Wissen zusammen; ihre
Selektivitat beispielsweise hangt von
zahlreichen Material- und Verfahrens-
parametern ab.

Um ein optimales Leistungszusam-
menspiel aller Teile einer HPLC-
Anlage zu unterstltzen, spielen naht-
lose Qualitats- und Transportketten
besonders in High-Tech-Anwendun-
gen eine wichtige Rolle. Die Nutzer
profitieren dabei von einer Zuliefe-
rung aus einer Hand und den aufein-
ander abgestimmten Komponenten
und Prozessen. Daher sind Zubehore
und Consumables ein integraler Be-

»Die Trennsdule ist ein High-Tech-Produkt und nicht eine Rohre, die mit Schlamm gefiillt ist.«

standteil einer Komplettlosung von
Shimadzu.

Mit einer neuen Serie von LC-Saulen
erhalten die Anwender ein Mehr an
Flexibilitat. Die neuen Saulen aus der
Shim-pack Scepter-Serie sind mit
Hybridmaterialien gepackt und als
Metall- sowie metallfreie Varianten
erhaltlich. Sie erganzen das silika-
basierte, Core-Shell- und Polymer-
saulen-Sortiment und decken eine
grofsere Menge an Applikationswiin-
schen als zuvor ab. Die wesentlichen
Vorteile von Hybridmaterialien sind
ihre pH-Stabilitat und Robustheit.
Aufserdem sind sie in vielen verschie-
denen Partikelgrofsen sowie Dimen-
sionen verfligbar und somit zwischen
UHPLC, HPLC und praparativer LC
skalierbar. —
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Organo-Silika-Hybrid-Saulen

Aber wie genau kann man sich eigentlich Organo-Silika-
Hybridmaterial vorstellen? Die Partikel sind organisch/
anorganische silika-basierte Hybridmaterialien, oder
anders ausgedruckt: sie basieren auf Hybrid-Silika-Gel
(Abbildung 1), fiir deren Produktion Tetraethoxysilan und
1,2-bis(triethoxysilyl)ethan als Edukte verwendet werden.

Das entstandene Hybridmaterial ist schematisch gezeigt.
Dabei stellt die obere Schicht die Oberflache dar und die
untere die interne Struktur des Partikels. Es wird deutlich,
dass die Siliziumatome nicht nur durch ein Sauerstoff-
atom verbunden sind, sondern teilweise auch durch eine
Ethylenbriicke. Durch diese Kombination von Silikagel

mit Organikanteilen wird das Material sehr robust und
pH-stabil.

Auch die Silanolgruppen an der Oberflache werden zum
Teil durch eine Ethylenbriicke ersetzt. Die hierdurch
erreichte Abnahme der Silanol-Gruppen an der Ober-
flache ist mafsgeblich fir die Erhohung der Stabilitat
und Inertheit des Kieselgels verantwortlich, da es
gegeniiber chemischen Angriffen abgeschirmt ist.

Dadurch sind die Hybridmaterialien vielseitig fiir die

HPLC einsetzbar. Vorteile sind

- eine hohe Lebensdauer, sogar unter harschen
Bedingungen wie einem hohen pH-Wert oder einer
hohen Temperatur,

- generell eine hohe chemische und physikalische
Bestandigkeit,

- eine gute Peakform fiir alle Arten von Verbindungen und

» Reproduzierbarkeit.

Die Selektivitat ist auch Gber verschiedene Partikelgréfsen
gleich, daher ist der Methodentransfer zwischen UHPLC
und HPLC sehr einfach. Durch die praparativen Saulen im
Portfolio ist der Methodentransfer sogar auf die prapara-
tive LC Ubertragbar.

Leichter Methodentransfer; sensitive Messungen

Saulen mit Hybridmaterialien vereinen die Vorteile
von silika-basierten und von polymerbasierten Saulen:
Sie sind effizient und druckstabil, aufgrund ihrer
mechanischen Stabilitat. Zudem weisen sie eine hohe
Toleranz gegenliber basischen, mobilen Phasen auf
und eine geringe Silanol-Aziditat. [1]
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Abbildung 1: Herstellung und Aufbau des _C)I .
Hybrid-Silika-Gels [1]
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Abbildung 4: Die Shim-pack Scepter-Saulen bieten eine hohe Stabilitat, auch unter niedrigen sowie hohen pH-Werten. Peaks: 1: Saccharin
(pKa = 2,2), 2: Dextrometorphan (pKa = 8,3), 3: Amitryptilin (pKa = 9,4), 4: n-Butylparaben (pKa = 8,3), 5: Ibuprofen (pKa = 4,4).

Ein weiterer Vorteil ist, dass es das Scepter-Portfolio
auch mit metallfreien Varianten gibt, die sehr effektiv
flr sensitive LC/MS-Messungen von chelatisierenden
Substanzen sind, die ansonsten starkes Tailing zeigen
wirden. Also kein Grund zur Skepsis — denn insgesamt
bilden die Shim-pack Scepter-Saulen ein grofses
Sortiment und sind durch das Hybridmaterial aufserst
robust und langlebig.

Shim-pack Scepter-Portfolio: fiir zahlreiche
Applikationen mit diversen Substanzen

Das Scepter-Portfolio deckt verschiedenste stationare
Phasen und Dimensionen ab. Zu jeder stationaren
Phase gibt es aufserdem eine passende Vorsaule mit
Halter. In Tabelle 1 sind alle Phasen mit den jeweiligen
Spezifikationen gezeigt.
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Alle Saulen sind robust innerhalb eines weiten pH-
Bereichs. In den Chromatogrammen in Abbildung 4
(Messparameter und Methoden werden im Folgenden
erlautert) wird die Stabilitat deutlich. Die Ergebnisse
der Analysen auf den verschiedenen, stationaren
Phasen sind dort bei verschiedenen pH-Werten

(2,9; 6,2 und 9,1) gezeigt.

Da hier dieselbe Methode fir alle Phasen bei verschiede-
nen pH-Werten verwendet wird, sind nicht immer alle
Substanzen optimal voneinander getrennt. Bei den
Chromatogrammen, die mit dem roten Kreis markiert
sind, sind alle Substanzen voneinander getrennt. Die
Chromatogramme mit dem blauen X weisen coeluierende
oder nicht bestimmbare Peaks auf. Insgesamt wird deut-

lich, dass die Saulen eine hohe Stabilitat bei verschiede-
nen pH-Bereichen zeigen und dennoch eine sehr gute
Trennleistung haben. —>
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Auch die verschiedenen Retentionsmechanismen werden
in Abbildung 4 deutlich: Die HD-C18 zeigt bei kritischen
Substanzen eine bessere Trennleistung als die C18.

Die C8-Phase zeigt wie erwartet weniger Retention als
die C18-Phasen, wohingegen die Phenyl- wie auch die
PFPP-Phase ganz andere Trennmechanismen haben,
wodurch sich hier teilweise die Retention umkehrt

bzw. stark verschiebt. Zusammenfassend bietet das
Shim-pack Scepter-Portfolio die passende Saule fir
zahlreiche Applikationen mit verschiedensten Sub-
stanzen.

Messparameter und Methoden

Saulen: Shim-pack Scepter (50 mm x 2,0 mm I.D., 5 ym)
0,1 min: 95 % H,0, 5 % ACN

—> 10 min: 10 % H,0, 90 % ACN

10-15 min: 10 % H,0; 90 % ACN
Ofentemperatur: 25 °C

0,2 ml/min

230 nm

Mobile Phase:

Flussrate:
Detektion:

Metallfreie Saulen im Sortiment

Die verschiedenen Saulen des Shim-pack Scepter-Port-
folios sind auch metallfrei erhaltlich und runden das
Angebot ab. Es umfasst an metallfreien Saulen nicht
nur die auf silikagel-basierte G-Serie, sondern auch die
organosilikahybrid-basierte Scepter-Reihe.

Den schematischen Aufbau der metallfreien Saulen zeigt
Abbildung 5. Dort ist gut zu erkennen, dass die Partikel
als Fullmaterial nicht direkt mit dem Edelstahlkérper in
Kontakt kommen, da dieser mit einer Schicht aus Poly-
etheretherketon (PEEK) ummantelt ist. Sie betrifft auch
die Verbindungsstiicke der Saule, sodass die zu untersu-
chende Probe nicht mit Edelstahl in Kontakt kommt.

Gerade bei biologischen und chelatisierenden Proben ist
dies ein grofder Vorteil. Sie wechselwirken mit Metall und
wirden deshalb ohne PEEK-Ummantelung keine symmet-
rische Peakform und starkes Tailing zeigen, oder sogar
eine Abnahme der Signalintensitat durch Adsorption. Die
Kombination aus Edelstahlkérper und PEEK-Ummantelung
ist hierbei sehr gut: Der Edelstahlkérper ist stabil und
bietet der Saule so eine hohe Druckstabilitdat, wohingegen
die PEEK-Ummantelung die bendtigte Inertheit mitbringt.
Die metallfreien Saulen sind auch fiir LCMS-Analysen sehr
gut geeignet und zeigen dort eine hohe Intensitat.

Partikel

PEEK

Edelstahlkdrper

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der
metallfreien Shim-pack Scepter-Saulen

Shim-pack

Scepter

Trifunktional Trifunktional

Umgekehrte Phase

‘ Diol-HILIC

Trifunktional

Cc18 ci8 i i i i
Ligandentyp ; : Trifunktional C8 Trifunktional C4 Trifunktional Pentafluoro- _Trlfunktlonal
Allgemeiner Typ mit hoher Phenylbutyl phenylpropyl Dihydroxypropyl
Standard Typ  Belegungsdichte
Partikel Organic Silica Hybrid
Partikelgrofie 1,9 um, 3 ym, 5 um
Porengrofie 12 nm 8nm 12 nm 30 nm 12 nm
Endcapping Proprietar Keine
pH Bereich 1-12 1-10 1-8 2-10
100% wassri- . .
ger Zustand Ja Nein Nein Ja Ja Ja N/A
Lk L1 L1 L7 L26 L11 L43 L20

Klassifizierung

Anwendung

Wann ist es sinnvoll, in eine HPLC-Saule mit Hybridmaterial
wie die Shim-pack Scepter zu investieren? Wie so oft rich-
tet sich dies nach der Applikation. Die Scepter-Serie zeigt
vor allem ihre Vorteile, wenn wahrend der HPLC-Analyse
harsche Bedingungen herrschen. Sie bietet Stabilitat auch
bei einem hohen pH-Wert und hohen Temperaturen. Auch
flr Methodenentwicklung oder Methodenskalierung zwi-
schen UHPLC, HPLC und praparative LC sind die Scepter-
Saulen bestens geeignet, da sie in vielen Dimensionen
und Partikelgrofsen verflighar sind und dabei die gleiche
Trennleistung liefern.

Hinweis
Weitere Informationen und Literaturhinweise entnehmen Sie bitte
der digitalen Version dieser Ausgabe.
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Tabelle 1: Die verschiedenen stationaren Phasen der Shim-pack
Scepter Serie mit den jeweiligen Spezifikationen
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Das britische Unternehmen ATDBio
ist darauf spezialisiert, qualitativ
hochwertige Oligonucleotide fiir an-
spruchsvolle Anwendungen herzu-
stellen, einschliefilich fiir COVID-
19-Testkits. Um die Nachfrage nach
Oligonucleotiden seit Pandemie-
beginn zu bedienen, hat ATDBio sei-
ne Produktion erweitert und noch-
mals mehrere LC-Systeme von
Shimadzu erworben. Das erméglicht
ATDBio, Oligonucleotide in unter-
schiedlichen Mafdstiaben zu synthe-
tisieren — von kleinsten bis zu sehr
grofien Mengen an Primern und
Sonden fiir COVID-19-Tests — und
wird so auch weiterhin einen signifi-
kanten Beitrag zur Bekampfung der
Pandemie leisten.

Synthetische Oligonucleotide, kleine
Abschnitte von Einzelstrang-DNS und
-RNS, hergestellt Giber eine chemi-
sche Synthese, haben eine wichtige
Bedeutung in der Molekularbiologie,
der Genetik, der Medizin und dariiber
hinaus. Als Hauptkomponenten in
COVID-19-Testkits haben sie fiir Auf-
merksamkeit gesorgt.

Dr. Tom Brown jun., Leiter von ATDBio

Effektive Losungen fiir
komplexe Probleme

ATDBIio, mit Sitz in Southampton und
Oxford, nimmt wahr, wie sich das
Tatigkeitsfeld des Unternehmens seit
Beginn der Pandemie verandert. Dr.

Tom Brown jun., Leiter von ATDBio,
erklart: »Alle gegenwartigen geneti-
schen COVID-19-Testverfahren be-
noétigen synthetische Oligonucleo-
tid-Primer und -Sonden. Wir unter-
stiitzen unsere Kunden aus Kliniken
und Privatunternehmen, einfachere,
schnellere und genauere diagnosti-
sche Verfahren zu entwickeln. Wir
wurden seit Beginn der Pandemie
mit Anfragen iiberschwemmt, und
wir fahren unser Oligonucleotid-
Synthesepotenzial drastisch hoch,
um die Nachfrage zu decken.«

Der Ruf von Shimadzu hinsichtlich
Robustheit und Langlebigkeit der
Produkte sowie Innovationsstarke
und Kundenservice waren fiir ATDBio
entscheidend, Nexera Prep LC-Sys-
teme fiir seinen Produktionsablauf
auszuwahlen.

Dr. Brown: »Fast in jedem Labor, in
dem ich gearbeitet habe, scheint ein
bewdhrtes UV/Vis-Spektrometer
noch immer ohne Probleme seine
Dienste zu tun. Ich erinnere mich
auch, dass ich als Student 2002 vom

-~
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Dr. Asha Brown, Leiterin von ATDBio

Gewinn des Nobelpreises fiir
Shimadzu gelesen habe. Spater be-
suchten wir das Shimadzu-Labor in
Milton Keynes, trafen einige Mitar-
beiter und waren von ihrem Fach-
wissen beeindruckt, der Bereit-
schaft, unsere Herausforderungen
zu verstehen, und der Fahigkeit, fiir
uns ein System zu finden, das ideal
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zu unserem Bedarf passt. Das Ver-
standnis von Shimadzu fiir unsere
Bediirfnisse, zusammen mit der
Lieferung und Unterstiitzung einer
zuverlassigen Losung, libertrafen
jede unserer zuvor gemachten
Erfahrung.«

Dr. Brown fligt hinzu »Im Rahmen
unserer jiingsten Erweiterung haben
wir zusatzliche LC-Systeme von
Shimadzu angeschafft. Wir syntheti-
sieren Oligonucleotide in unter-
schiedlichen Mafdstiaben, von sehr
kleinem Umfang fiir Forschungs-
zwecke bis zu sehr grofden Mengen
an qPCR sowie LAMP-Primern und
-Sonden fiir COVID-19-Tests. Fahig
zu sein, zuverlassig liber eine grofde
Bandbreite von Synthesemengen zu
arbeiten, ist fiir uns essenziell.«

Schnelle Analyse von
Nanokonstrukten mit minimaler
Probenaufreinigung

ATDBio engagiert sich auch mafdgeb-
lich in Forschung & Entwicklung, was
das Unternehmen als wesentlich an-

—VOICES

sieht, um an der Spitze im Segment
Nucleinsauren zu bleiben. Dr. Brown:
»Zu jeder Zeit sind wir in verschie-
dene Forschungsprojekte eingebun-
den. Ein aktuelles beinhaltet die
DNS-Nanotechnologie, die Oligo-
nucleotide als Baumaterialien ein-
setzt, um grofie DNS-Nanokonstruk-
te zu erzeugen, die das Potenzial
zum Wirkstoffanwendungssystem
haben.«

ATDBio wird weiterhin dazu beitra-
gen, die COVID-19-Pandemie zu
bewaltigen sowie die Bereitschafts-
planung fiir zuklnftige Ausbriiche zu
verbessern. Dabei spielt auch
Shimadzu eine Rolle.

Hinweis

Weitere Informationen und Literatur-
hinweise entnehmen Sie bitte der digitalen
Version dieser Ausgabe.
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esundheit

10 SE-Anwendung zur Quantifizierun
von A) und Linolensaure (ALA) in Olivent
PhD. Joanna Grzelczyk, PhD. Ilona Gatazka-Czarnecka,

Prof. PhD. hab. Grazyna Budryn, PhD. Joanna Oracz,
Lodz University of Technology, Institute of Food Technology

and Analysis, Poland

Sie sind wichtig fiir den Stoffwechsel des
menschlichen Korpers, fiir Knochen, Haut und
Haargesundheit: die Omega-6-Fettsauren.

Als ein essentieller Nahrstoff miissen sie von
aufden zugefiihrt werden. Sie kommen in vie-
len Lebensmitteln vor, insbesondere in pflanz-
lichen Olen und Niissen. Zur Familie der
Omega-6-Fettsauren zdhlen zum Beispiel die
alpha-Linolensaure (ALA) und die namentlich
ahnliche Linolsaure (LA). Spielt die alpha-
Linolensaure eine Rolle bei Entziindungs-
prozessen und deren natiirlicher Bekampfung,
so ist Linolsaure wichtig fiir die Hautgesund-
heit. Doch wie lange entfalten sie ihre volle
Wirkung durch die Lebensmittel, wie lange
sind sie darin stabil?

Diesen und ahnlichen Fragen geht das Institut
fir Lebensmitteltechnologie und -analyse nach,
das an der Technischen Universitat Lodz in
Polen zu Hause ist. Es analysiert bioaktive
Verbindungen in Nahrungsmitteln wahrend
Wachstum, Zucht, Lagerung, Verarbeitung so-

wie Aufbewahrung und Vertrieb. Brot, Fleisch,
Gemiise und Friichte ebenso wie Kaffee werden
dabei beziiglich ihrer Wirkung gegeniiber Zivili-
sationskrankheiten beleuchtet. Derzeit untersu-
chen die Forscher die Stabilitat von Omega-
Fettsduren und entwickeln regelméafsig neue
Analyse-Techniken zu diesem Thema.

Antioxidative Eigenschaften von
ALA und LA in Olivendl

Olivendl ist die vorrangige Quelle von ,,gesun-
den Fetten“. Es wird u.a. als Dressing fiir Salate,
als Brotaufstrich oder als Kurzbratfett verwen-
det. Olivendl ist fiir seinen hohen Gehalt an
Antioxidantien bekannt, die sogenannten freien
Radikalen entgegenwirken, also bestimmten
Sauerstoff- oder Stickstoffverbindungen, die
die Hautalterung und die Entstehung bestimm-
ter Krankheiten beglinstigen.

Linol- (LA) und Linolens&aure (ALA) sind als star-
ke Antioxidantien bekannt und miissen mit der

L 5N A
*’ ) - LA

W

taglichen Nahrung aufgenommen werden, um
die korrekte Funktion des Korpers effektiv zu
unterstiitzen. [1] Der wissenschaftlichen For-
schung folgend schiitzen ALA und LA den
Organismus und helfen gegen Arteriosklerose,
Entziindungen, neurodegenerative und Krebs-
Erkrankungen. Interessanterweise wurde beob-
achtet, dass ALA die Bildung von Krebsmeta-
stasen bremst. [2]

Leider gehdren ALA und LA nicht zu den stabi-
len Verbindungen. Deshalb ist es wichtig, Pro-
dukte, die diese gesundheitsfordernden
Inhaltsstoffe (Nutraceuticals) enthalten, sorg-
faltig zu lagern. Wegen ihrer chemischen
Instabilitat ist es wichtig, Olivendle an dunklen
und kihlen Orten aufzubewahren. In einer aktu-
ellen Studie hat das Institut die ALA- und LA-
Gehalte in diversen Olivendlen, welche mit und
ohne stabilisierende Additive gelagert wurden,
verglichen und den Einfluss unterschiedlicher
Verpackungen auf die Qualitat des Ols nach
dem Offnen untersucht.
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Material, Probenaufbereitung
und Analyse

Die Forscher untersuchten fiinf bei polnischen
Einzelhandlern gekaufte Olivendle der Quali-
tatsstufe ,.extra virgine®. Drei Ole kamen aus
Italien, zwei aus Griechenland. Die italienischen
Produkte enthielten 98 % kalt gepresstes nati-
ves Olivendl und 2 % natlrliche Additive:
Extrakte von Zitrone, Basilikum und Pilzen aus
dem Okolandbau. Sie waren in leicht geténtem,
griinem Glas abgepackt. Die griechischen Ole
enthielten 100 % kalt gepresstes Olivendl ,,ex-
tra virgine“. Eines war in dunklem Glas abge-
fillt, dabei komplett etikettiert, das andere in
einem Kanister (synthetisches Material C/
LDPE). Alle Proben wurden bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Die Ole wurden mit mehreren
Lésungen flr die Nachweisprozedur vorbereitet
und sofort danach mit einem GCMS-QP2010
Massenspektrometer analysiert. (Nahere
Spezifikationen siehe Digitalversion des
Artikels.) —
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Ergebnisse

Die Analyse ergab,
dass der hochste
LA-Gehaltin 100
%-igem Olivendl
gefunden wurde,
und der hochste

ALA-Gehalt im ‘

Olivendl mit dem vl
Basilikum-Additiv.

Die Ergebnisse ha-

ben gezeigt, dass
alle in dieser
Studie analysier-
ten Ole die aner-
kannten Grenz-
werte fir LA- und
ALA-Konzentra-
tionen gemaf3
Literaturdaten [3]
erfillten. (Mehr
Details und De-
tektionsergeb-
nisse in der Dig-
talversion des
Artikels.)

Grazyna Budryn:
Mitglied des
Forschungsteams

In der nachsten Phase wurde unter-
sucht, wieviel LA und ALA im Verlauf
einer typischen hauslichen Lagerung
nach dem Offnen abgebaut werden.
Dazu lagerte das Olivendl fir eine
Woche an einem kihlen, dunklen Ort
und wurde danach erneut geprift.
Der Gehalt an Omega-3- und Omega-
6-Fettsauren nahm im Verlauf der
Lagerung der gedffneten Behaltnisse
ab. Die Analyse zeigte, dass LA stabi-
ler war (der Verlust betrug 5 - 13 %)
als ALA (mit einem Verlust von 25 -
45 %).

Die beste Verpackung zur Olivendl-
lagerung bestand in dem Kanister, in
dem 95 % der LA (5,45 g/100 ml) er-
halten blieb. Dies zeigt, wie wichtig
es ist, Olivendl sachgemafs zu lagern
und es so bald wie méglich zu ver-
brauchen; eine 2-wdéchige Lagerung
nach Anbruch scheint die Grenze zu
sein. Das ermdglicht, die wertvollen
Bestandteile zu schonen und seine
Eigenschaften als Erganzung zu be-

halten, um den
taglichen Bedarf
an LA in empfoh-
lenen Dosen von
15-20 ml Ol zu
decken. Die ver-
wendete analyti-
sche Methode er-
laubte es, die
Olivendlproben
einfach, schnell
und mit hoher
Empfindlichkeit
zu analysieren.

Fazit

Die Untersuchun-
gen weisen darauf
hin, dass die
beste Verpackung
fir Olivendl ein
Kanister ist, da
der hohe Gehalt
an LA und ALA
wahrend der
Lagerung erhalten
bleibt. Nattrliche
Aromazusatze wie
Zitrone, Basilikum
oder Pilze bewir-
ken einen Ge-
schmackseffekt.
Sie schiitzen das
Ol nicht vor Oxidation, die den Abbau
der wertvollen Fettsauren verursacht.
Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass 100 %-ige Olivendle aus der
Dose grofse Mengen an Antioxidantien
bewahren, um den Kérper mit gesun-
den Fettsauren zu versorgen, was
sich positiv auf seine Funktionen aus-
wirkt.

Hinweis

Weitere Informationen und Literatur-
hinweise entnehmen Sie bitte der digitalen
Version dieser Ausgabe.

VOICES

Prazisionsmedizin: Sicherheit

und Effizienz von Therapien

mentenspiegelbes

Pablo Zubiaur Precioso, »
de Farmacologia Clinica, Hospital Universitario de
La Princesa

Das Team um Dr. Francisco Abad-Santos, am Univer-
sitatsklinikum Madrid, konzentriert sich auf Pharma-
kogenetik, Medikamentenspiegelbestimmung (Thera-
peutic Drug Monitoring = TDM) und Prazisionsmedizin.
Mit TDM lasst sich beispielsweise feststellen, ob die
eingesetzte Dosis noch im therapeutischen Bereich
liegt. Fiir seine Forschung verwendet das Labor-Team
DOSINACO, einen von Alsachim hergestellten Reagen-
ziensatz zur Quantifizierung von Gerinnungshemmern
im menschlichen Plasma.

Alsachim hat mit Dr. Pablo Zubiaur gesprochen, Pharma-
kologe in der Abteilung Klinische Pharmakologie, iber die
Anwendung des Kits und seinen Nutzen.

Wie wiirden Sie die Forschung in Ihrem Labor kurz
umschreiben? Mit unserer Forschung wollen wir die
Prazisionsmedizin voranbringen, also Verfahren und
Arzneimittel, die individuelle Biomarker einzelner Patien-
ten anwenden, um Nutzen und Risiken von Therapien zu
beurteilen. Das umfasst pharmakogenetische Untersu-
chungen sowie Studien zur Medikamentenspiegelbestim-
mung. Beide Strategien verbessern in der klinischen
Praxis die Sicherheit und Effizienz von Therapien, die
Lebensqualitat von Patienten und die Nachhaltigkeit der
Gesundheitssysteme.

Ich bin verantwortlich fir die Koordination des gesamten
Teams aus klinischen Pharmakologen, Labortechnikern,
Doktoranden der Biotechnologie und einigen Bachelor-
Studenten aus unterschiedlichen Disziplinen.

Wie hilft Ihnen DOSINACO bei der Losung beziehungs-
weise Optimierung Ihrer taglichen Arbeit? Warum
haben Sie sich fiir das Alsachim-Reagenzienkit enschie-
den? Wir haben eine Beobachtungsstudie aufgesetzt, in
der es darum geht, das therapeutische Spektrum und die
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Dr. Francisco Abad-Santos (Dritter von links) und sein Team am
Universitatsklinikum Madrid

pharmakogenetischen Marker von Apixaban, Dabigatran,
Rivaroxaban und Edoxaban festzulegen; das sind Blut-
gerinnungshemmer. Die analytischen Bestimmungen mit
einem kommerziellen Kit wie DOSINACO durchzufiihren,
ist fir uns einfacher. Unseren Recherchen nach ist das Kit
das einzige seiner Art auf dem Markt.

Was sind die Trends und Bediirfnisse in Ihrem Sektor,
durch die sich Bedarf fiir den Einsatz von DOSINACO
ergibt? Was sind Ihre Erwartungen an die LC-MS/MS-
Arzneimittelquantifizierung in der Zukunft? Prazisions-
oder individualisierte Medizin ist derzeit in der Entwick-
lungsphase und wird wahrscheinlich in den kommenden
Jahren und Jahrzehnten weitere Verbreitung finden.
Daher ist zu erwarten, dass die Zahl der Labore zuneh-
men wird, die analytische Bestimmungen durchflihren
miissen. Zumindest — wie in unserem Fall — bedeuten
kommerzielle LC-MS-Kits eine betrachtliche Zeitersparnis
fir Labore wie unseres, die ,,klein“ sind und nicht 100 %
ihrer Aktivitat der analytischen Chemie widmen.

&
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And the awards go to...
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MALDImini-1, iMScope QT und Packaging
Box fiir GC mit Red Dot und iF Design Award
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Design macht die Welt schoner und die Produkte funktionaler — in einer zu-
nehmend technisierten Umgebung spielt der intuitive Umgang mit Geraten
eine Schliisselrolle. Das hat mit Nutzerfreundlichkeit zu tun, mit Asthetik
und der Funktionsweise. In der Shimadzu-Produktentwicklung in Japan
beschaftigt sich ein ganzes Team mit Design-Aspekten. Deren Arbeits-
ergebnisse wurden wiederholt mit den wichtigsten Design-Preisen ausge-
zeichnet.

Red Dot Design Award und iF Design Award
fir Shimadzu-Produkte

)

a5 *;«
%

‘%

Beim Design-Gedan von Shimadzu steht nicht die reine Bedienbarkeit
eines Gerats im Vordergrund, sondern vielmehr wie sich Ergebnisse mit
einem System erzielen lassen. User-Experience-Design (UX-Design) und
User-Interface-Design (UI-Design) sind dabei zentrale Stichworte: sie
sorgen flr die intuitive Nutzung eines Produkts, und dass es gut aussieht.
Je ausgekligelter die UX/UI-Lésungen, desto zufriedener die Nutzer und
desto besser die Ergebnisse mit dem System.

N\

Diese Betrachtungsweise spielt eine
grofse Rolle bei dem Design neuer
Gerate. Die UI-Designer begeben sich
wahrend der Entwicklungsphase im-
mer wieder in die Rolle der Anwender
und deren Bedilrfnisse. So entstehen
Systeme, die zugleich asthetisch wie
auch funktional sind — immer mit dem
Nutzererlebnis im Fokus.

Diese Kombination aus Form und
Funktion macht die Systeme von
Shimadzu zu komfortablen und
effizienten Partnern im Labor.

Auch die internationalen Design-
Organisationen haben in den letzten
Jahren die Arbeit von Shimadzu re-
gelmafdig anerkannt. 2021 wurden
drei Shimadzu-Systeme gekiirt.

Ausgezeichnetes Design

Der Red Dot Design Award und der
iF Design Award sind unter den
Top-3 der weltweit wichtigsten
Designpreise. Die internationalen
Juroren beider Auszeichnungen
bewerten die aus aller Welt einge-
reichten Produkte nach Kriterien
wie Innovation, Funktionalitat,
Qualitat, Ergonomie, Asthetik und
Langlebigkeit. Mit einzigartigem
Design setzen die pramierten Pro-
dukte Mafsstabe fir die Zukunft.

Das MS-Imaging System iMScope QT
erhielt den ,Red Dot: Design Award*,
wahrend das digitale Ionen-Massen-
spektrometer MALDImini-1 mit dem
»Red Dot: Best of the Best“ ausge-
zeichnet wurde — dem héchsten Preis
innerhalb des Wettbewerbs.
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Die Packaging Box flir GC sowie das
iMScope QT und das MALDImini-1
erhielten zudem auch den iF Design
Award. Die Auszeichnung wird von
dem iF International Forum Design
aus Hannover vergeben, der weltweit
altesten, existierenden Organisation
fir Design.

Die Zukunft beginnt mit iMScope QT
und MALDImini-1

Das iMScope QT kombiniert das
LCMS-9030 Q-TOF Massenspektro-
meter mit einem optischen Mikroskop
der iMScope-Serie. Es identifiziert
und visualisiert die Verteilung von
spezifischen Molekiilen und eignet
sich fiir medizinische und pharma-
zeutische Anwendungen sowie fiir
Lebensmittel- und Agrar-Industrie.
In der Krebstherapie, zum Beispiel,
macht das iMScope QT sichtbar, ob
die Arzneimittel an der vorgesehenen
Stelle im Korper wirken. In der Be-
dienung gewahrleistet es aufserdem
hervorragende Geschwindigkeit,
Empfindlichkeit und Ortsauflésung
fir die Datenanalyse.

Das neuartige MALDImini-1 ist ein
digitales Ionen-Massenspektrometer
und steht fiir eine Revolution auf
dem MALDI-Markt. Es kombiniert
eine kleine Standflache, minimale
Messzeit und ein Probenvolumen im
Mikromafsstab fiir hochempfindliche
MS-Messungen. Damit lassen sich
umfassende Strukturanalysen von
unterschiedlichen Substanzen wie
Peptiden und verdauten Proteinen
mit Leichtigkeit durchfiihren.
Momentan ist es eine grofse Hilfe
fir Wissenschaftler, die im Zusam-
menhang mit COVID-19 an Glykan-
verwandten Substanzen arbeiten.

—ﬁ‘
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Umweltfreundliche Packaging Box
fiir GC

Das Design der Verpackung schiitzt
die zerbrechlichen Kapillarsaulen fir
die Gas-Chromatographie vor Stéfsen
und Verunreinigungen wahrend des
internationalen Transports sowie

der Lagerung. Die Minimierung des
verwendeten Materials und die
recycelbare Kartonage machen die
Packaging Box insgesamt umwelt-
freundlicher.

Zusammenspiel von Asthetik und
Funktionalitat

Im Design findet sich nicht nur die
reine Asthetik wieder, sondern auch
immer ein Ausdruck von Funktionali-
tat. In den letzten Jahren erhielt
Shimadzu elf Red Dot- und iF Design-
Awards fiir seine Systeme. Das 2019
mit dem Red Dot Design Award aus-
gezeichnete Spektralphotometer
UV-1900, zum Beispiel, hat ein Be-
dienfeld, das nach ergonomischen
Prinzipien gestaltet ist, positioniert
im bestmoglichen Betrachtungs-
winkel fiir eine leichte Lesbarkeit. Der
Anspruch ,,Excellence in Science“
zeigt sich hier nicht nur im technolo-
gischen Fortschritt, sondern auch in
der funktionalen Asthetik, die eine
hervorragende Bedienbarkeit fiir die
Anwender gewahrleistet.
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Smallest

giant

TOC-1000e Online-Analysator -
spezialisiert auf Reinstwasser-
anwendungen

Eine technologische Weltneuheit, im kleinsten und
leichtesten Gehause marktweit: der neue TOC-1000e
bedient die Nachfrage nach Online-Analysatoren, die
hochempfindlich und schnell die Herausforderungen
von Reinstwasseranwendungen meistern. Er ist der
erste Prozess-Analysator der eTOC-Serie, der das
Portfolio der modernen TOC-Analytik von Shimadzu
erweitert. —

Abbildung 1: Der TOC-1000e von Shimadzu ist der erste Prozess-
Analysator der eTOC Serie, die auf Online-Analyse fiir Reinstwasser-
anwendungen spezialisiert ist
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Was haben Impfstoffe mit Mikrochips gemeinsam? Wasser
ist in deren Produktion ein essenzieller Rohstoff. Denn
seiner molekularen Struktur ist zu verdanken, dass es als
ideales Losungsmittel fiir die unterschiedlichsten Stoffe
eingesetzt wird. In Pharmazie und Halbleiterfertigung
zahlt aber besonders das aufwendig hergestellte Reinst-
wasser. Es ist notwendig, um Arzneimittel und Kosmetika
zu produzieren wie auch Speicherchips, Mikroprozessoren
und Flachbildschirme.

Ein Wasser, das praktisch keine Mineralstoffe, geldste
organische Stoffe oder Keime enthalt, das sogenannte
Reinstwasser, kommt so in der Natur nicht vor. Es muss
daher in mehrstufigen Aufbereitungsanlagen aus vorge-
reinigtem Wasser gewonnen werden. Doch auch nach
seiner Herstellung ist stetiger Aufwand notwendig, denn
der leichteste Kontakt zur Atmosphare oder auch nur un-
glinstige Verweilzeiten in der Verteilanlage, kbnnen zur
Verminderung der Reinheit fiihren. Reinstwasseranlagen
werden daher sehr genau und kontinuierlich Giberwacht.

Reinstwasser, das zur Produktion von Arzneimitteln ge-
nutzt wird, unterliegt strengen Regeln und Grenzwerten,
wie sie die so genannten Arzneibiicher auffiihren, etwa
die europdische Pharmakopde (EP) oder die US-amerika-
nischen Pharmakopoe (USP). Zwei der Parameter sind
die elektrische Leitfahigkeit als Mafs fiir die Reinheit von
Wasser, und der TOC (Total Organic Carbon), der den
gesamten Kohlenstoff aus organischen Verbindungen
erfasst. Sie sind die wichtigsten und schnellsten Online-
Techniken, um Verunreinigungen zu entdecken.

Um die Qualitat des Wassers jederzeit und engmaschig
im Blick zu haben, wird neben der Laboranalytik (Offline-
Analyse) zunehmend die Prozessanalytik (PAT) nachge-
fragt. Das verlangt Analysatoren, die empfindlich und
spezifisch die geforderten Kenngréfien erfassen.

Smallest giant

Der neue TOC-1000e ist auf die Online-Analyse fiir Reinst-
wasseranwendungen spezialisiert. Er ist der erste
Prozess-Analysator der eTOC-Serie und erganzt das
Portfolio der modernen TOC-Analytik von Shimadzu, die
unter anderem Analysen verschiedenster Anwendungen
ermoglicht — vom Reinstwasser bis zum Abwasser, von
Feststoffen und Wischtests.

Der TOC-1000e ist klein. Sehr klein. Er verschwindet
hinter einem DIN-A4-Blatt. Und ist leichter als 3 kg.
Dennoch ist seine Leistung gigantisch: Er ermdglicht
hochempfindliche Analysen und quecksilberfreie
Oxidationstechnik.

Abbildung 2: Die Excimer-Lampe verfligt
liber eine spezielle Bauweise, die , Active-
Path“-Technologie, zur effizienten Energie-
Uibertragung der Strahlung auf die Probe

Typischer Aufbau

Ansicht im
Querschnitt

Quecksilber- Proben-
lampe schleife Luftschicht

)

Probeneingang Proben- Unzureichende
ausgang Bestrahlung

« Unzureichende Bestrahlung der Probe
durch vorhandene Luftschichten
= Schlechte Lichtdurchdringung der Probe

» UV-Licht erzeugt Ozon im Analysator

Neue ,,Active-Path“-Technik

Ansicht im
Querschnitt

« Die Lampe ist Teil der Flusslinie (Durchfluss),
daher wird die Probe optimal bestrahlt

+ Die einfache Bauweise minimiert Quer-
Kontamination und Carry-Over-Effekte
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Umweltfreundliche UV-Oxidation, optimale
Probenbestrahlung

Haben bislang TOC-Analysatoren Quecksilber-UV-Lampen
als Lichtquelle in Reinstwasseranwendungen eingesetzt,
so nutzt der TOC-1000e erstmals weltweit eine umwelt-
freundlichere Alternative: eine quecksilberfreie Excimer-
Lampe (kurz fir ,,excited dimer®). Sie emittiert im
Vergleich zu herkdmmlichen Lampen héherenergetisches
Licht zur Oxidation organischer Komponenten.

Mit ihrer ,,Active-Path“-Technologie Gibertragt sie das UV-
Licht optimal auf die Probe. Das Besondere ist, dass die
Flusslinie direkt durch das Innere der Excimer-Lampe
geleitet wird; das verhindert das Entstehen von Ozon aus
Lufteinschlissen, begilinstigt das Aussplilen von Verun-
reinigungen und erhéht somit die Langzeitstabilitat.

Leicht bedienbar, wartungsarm, Vor-Ort-Service

Trotz seiner kleinen Dimensionen bietet der TOC-1000e
einen grofden Ubersichtlichen Touchscreen, der eine ein-
fache Bedienbarkeit ermdglicht. Daten und Protokolle
lassen sich flexibel per USB oder Netzwerkilbertragung
ausgeben, etwa als PDF-Datei. Wartung und Kalibrierung
sind jahrlich vorgesehen. Dabei lassen sich Pumpenkopf
und Excimer-Lampe werkzeugfrei liber die Frontklappe
des TOC-1000e erreichen und austauschen.

Vielfaltige Moglichkeiten der Datenausgabe

Messwerte kdnnen sowohl analog (4 bis 20 mA) als auch
Digital per Feldbus ausgegeben werden. Aufserdem
lassen sich die TOC-1000e-Systeme mit einem Netzwerk
verbinden und die Ergebnisse liber vernetzte PCs oder
Tablets per Webbrowser einsehen und herunterladen.

Der kleine und ultraleichte TOC-1000e ist als Tischgerat
lieferbar, eignet sich aber auch zur Wand- oder Stangen-
montage. In allen Fallen kann ein Probengeber an der
Seite angebracht werden, um den Analysator vor Ort

zu kalibrieren. Das bietet absolute Flexibilitat, was den
Aufstellungsort betrifft und ein Einschicken des Gerats
ist GUberflissig.

Hinweis
Weitere Informationen und Literaturhinweise entnehmen Sie bitte
der digitalen Version dieser Ausgabe.
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: 0V, Igor E. Shohin, Margarita A. Tokareva, Olga A. Archakova,
g, Alexandra A. Aleshina, Natalia S. Bagaeva, Veronika V.
erof Pharmaceutical Analytics LLC, 117246, Russia, Moscow

Die Entwicklung neuer Medikamente erfordert auch, neue analytische
Methoden zu finden, um Therapien zu liberwachen sowie den Weg eines
Arzneimittels zu kontrollieren, wie es in den Kérper gelangt, dort aufge-
nommen und verdaut wird, die so genannte Pharmakokinetik. Die Methoden
miissen arbeits- und kosteneffizient sein. Dabei kommt es auch auf das
Zusammenspiel der einzelnen Komponenten eines Analysesystems-an,

also etwa dem Chromatograph und der optimalen Saule.

Die HPLC mit zahlreichen Nachweis-
methoden wird wirksam eingesetzt,
um den Arzneimittelgehalt in biologi-
schen Flissigkeiten zu bestimmen.
Eine der schwierigsten Aufgaben in
der Praxis ist die chromatographische
Trennung von unzureichend zurlick-
gehaltenen Verbindungen, wie es
etwa bei Arzneimittelwirkstoffen auf
einer Chromatographiesaule der Fall
ist. Valganciclovir und Ganciclovir
sind Beispiele fur derartige Wirk-
stoffe; beide werden gegen Herpes-
viren eingesetzt — Ganciclovir als
Infusion und Valganciclovir in ver-
schiedener Darreichungsform.

Das Ziel dieser Studie bestand in

der Entwicklung eines LC-MS/MS-
Verfahrens, um Valganciclovir und
Ganciclovir im menschlichen Plasma
zu bestimmen; das dient pharmakoki-
netischen Untersuchungen und der
Medikamentenspiegelbestimmung
(TDM — Therapeutisches Drug Moni-
toring). Diese Methode wurde entwi-
ckelt und validiert. Linearitat in Plas-
maproben wurde im Konzentrations-
bereich 5-1.000 ng/ml fiir Valganci-
clovir und 50 - 10.000 ng/ml fir
Ganciclovir erreicht.

HoN 0

OH

Die HPLC als moderne Analysetechnik
ist weit verbreitet zur Bestimmung
des Medikamentengehalts in biologi-
schen Flissigkeiten. Abhangig von
den chromatographischen Bedingun-
gen und dem verwendeten Detektor
ist es moglich, Substanzen mit unter-
schiedlichen Eigenschaften zu tren-
nen und zu identifizieren — insbeson-
dere auch Substanzen mit ahnlicher
Struktur.

Herausforderung: Trennung
von Arzneimitteln

Eine der herausforderndsten Aufga-
ben in der Praxis ist es, Arzneimittel
aufzutrennen, die auf einer klassi-
schen RP-Chromatographiesaule
wenig zurlickgehalten werden. Zahl-
reiche chromatographische Verfahren
lassen sich fiir diesen Zweck einset-
zen, wie HILIC (hydrophile Interak-
tions-Chromatographie) und Ionen-
austausch-Saulen oder Ionenpaar-
Reagenzien als Elutionsmittel. Diese
Herangehensweisen kdnnen sich
aber als ineffektiv erweisen, wenn
ein Massenspektrometer als Detektor
genutzt wird, oder wenn die Arznei-
mittelmessungen in komplexen biolo-
gischen Matrizes erfolgen. Der Fall
Valganciclovir (VAL, Abbildung 1) und
Ganciclovir (GAN, Abbildung 2) ver-
deutlicht diese Situation.

Abbildung 1: Chemische Struktur von Valganciclovir
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Wie viele andere antivirale Medi-
kamente sind Valganciclovir und
Ganciclovir verhaltnismafsig hydro-
phile Substanzen, was an ihren
Octanol/Wasser-Verteilungskoeffi-
zienten (log P) deutlich erkennbar
ist (Tabelle 1). Diese Eigenschaften
missen bei der Entwicklung einer
Analysemethode inklusive Proben-
aufbereitung und Trenntechnik be-
ricksichtigt werden.

Die bisherigen Analyseverfahren
nutzten die HPLC mit UV-Detektion
[7,8,9] und mit einem Massenspek-
trometer gekoppelt. [10] Beide Ver-
fahren waren nicht in der Lage, Val-
ganciclovir und Ganciclovir simultan
zu messen, sondern jeweils nur eine
der Verbindungen.

Optimale Trennung der Substanzen
mit MS-Nachweis

Die Autoren dieser Veréffentlichung
versuchten, ein Verfahren zur simul-
tanen GAN- und VAL-Bestimmung mit
Hilfe der HPLC-UV zu entwickeln.
Aber diese Methode bendtigte den
Einsatz der speziellen Chromatogra-
phie-Saule ,,YMC-Pack Polyamine IT“
und die Einstellung des Eluenten-
stroms auf 2 ml/min, was den Ver-
brauch an Reagenzien deutlich er-
hohte. —

HO

HO

Abbildung 2: Chemische Struktur von Ganciclovir
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Acyclovir
Valganciclovir Ganciclovir (interner
Standard, IS)
Log P -0,81 -1,66 -0,95
pKa 10,16 8,71 11,98
Referenz [4] [5] [6]

Tabelle 1: Log P und pKa fiir Valganciclovir, Ganciclovir und Acyclovir

Gesamt-
kohlenstoff-
gehalt, %

Oberflache,
m?/g

Chromatographie-Saule

Phenomenex Luna C18(2)

50 x 2 mm, 5 pm 18,2 393
:gexn; mm. 5 ,I.',l:'a NHz 10,2 420
50 4,6 mm, 35 m 18,0 178
Igloc xH'.Y x;s,psh:,r: c18 12,2 330
Shim-pack GWS 95 450

150 x 4,6 mm, 5 ym

IS Konzentration,

Analytkonzentration, ng/ml

ng/ml

1 5,00 50,00 1000,00
2 10,00 100,00 1000,00
3 25,00 250,00 1000,00
4 50,00 500,00 1000,00
5 100,00 1000,00 1000,00
6 250,00 2500,00 1000,00
7 400,00 4000,00 1000,00
8 750,00 7500,00 1000,00
9 1000,00 10000,00 1000,00
LLOQ 5,00 50,00 1000,00
L 15,00 150,00 1000,00
M 500,00 5000,00 1000,00
800,00 8000,00 1000,00

Tabelle 4: Einige Eigenschaften der in dieser Studie eingesetzten
Chromatographie-Saulen

Darliber hinaus war eine recht lange Analysedauer (etwa
26 Minuten) erforderlich, um eine optimale Trennung der
Substanzen und des internen Standards zu erzielen.

Die Kombination von MS-Detektion und der chromatogra-
phischen Auftrennung erméglicht eine Verminderung der
Flussrate und eine signifikante Verkirzung der Analysen-
dauer. Diese Untersuchung zeigt Entwicklung und Vali-
dierung der Nachweismethoden von Valganciclovir und
Ganciclovir im menschlichen Blutplasma mit Hilfe der
LC-MS/MS.

Materialien und Methoden

Fir die Analysen wurde eine Nexera XR UHPLC mit einem
LCMS-8040-Tandemmassenspektrometer gekoppelt. Mit
verschiedenen Referenzstandards und einem internen
Standard (Acyclovir) wurden Stammlésungen angesetzt.
Durch Verdlnnung auf die bendtigten Plasmakonzentra-
tionen (Tabelle 2) wurden gemischte GAN- und VAL-
Arbeitslosungen und eine ACI-Arbeitslésung hergestellt.

Tabelle 2: Konzentrationen der Zielsubstanzen fiir Kalibtrations-
niveaus

Stamm- und Arbeitslésungen sowie intakte Blutplasma-
proben wurden bis zur Verwendung tiefgekihlt bei -45 °C
aufbewahrt.

Probenaufbereitung

Die Acyclovir-Arbeitslésung und eine Kalibrationsprobe
wurden einem Losungsmittel zugegeben, gevortext und
anschliefend zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Vials
gefilllt und in einen Autosampler gegeben.

Ergebnisse und Diskussion Methodenentwicklung

Eine chromatographische Trennmethode fiir Valganciclo-
vir und Ganciclovir zu entwickeln, ist aufgrund ihrer gerin-
gen Retention auf ,klassischen“ Octadecyl-Saulen eine
Herausforderung. Ein Einsatz von Saulen mit Aminogrup-
pen lieferte keine gute Retention und keine korrekte
Trennung von VAL und GAL. Eine Idee bestand darin,
C18-Saulen mit unterschiedlichem Gesamtkoh-
lenstoffgehalt (Tabelle 4) zu testen.

Intensitat

(x10) TIC(+)@2 (17)
69

TIC(H@1 (17)

TIC(+)@3 (17)

Minuten

Abbildung 3: Chromatogramm Plasma-Leerprobe

Die besten Ergebnisse wurden mit einer Shim-Pack GWS-
Saule mit geringstem Gesamtkohlenstoffgehalt erzielt.
Trotz der unwesentlichen Retention von Valganciclovir
und Ganciclovir auf dieser Saule, waren die chromatogra-
phischen Peaks vom Totvolumen getrennt, und die Metho-
de erfillte die regulatorischen Anforderungen fiir eine
Validierung, einschliefslich der ,,Selektivitats“-Parameter.

Methodenvalidierung

Die Methode wurde validiert gemafs Richtlinien zur Arz-
neimittelprifungen [12] sowie der FDA- [13] und EMA-
Richtlinien [14] fiir folgende Parameter: Selektivitat,
Matrixeffekt, Kalibrationskurve, Genauigkeit und Prazi-
sion, Riickgewinnung, untere Quantifizierungsgrenze,
Verschleppung und Stabilitat.

Selektivitat

Sechs intakte, aus unterschiedlichen Quellen gezogene
Plasmaproben ebenso wie intakte Plasmaproben wurden
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getestet; sie waren mit Arbeitsldsungen von Valganci-
clovir und Ganciclovir (5 bzw. 50 ng/ml) versetzt. Zusatz-
lich wurden intakte Plasmaproben mit Hamolyse und
Proben mit erhéhtem Lipidgehalt analysiert. Im Falle von
plasmafreien Chromatogrammen (Abbildung 3) tber-
schritt die Intensitat der Peaks mit der gleichen Reten-
tionszeit wie die Zielsubstanzen keine 20 % des Signals
bei der LLOQ (Lower Limit Of Quantification) und 5 % des
internen Standardsignals.

Matrixeffekt

Proben mit Zugabe von Arbeitsldsungen von Valganciclo-
vir, Ganciclovir und Acyclovir ebenso wie dotierte Plasma-
proben wurden untersucht, um einen Matrixeffekt abzu-
schatzen. Der Matrixeffekt wurde fiir niedrige (L) und
hohe (H) Konzentrationsniveaus (siehe Tabelle 2) von
Valganciclovir und Ganciclovir und fiir eine Konzentration
von 1.000 ng/ml Acyclovir bewertet. Die Ergebnisse zei-
gen Tabelle 5 und 6.

Kalibrationskurven

Neun intakte Plasmaproben, versetzt mit Acyclovir,
Valganciclovir und Ganciclovir entsprechend der Kon-
zentrationsniveaus 1 - 9 (Tabelle 2) wurden analysiert,
um eine Kalibration zu erzeugen. Die Kurven fir Valgan-
ciclovir (Peakflachenverhaltnis zu Konzentrationsver-
haltnis) und Ganciclovir (gleiche Koordinaten) werden in
Abbildung 5 bzw. 6 gezeigt. Die ermittelten Korrelations-
koeffizienten entsprechen den Bestimmungen (> 0,99).
Ein Chromatogramm der Probe mit der Konzentrations-
stufe 9 ist in Abbildung 4 zu sehen.

Genauigkeit und Prazision

Versetzte Plasmaproben bei LLOQ-, hohen, mittleren und
niedrigen Konzentrationsniveaus (siehe Tabelle 2) wurden
betrachtet, um Genauigkeit und Prazision der entwickel-
ten Methode abzuschéatzen. Fiinf unterschiedliche Proben
fir jede Konzentrationsstufe wurden anhand einer dreifa-
chen Injektion geprift. Genauigkeit und Prazision wurden
innerhalb eines Laufs und unter den Laufen (zwei und drei
Laufe) untersucht; Daten zeigt Tabelle 7. Die erhaltenen
Werte der relativen Standardabweichung (Prazision) und
der relative Fehler (Genauigkeit) entsprechen den Bestim-
mungen (nicht mehr als 20 % am LLOQ-Niveau, nicht
mehr als 15 % bei anderen Niveaus). —
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Mf von GAL Mf von ACI Normalisierter Mf von GAL Mf von ACI Normalisierter
Name: Valganciclovir Name: Ganciclovir (Level L) (Level L) Mf (Level L) (Level H) (Level H) Mf (Level H)
Quantitative Methode: Interner Standard Quantitative Methode: Interner Standard
Funktion: f(x) = 0,352763*x-0,000799897 Funktion: f(x) = 0,192869*x+0,00131887 1 0,91 1,00 0,90 1,00 0,99 1,01
iz 2= il = 2=
) R.r 0,9963436 Rr2=0,9927005 i R'r 0,9958519 Rr2=0,9917210 2 0,87 1,00 0,87 0,99 1,02 0,97
FitTyp: Linear FitTyp: Linear
35 3 0,91 1,01 0,90 0,98 0,99 0,99
é‘ 3.0 03 a4 0,92 1,02 0,91 1,01 1,01 1,00
x £
© 2,5 P 5 0,90 0,99 0,91 0,99 1,02 0,97
c c
= 20 ‘S 6 0,94 1,01 0,93 1,01 1,02 0,99
= y .E
(] (]
215 aé) Durchschnitt 0,90 Durchschnitt 0,99
s L
= <
i‘é 1,0 LU" CV, % 2,18 CV, % 1,50
= <
5 & Tabelle 5: Der Matrixfaktor der Valganciclovir-Berechnungen, normalisiert mit dem IS-Matrixfaktor
o o

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
ntrationsverhaltnis [*100] Konzentrationsverhaltnis [*101]

Abbildung 5: Die Kalibrationskurve mit Wiedergabe der Abhangigkeit  Abbildung 6: Die Kalibrationskurve mit Wiedergabe der Abhangigkeit
des Peakflachen-Verhaltnisses von Valganciclovir zu Acyclovir des Peakflachen-Verhaltnisses von Ganciclovir zu Acyclovir gegen-
gegenliber dem Konzentrationsverhaltnis von Valganciclovir zu dem iber dem Konzentrationsverhaltnis von Ganciclovir zu dem Acyclovir

1,874
Ganciclovir
2211
45,04
ng/ml

(x100) TIC(H@1 (3)

732 1,921
Valganciclovir
4264
5,11
ng/ml
)

Acyclovir im Plasma im Plasma

Intensitat Intensitat

(x100 000) TIC(H@2 (11)
129 741 1,867

Ganciclovir
436698
9162,31
ng/ml

TIC(+)@2 (3)

L

(x100 000) TIC(+)@1 (11)
186 279 1,915

Valganciclovir
518256
1058,84
ng/ml

(x100 000) TIC(+)@3 (11)
244 821 1,976

Aciclovir
658936
1000,00
ng/ml

(x100 000
264704

TIC(H@3 (3)

1,982
Aciclovir
730624
1000,00

ng/ml

Grafik zur digitalen Tabelle 6: Der Matrixfaktor der Ganciclovir-
Berechnungen, normalisiert mit dem IS-Matrixfaktor

Minuten

Minuten

Abbildung 4: Chromatogramm einer Plasmaprobe der Stufe 9 Abbildung 7: Chromatogramm der LLOQ-Plasmaprobe
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Durchschnittlich

gefunden, ng/ml 4y

Injiziert

(ng/ml)

(GER))] (n=10) | (n=15) (n=5) (GEN)BEGERE)]

RSD, % E, %
(n=5) (n=10) | (n=15)

Valganciclovir

5,00 5,80 5,45 5,29 0,08 0,62 0,56 1,37 11,35 10,53 16,08 8,96 5,89
15,00 14,46 14,08 13,72 0,62 0,75 0,80 4,26 5,31 5,86 -3,63 -6,11 -8,52
500,00 550,73 561,04 563,16 5,21 12,53 10,69 0,95 2,23 1,90 10,15 12,21 12,63
800,00 893,66 901,00 900,88 12,41 13,06 12,59 1,39 1,45 1,40 11,71 12,62 12,61
Ganciclovir
50,00 48,32 47,39 47,18 1,13 2,33 2,06 2,33 4,91 4,37 -3,35 -5,21 -5,65
150,00 145,73 143,35 141,91 6,62 6,30 5,73 4,27 4,39 4,04 -2,85 -4,44 15,89
5000,00 4740,25 4808,83 4892,22 77,26 104,66 153,94 1,63 2,18 3,15 -5,19 -3,82 -2,16
8000,00 7198,32 7372,03 7482,18 146,29 225,72 252,41 2,03 3,06 3,37 -10,02 -7,85 -6,47

Tabelle 7: Genauigkeit und Prazision des Verfahrens

Riickgewinnung

Drei versetzte Plasmaproben bei niedrigen, mittleren und
hohen Konzentrationsbereichen ebenso wie QC-Proben
wurden fiir die Abschatzung der Riickgewinnungsrate ge-
testet. Und zusatzlich die Plasmaproben mit Hamolyse
und erhdhtem Lipidgehalt Gberprift. Erzielte Ergebnisse
zeigt Tabelle 8. Entsprechend der Bestimmungen sollte
eine Rickgewinnung 100 % nicht erreichen. Es ist jedoch
notwendig, eine effiziente und reproduzierbare Extraktion
von Zielsubstanzen aus biologischen Matrizes sicherzu-
stellen. RSD des Riickgewinnungswerts sollte 15 % nicht
Uberschreiten.

Untere Quantifizierungsgrenze

Das LLOQ-Level wurde basierend auf Linearitats-, Genau-
igkeits- und Prazisionsdaten bestimmt. Die minimalen
Valganciclovir- und Ganciclovir-Konzentrationen im Plas-
ma, fur die es moglich ist, VAL und GAL mit RSD- und
E-Werten von nicht mehr als 20 % zu quantifizieren, wur-
den fiir die Methode als LLOQ festgelegt. Der LLOQ betrug

Riickgewinnung Riickgewinnung Riickgewinnung

(Level L), % (Level M), % (Level H), %

Valganciclovir

Durchschnitt 88,57 98,94 101,80
SD 6,78 2,76 2,48
RSD 7,66 2,79 2,43

5,00 ng/ml fiir Valganciclovir und 50,00 ng/ml flir Ganci-
clovir. Chromatogramme von in Plasma enthaltenem VAL
und GAL am LLOQ-Niveau sind in Abbildung 7 wiederge-
geben. Die Nachweisgrenze von Valganciclovir lag bei
etwa 0,93 ng/ml und die von Ganciclovir bei etwa 0,73 ng/
ml (Signal/Rauschverhéltnis ca. 3:1).

Fazit

Eine LC-MS/MS-Methode zur Bestimmung von Valganci-
clovir und Ganciclovir in menschlichem Plasma wurde
entwickelt und validiert. Gepriifte Konzentrationsbereiche
im Plasma lagen bei 5 - 1.000 ng/ml fir Valganciclovir
und 50 - 10.000 ng/ml fir Ganciclovir. Dies erlaubt es, die
Methode flr pharmakokinetische Untersuchungen sowie
fir die therapeutische Arzneimitteliiberwachung einzu-
setzen.

Hinweis .

Weitere Informationen und Literaturhinweise }??&ﬁ
ERTER AN

entnehmen Sie bitte der digitalen Version dieser b

Pk
Ausgabe. ﬁ%

Riickgewinnung Riickgewinnung Riickgewinnung

(Levell), % (Level M), % (Level H), %

Ganciclovir
Durchschnitt 93,98 90,95 98,01
SD 8,64 9,83 4,44
RSD 9,20 10,80 4,53

Tabelle 8: Berechnung der Valganciclovir- und Ganciclovir-Riickgewinnung bei L-, M-, H-Niveaus aus unterschiedlichen biologischen Matrizes

Gemeinsam
starker

HPLC und SFC:
Methodenentwicklung far
chirale Verbindungen mit der
Nexera SFC

Dr. Brigitte Bollig, Shimadzu Europa GmbH

Ein allgemeiner Uberblick liber die SFC-Technik: Wo
sind ihre Unterschiede und Vorteile gegeniiber der
konventionellen UHPLC und woraus erwachsen Vorziige
im Zusammenspiel? Ein Umschaltsystem zwischen SFC
und UHPLC bietet den Anwendern Flexibilitat bei der
Methodenentwicklung, wie anhand einiger Anwen-
dungsbeispiele gezeigt. Inshesondere zur Trennung
einer chiralen Verbindung wird oft eine SFC eingesetzt.
Hierzu wird eine Applikation fiir ein Arzneimittel ent-
wickelt sowie fiir eine Verbindung, die sich als Start-
substanz fiir zukiinftige organische Synthese verwen-
den lasst.

SFC - »griine« Technologie

Die Chromatographie mit tGiberkritischen Fluiden (supercri-
tical fluid chromatography = SFC) ist eine Trenntechnik,
die als primare mobile Phase eine superkritische Flissig-
keit einsetzt. Da superkritische Fluide eine geringere
Viskositat und ein héheres Diffusionsvermdgen haben als
Ubliche Fliissigkeiten, fliihren sie zu einem niedrigeren
Saulen-Gegendruck als bei der UHPLC-Trennung. Das be-
deutet, dass sie sich fiir eine Hochgeschwindigkeits- und
eine hohe Trennrate bei hohen Flussraten nutzen lassen.

Ublicherweise wird superkritisches Kohlendioxid in der

SFC eingesetzt. Seine Polaritat ahnelt Hexan, einem gesat-
tigten Kohlenwasserstoff. Da es schwierig ist,
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Abbildung 5: Links: Struktur von Boc-DL-Phenylalanin und rechts:
Struktur von Cinacalet-HCl (R-Enantiomer)

Zielsubstanzen unter alleiniger Verwendung von superkri-
tischem Kohlendioxid von einer Saule zu eluieren, wird der
mobilen Phase ein organisches Losungsmittel als Modifi-
zierungsmittel zugefligt. Dies verandert ihre Polaritat, so-
dass sich die Zielsubstanzen von der Saule eluieren lassen.

Arzneimittel, Nahrungsmittel und Umweltprifungen sowie
viele andere Anwendungsfelder bendtigen eine grofse
Bandbreite an Trennmethoden, etwa zur Auftrennung von
chiralen Verbindungen und Strukturisomeren. Aufgrund
der unterschiedlichen Trennselektivitat der UHPLC und der
SFC mithilfe von superkritischem Kohlendioxid sowie orga-
nischen Losungsmitteln, wurden der SFC in den letzten
Jahren grofse Erwartungen als neue chromatographische
Trennmethode entgegengebracht.

Zudem lasst sich eine vorhandene UHPLC-Anlage mit spe-
zifischen Geraten zu einem UHPLC/SFC-Umschaltsystem
erweitern. Durch den Einsatz zweier Trennverfahren fir
das Screening wahrend der Methodenentwicklung, gelingt
es mit dem System, schneller bessere analytische Bedin-
gungen zu konfigurieren. [1] SFC ist auch als ,,griine” Tech-
nologie bekannt, da an Verbrauch und Entsorgung organi-
scher Lésungsmittel gespart wird.

Unterschiede zwischen HPLC- und SFC-
Trenncharakteristiken

Die SFC-Sauleneffizienz nimmt sogar bei hohen Flussraten
nicht so stark ab wie bei der HPLC. —>
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Abbildung 9: Chromatogramm fiir Boc-DL-Phenylalanin

Daher ermoglicht die SFC eine Hoch-
geschwindigkeitsanalyse und kiirzere
Analysezeiten, kann aber zu einer an-
deren Elutionsreihenfolge und einer
unterschiedlichen Trennselektivitat
fihren. Die SFC kann sogar die Auf-
trennung derjenigen Verbindungen
verbessern, die mit einer HPLC
schwierig zu trennen sind.

UHPLC/SFC-Umschaltsystem
Berlicksichtigt man die Trennbedin-

gungen, kénnen UHPLC und SFC dabei
helfen, bessere Trennbedingungen

T T T T T
10,0 12,0 14,0 16,0 18,0

zu ermitteln. Daher ermdglicht ein
Nexera UC/s UHPLC/SFC-Umschalt-
system, den UHPLC- wie den SFC-
Analysemodus in einem einzigen
System zu nutzen. Die Abbildung 4
unten zeigt das Flussdiagramm.

Das System wurde zusammengestellt
aus einer Standard-UHPLC-Anlage,
kombiniert mit einer Einheit, die su-
perkritisches Kohlendioxid zufiihrt,
und einer Komponente zur Regulie-
rung des Gegendrucks. Der UHPLC-
wie der SFC-Analysemodus lassen
sich durch Einschalten (Kontrollmodus

|SFC|
Absperrventil:
Offen

Pumpe A
(flir CO4)

CO, Zylinder mit

flissigem CO, fiir

Saulen-

schaltventul\( Vg ™ \‘/, Verteiler
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T T T T T T T T T T T
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Abbildung 10: Chromatogramm fiir Cinacalcet-HCL [2]

ON oder OFF) der Kohlenstoffdioxid-
pumpe und Zuschalten des Gegen-
druckregulators nutzen. Die Pumpe
(zum Einpumpen der organischen
Losungsmittel), den Autosampler, den
Saulenofen und den Detektor gemein-
sam fir SFC wie UHPLC Analyse zu
nutzen, minimiert den Raumbedarf
wie auch die Ausstattungskosten und
steigert die Nutzungsrate der Anlage.

Auch ein bestehendes UHPLC-System
lasst sich zu dieser Anlage erweitern.
Dariiber hinaus lassen sich mit dem
Losungsmittelauswahlventil fur die

UHPLC S&ule
Ofen A

——a

=

Rickdruck-
reglung Kontrolle:
AN

EEEE

Maobile Phasen
(organische Ldsungs-

\ mittel)
Eine ]
UHPLC Pumpe | = ——=
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zugefiigt = s e
EEEE

Mobile Phasen
(wasserbasierte oder

Pufferldsungen)
. {LC

Pumpe B
™ = i l:l 7l
CITTIRN T P4 i
B om s Probengeber Detektor

Ofen B

SFC Saule

mobile Phase und dem Saulenschalt-
ventil der Saulen automatisch die
Bedingungen der mobilen Phase an-
dern — fir bis zu zwolf Saulen, um
eine Vielzahl an Bedingungen zu
ermoglichen, was die Effizienz der
Methodenentwicklung verbessert. [1]

SFC-Anwendungsentwicklung fiir
chirales Boc-DL-Phenylalanin und
Cinacalet-HCL [2]

Boc-DL-Phenylalanin ist eine chirale
Aminosaure, die sich als Ausgangs-
struktur fir eine zukinftige organi-
sche Synthese einsetzen lasst, wor-
aus spater Produkte in der Pharma-
oder Chemieindustrie resultieren.
Cinacalet ist ein Arzneimittel und wird
in der EU unter dem Markennamen
MIMPARA® verkauft, um Erkrankun-
gen der Nebenschilddriise zu behan-
deln, etwa primaren und sekundaren
Hyperparathyreoidismus oder Tumo-
re. Die chemischen Strukturen sind in
Abbildung 5 dargestellt.

Als Ausgangspunkt zur Verfahrens-
entwicklung wird eine aus der Litera-
tur bekannte HPLC-Normal-Phase-
Applikation herangezogen; siehe
Abbildung 7 fiir Boc-DL-Phenylalanin
[3] und Abbildung 8 (beide in der digi-
talen Version) fiir Cinacalet-HCL. [4]

Unter Einsatz des SFC-Teils des
Nexera UC/s UHPLC/SFC-Umschalt-
systems und mit Hilfe der Methoden-
Scouting-Software lasst sich eine
neue Methode leicht entwickeln (sie-
he Abbildung 6). Die Software wurde
konzipiert, um menschliche Fehler
beim Verfassen von Methoden zu ver-
hindern und diesen Prozess zu auto-
matisieren. Fiir Scouting-Durchlaufe
wurde eine Kombination von vier ver-
schiedenen Modifikatoren (Methanol,
Ethanol, Isopropanol und Acetonitril)
mit zwei Additiven (0,1 % TFA — Tri-
fluoressigsaure, 0,1 % DEA — Diethyl-
amin) und 10 DAICEL-Saulen (Chiral-
pak IA, IB, IC, ID, IE-3, AD-H, AS-H,
AY-H und Chiralcel OD-H, 0J3-H, 0Z-3)
getestet. Diese Kombinationen erge-
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Abbildung 6: Uberblick Methoden-Scouting

ben insgesamt 120 Durchlaufe und
die besten Trennkombinationen wer-
den fiir eine weitere Verbesserung
wie Gradienten- oder Flussratenein-
stellungen verwendet.

Fur die Verbindung Boc-DL-Phenyl-
alanin wird das Chromatogramm in
Abbildung 9 und fiir die Substanz
Cinacalet-HCl das Chromatogramm in
Abbildung 10 als einsatzbereites
SFC-Verfahren vorgestellt.

Fazit

Das Nexera UC/s UHPLC/SFC-Um-
schaltsystem ermdéglicht sowohl eine
UHPLC- als auch eine SFC-Analyse,
ohne die Flusslinie zu verandern. Das
Verfahren zur Methodenermittlung mit
der Methoden-Scouting-Software, die
das Umschalten zwischen dem
UHPLC- und SFC-Modus unterstiitzt,
lasst sich dazu einsetzen, automa-
tisch eine Sequenz zu erzeugen und
auszufihren, die fur die Umschalt-
modi bendtigt wird. Dazu gehort u.a.
das Purgen der mobilen Phase, die im
vorangegangenen Modus verwendet
wurde, und das Spiilen der Flusslinien
mit der mobilen Phase, die fiir den
nachsten Lauf bendtigt wird. Somit
besteht keine Notwendigkeit, kompli-
zierte Prozesse durchzuflihren, wie
z.B. die Erzeugung von Methoden fir
jede Kombination von Saule und mo-
biler Phase.

Durch einfache Festlegung von (1)
mobilen Phasen, (2) Saulen, (3) Pro-
ben, (4) der Basismethode fiir die
Analyse und (5) Gradientenbedin-
gungen (Ausgangskonzentration,
Endkonzentration und Gradient) kann
die Software automatisch eine Batch-
Tabelle fir den Einsatz des Methoden-
Scoutings generieren. Dies stellt si-
cher, dass sogar Erstanwender pro-
blemlos das automatische Umschal-
ten zwischen UHPLC und SFC nutzen
und einfach eine Methode mit beiden
Techniken Ubertragen und entwickeln
konnen, wie an zwei Anwendungsbei-
spiele zur Trennung chiraler Verbin-
dungen gezeigt.

Hinweis

Weitere Informationen und Literatur-
hinweise entnehmen Sie bitte der digitalen
Version dieser Ausgabe.
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360°-Trinkwasseranalyse — Episode 3

Kleines Paket, grofse
Wirkung

Die Bestimmung von Anionen in Trinkwasser
mittels Ionenchromatographie

Uwe Oppermann, Vadim Kraft, Shimadzu Europa GmbH

el

Anorganische Ionen in Trinkwasser-
proben zu bestimmen, ist eine wich-
tige Anwendung fiir Trinkwasserver-
sorger. Fiir die Qualitatskontrolle
von Trinkwasser eignet sich die
Ionenchromatographie (IC) mit un-
terdriickter Leitfahigkeitsdetektion,
weil sie die hochempfindliche Be-
stimmung von Anionen erméglicht.
Die IC ist eine etablierte Methode
und fiir die Anionenanalyse gemafd
den Vorschriften in den USA und
Europa anerkannt.

Im Dezember 2020 hat das Europa-
parlament die tiberarbeitete Trink-
wasserrichtlinie (Drinking Water
Directive = DWD) verabschiedet, und
seit Januar 2021 ist sie in Kraft. Die
Mitgliedsstaaten haben zwei Jahre
Zeit, sie in ihre nationale Gesetz-
gebung zu Gibertragen. Sie ersetzt die
20 Jahre alte Trinkwasserrichtlinie
(98/83/EC).

Hauptmerkmale der DWD sind ausge-
baute Wasserqualitatsstandards, die
strenger sind als die WHO-Empfeh-
lungen. Die neue Richtlinie bringt vie-
le Anderungen mit sich: Wichtig aus
analytischer Sicht sind die verscharf-

ten Grenzwerte fir Verunreinigungen
wie beispielsweise die Schwermetalle
Blei und Chrom. [1]

Einfiihrung

Ionenchromatographie ist fiir die
Analyse anorganischer Standard-
Anionen (Fluorid, Chlorid, Nitrit,
Bromid, Nitrat, Sulfat und Phosphat)
sowie einiger Desinfektionsnebenpro-
dukte im Trinkwasser anerkannt, um
die Vorschriften vieler Lander welt-
weit zu vervollstandigen. Es gibt ver-
schiedene Standards, die Analyse-
prozeduren beschreiben. Hierzu
gehort die unterdriickte Leitfahig-
keitsdetektion als eine Hauptnach-
weismethode. Die wichtigen, in den
USA und den europdischen Staaten
zum Einsatz kommenden Verfahren
sind der Standard U.S. EPA 300.1 so-
wie die Normen ISO 10304-1 und
ISO 10304-4. [2 - 5] Darliber hinaus
verdffentlichten auch andere Organi-
sationen Verfahren; erwahnenswert
ist die ASTM D4327-Publikation. [6]

Dieser Beitrag beschreibt die Bestim-
mung von sieben anorganischen
Standard-Anionen und und drei Des-
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infektionsnebenprodukten im Trink-
wasser, in Ubereinstimmung mit den
oben aufgelisteten EPA- und ISO-
Verfahren.

Ionenchromatographie fiir
den Anionennachweis

Wie verhalt sich das 2020 vorgestellte
HIC-ESP-Ionenchromatographie Sys-
tem im Kontext der maximal zulassi-
gen Konzentrationsniveaus der neuen
europaischen DWD? Das System ist
das ideale Werkzeug fiir empfindliche
Anionenmessungen in Trinkwasser-
proben und bedient ein breites An-
wendungsspektrum, darunter die
Umweltanalytik, Medizin, Chemie und
Lebensmittelanalytik.

Hohe Sensitivitdat und
Zuverlassigkeit

Bei der Ionenchromatographie erhéht
ein Suppressor die Empfindlichkeit,
indem er das Hintergrundsignal des
Eluenten herabsetzt, die Signalstarke
des Analyten steigert und das Basis-
linienrauschen reduziert. —

Leitungswasser Wasser - Wasser -
Verbindung — Labgr [mg/1] Wasserspender Wasserflasche
ofen g[e)tDektor i [mg/l] [mg/l]
Pumpe Injektor - Fluorid 0,12 0,12 0,42
= _Ea"le_ - "'“l’ls' Chlorid 36 36 96
lIL [T Tonen- gEne
I 7| |Austausch Nitrit — — —
1 B i ,082 b ,22
. Elution I Abfall romid 0,08 0,080 0
Na2C03/NaHCO3 Suppressor Nitrat 12 13 —
Phosphat 0,30 0,27 0,17
Sulfat 70 70 24

Abbildung 1: Flussdiagramm
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Tabelle 1: Anionen-Konzentration in Trinkwasserproben
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Abbildung 2: Trennung von sieben Standard-Anionen

(Saule: Shim-pack IC-SA2)

Die Suppressoreinheit ICDS-40A

von Shimadzu arbeitet mit Elektro-
dialyse, ein elektrochemisch getriebe-
ner Membranprozess, bei dem eine
Ionenaustauschmembran die Natri-
umionen aus der Elution entfernt.

Die zur Regeneration der Membran
notwendigen Wasserstoffionen wer-
den durch Elektrolysieren des Elu-
tionsmittels gebildet, nachdem es den
Detektor durchlaufen hat. Abbildung 1
zeigt das Flussdiagramm.

Analyse von sieben Standard-
Anionen gemafd ISO 10304-1

Abbildung 2 zeigt die Uberlagerung
von sechs Chromatogrammen mit
der Trennung von sieben Standard-
Anionen. Sehr niedrige RSD-%-Werte
fur die Retentionszeit (< 0,04 %) und
Peakflache (< 0,45 %) aller Anionen
weisen auf eine hohe Prazision des

Analysesystems
hin. Der ICDS-
40A-Suppressor
mit geringem
Totvolumen redu-
ziert die Peak-
Dispersion und
verbessert die
Trennung von
Fluorid vom nega-
tiven Wasser-
peak. Die Einhal-
tung der Anforde-
rung des ISO-
Standards an die
gemafs US Phar-
macopeia (USP)
berechnete Auf-
lésung R (= 1,3)
war zufrieden-
stellend. Dieses
Verfahren wird
zur Trennung von
sieben Standard-
Anionen innerhalb
einer relativ kur-

zen Analysedauer empfohlen.

Linearitat

Bei der Leitfahigkeitsdetektion lag der
lineare Arbeitsbereich flr die Konzen-
tration zwischen 0,1 und 5 mg/l; eine

uV (x 10.000)

E:

cr

Br03'

cloz || NOz
uf

Ausnahme bildeten Bromid und Nitrit,
die im Bereich von 0,05 bis 5 mg/l la-
gen. Der Bestimmungskoeffizient R2
war bei = 0,9993 fiir alle Anionen.

Probenanalyse

Die Konzentration der analysierten
Anionen in den Proben variierte, aber
alle zeigten einen hohen Konzentra-
tionsunterschied zwischen Phosphat,
Sulfat und teilweise Nitrat gegeniiber
anderen Anionen. Die Proben wurden
folglich unverdiinnt und verdiinnt
(1/40, v/v) gemessen, um alle Ziel-
komponenten jeweils im linearen
Konzentrations-Arbeitsbereich zu
quantifizieren. Der Gehalt an hoch
konzentriertem Phosphat, Sulfat und
teilweise Nitrat wurde Uber die ver-
dinnten Proben berechnet und die
Konzentration der restlichen Anionen
(iber die unverdiinnten Proben. Tabel-
le 1 zeigt die Anionenkonzentration in
den analysierten Trinkwasserproben.

Analyse von zehn Anionen
gemaf EPA 300.1

Abbildung 4 zeigt die Trennergebnisse
von zehn Anionen. Dieses Verfahren
wird empfohlen flr eine Analyse von
drei Desinfektionsnebenprodukten —

NO3_ -

3- f o~
BrClos ” e | —

A J'\ AN - Fie

g von zehn Anionen
52 4E)

R 2 SWST0 17,5 20,0 22,5 25,0 27’5

Minuten

Wiederfindung
Leitungswasser —

Verbindung

Labor [%]
Fluorid 99,8
Chlorit 107
Bromat 105
Chlorid 110
Nitrit 97
Bromid 100
Chlorat 106
Nitrat 98,5
Phosphat 91,7
Sulfat 120

Wiederfindung
Wasser — Wasser-
spender [%]

Wiederfindung
Wasser -
Wasserflasche [%]

103,6 99,8
107 107
107 105
83,4 110

92 97
100 100

101,5 106
97,9 98,5
109,6 91,7
99,8 120

Tabelle 2: Wiederfindungen in unterschiedlichen Wasserproben

Chlorit, Bromat und Chlorat — in
Gegenwart von sieben Standard-
Anionen. Alle Anionen werden in we-
niger als 27,5 Minuten eluiert. Das fiir
dieses Verfahren verwendete Saulen-
material hat eine geringere Partikel-
grofse verglichen mit dem eingesetz-
ten Saulenmaterial bei der zuvor dis-
kutierten Analyse der sieben Anionen,
was hohere Auflésung ermoglicht.

Die Analysedauer ist zwar lang, der
Vorteil dieser Methode besteht aber
in der Basislinientrennung der zehn
Analyten. Dariber hinaus ist die Auf-
l6sung von Bromid und Chlorat héher,
sogar bei gréfserem Injektionsvolu-
men. Diese Methode wird auch bei
der Spurenanalyse von Chlorat und
Bromid hilfreich sein.

Linearitat und Methoden-
nachweisgrenze

Zur Bewertung des Verfahrens und

der Gesamtsystemleistung wurden
auch Linearitat, Methodennachweis-
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grenzen (Method Detection Limit =
MDL) und Reproduzierbarkeit be-
stimmt. Die MDL-Untersuchung wurde
gemafs dem Verfahren in EPA-Metho-
de 300.1 durchgefiihrt.

Dazu werden sieben wiederholte
Injektionen von MDL-Standards vor-
genommen. Sie wurden hergestellt
durch Verstarkung einer Leerprobe
mit Anionenstandards bis zu einer
Konzentration, die 3- bis 5-fach tGber
der Geratenachweisgrenze liegt. Das
MDL wurde berechnet aus (1) x (S),
wobei t der Student-t-Verteilung fir
das 99 % Konfidenzniveau (t = 3,14
flir sieben Wiederholungen) ent-
spricht und S der Standardabwei-
chung aus sieben Injektionen.

Die Ergebnisse zur Linearitat der
Kalibrationskurven zeigen, dass das
System einen linearen Verlauf mit ei-
nem Bestimmungskoeffizienten R2

grofser als 0,999 fiir alle zehn Anionen

in einem breiteren Konzentrations-
bereich produziert hat. Die berech-
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neten MDL lagen im unteren ppb-
Bereich von 1,3 pg/l (Fluorid) bis
12,6 pg/l (Chlorid).

Reproduzierbarkeit
und Genauigkeit

Dieses Verfahren weist auch eine aus-
gezeichnete Reproduzierbarkeit fiir
die Retentionszeit (< 0,7 % RSD) und
die Peakflache (< 0,42 % RSD) auf.
Tabelle 2 zeigt, dass mit Hilfe beider
Methoden akzeptable Wiederfindun-
gen bei allen anorganischen Ionen in
drei Wassermatrizes erhalten wurden.

Fazit

Das Shimadzu HIC-ESP-Ionenchro-
matographie-System mit elektrolyti-
scher Eluentenunterdrickung erlaubt
eine empfindliche Analyse von anor-
ganischen Standard-Anionen und
Desinfektionsnebenprodukten, gemafs
der Standards ISO 10304-1, ISO
10304-4 oder EPA 300.1 fiir unter-
schiedliche Arten von Wasser, darun-
ter Trink-, Oberflachen- und Abwas-
ser. Die hier prasentierten Ergebnisse
zeigen, dass eine robuste und zuver-
lassige Leistung des IC-Systems fur
die Bestimmung der analysierten
Anionen moglich ist.

Hinweis

Weitere Informationen und Literatur-
hinweise entnehmen Sie bitte der digitalen
Version dieser Ausgabe.
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Wo kommt Mikroplastik her?

Mikroplastik ist global eine der grofsten Heraus-
forderungen: fur die Menschheit, die Tierwelt
und die Umwelt. Ursachlich stammt es aus gro-
fseren Kunststoffteilen und verwittert oder ist
bereits in Alltagsgegenstanden enthalten —
etwa in Reinigungsmitteln, Kosmetik oder Texti-
lien. Mikroplastik gelangt durch Abwasser in die
Meere; nur bedingt kénnen es Klaranlagen zu-
vor herausfiltern. Einmal im Meer, kénnen diese
Kunststoffe nicht mehr entfernt werden. Mikro-
plastik findet sich in allen Tiefen der Ozeane
und kommt von dort in die Nahrungskette.

Kleinstlebewesen nehmen es auf, die eine
wichtige Nahrung fir Fische sind. Von denen

€ ik g ~

wiederum ernahren sich Meeressauger, Vogel
und Menschen.

Dieser dritte Teil der Artikelserie Giber Analyse
von Polymeren geht um fluoreszierendes Mikro-
plastik und wie es mithilfe der Fluoreszenzspek-
troskopie der Forschung nutzen kann.

In den letzten beiden Ausgaben des Shimadzu-
Magazins wurden Polymere aus Getrankefla-
schen des Lebensmittelsektors untersucht
(1/2020) sowie industriell gefertigte Polymer-
granulate (2/2020).

L

Presse, Umweltschutzverbande und
-behérden berichten liber Mikro-
plastik. Es birgt Gefahren fiir Men-
schen und Tiere und wird schon in
ihren Ausscheidungen gefunden.
Aber iiber die direkte Auswirkung
der Mikropartikel im Korper steht
die Forschung ganz am Anfang.

Da viele Publikationen immer wieder
theoretische Modelle erarbeiten und
mit ,,frisch-generiertem® Mikroplastik
arbeiten, ist hier die Idee, gebrauch-
tes Material zu recyceln, zu zerklei-
nern und dann zu Testzwecken einzu-
setzen. Somit wird nicht neues und
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noch mehr Polymer in die Umwelt ge-
bracht, sondern vorhandenes einge-
setzt, wobei es hier um Mikromengen
geht und nicht um Kilogramm oder
Tonnen. Und man kann sich dann den
wahren Eigenschaften der Mikropar-
tikel annahern, mit denen sich die
Organismen notgedrungen auseinan-
dersetzen missen.

SWITCH ON

Mikroplastik ist vor allem aufgrund
der geringen Grofde fiir die Umwelt
gefahrlich, da es dadurch eine Viel-
zahl von Organismen aufnehmen, bei-
spielsweise weil sie es mit Futter ver-
wechseln.

Ein nachster Schritt in der Entwick-
lung von Innovationen in der —

Abbildung 1: Drei Getrankeflaschen in griiner Farbe von links nach rechts: stark fluores-
zierende PET-Flasche fiir eine koffeinhaltige Limonade, Flasche aus PP fir Kindersaft

ohne Fluoreszenz aber mit starkem Absorptionsspektrum (rot wird im sichtbaren Bereich
geschluckt und zuriick bleibt die Komplementéarfarbe griin) und eine weitere fluoreszierende

PET-Flasche fiir eine Limonade.
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Abbildung 1 (4a) und eine Auswahl der kleinsten Partikel mit Millimeterpapierskalierun@
zum Grofsenvergleich, und die Partikel liegen auf dem BaSQO4-Bett 5

Umweltforschung kdnnte fluoreszie-
rendes Mikroplastik sein. Mit ihm ist
es moglicherweise einfacher zu be-
stimmen, ob und wo sich diese
Materialien in Organismen ansam-
meln. Dies ermdglicht dann auch eine
bessere Risikobewertung.

Laut einer Applikation sollte es mog-
lich sein, fluoreszierendes Mikroplas-
tik herzustellen anhand von dem lipo-
philen Farbstoff Nilrot. Aber hier
stellt sich die Frage, warum herstel-
len, wenn es geniigend Polymere mit
Fluorophoren (Teil 1 + Teil 2) gibt
(Abbildung 1)? Daher wurden techni-
sche Polymere und eine sehr auffallig
griingelblich leuchtende PET-Getran-
keflasche (Abbildung 2) gemahlen,
um Mikropartikel zu generieren. [1,2]

Das Unternehmen Carat aus Bocholt
hat die Idee weiterentwickelt. Es ist
spezialisiert auf die Analyse von ther-
moplastischen Kunststoffen. Fir die
vorliegende Anwendung hat Carat ei-
nen Weg gefunden, die Polymere zu
zerkleinern, spezifizieren und zertifi-
zieren zu kénnen. Shimadzu hat mit
dem RF-6000 Spektrofluorometer
und einem Feststoffprobenhalter eine
Losung zugeliefert, die diese kleinen
Partikel messen kénnen.

Mess-Herausforderung
Mikroplastik

Mikroplastik fiihrt zu besonderen An-
forderungen bei der Analysentechnik.

Die Fluoreszenz ist bekannt fur ihre
hohen Nachweisgrenzen in Flissig-
keiten. Kann diese Eigenschaft auch
auf Partikelgrofse Gibertragen werden?
In den beiden vorherigen Ausgaben
des Shimadzu-Kundenmagazins (siehe
1 sowie 2/2020) wurden Polymer-
stlicke (2 - 3 cm) und Granulate

(5 mm) untersucht.

Die Mikroskopie ist sinnvoll flir Proben
unter 100 ym, wie zum Beispiel bei
der Identifikation der Partikel mit der
Infrarot-Spektroskopie. Dieser dritte
Teil der Artikelserie betrachtet die
Identifikation oder schlicht Wieder-
findung von Partikeln kleiner 500 pm
mit der Fluoreszenzspektroskopie.
Gangige Polymergranulate in der Gro-
fse von 5 mm weisen mehr oder weni-
ger starke Fluoreszenz auf, die bei
Polymeren mit m-Elektronen-Molekiil-
struktur (Doppelbindungen) entsteht
oder durch Zuschlagstoffe, die fluo-
reszierend sind. Jetzt werden PC
(Polycarbonat) und PET (Polyethylen-
terephthalat) ndher untersucht.

Um Mikropartikel zu simulieren, wur-
den Polymere mit der Kryo-Mihle auf
Partikel unter 500 ym zerkleinert, da-
nach gesiebt und in drei Fraktionen
unterschiedlicher Partikelgrofse einge-
teilt.

Probenvorbereitung und Analysen

Von jeder Fraktion wurden Partikel ins
Zentrum eines Bariumsulfat-Betts

(BaS0,) gestreut, das als Fixierung
dient, und mit der Quarzplatte festge-
driickt (Abbildung 4). Diese Messun-
gen zeigten liickenlos die Homogeni-
tat bis unter 500 ym und Prasenz von
Fluoreszenz (Abbildung 5): Je nach
Polymer und/oder Additiv ist die
Fluoreszenzintensitat mit den Mikro-
partikeln im Vergleich zu héheren
Konzentrationen (grofsere Oberfla-
chen und Schichtdicke der Polymere)
abgeschwachter.

Fur ein Experiment mit PET-Mikropar-
tikeln wiirde sich die Mahlung der
grellen Flasche eignen. Mit sehr klei-
ner Menge an Mikropartikeln kann die
Fluoreszenz noch intensiv sein, so-
dass ein Standardfluoreszenzgerat fa-
hig ist, die Anwesenheit des Partikels
zu detektieren (Abbildung 6). Mess-
parameter und Probenvorbereitung
wurden nicht verandert, um sie ver-
gleichen zu kdnnen.

Fazit

In dieser Artikelserie liber die Fluo-
reszenz von Polymeren wurden diver-
se Anwendungsfelder angesprochen.
Untersucht wurden Polymere aus
Getrankeflaschen des Lebensmit-
telsektors (1/2020), industriell gefer-
tigte Granulate und Polymergranulate
(2/2020). Die Fluoreszenzspektro-
skopie zeigte die Fluoreszenz der
Polymere und deren eingearbeiteten
Additive und gezielt eingesetzte Fluo-
rophore, die als Marker fungieren.

Man kann feststellen, dass sich die
Fluoreszenz hervorragend als Instru-
ment der Qualitatskontrolle einsetzen
lasst. Fir alle Kunststoffe konnte ge-
zeigt werden, dass Eigenfluoreszenz
auftrat oder Additive (z.B. Lumicolor-
Beimischung gelb, griin und andere)
fir die Fluoreszenz verantwortlich
sind, und dass deren Matrix Fluores-
zenz entlasst bis auf eine PP-Probe.

EM Wavelenght (nm) / EX Wavelenght (nm)
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Abbildung 5: Die EEM-Matritzen von Polycarbonatpartikeln in unterschiedlichen Grofsen,

die Skalierung ist auf 10.000 Intensitatseinheiten gesetzt, oben links Granulat, oben rechts
ein Partikel aus 3.000 um, unten links 1.500 pm und unten rechts kleiner 500 pm

Aufgrund der Nachweisgrenzen der
Fluoreszenzspektroskopie kann auch
Mikroplastik untersucht werden -
kleiner als 500 pm. Wobei hier die
Konzentration der Fluorophore die
Nachweisgrenzen in Bezug auf die
Partikelgrofse beeinflussen. Dies ist
ein wichtiges Argument bei den Poly-
meren, die schwache Fluoreszenz
ausstrahlen. Eine Riickstandsanalytik

600 5,000

4000 Apbildung 6: EEM-
Matrix von Mikropar-
tikeln aus der PET-
Flasche mit der
2,000

koffeinhaltigen
Limonade, mit Ska-
lierung bis 5.000

0 Intensitatseinheiten

500 [13.000

1,000

aus einer Filterung, bei der Mikroplas-
tik erwartet wird, wurde hier nicht
betrachtet. Dies ware ein Projekt fir
eine zukiinftige Analyse.

Als Ausblick sind in naher Zukunft
Losungen vorstellbar, die mit flr das
menschliche Auge unsichtbaren
Fluoreszenz-Markern die recycelten
PET-Flaschen besser sortieren kon-
nen und das Recycling auf Lebensmit-
telverpackungsniveau erhéhen, um
die EU-Vorgabe von 95 % Reinheits-
anforderung fiir die Lebensmittel-
qualitat in recyceltem PET zu errei-
chen. [4]

Hinweis

Weitere Informationen und Literatur-
hinweise entnehmen Sie bitte der digitalen
Version dieser Ausgabe.
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Der Wandel als Chance

Shimadzu bietet auch virtuelle Schulungen an

Dr. Benjamin Thomas, Shimadzu Europa GmbH

Blick in die Laborwelt. Jeder Bereich (hier UV-Spektroskopie)
wird durch Poster fiir Besucher erklart.

Die Covid-19-Pandemie gibt dem digitalen Wandel der
Arbeitswelt, wie man sie bisher kannte, einen dynami-
schen Schub. Zielgruppen- und Angebotsstrukturen
sind im Umbruch, Austausch und Zusammenarbeit in
Unternehmen sowie mit Kunden wandeln sich, Wirt-
schaftlichkeit und Nachhaltigkeit erfahren einen neuen
Stellenwert, auch der Umgang mit Geschaftsreisen:
die digitale Welt als Chance, auch auf lange Sicht neue
Wege zu beschreiten.

Wie geht ein vertriebs- und service-
orientiertes Unternehmen wie
Shimadzu mit einer pandemischen
Situation um? Das darauf ausgerich-
tet ist, mit einer hochqualifizierten
Belegschaft eine ortsunabhangige
und schnelle Kundenbetreuung zu
gewahrleisten. Das mit der Europa-
zentrale in Duisburg und der gut
ausgestatteten ,,Laborwelt” eine
Weiterbildungs- und Teststatte
bietet.

Um die Service-Exzellenz aufrechtzu-
erhalten, ist es essenziell, dass ein
interdisziplindares Team von Produkt-
spezialisten und Servicetechnikern
sich um die Weiterbildung der lokal
operierenden Shimadzu-Fachkrafte
kiimmert, zum Beispiel in gemeinsa-
men Workshops oder zielgerichteten
Installationstrainings fiir Zubehore.
Das Gleiche gilt fiir die Laborwelt in
Duisburg, wo Kunden die Gelegenheit

shimadzu.eu/
kids-education

0
i
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Der Girls Day weckt jedes Jahr die
Begeisterung von Schillerinnen fir techni-
sche Berufe und fand im Jahr 2021 erstmals
virtuell statt

haben, Shimadzu-Gerate selbst zu testen, oft anhand
selbst mitgebrachter realer Proben.

Zwar sind Werkzeuge, wie Fernzugriff und Videoschalten
im Service bereits lange im Einsatz, um schnelle Unter-
stlitzung im Feld zu gewahrleisten. Auch die Einrichtung
der internen E-Learning Plattform ,,Shimadzu Academy*“
lief bereits in vollen Zligen. Doch die Mafshahmen zur
Einddmmung der Covid-19-Pandemie ab Mitte 2020 be-
schleunigten den Umbruch hin zum digitalen Arbeiten
auch in Vertrieb und Produktunterstiitzung.

Von Prasenz zu online
Die Kontaktreduzierung bedeutete grofse Einschnitte in

der international gepragten Arbeitswelt. Das trifft auf
viele, auch mittelstandische Unternehmen zu, wie die
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Shimadzu-Europa-Organisation. Geschaftsreisen wur-
den plotzlich durch Reisebeschrankungen unmaoglich,
Branchen-Messen als wichtige Austauschplattform fielen
aus und folglich war auch jede Form von Prasenztraining
plotzlich nicht mehr durchfihrbar.

In wenigen Monaten gelang es, die in allen Shimadzu-
Abteilungen Ublichen Prasenztrainings in Online-Seminare
umzuwandeln. Kamera-Equipment war schnell beschafft,
und das Know-how sich in der ungewohnten, rein digitalen
Arbeitswelt zu bewegen, wurde dynamisch und mit gegen-
seitiger Unterstiitzung pragmatisch aufgebaut. Dass diese
Form auch lber die professionelle Community der Analy-
tik hinaus funktioniert, zeigte der virtuelle ,,Girls Day“ im
April 2021: Dort wurden Schiilerinnen der Unter- und Mit-
telstufe spielerisch mit Fernexperimenten an die Chemie
herangefiihrt — ein Beispiel mit grofser Reichweite. —
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Fachlicher Austausch sonlich vor Ort bei den Kunden durchgefiihrt, kann sie als

Online-Version in kiirzere Sitzungen aufgeteilt werden. So
Doch auch interne Fortbildungen und Produktprasenta- lassen sich pro Sequenz Teilaspekte in den Vordergrund
tionen wurden erfolgreich in die digitale Welt Gbertragen.  stellen (z.B. ein bestimmtes Zubehor, oder ein bestimmter
In der Spektroskopie beispielsweise fanden mehrere Messmodus) und im Detail erklaren. In der Zeit bis zur
,Task Force Meetings® statt, ein Forum fur die in Europa nachsten Sitzung haben alle Anwender die Méglichkeit,
lokal agierenden Shimadzu-Produktspezialisten. Ausge- das Erlernte zu iben und Riickfragen zu sammeln.

wéhlte Zubehére wurden per Video oder Live-Ubertragung

vorgestellt und mégliche Applikationen oder haufige Kun-  Virtuelle Trainings und auf Wunsch Vor-Ort-Prasenz
denanfragen online diskutiert.

Nicht alles ist digital vermittelbar, und daher gibt es auch
einige Nachteile, etwa rund um den Service: Das Gefiihl
fur technische Handgriffe (z.B. das richtige Anzugmoment
einer Stellschraube oder die Uberpriifung von Reinigungs-
schritten) lasst sich nicht ohne Ubung am Gerat selbst er-
lernen. Daher wurden die virtuellen Trainings bei Bedarf
um Vor-Ort-Ubungen ergénzt — unter Einhaltung eines
strengen Hygienekonzepts — einem ,,Hands on“ Teil, der
nach Abklingen der Pandemie dem Mix aus Videos, Chats
und E-Learning-Portal wieder hinzugeflgt wird.

Blick hinter die Kulissen:
Das GC-2030 wird vor einem

Greenscreen in Szene gesetzt W Ao - . :
o ” L e )

Bildschirmfoto vom ,,Jask Force Meeting*“.
Hier wird eine Durchflusszelle fir ein UV-Vis-
Spektrometer zur Prasentation vorbereitet.

Fortbildungen: hybride Trainings

Wahrend die Atmosphare bei den vorab genannten Ver-
anstaltungen informell ist, erfordern zertifizierte Fortbil-
dungen eine Leistungskontrolle, um die Betreuung auf
hohem Niveau zu halten. Dazu wurden in der Shimadzu
Academy hybride Trainings entworfen als Kombination
aus virtueller Prasentation, per Videoschalte vorgefiihrter
Installation oder Messung und einer Abschlussprifung.
Teilnehmer an der Live-Demonstration kdnnen durch
Fernzugriff auf den Labor-Rechner die Bedienung der
Software fast wie bei einem ,,Hands on* Training vor Ort
erlernen. Ein Spezialist ist dabei immer im Labor prasent, Manche Erfahrungen lassen sich nur
3 um Zubehore zu wechseln und den sicheren Betrieb zu £5 )}  beim gemeinsamen Arbeiten erlernen,
4 mianee gewahrleisten. R sowie bei diesem Installations-
training fir ein komplexes UV-Vis-
Das Bereitstellen der aufgezeichneten Videos in der Spektrometer
Shimadzu Academy zusammen mit der schriftlichen
Prifung bietet dabei einen weiteren Vorteil: Trainings-

inhalte sind jederzeit abrufbar, um Wissen aufzufrischen. Fazit

Aufwendige Terminplanungen oder eine Beschrankung

der Teilnehmerzahl entfallen, was den Wissenstransfer Der Ausbruch von Covid-19 hat die Digitalisierung der

enorm vereinfacht, und Fortbildungsmafinahmen lassen Arbeitswelt beschleunigt und den Umbruch in vielen

sich einfach verwalten. Branchen vorangetrieben. Auch Shimadzu stieg schnell
auf digitale Produktvorfiihrungen und Fortbildungen um.

Virtuelle Gerate-Einweisung fiir Kunden Zwar gibt es Aspekte, die auch in Zukunft ein Prasenz-
training erfordern werden, dennoch wird die Nutzung digi-

Die virtuelle Form spielt auch in der Gerate-Einweisung taler Werkzeuge ein wichtiger Pfeiler in der Ausbildung

fiir den Endkunden ihre Vorziige aus: Ublicherweise per- und der schnellen Kundenbetreuung bleiben.
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Neuer Ansatz fur
Epitranskriptomik

Quantifizierung von RNA-Methylierungen
mit der LC-MS/MS

Epitranskriptomik ist ein aufstrebendes und
vielversprechendes Forschungsgebiet mit
dem Fokus auf die biochemischen Modifi-
kationen der RNA innerhalb einer Zelle.
Aktuell umfasst sie mehr als 170 chemische
RNA-Modifikationen, einschliefilich der
RNA-Methylierung, mit der die Expression
bestimmter Gene reguliert wird.

Die Massenspektrometrie in Kombination mit

der Fliissigkeitschromatographie (LC-MS/MS)
hat sich zur Methode der Wahl zur Analyse
modifizierter Nukleoside aus biologischen
Proben entwickelt. Dieser Artikel stellt die
Methodik zur Quantifizierung methylierter
Nukleoside aus zellularer mRNA mit Hilfe der
LC-MS/MS (Shimadzu LCMS-8060) vor.

—

—

Dr. Alexandre David, Amandine Amalric,
Aurore Attina, Pr. Sylvain Lehmann,

Dr. Jerome Vialaret, Pr. Christophe Hirtz,
Clinical Proteomics Platform, IRMB-PPC, INM,
Univ Montpellier, CHU Montpellier, INSERM
CNRS, Montpellier, France

Einfiihrung

Die Epitranskriptomik erforscht Modi-
fikationen an der RNA, die an der
Regulation der Proteinexpression be-
teiligt sind. Entscheidend ist hierbei
der Zusammenhang zwischen RNA-
Modifikationen und Krankheiten. So
sind Veranderungen am Epitranskrip-
tom charakteristisch fiir viele Tumor-
gewebe.

Das Nukleosid N6-Methyladenosin
(méA) — die bekannteste und h&u-
figste Modifikation in der RNA héhe-
rer Lebewesen — ist ein markantes

SECRETS OF SCIENCE MAGAZINE 1/2022

Beispiel. Diese Modifikation tritt nicht
nur in der mRNA auf, sondern auch in
nicht-kodierender RNA (rRNA, tRNA,
snRNA). Da unter normalen physiolo-
gischen Bedingungen méA wichtig flr
die mRNA-Regulation ist, kann jegli-
che Fehlregulation seiner Menge zu
Krankheiten fiihren. [1]

Derzeitige Technologien zum Nach-
weis einer méA-Modifikation [2]
nutzen neueste Sequenzierungsver-
fahren und liefern tiberaus wichtige
Informationen in Form einer méA-
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Kartierung auf gesamtgenomischer
Ebene. Allerdings kénnen sie kein
genaues quantitatives Ergebnis
bereitstellen.

Heute ist die Massenspektrometrie

in Verbindung mit einer vorgelagerten
flissigkeits-chromatographischen
Trennung (LC-MS/MS) die Methode
der Wahl, um modifizierte Nukleoside
aus biologischen Proben exakt zu
quantifizieren. —>
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(meA)
rrrrrrrrr CH3 (m6.6A)—=-;

System Nexera LC-40
Trennsaule Synergi Fusion-RP C18 Saule (250 mm x 2 mm, 4 uM, 80 R)

A: 5 mM Ammoniumacetat, eingestellt auf pH 5,3 mit Essigsaure
B: Acetonitril

rrrrrrrrr CHs (m1A)

Adenosin (A) 268,0>136,0

Mobile Phase

2’0-Methyladenosin (An,) 282,0>136,0 14,6 397,0 -17,0 -14,0 -24,0 1,5

N1-Methyladenosin (m1A) 282,1>150,1 5,4 197,0 -21,0 -12,0 -26,0 1,5

N6-Methyladenosin (méA) 282,1>150,1

N6,N6-Dimethyladenosin (mé:6A) 296,0 > 164,1 18,3 530,0 -25,0 -22,0 -20,0 1,5

N6,2’0-Dimethyladenosin (méA.,) 296,0 > 150,0 17,6 397,0 -15,0 -18,0 -32,0 1,5

Cytidin (C) 244,1 >112,0 3,8 197,0 -12,0 -17,0 -29,0 1,0

2’0-Methycytidin (Cy,) 258,1>112,0

Gradienten-Elution 0

24,00 30,00 N3-Methylcytidin (m3C) 258,1>126,0 4,5 197,0 -13,0 -10,0 -14,0 1,5

18,00
Min. B

N5-Methylcytidin (m>C) 258,0>126,0 7,3 157,0 -17,0 -14,0 -25,0 1,0

(m276) |

0,0 100 0 927 @ in (G 284,1>152,0

30 100 0 (M2:27G) uanosin (G) 1> )

SKil 99 1 2'0-Methylguanosin (Gn) 298,1>152,0

13,0 92 8 W S/~ N e

230 60 40 _ (m2G) N1-Methylguanosin (m1G) 298,1>166,0 10,6 142,0 -15,0 -11,0 -18,0 0,5
e (Ho— YT SN S NHy = CH3 (Mm22G) =

jzvg 122 3 N7-Methylguanosin (m’G) 298,3 > 166,0 7,3 157,0 -10,0 -30,0 -18,0 1,5

_Di i 2,7 o o o
0,4 ml/min N2,N7-Dimethylguanosin (m2.7G) 312,1>180,0 10,3 142,0 12,0 12,0 17,0 2,5

Ofentemperatur BEEC
Temp. des Autosamplers 4°C
Injektionsvolumen 5 ul

Durchflussrate

N2,N2,N7-Trimethylguanosin (m2.2.7G) 326,15 > 194 12,4 197,0 -20,0 -15,0 -21,0 1,5

Uridin (U) 245,1>113,0

2'0-Methyluridin (Um) 259,1>113,0 9,5 142,0 -9,0 -11,0 -19,0 2,5

System Triple Quadrupol LCMS-8060 Tabelle 2: MRM-Parameter
Ionisierungsverfahren ESI (positiv)
Nebulizing gas flow 2,5 l/min

Drying gas flow 3 |/min RNA-Extraktion mRNA-Isolierung

Heating gas flow 12,5 l/min TRI-Reagenz GenElute mRNA Aufreinigung
! Interface temperature 325°C
" DL temperature 225°C 2 o> g s
Heat block temperature 380°C ¢ ’ cF e o g (LA

Decapping

'._'_I'ah_elle 1: Analysebedingungen

Praanalytische Schritte Proben gefiltert und der LC-MS/MS- Reactions Monitoring (MRM) im positi- ! ‘
Analyse unterzogen. ven Elektrospray (ESI) nachgewiesen. S i
Der experimentelle Arbeitsablauf zur Einzelheiten der Analysebedingungen . = L
Quantifizierung von methylierten Nu-  Analysebedingungen und MRM-Parameter sind in den s
kleosiden mit der LC-MS/MS wird in Tabellen 1 und 2 angegeben. Nukleotid
Abbildung 1 gezeigt. Zuerst werden Zur Nukleosidmessung mit dem LC-MS/MS Dephosphorylierung RNA Digestion
Tumorzellen in Petrischalen kultiviert LC-MS/MS werden die Nukleoside Die Modomics-Datenbank _[_4] enthalt Flissigchromatographie gekoppelt Alkalische Phosphatase Nuklease P1
und anschliefiend die RNA extrahiert, mit einer Umkehrphasen-UHPLC auf-  Informationen iber MRM-Ubergange : = A
isoliert und in Nukleotide gespalten, getrennt und mit einem Shimadzu zahlreicher modifizierter Nukleoside LR SR ' senspektrometrie
die dann zu Nukleosiden dephosphor- LCMS-8060-Triple-Quadrupol-Mas- und erlaubt die simultane Messung
yliert werden. Schliefdlich werden die  senspektrometer mittels Multiple mehrerer methylierter Nukleoside. — Abbildung 1: Arbeitsablauf fiir eine markierungsfreie Quantifizierung von RNA-Methylierungen mit einer LCMS-8060
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Abbildung 2: Verteilung modifizierter Nukleosidspezies auf verschiedene
RNA-Typen. Zehn Nukleoside werden in mRNA gefunden. Vier sind nur in
anderen RNA-Typen vorhanden.
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Abbildung 4: A. Ausmafd der RNA-Methylierungen in mR Histogramm) vergli

mit der Gesamt-RNA (punktierte Linie) in CTC44 (n =

Intensitat (103)

— Gesamt RNA
== mRNA

m7’G

7,2 v/,
Retentionszeit

Retentionszeit

g 5: Uberlagerte extrahierte
matogramme von m?G und méA
ten RNA (blaue Linie) und
RNA (goldene Linie)

MOVE ON

250

Gesamt RNA

Intensitat (103)

Retentionszeit

mRNA
200

ntensitat (203)

Retentionszeit

: Extrahierte Ionenchromatqgramme methylierter Nukleoside aus der gesamten RNA und der mRNA,
er LC-MS ¢

'
/¥

.- Quantifizierung methylierter Nukleoside

aus messenger-RNA (mRNA)

Die Quantifizierung methylierter fir mRNA im Vergleich zur Gesamt- Die Quantifizierung von RNA-Methy-
Nukleoside, die aus mRNA erhalten RNA ein niedrigeres Signal beobach- lierungen mit einem Triple-Quadru-
wurden, erzielten Ergebnisse fiir zehn tet (Abbildung 4). Beispielsweise pol-LC-MS/MS-System (LCMS-8060
Nukleosidspezies aus der Zielgruppe wird m2A in mRNA gefunden, die nur Massenspektrometer gekoppelt an
von 14 methylierter Nukleosidspezies 5 % der gesamten Zell-RNA aus- ein Nexera LC-40) stellt einen emp-
(Abbildung 3). Die verbleibenden vier  macht, und auch in tRNA und rRNA findlichen und zuverlassigen Ansatz
Spezies wurden ausschliefslich in mit 15 % beziehungsweise 80 %. fir Epitranskriptomik-Untersuchun-
rRNA, tRNA und snRNA beobachtet, gen dar. Diese Anwendung kann fur
und sind — nach dem aktuellen Im Falle der mRNA-Aufreinigung ein breites Spektrum biologischer
Forschungsstand —in mRNA war das Ionensignal fir die Methy- Proben (und RNA-Spezies) genutzt
nicht vorhanden (Abbildung 2). lierungen erhéht, die vorwiegend in werden; sie stellt einen gerichteten
mRNA gefunden werden, wie méA und robusten Ansatz fiir diese Ana-

Des Weiteren wird fiir die meisten und méAm (Abbildung 4 - 5). lyse dar.
der detektierten Methylierungen

Hinweis

Weitere Informationen und Literatur-

hinweise entnehmen Sie bitte der digitalen

Version dieser Ausgabe.
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