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Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und den Einsatz von neuen,
umweltfreundlichen Probenvorbereitungsmethoden.

Im ersten Teil der Arbeit erfolgte die Anwendung einer membran-basierten
Extraktionsmethode, der membranunterstiitzten Losungsmittelextraktion (im englischen:
membrane-assisted solvent extraction; MASE) auf ein breites Spektrum organischer
Verbindungen, angefangen von polychlorierten Biphenylen tiber Organophosphorpestizide bis
zu polaren Phenolen und Chlorphenolen. Nach der Optimierung der Extraktionsparameter
wurden Leistungsparameter wie Nachweisgrenzen, Prizision und Wiederfindungen fiir alle
Analyten bestimmt.

Die Bestimmung dieser Kontaminanten in matrixbelasteten Flissigproben (Flusswasser,
Wein, Saft) und auch in Sedimentproben (nach Uberfiihrung der Analyten in eine wissrige
Phase) zeigte die gute Anwendbarkeit der Membranen fiir Realproben. Die Analyse wurde
mit einer Large-Volume-Injektion-Gaschromatographie-Massenspektrometrie (LVI-GC-MS)
Kombination durchgefithrt. Ein Vergleich der MASE mit einer anderen neuen
Extraktionsmethode, der Stir Bar Sorptiven Extraktion, erfolgte fiir hochkomplexen
brasilianischen Zuckerrohrsaft. Mit beiden Techniken konnte eine Vielzahl organischer
Kontaminanten in gut tibereinstimmenden Ergebnissen nachgewiesen werden

Weiterhin wurde das Membranverfahren miniaturisiert und beziiglich der PCBs mit der
originalen MASE verglichen. Mit der miniaturisierten Variante der MASE wurde eine bessere
Anreicherung der Analyten erzielt. Dadurch konnte die LVI durch eine konventionelle heille
Injektion ersetzt werden. Diese Injektionsform erdffnete die Moglichkeit der simultanen
Bestimmung fliichtiger und schwerfliichtiger organischer Komponenten.

Im letzten Teil der Arbeit erfolgte die Entwicklung und Anwendung von Silikonschliduchen
zur empfindlichen Bestimmung organischer Verbindungen. Neben der LVI-GC-MS kam die
Hochleistungsfliisssigchromatographie  (HPLC)-Tandem-Massenspektrometrie, die  eine
strukturspezifische und empfindliche Analysenmethode besonders fiir polare Stoffe
reprasentiert, zum Einsatz. Auch die Schlauchextraktion wurde fiir Flusswasserproben
getestet. Bei Anwendung der HPLC-Tandem-MS wurden vergleichende Untersuchungen zur
Extraktion mit Silikonschlduchen und einer direkten Wasserinjektion vorgenommen, wobeli
zwei verschiedene Quantifizierungsmethoden verwendet wurden. Die gute Ubereinstimmung
der Ergebnisse verdeutlichte die Anwendbarkeit der Silikonschlduche fiir {lissige Realproben.
Der Einsatz der Schlauchextraktion zeigte sich besonders gut fiir Proben mit einer hohen
Komplexitit geeignet, da lonensuppressionseffekte, wie sie bei der direkten Injektion
wissriger Proben auftreten konnen, durch die Abtrennung der Matrix mit den
Silikonschlduchen eliminiert werden.
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Abstract:

This work describes the development and application of new environmental friendly
extraction techniques.

The first part of the work emphasizes the application of membrane-assisted solvent extraction
(MASE) for the determination of a broad range of organic compounds. including
polychlorinated biphenyls (PCBs), organophosphorus pesticides (OPPs), polar phenols and
chlorophenols. After the optimization of the extraction parameters, for all the analytes figures
of merit, such as limits of detection, precision and recoverv were determined. The
investigation of these compounds in complex liquid samples (river water, wine, juice) and
sediment samples (after the transfer of the analytes to the liquid phase) proved the good
applicability of the membranes for real samples. Analysis was performed by means of large-
volume injection combined with gas chromatography-mass spectrometry (LVI-GC-MS). A
comparison of MASE and another new extraction method, the stir bar sorptive extraction was
performed for a high complex brazilien sugar cane juice sample. With both methods several
organic contaminants were determined and the results showed a good agreement.
Furthermore, a miniaturization of the membrane system was developed and compared with
the original version of MASE concerning the PCBs. The miniaturized MASE led to a higher
enrichment of the analytes which gave the possibility of the change from the large-volume
injection to a conventional hot injection, maintaining a good overall sensitivity. With the
miniaturized MASE a simultaneous determination of volatile and non-volatile organic
compounds could be performed.

The last part of the work describes the development and application of silicone tubes for a
sensitive determination of organic compounds. Besides the use of LVI-GC-MS, high
performance liquid chromatography (HPLC) in combination with tandem-mass spectrometry
was employed. The use of HPLC-Tandem-MS gave the possibility for a selective and
sensitive analysis especially for polar compounds. The extraction by means of silicone tubes
was tested for river water samples. For the investigations with HPLC-Tandem-MS the use of
the silicone tubes was compared with a direct aqueous injection applying two different
quantitation methods. The good agreement of the results proved the applicability of the
silicone tubes for complex liquid samples. The application of the tubes is especially suitable
for samples with a high complexity, because ion-suppression problems can be eliminated due
to the separation of the matrix with the tubes.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

API
ASE
CE
CIS
DP
ECD
EP
EPA
ESI
EU
FID
FLD
FP
GC
HCB
HCH
HPLC

HS
LVI
LM
LMPE
LLE
MASE

MESI

MIMS

Mini-MASE

Atmospheric Pressure lonisation = Atmosphérendruckionisation
Accelerated Solvent Extraction = beschleunigte Losungsmittelextraktion
Collision Energy = Kollisionsenergie

Cold Injection System = Kaltaufgabesystem

Declustering Potential

Electron Capture Detector = Elektroneneinfangdetektor

Entrance Potential

Environmental Protection Agency = amerikanische Umweltbehirde
Elektrospray-lonisierung

Européische Union

Flammenionisationsdetektor

Fluoreszenzdetektor

Focussing Potential

Gaschromatograph

Hexachlorbenzol

Hexachlorcyclohexan

High Performance Liquid Chromatography =
Hochleistungsfliissigchromatographie

Headspace = Dampfraum

Large-Volume-Injektion

Losungsmittel

Liquid Phase Micro Extraction = Flussigphasenmikroextraktion
Liquid-Liquid Extraktion = Fliissig-fliissig Extraktion
Membrane-Assisted Solvent Extraction = Membranunterstiitzte
Losungsmittelextaktion

Membrane Extraction with a Sorbent Interface = Membranextraktion mit
Adsorbens-Fokussierung

Membrane Introduction Mass Spectrometry = Membraneinlass-
Massenspektrometrie

Miniaturized Membrane-Assisted Solvent Extraction = miniaturisierte

membranunterstiitzte Lésungsmittelextaktion



MMLLE
MPS
MRM
MS
MSD
NWG
orp
PAK
PAT
PCB
PDMS
PTV

PVC
PP

RSD
SBSE
SDS
SIM
SLM
SPE
SPMD
SPME
TD
UFZ
uv
VOoC
WDF
WHO

Microporous Membrane Liquid-Liquid Extraction

Multi Purpose Sampler

Multi-Reaktion-Monitoring

Massenspektrometrie

Massenselektiver Detektor

Nachweisgrenze

Organophosphorpestizide

Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe

Purge-And-Trap

Polychlorierte Biphenyle

Polydimethylsiloxan

Programmed Temperature Vaporisation = temperaturprogrammierte
Verdampfung

Polyvinylchlorid

Polypropylen

Recovery (auch als Extraktionsausbeute oder Wiederfindung bezeichnet)
Reversed Phase = Umkehrphase

Relative Standard Deviation = Relative Standardabweichung

Stir Bar Sorptive Extraktion

Sodium Dodecyl Sulfate = Natriumdodecylsulfat

Single lon Monitoring

Supported Liquid Membrane Extraction

Solid Phase Extraction = Festphasenextraktion

Semi-Permeable Membrane Device

Solid Phase Micro Extraction = Festphasenmikroextraktion
Thermodesorption

Umweltforschungszentrum

Ultraviolett

Volatile Organic Compounds = leichtfliichtige organische Verbindungen
Wiederfindung (auch als Extraktionsausbeute oder Recovery bezeichnet)

World Health Organisation = Weltgesundheitsorganisation



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Bestimmung organischer Schadstoffe in der Umwelt reprisentiert ein dominantes Thema
in der analytischen Chemie. Sowohl die zunehmende Bedeutung des Umweltschutzes in
vielen Lindern als auch die wachsenden Erkenntnisse iiber Toxizitit und Langzeitwirkungen
von Umweltchemikalien und deren Abbauprodukten fiihren zu immer neuen analytischen
Problemstellungen. Die Herausforderungen an Extraktions- und Analysentechniken werden
durch gesetzliche Festlegungen von Grenzwerten verdeutlicht. Fiir Pflanzenschutzmittel, die
aufgrund ihrer weit verbreiteten Anwendung eine wichtige Gruppe unter den
Umweltchemikalien darstellen, liegt der Grenzwert bei 0,1 ng/L fiir die Einzelsubstanz und
bei 0.5 ug/L fiir die Summe aller Substanzen. Neben Pestiziden steht die Bestimmung
persistenter organischer Verbindungen im Mittelpunkt, die, obwohl sie zum GroBteil schon
lange nicht mehr eingesetzt werden, noch in der Umwelt vorkommen. Hauptsichlich
akkumulieren diese persistenten Stoffe im Gewebe lebender Organismen und werden tber die
Luft, durch das Wasser und iiber wandernde Arten iiber internationale Grenzen hinweg
befdrdert und in terrestrischen und aquatischen Okosystemen angereichert. Weiterhin spielen
polare organische Verbindungen eine Rolle in der Umwelt. In vielen industriellen Prozessen,
wie in der Produktion von Plastik und Farbstoffen, in der Papierherstellung und in der
Landwirtschaft werden beispielsweise Phenole und Chlorphenole sowohl eingesetzt als auch
erzeugt. Diese Stoffe stellen aufgrund ihrer hohen Wasserlgslichkeit und Reaktivitit
besondere Anforderungen an die Probenvorbereitung und die Detektion.

Etablierte Probenvorbereitungsmethoden fiir Fliissigproben sind die flissig-fliissig Extraktion
und die Festphasenextraktion. Neben einem hohen Zeitaufwand und vielen manuellen
Einzelschritten, die mit Analytverlusten oder Fehlereintrag verbunden sein kénnen, stellt die
grolle Menge an meist toxischen organischen Losungsmitteln, die bei diesen Verfahren
benotigt werden, das Hauptproblem dar.

Die Entwicklung neuer Techniken, die ohne Losungsmittel oder mit sehr geringen
Lésungsmittelmengen auskommen und dabei schnell und automatisierbar sind, riickt immer
stirker in den Vordergrund. Zu diesen Methoden, fiir die der Begriff ,green analytical
chemistry”  geprdgt wurde (Anastas, 1999), gehéren auch membran-basierte
Extraktionsmethoden. Membranen konnen als selektive Barrieren zwischen zwei Phasen
gewithlt werden und bieten damit einen breiten Einsatzbereich. Besonders geeignet erweisen
sich Membranmethoden fiir Proben mit einer komplexen Matrix. Mit der am UFZ
entwickelten Form der Membranextraktion, der membranunterstiitzten

Lésungsmittelextraktion (im englischen: membrane-assisted solvent extraction; MASE) stand

1



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

zu Beginn der Arbeit eine halb-automatische Technik, angewandt auf semipolare
Verbindungen, zur Verflgung, die ein hohes Entwicklungspotential bot. Auch
Silikonmaterialien eignen sich fiir die schnelle, lésungsmittelarme Extraktion organischer
Kontaminanten aus Fliissigproben. Die bekanntesten Techniken, die auf Silikonmaterialien
beruhen, sind die Festphasenmikroextraktion (im englischen: Solid Phase Micro Extraktion;
SPME) und die Stir Bar Sorptive Extraktion (SBSE). Alle diese Extraktionstechniken werden
in der Regel mit chromatographischen Bestimmungsmethoden gekoppelt, die sich aufgrund
threr Selektivitit und ihres Nachweisvermégens in der Analytik organischer Schadstoffe
durchgesetzt haben. Neben der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) kommt
immer  stirker die  Hochleistungsfliissigchromatographie  gekoppelt mit  der
Massenspektrometrie (HPLC-MS) zum Einsatz. Wihrend die GC fiir verdampfbare,
temperaturstabile Substanzen geeignet ist, eréffnet sich mit der HPLC in Verbindung mit der
Triple Quadrupol Massenspektrometrie (abgekiirzt: Tandem-MS oder MS/MS) eine
strukturspezifische und empfindliche Nachweismethode fiir polare und ionische Stoffe.

Aus diesen hier aufgefithrten Gesichtspunkten erklirt sich die Notwendigkeit der Entwicklung
und Anwendung von neuen, l8sungsmittelsparenden Extraktionsmethoden und deren

Kopplung mit empfindlichen Analysentechniken.

Ziel der Arbeiten war es:

- die 2001 entwickelte membranunterstiitzte Losungsmittelextraktion (MASE) weiter zu

optimieren

- den Anwendungsbereich der MASE auf Substanzen in einem breiten Polaritdtsbereich

auszuweiten, mit besonderem Schwerpunkt auf die Extraktion polarer Analyten

- stark matrixbelastete Realproben mit der MASE zu untersuchen und einen

Methodenvergleich mit der SBSE vorzunehmen

- das Verfahren zu miniaturisieren und damit alternative Anwendungen ohne Einsatz

der Large-Volume-Injektion (LVI) zu ermdglichen (z.B. Analyse von VOCs)

- die Effektivitit der Extraktion mit Silikonschlduchen (tube extraction) zu testen und

das Verfahren mit der LVI-GC-MS sowie der HPLC-Tandem-MS zu erproben.



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Probenvorbereitungstechniken in der analytischen Chemie

2.1.1 Einfiihrung

Nur wenige Proben kénnen in ihrem urspriinglichen Zustand in das Analysensystem
eingebracht werden, deshalb spielt die Probenvorbereitung in der analytischen Chemie eine
essentielle Rolle. Die Probenvorbereitung ist oftmals der aufwendigste und am meisten
tehlerbehaftete Teil des Analysenverfahrens. Die Hauptziele sind die Abtrennung von
Matrixbestandteilen, da die meisten analytischen Instrumente mit der Probenmatrix nicht
kompatibel sind, und die Aufkonzentrierung bzw. Verdiinnung der Analyten. Neben
Matrixabtrennung und Anreicherung hat die Probenvorbereitung eine Verbesserung der
Selektivitdt, Wiederholbarkeit und Zuverldssigkeit zum Ziel. Weiterhin sollte eine ideale
Probenvorbereitung eine einfach zu handhabende, schnelle und preiswerte Technik darstellen
und die Méglichkeit zu einer Automatisierung geben. Ein besonderer Fokus liegt auf dem
Einsatz und der Entwicklung lsungsmittelfreier oder -sparender Methoden. Eine Vielzahl an
Ubersichtsartikeln beschreibt und vergleicht die Grundlagen der unterschiedlichen Methoden
(Smith, 2003; Pawliszyn, 2003; Hyotyldinen und Riekkola, 2004). Major (2003) prisentiert in
einem Ubersichtsartikel die 39 gegenwirtig am hiufigsten eingesetzten Techniken. Bei der
Wahl einer geeigneten Technik spielen verschiedene Merkmale eine Rolle, unter anderem der
Aggregatzustand der Probe. die Matrixbelastung, die Eigenschaften der zu untersuchenden
Analyten und das nachfolgende Analysenverfahren.

Generell kénnen Extraktionsmethoden in erschépfende (exhaustive) und nicht-erschépfende
(non-exhaustive) Methoden unterteilt werden. Erschopfende Techniken bendtigen keine
Kalibrierung tber das Gesamtsystem, da die Analyten vollstindig in die Extraktionsphase
liberfiihrt werden. Dies ist durch den Einsatz von groffen Volumina an Extraktionsmittel, wie
beispielsweise bel der fliissig-fliissig Extraktion, oder durch Mehrfachextraktionen moglich.
Um die groBe Menge an Extraktionsmittel zu vermindern und die bendtigte Zeit bis zum
vollstindigen Transfer der Analyten zu minimieren, werden solche statische Verfahren
(Batch-Verfahren) durch dynamische Verfahren ersetzt, bei denen die Probenphase und/oder
die Extraktionsphase aneinander vorbei flieBen und somit der Transport der Analyten
schneller vollzogen wird. Die Festphasenextraktion bedient sich dieses Prinzips, indem grof3e

Probevolumina iiber eine kleine Kartusche flieen, die das Adsorbensmaterial enthilt.
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" Alternativ kann auch die (vorzugsweise feste) Probe in einem Gefill gepackt sein und das
Extraktionsmittel dartber flieBen und dabei die Analyten herausldsen. In der Soxhlet-
Methode werden kontinuierlich Analyten aus der festen Matrix durch das siedende
Lésungsmittel entfernt. Viele Verfahren nutzen eine erhéhte Losungsmitteleffizienz, indem
sie bei hohen Temperaturen und Driicken arbeiten; ein Beispiel dafiir ist die beschleunigte
Losungsmittelextraktion (im englischen: Accelerated Solvent Extraction; ASE). Im Gegensatz
zu solchen erschopfenden Methoden werden in den letzten Jahren mehr und mehr Verfahren
angewandt, die auf der Einstellung von Gleichgewichten beruhen. Diese Techniken zeichnen
sich durch eine Verkleinerung der Apparatur bis zur Miniaturisierung aus. Damit ist neben
einer schnelleren Durchfiihrung der Extraktion eine Reduzierung des benétigten Probe- und
Lésungsmittelvolumens verbunden. Von den im Folgenden aufgefiihrten Techniken gehdren
die Festphasenmikroextraktion (im englischen: Solid Phase Micro Extraction; SPME) und die
Stir Bar Sorptive Extraktion (SBSE) zu diesen so genannten Mikroextraktionstechniken. Das
Extraktionsprinzip entspricht dem der erschépfenden Techniken; die Extraktionsphase wird
mit der Probenphase in Kontakt gebracht und der Transport der Analyten zwischen den
Phasen erfolgt. Allerdings fiihrt die Extraktion zu der Einstellung eines Gleichgewichtes
zwischen den verschiedenen Phasen. Da die Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts fiir
die einzelnen Analyten sehr unterschiedlich ist, wird die Gleichgewichtseinstellung aller
Komponenten meist nicht abgewartet, sondern nach einem festen Zeitregime die Extraktion
abgebrochen. Ubliche Extraktionszeiten liegen beispielsweise bei der SPME zwischen 10 und
60 Minuten.

Das fundamentale thermodynamische Prinzip aller Extraktionstechniken beruht auf der
Verteilung eines Analyten zwischen mindestens zwel Phasen; der Probe und der
Extraktionsphase. Bei Flussigkeiten wird die Verteilung eines Analyten zwischen zwei
Phasen (I und II) durch den Nernst'schen Verteilungssatz beschrieben, der bei Erreichen des
Gleichgewichtes gilt:

Kmfza_,zc_,zm_,*ﬂ (2.1)

ay ¢y my ¥,

Die Aktivitdten (a) konnen fir ideale Losungen der Konzentration (c) gleichgesetzt werden.
(V) entspricht dem Volumen und (m) der Masse. Der Verteilungskoeffizient (K) ist eine
thermodynamische Gréfe, die von einer Vielzahl von Parametern abhingig ist, unter anderem

von Temperatur, Druck und pH-Wert. Die Gleichung 2.1 verdeutlicht weiterhin, dass eine
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erschopfende Extraktion auch durch ein geniigend groBes Volumen an Extraktionsmittel

erzielt werden kann.

Im Folgenden werden einige der wichtigsten Techniken, die zur Probenvorbereitung von

Flissigproben zum Einsatz kommen, kurz vorgestellt.

2.1.2 Kurzdarstellung gebriuchlicher Extraktionstechniken

2.1.2.1 Fliissig-fliissig Extraktion

Die flussig-fliissig Extraktion (im Englischen: liquid-liquid-extraction, abgekiirzt LLE) beruht
auf der Verteilung eines Analyten zwischen zwei nicht miteinander mischbaren Phasen. Die
LLE kann durch die Variation verschiedener Lésungsmittel, Anderungen des pH-Wertes und
Zugabe von Salz (Aussalzeffekt) eine hohe Selektivitit erreichen. Probleme konnen
hinsichtlich einer schlechten Phasentrennung (Emulsions- oder Schaumbildung) besonders bei
stark matrixhaltigen Realproben auftreten. Weiterhin beinhaltet die LLE viele einzelne
Schritte und ist schwer zu automatisieren. Einer der entscheidendsten Nachteile ist der hohe
Verbrauch an toxischen organischen Losungsmitteln. Eine miniaturisierte Variante der LLE
ist die in-vial-liquid-liquid-Extraktion (in-vial LLE). Fiir diese Technik wird ein geringeres
Probenvolumen (ca. 1 ml) in ein Autosampler-Glasgefili gegeben und mit einigen hundert

Mikrolitern organischen Losungsmittel extrahiert.

2.1.2.2 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE) stellt eine hiufig angewandte Alternative zur LLE dar. Bei
der SPE wird die flissige Probe auf ein in einer Kartusche, Disk oder Membran befindliches
Adsorbens geleitet. Die Anreicherung der Analyten basiert auf Oberflichenwechselwirkungen
zwischen Analyt und Adsorbens. Diese Wechselwirkungen lassen sich prinzipiell in
Physisorption und Chemisorption unterteilen. Bei der Physisorption werden zwischen Analyt
und Adsorbens physikalische Wechselwirkungen (van-der-Waals-Wechselwirkungen)
ausgebildet, die relativ schwach und reversibel sind. Der Betrag der freiwerdenden
Adsorptionswiirme liegt dabei iiblicherweise unter 50 kJ/mol. Die Chemiesorption fiihrt
aufgrund einer festen Bindung zwischen Analyt und Adsorbens oft zu irreversiblen

Wechselwirkungen. Der Betrag der freiwerdenden Adsorptionswiirme kann bei der
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Chemisorption 500 kl/mol iiberschreiten (Atkins, 1988). Die Desorption der Analyten erfolgt
mit einigen Millilitern eines organischen Lésungsmittels. Die SPE beinhaltet eine Vielzahl
von Arbeitsschritten (Konditionierung des Adsorbens, Anreicherung, Spiilen, Trocknen) was
sie zu einer meist zeitaufwendigen Methode macht. Der Trend geht in Richtung der
miniaturisierten SPE die on-line mit dem Analysensystem gekoppelt werden kann (Louter et

al., 1996; Majors, 2001).

2.1.2.3 Headspace-Methoden

Headspace (HS)-Methoden beruhen auf der Gleichgewichtseinstellung eines Analyten
zwischen der Probe und ihrem Dampfraum. Die einfachste Moglichkeit ist die statische
Headspace-Extraktion, bei der die Probe in einem verschlossenen Gefill temperiert, und ein
Teil des Dampfraums auf die Trennsidule transferiert wird. Diese wenig aufwendige Technik
eignet sich fiir die Bestimmung fliichtiger Stoffe und wird beispielsweise fiir die Bestimmung
von Alkohol im Blut angewandt. Um die Analyten nahezu vollstindig aus der Probe zu
entfernen, kann bei dem statischen Headspace-Verfahren auch mehrmals hintereinander der
Dampfraum der Probe entnommen und injiziert werden. Aus der Summe der Peakflichen
kann dann auf den Ausgangsgehalt der Analyten in der Probe geschlossen werden. Zur
Verbesserung der Empfindlichkeit dient die Purge-and-Trap (PAT) Technik. Dabei wird die
Probe mit einem Inertgas durchspiilt. Der Gasstrom reifit die fliichtigen Analyten mit, die im
Folgenden auf einem Adsorbens aufgefangen werden. Durch Aufheizen des Adsorbens
werden die Analyten in den Injektor des Analysensystems (iberfiihrt. Neben einem héheren

apparativen Aufwand bendtigt die PAT eine Trocknung des Gasstroms.

2.1.2.4 Festphasenmikroextraktion

Zu den neuen Extraktionstechniken gehért die 1989 von Pawliszyn und Mitarbeitern
beschriebene und seit 1993 kommerziell erhéltliche Festphasenmikroextraktion (im
englischen: Solid Phase Micro Extraction; SPME) (Belardi und Pawliszyn, 1989). Die
SPME-Grundeinheit besteht aus einer Quarzfaser, die mit verschiedenen Volumina (typisch:
7-100 pl) eines Extraktionsmittels beschichtet ist. Neben Polydimethylsiloxan sind auch
andere fiir polarere oder fliichtigere Analyten besser geeignete Faserbeschichtungen
erhiiltlich. Zur Extraktion der Analyten aus der Probe wird entweder der beschichtete Teil der

SPME-Nadel in die Probenldsung direkt eingetaucht oder in den Gasraum iiber der Probe
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exponiert. Letzteres setzt eine geniigende Fliichtigkeit der Analyten voraus. Bei Einsatz der
meisten Polymermaterialien, wie Polydimethylsiloxan und Polyacrylat, I&sen sich die
Analyten in dem Material. Diese Absorption ist ein deutlich schwicherer Prozess als die
Adsorption, demzufolge kann die Desorption unter sanften Bedingungen, das heifit bei
geringeren Temperaturen und kiirzeren Zeiten, erfolgen. Die Analyse erfolgt meist
gaschromatographisch, kann aber auch zur Kopplung mit der HPLC mit einem Ldsungsmittel
erfolgen. Die Vorteile der SPME sind neben der Einfachheit der Methodik vor allem die
Zeiteffizienz und das Fehlen von Losungsmitteln zur Extraktion (bei einer Kopplung mit der
Gaschromatographie). Aufgrund der einmaligen Einstellung eines Gleichgewichtes der
Analyten zwischen der Faserbeschichtung und dem Extraktionsmedium, erfolgt keine
quantitative Extraktion der Analyten. Auch wenn ein vollstindiger Analyttransfer von der
Faserbeschichtung in das chromatographische System gewihrleistet ist, sind dennoch
Nachteile im Nachweisvermégen im Vergleich zu erschépfenden Extraktionstechniken (z.B.

Purge-and-Trap) zu erwarten.

2.1.2.5 Stir Bar Sorptive Extraktion

Die Stir Bar Sorptive Extraktion (SBSE) wurde 1999 erstmals von Balthussen et. al.
vorgestellt. Diese Technik besteht aus einem Glasmagneten, der mit Polydimethylsiloxan
ummantelt ist. Dieser Rithrstab wird in eine fliissige Probe exponiert. Das Extraktionsprinzip
entspricht dem der SPME; zwischen der Polymerphase und der flissigen Probe stellt sich ein
Gleichgewicht ein. Aber im Gegensatz zur SPME, die mit einem Extraktionsvolumen von ca.
0,5 pl PDMS arbeitet, kommen in der SBSE gréflere Volumina zwischen 55 und 219 pl zum
Einsatz. Dieses hohere Volumen erméglicht eine stirkere Anreicherung der Analyten im
PDMS Material, was zu einer besseren Empfindlichkeit fuhrt. Die Desorption erfolgt
entweder thermisch oder mit einer geringen Menge an Losungsmittel. Im Gegensatz zur
SPME ist eine Automatisierung der SBSE zu diesem Zeitpunkt noch nicht méglich. Die
Rihrstibchen (im englischen: Stir Bars) sind unter dem Namen Twister kommerziell

erhiltlich.

In dieser Arbeit werden zwei Extraktionstechniken neu- bzw. weiterentwickelt; der Einsatz

von Membranen in der Probenvorbereitung und die Applikation von Silikonmaterialien,
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dhnlich dem Prinzip der SBSE, fiir die Extraktion organischer Analyten aus fliissigen Proben,

Die Grundlagen dieser beiden Techniken werden in den folgenden Kapiteln niher erldutert.

2.1.3. Einsatz von Membranen zur Trennung von Stoffgemischen

2.1.3.1 Einfiihrung

Die Stofftrennung mit Membranen stellt eine attraktive Alternative zu konventionellen
Trennprozessen wie Destillation oder Kristallisation dar. Unter einer Membran versteht man
eine riumliche Barriere, die zwei Phasen voneinander trennt (Abb. 2.1) und dem Durchtritt
verschiedener Teilchensorten einen unterschiedlichen Widerstand entgegensetzt (Staude,
1992). Fiir den Stofftransport durch eine Membran sind Triebkrifte erforderlich, welche sich
durch eine Konzentrationsditferenz beiderseitig der Membran ergeben. Auch Unterschiede in
Druck, elektrischem Potential oder Temperatur zwischen den Phasen kénnen den Transport
von Materie durch die Membran bewirken. Eine Anreicherung wird erzielt, wenn einige
Komponenten bevorzugt von der Donorphase (Probenlésung) durch die Membran in die

Akzeptorphase (gastformiges oder fliissiges Extraktionsmittel) transportiert werden.

Membran
Phase 1 Phase 2

oe o
L]
SIS, o "

®
‘o *
—
Triebkraft
Abb. 2.1: Stofftransport durch eine Membran, Phase |: Donorphase, Phase 2: Akzeptorphase

(van de Merbel, 1999)

Der Einsatz von Membranen ist vor allem in medizinischen und technischen Gebieten von
grofier Bedeutung. Das wahrscheinlich wichtigste medizinische Verfahren basierend auf der
Stofftrennung mit Membranen ist die Dialyse, eine Blutreinigung, bei der niedermolekulare

Schadstoffe aus dem Blut der Patienten entfernt werden. In technischen Bereichen spielen

8
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Membranverfahren unter anderem bei der Umkehrosmose eine groBe Rolle. Dabei wird auf
die hoher konzentrierte Losung ein Druck ausgetibt, der groBer als der natiirliche osmotische
Druck ist, und die Wassermolekiile passieren darauthin die Membran in Richtung der
niedriger konzentrierten Losung. Fir die Trennung ionischer Stoffe hat sich die
Elektrodialyse bewihrt, bei der durch Anlegen einer Spannung positiv oder negativ geladene
Teilchen zum Transport durch die Membran veranlasst werden. Neben der Anwendung in
medizinischen und technischen Gebieten gewinnt der Einsatz von Membranen zur Trennung
von Stoffgemischen auch in der analytischen Chemie eine immer stirkere Bedeutung (Paul,
1997).

Als Ausgangsstoffe zur Membranherstellung dienen meist synthetische oder natiirliche
Polymere, wie Zellulose, Polyvinylchlorid (PVC), Polypropylen (PP), Polydimethylsiloxan
(PDMS), aber auch anorganische Stoffe wie Keramik, Palladium oder Al:O;. Man kann
Membranen aufgrund ihrer Struktur in pordse und unporése Membranen unterteilen. Eine
porse Membran hat in ihrer Oberfliche Offnungen, die groBer sind als der Platzbedarf, den
die membranbildenden Molekiile bendtigen. Der Wert kann > 20 A sein (Staude, 1992).
Membranen mit einem kleineren Porendurchmesser werden als unporés oder dicht bezeichnet.
Bei porGésen Membranen stehen beide Seiten der Membran durch die Poren in einem
physikalischen Kontakt. Eine Trennung der Analyten erfolgt aufgrund der Porengréfie der
Membran. Hochmolekulare Stoffe werden zuriickgehalten, wihrend gentigend kleine
Molekiile die Membran passieren kdnnen. Das Prinzip ist dhnlich dem eines Siebes, und eine
Anreicherung kann mit pordsen Membranen nicht erreicht werden. Als Beispiel fiir den
Einsatz porgser Membranen sei die Filtration genannt. Eine Steigerung der Selektivitit kann
durch den Einsatz von Polymeren mit ionischen Gruppen erreicht werden. Durch die
Anwesenheit von positiv oder negativ geladenen Gruppen an der Oberfliche der
Membranporen basiert die Trennung der Stoffe zusitzlich zur Molekiilgréfie auf der Ladung
der Stoffe. Hinsichtlich ihres Aufbaus kann eine porése Membran symmetrisch oder
asymmetrisch sein. Im Gegensatz zu symmetrischen Membranen weisen die Poren bei
asymmetrischen Membranen nicht durchgehend den gleichen Durchmesser auf. Eine
Einteilung des Membranmaterials erfolgt in Homogenitdt und Heterogenitit. Homogene
Membranen sind aus einem Polymer oder einem Gemisch kompatibler Polymere in einer
homogenen Losung hergestellt, heterogene Membranen sind zumindest zweiphasig. In ihrem
elektrochemischen Verhalten wird zwischen ionischen (Polymere mit ionischen Gruppen) und
ungeladenen Membranen unterschieden. Bei unpordsen Membranen besteht die Membran aus

einer Flissigkeit oder einem Polymer. Fliissige Membranen (z.B. n-Oktan) ermdglichen eine
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schnellere Diffusion und sind durch die groBle Auswahl verschiedener Lésungsmittel
vielseitiger, haben aber eine kiirzere Lebensdauer als feste Membranen. Weitere Einteilungen

und Charakterisierungen von Membranen sind von Staude (1992) zusammengeflasst.

2.1.3.2 Thermodynamische und kinetische Aspekte von Verteilung und Stofftransport

durch eine unporése Membran

Im Folgenden sollen die mathematischen Zusammenhinge des Stofftransports durch eine
unpordse Membran erldutert werden. Ausgehend von einem Konzentrationsgradienten
(Differenz im chemischen Potential) beiderseitig der Membran bietet das Lésungs-
Diffusionsmodell die Grundlage dafiir. Die Membran wird als eine dichte Schicht angesehen,
in der verschiedene Analyten unterschiedliche Laslichkeiten haben. Die Analyten lésen sich
in dem Membranmaterial und diffundieren durch die Hohlriume in den kettenfdrmigen
Molekiilstringen in Richtung abnehmender Konzentration. In Kapitel 2.1.1 ist die Verteilung
eines Analyten zwischen zwei Phasen durch das Nernst'sche Verteilungsgleichgewicht
beschrieben. Betrachtet man den Transport eines Analyten durch eine unporése Membran,
spielt zusitzlich die Uberfithrung des Analyten aus der Membran in die Akzeptorphase eine
Rolle und ein weiteres Verteilungsgleichgewicht muss berticksichtigt werden (Ho et al.,
2002). Dieser Transport durch ein Dreiphasensystem ist vergleichbar mit einer fliissig-fliissig
Extraktion gefolgt von einer Riickextraktion und kann durch die folgenden Verteilungssiitze
ausgedriickt werden, wobei K dem Verteilungskoeffizient zwischen den jeweiligen Phasen

und ¢ der Analytkonzentration in der jeweiligen Phase entspricht.

s C.\fmwmm 3 2
Membran! Donor ™~ =
Donor

K = ¢ dkzepror 23

Akzeptor | Membran
Membran

Nach dem Masseerhaltungsgesetz gilt die folgende Massenbilanz:

Lo P 2
N = Rponor T Plitembran. T ilsepion 24
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wobei n” die Ausgangsstoffmenge in der Probe (Donorphase) reprisentiert. Die anderen
Stoffmengen gelten in den jeweiligen Phasen unter Gleichgewichtsbedingungen. Da der

Zusammenhang » = ¢ * V" besteht, kann die Gleichung folgendermafBen umgeformt werden:

(3=
L

0
c'V +C e

ponae = CpanorY Donor € stombrenV Mermbran um:m-Vucupm

n= Stoffmenge

V = Volumen

Weiterhin ~ kann  der  Verteilungskoeffizient K als  Produkt  der

Danor! Akzeptor

Verteilungskoeffizienten K und K, beschrieben werden:

Membran | Donor eptar ! Membran

S 2.6
- K *K _ Cltkzepror
Akzepror | Donor - Membran | Donor Akzeptor | Membran i

Danor

Wenn man nun Gleichung 2.6 nach ¢, umstellt und Gleichung 2.2 nach ¢, . auflést

und die Massenbilanz umformt erhilt man den Zusammenhang:

# * a0 %
- K.-IA’:yp!m‘ ! Danor V‘Ik:vpmr ¢
Akzeptor

i K * +K

Akzeptor ! Donor Akzeptar

Donor 5 G
+

Donor

n

*V,
Membran! Donor Membran

Diese Gleichung fasst die Abhingigkeit der Anreicherung eines Stoffes in der Akzeptorphase
von der Ausgangskonzentration des Stoffes, den Volumina der einzelnen Phasen und den
Verteilungskoeffizienten zusammen. Um eine starke Anreicherung eines Stoffes in der

Akzeptorphase  zu  erzielen, miissen beide Verteilungskoeffizienten K

Membran { Donor

und K hohe Werte besitzen. Die Verteilungskoeffizienten unterliegen jeweils

Akzeptor | Membran
starken Einfliissen von Temperatur und Druck. Mit diesen hier dargestellten Betrachtungen
konnen Extraktionsausbeuten (als Quotient aus der Stoffmenge in der Akzeptorphase zu der
urspriinglichen Stoffmenge in der Donorphase) und Anreicherungsfaktoren berechnet werden.
Voraussetzung ist allerdings die Bekanntheit oder die Moglichkeit der Bestimmung der
Verteilungskoeffizienten.

Die Kinetik der Verteilungsvorginge kann jedoch nicht aus diesen thermodynamischen
Zusammenhingen abgeleitet werden. Dafiir miissen Diffusionsprozesse, wie sie in den

11
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Fick 'schen Gesetzen beschrieben werden, herangezogen werden. Das erste Fick 'sche Gesetz
definiert die Geschwindigkeit des Diffusionsvorganges, ausgeldst durch einen

Konzentrationsgradienten als:

J, =-D(, / &) 28

Der diffuse Stofftransport J [mol/(cm*s)| einer Komponente i ist demzufolge proportional zu
dem Gradienten der Konzentration dieses Stoffes ¢ [mol/cm’] entlang der Diffusionsstrecke
&[em] mit dem Diffusionskoeffizient D[cm?¥s] als Proportionalititsfaktor. Der
Diffusionskoeffizient ist eine Materialkonstante, deren starke Temperaturabhingigkeit durch

eine der Arrhenius-Gleichung entsprechende Beziehung ausgedriickt wird.

D=D, *e 5" 29

E, ist die Aktivierungsenergie, R die universelle Gaskonstante und T die Temperatur in
Kelvin. Die Aktivierungsenergie der Diffusion ist positiv, so dass die Diffusion mit
zunehmender Temperatur steigt. Bei einer genaueren Betrachtung der Diffusion miissen die
Grenzfilme an der Membran berticksichtigt werden. Somit bestimmen die folgenden Schritte

die Permeation:

1. der Stoffiibergang aus der Donorldsung an den Grenzfilm,

2. die Sorption in die Membran,

3. Diftusion durch die Membran,

4. Desorption in den Grenzfilm und

5. Stoffuibergang in den Akzeptorstrom

Dabei ist die Diffusion durch die Membran der langsamste wund somit
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Eine detaillierte Betrachtung dieser Widerstinde
wurde von verschiedenen Autoren vorgenommen mit der Beobachtung, dass durch eine
schnelle Stromung oder intensives Rilhren diese Widerstinde herabgesetzt werden konnen

(Pratt und Pawliszyn, 1992).

Fiir die Loslichkeit eines Stoffes in der Membran gilt:
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Cinr

¢cim = Konzentration in der Membran

S = dimensionsloser Loslichkeitskoeftizient

Wie auch die Diffusion ist die Ldslichkeit ein stark temperaturabhéngiger Prozess. Das

Temperaturverhalten wird durch den folgenden Zusammenhang beschrieben:

=8, v AT 2.11

Durch das negative Vorzeichen der Losungsenthalpie AH wird ausgedriickt, dass das Losen
einer Komponente in einem organischen Material ein exothermer Vorgang ist. Im Gegensatz
zur Diffusion nimmt die Léslichkeit einer Komponente im Polymermaterial mit steigender
Temperatur ab. Unter Einbeziehung der Loslichkeit aber unter Vernachldssigung der
Widerstinde in den Grenzfilmen wird fiir den Stoffstrom der folgende Zusammenhang

erhalten:

&)
—d
[S¥]

J,==D*S8(c,, —c, )/ L

cip = Konzentration in der Donorphase [mol/cm"]
cia= Konzentration in der Akzeptorphase [mol/cm’]
L = Membrandicke [cm]

Das Produkt aus D und S wird als Permeabilitit P bezeichnet.

Die zeitliche Anderung des Konzentrationsprofils des betrachteten Analyten wird mit dem

zweiten Fick 'schen Gesetz beschrieben:

oo(x,1) D Sre(x,1)
ot e’

&9

13

¢ (x,t) : Konzentration des Analyten zu der Zeit t am Ort x

Aus der Integration dieser Differentialgleichung wird die in der Akzeptorphase angereicherte

13
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Analytmenge als Funktion der Extraktionsdauer erhalten.

Aus diesen theoretischen Aspekten ldsst sich festhalten, dass neben stoffspezifischen
Eigenschaften wie Loslichkeits- und Diffusionskoeffizient die Konzentration des Analyten
und diec Membrandimensionen den Stofftransport bestimmen. Im Unterschied zu pordsen
Membranen kénnen mit dichten Membranen auch Verbindungen gleicher GrofBe getrennt
werden, wenn sie verschiedene physiochemische Eigenschaften besitzen. Eine Anreicherung
der Komponenten in der Akzeptorphase ist durch eine Verhinderung der Riickextraktion in
die Donorphase mdglich. Alle diese Verteilungs-, Diffusions- und Léslichkeitsvorginge
werden durch die Temperatur stark beeinflusst. Neben der Temperatur kénnen sich weitere
Parameter, wie pH-Wert und Salzzugabe auf die Effizient der Membran auswirken. Dadurch
und durch die Wahl verschiedener Membranmaterialien und Akzeptorphasen ergibt sich die

Vielfiltigkeit der Membranextraktion.

2.1.3.3 Anwendungen der Membranextraktion in der Analytik

In der analytischen Chemie ist eine Vielzahl von Kombinationsméglichkeiten der
Membranextraktion mit analytischen Trenn- und Detektionsmethoden beschrieben (van de
Merbel et al., 1993; Jénnson und Mathiasson, 2000; Moreno Cordero et al., 2000). Auf die

einzelnen Analysenverfahren wird im Kapitel 2.2 noch genauer eingegangen.

2.1.3.3.1 Membran-Einlass-Massenspektrometrie

Eine schnelle und apparativ einfache Anwendung ist bekannt als Membran-Einlass-
Massenspektrometrie (im englischen: Membrane Introduction Mass Spectrometry; MIMS),
bei der die durch eine Membran wandernden Verbindungen direkt in das Hochvakuum eines
Massenspektrometers {iberfiirt werden. Dabei agieren die Membranen gleichzeitig als
Anreicherungsmedium und als Probenaufgabesystem und fithren zu sehr kurzen
Probenvorbereitungs- und Analysenzeiten (Huybrechts et al., 2003). Ein hoher
Probendurchsatz und Echtzeit-Messungen werden mit MIMS erméglicht. Westover et al.
(1974) beschrieben eine der ersten Anwendungen der MIMS, um Spuren organischer
Verbindungen aus Wasser zu separieren. Silikongummi erwies sich dabei als am besten
geeignetes Membranmaterial. Harland und Nicholson (1993) setzten die MIMS zur

kontinuierlichen Uberwachung von chlorinierten Aliphaten und Aromaten in Meerwasser ein.

14
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Diese robuste Analysentechnik kann mit verschiedenen Arten von Massenspektrometern
gekoppelt werden und erlaubt sowohl Elektronensto3- als auch chemische [onisation. Wenn
die Proben jedoch sehr komplex sind, kann das Fehlen einer chromatographischen Trennung
zu Problemen fithren. Fiir Isomere und anderen Komponenten mit iberschneidenden

Massenfragmenten ist keine zuverlissige Quantifizierung méglich (Huybrechts et al., 2003).

2.1.3.3.2 Membranen zwischen Gas- und Fliissigphasen

Eine Membran kann eine Flissigkeit von einem Gasstrom trennen (Blanchard und Hardy,
1986). Dabeil werden Membranen entweder als eine flache Folie zwischen zwei Phasen oder
als Hohlfaser eingesetzt. Die Hohlfasern sind so konstruiert, dass Donor- und Akzeptorphase
aneinander vorbei fliefen konnen (Gabelmann und Hwang, 1999) Besonders fiir fliichtige
Verbindungen eignet sich ein Gasstrom als Akzeptorphase. Ein Membranmodul zur
Bestimmung von fliichtigen organischen Substanzen (VOCs) in Wasser wurde von Hauser
und Popp (2001, a) vorgestellt. Die VOCs diffundieren aus dem Wasser durch eine
Silikonmembran in einen Luftstrom, der nach einem Fokussierungsschritt in ein GC-FID
System geleitet wird. Dieses dynamische Membranmodul wurde fiir die Vor-Ort Analyse von
kontaminiertem Grundwasser in der Leipziger Region cingesetzt. Mitra et al. (1996)
bedienten sich eines dhnlichen Membransystems, ausgestattet mit einer Silikonhohlfaser-
Membran fiir die kontinuierliche Uberwachung von VOCs in der Lutft.

Fiir eine weitere Anreicherung konnen die Verbindungen nach ihrer Permeation durch die
Membran in einen Gasstrom iiber eine gekiihlte Adsorbensfalle geleitet und dort gesammelt
werden. Nach einer gewissen Fokussierungszeit erfolgt die thermische Desorption und somit
der direkte Transfer der Analyten in das Analysensystem. Pawliszyn et al. setzten PDMS-
Materialien als Adsorptionsfalle ein und stellten fest, dass bei Verwendung einer grofien
Schichtdicke auf die Kiihlung der Falle verzichtet werden konnte und das Modul somit fiir die
mobile Analytik geeignet ist. Dieses System ist in der Literatur als ,,Membrane Extraction
with a Sorbent Interface™ (MESI) bekannt (Yang et al, 1994; Luo et al. 1995). Bei dieser
Anordnung ist eine schnelle Dosierung der geringen Probenmenge méglich, was eine
Kopplung der losungsmittelfreien MESI mit sehr schmalen GC-Sidulen, belegt mit diinner

stationdrer Phase (schnelle GC), erlaubt (Segal et al. 2000).
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2.1.3.3.3 Membranen in Passivsammlern

Weiterhin werden Membranen in Passivsammeltechniken eingesetzt. Passivsammler fiir
wissrige Medien bestehen aus einer Sammel-Phase, die eine hohe Affinitit zu den zu
analysierenden Komponenten aufweist, und einer Membran als Diffusionsbarriere. Man geht
davon aus, dass die Analyten bei Erreichen der Sammel-Phase sofort von derselben
aufgenommen werden. Unter dieser Voraussetzung geht die Analytkonzentration an der
Sammelphase gegen Null und ein Konzentrationsgefille wird ausgebildet, welches die
Triebkraft der Diffusion darstellt. Passivsammler erlauben ein kontinuierliches Monitoring
von Kontaminanten ohne aufwendige elektronische Ausriistung. Oft erfolgt ihr Einsatz zur
Langzeitiiberwachung von bestimmten Substanzen, beispielsweise bei der Bestimmung von
Schadstoftkonzentrationen am Arbeitsplatz. Eine weitere wichtige Modifikation von
Passivsammlern wurde von Huckins et al. (1993) als ,,semi-permeable membrane device™
(SPMD) beschrieben. SPMDs werden eingesetzt, um die Bioverfuigbarkeit hydrophober
Substanzen in wissrigen Kompartimenten zu studieren. Das Modul besteht aus einer
Polyethylen- Flachmembran, die mit einem hochmolekularen Lipid (Triolein) gefiillt ist und
wird meist zu Langzeitmessungen (typisch: 30 Tage) in aquatischen Systemen exponiert. Die
Anreicherung der Komponenten erfolgt gemdl} ihrem Oktanol-Wasser-
Verteilungskoetfizienten. SPMDs akkumulieren sehr lipophile Substanzen und reprisentieren

somit Biokonzentrationen in aquatischen Organismen (Gorecki und Namiesnik, 2002).

2.1.3.3.4 Membranvermittelte fliissig-fliissig Extraktion

Andere Techniken, zusammengefasst unter dem Uberbegriff ,,membranvermittelte fliissig-
flissig Extraktion” verwenden Membranen als Trennmedium zwischen zwei fliissigen
Phasen. Dabei kann die Membran sowohl ein Feststoff als auch eine Flissigkeit sein. Melcher
et al. (1990) beschreiben den Einsatz von Silikongummi als Membran zur Extraktion
organischer Kontaminanten aus wissrigen Proben. Die Analyse von Chlorbenzolen und
Organochlorpestiziden erfolgte unter Anwendung von Hexan als Akzeptorlésung und der
Kopplung mit einem GC-ECD. Ein #hnliches Modul wurde zur Uberwachung von
Chlorphenolen in Abwasser eingesetzt (Melcher et al., 1992). In diesem vollautomatischen
System wurde die Silikonhohlfaser von wissriger Natronlauge umflossen und iiber ein
[njektionsventil in ein HPLC-UV-System iiberfithrt. Im Jahr 1986 beschrieb Audunsson den

Einsatz von fliissigen Membranen in der analytischen Probenvorbereitung. Jonnson und
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Mathiasson (1999 a, b) entwickelten diese Arbeiten weiter und etablierten die so genannte
~Supported Liquid Membrane-Extraktion (SLM). SLM basiert auf einem 3-Phasen System
mit einer organischen Phase zwischen zwei wissrigen Phasen. Die organische Phase besteht
aus einer pordsen Membran, die mit einem organischen Lésungsmittel (z.B. n-Undekan)
betrinkt ist. In der Akzeptorldsung herrscht ein anderer pH-Wert als in der Donorphase vor.
Beispielsweise werden basische Analyten, wie Amine aus einer Donorphase mit hohem pH-
Wert in eine saure Akzeptorlosung iiberfithrt. Die ungeladenen Analyten passieren die
Membran und werden in der Akzeptorphase durch Protonierung an einem Riicktransport
gehindert. Auf diese Weise kann eine hohe Anreicherung erzielt werden. Das gleiche Prinzip
kann fir Sduren angewandt werden, dann mit einer sauren Donor- und basischen
Akzeptorphase. Dieses System eignet sich fiir polare, ionisierbare Substanzen. Die
Extraktionseffizienz kann durch die Zugabe von Additiven zur Membran noch gesteigert
werden. Beispielsweise resultiert die Zugabe von Tri-n-Octylphosphinoxid (TOPO) bei der
SLM-Extraktion von Dicarbonsduren in einer signifikant verbesserten Ausbeute fiir die
polaren Sduren (Shen et al, 1994). Auch Metalle lassen sich unter Zugabe eines
Komplexbildners zur Membranphase sehr effektiv mit SLM extrahieren (Papantoni at al.,
1995). SLM wird gewdéhnlich als Durchflusssystem mit direktem Transfer der Akzeptorphase
in das Analysensystem (meist HPLC) konstruiert. Eine verbesserte Wiederfindung kann durch
mehrmalige Extraktion der Probe bei stagnierender Akzeptorphase erhalten werden
(Lindegard et al., 1994). Fiir die Extraktion von unpolaren organischen Analyten eignet sich
die ,,Microporous Membrane Liquid Liquid Extraction® (MMLLE) (Jénnson und Mathiasson
(1999 a). Statt einer wiissrigen Akzeptorphase wird ein organisches Lésungsmittel verwendet,
welches gleichzeitig die Poren der Membran fiillt. Ungeladene Analyten werden durch die
Membran in die organische Akzeptorphase transportiert. Zhou et al. (2003) optimierten die
MMLLE fur die Extraktion von Herbiziden in wiissrigen Proben. Eine automatisierte Variante
der Membranextraktion bietet die ,,Extraction Syringe” (ESy). Beziiglich der Anreicherung
der Analyten basiert das System auf dem gleichen Prinzip wie die MMLLE. Uber der Kaniile
einer Spritze ist eine mit organischem Ldsungsmittel befiillte pordse PP-Hohlfaser montiert,
und die wissrige Probe wird auflen an der Hohlfaser vorbei gepumpt. Nach der Anreicherung
wird die Spritze pneumatisch entspannt und das organische Extraktionsmittel direkt in den
Gaschromatographen iiberfiihrt (Nordberg und Thordarson, 2003). Eine andere interessante
Anwendung der Membranextraktion beschreiben Zhang, Pérschmann und Pawliszyn (1996).
Die Autoren ummantelten eine SPME Faser mit einer pordsen Hohlfasermembran (Zellulose),

um hochmolekulare Komponenten auszuschlieBen. Dieses Modul wurde fiir die Extraktion
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von PAK aus komplexen Wasserproben eingesetzt und resultierte in einer selektiven
Anreicherung der PAK bei Zuriickhaltung der héhermolekularen Huminsiiuren. Diese
Anwendung zeigt eine Kopplungsméglichkeit verschiedener moderner Extraktionstechniken.

Eine weitere neuere Membrantechnik wurde unter der Bezeichnung ..Liquid Phase Micro
Extraction (LPME) von Rasmussen und Pedersen-Bjergaard beschrieben (1999). Bei der
LPME befindet sich die Probe in einem 4 ml Extraktionsgefi} und eine porése Polyproplylen-
Hohlfaser, imprigniert mit einem viskosen organischem Losungsmittel, wird U-férmig in das
Extraktionsvial eingebracht. 25 pl eines Losungsmittels, das als Akzeptorphase dient, werden
mit einer Mikro-Spritze in die Hohlfaser iiberfithrt. Nach dem Extraktionsprozess wird die
Akzeptorphase durch Anlegen eines geringen Drucks oder mit einer Spritze direkt in das
Analysensystem oder ein Autosampler Glischen iiberfiihrt (Ho et al., 2002; Rasmussen und
Pedersen-Bjergaard, 2004). Das System kann als Zweiphasensystem oder Dreiphasensystem
eingesetzt werden. In einem Zweiphasensystem sind das Losungsmittel, mit dem die
Membran getriinkt ist und die Akzeptorphase meist identisch, aber in jedem Fall nicht mit
Wasser mischbar. In dem Dreiphasensystem ist die Akzeptorphase wiissrig. Neben der
Bestimmung von Pestiziden in Wasser (Wang et al., 1998; Hou und Lee, 2004) wird die
LPME hauptsichlich zur Aufbereitung sehr komplexer biologischer Proben genutzt. Ein
Haupteinsatzgebiet ist die Extraktion von Pharmazeutika aus Urin und Plasma (Rasmussen et
al., 2000). Miiller et al. (2003) beschreiben ein der LPME ihnliches System. Allerdings
befindet sich in diesem Modul eine Einbuchtung an einem Ende der Hohlfaser, welche diese
offen hilt. Dadurch kann sich das Lésungsmittel wihrend der Extraktion mitbewegen und
wird nicht schon wihrend des Schiittelns in die Kaniile der Spritze gedriickt. AuBerdem

eliminiert diese Konstruktion die Bildung von Luftblasen wiihrend der Extraktion.

2.1.3.3.5 Membranunterstiitzte Losungsmittelextaktion (MASE)

Von Hauser und Popp wurde 2001 ein Verfahren mit der Bezeichnung membranunterstiitzte
Losungsmittelextraktion, im Englischen ,membrane-assisted solvent extraction* (MASE)
vorgestellt (Hauser und Popp, 2001 b). Diese Technik basiert auf einer fliissig-fliissig
Extraktion unter Verwendung kleiner Losungsmittelmengen, mit einem unpordsen Polymer
(Polyethylen) als Trennmembran. Die 0,05 mm dicke Flachmembran wurde zwischen 10 ml
einer wissrigen Probe und 800 ul n-Heptan als Akzeptorphase platziert. Die Extraktion fand
zwischen 10 Minuten und 22 Stunden auf einem horizontalen Schiittler statt. Nach der

Extraktion wurde die Akzeptorphase mit einer Spritze entnommen und in ein Autosampler-
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Glischen iiberfiihrt. Die Analyse erfolgte mit GC-MS via Large-Volume-Injektion. 100 oder
400 ul des organischen Extraktes wurden mit einer Geschwindigkeit von 62 pl/min in einen
Gaschromatographen ausgestattet mit einem ECD injiziert. Die Technik wurde fiir eine
empfindliche Bestimmung von Chlororganika in wiéssrigen Proben eingesetzt. Die
Validierungsergebnisse zeichneten sich durch Nachweisgrenzen von 10-25 ng/L,
Wiederfindungen zwischen 81 und 105% und relative Standardabweichungen der Peakflichen
unter 13% (n=6) aus. Die Analyse von Grundwasserproben zeigte die gute Anwendbarkeit der
MASE.

[n Zusammenarbeit mit der Firma Gerstel (Miilheim an der Ruhr) wurde 2002 ein neues
Membranmodul entwickelt (Hauser et al, 2002). Diese Anordnung bestand aus einem
handelsiiblichen 20 ml Headspace-Glidschen, welches mit 15 ml Probe befiillt wurde. Die
Membran bestand aus 0,05 mm dickem unpordsem Polypropylen und wurde zu einem Beutel
mit einem [nnendurchmesser von 6 mm und einer Linge von 4 ¢cm geformt und verschweifit.
Polypropylen gewihrleistet eine hohe Festigkeit und pH- Stabilitdt und ist fiir ein breites
Spektrum an Lésungsmitteln einsetzbar. Der Membranbeutel wurde mit einem Viton- oder
Teflonring an einem Trichter fixiert und in die wissrige Probe getaucht. Dann erfolgte das
Befiillen der Membranbeutel mit 500 pl n-Hexan. Die organische Phase wurde nach der
Extraktion manuell mit einer Spritze entnommen und in ein Autosampler-Gliaschen tibertiihrt.
10 ul des Extraktes wurde via LVI in das GC-MS System transferiert. Eine Optimierung der
Parameter erfolgte fiir Triazine, Hexachlorcyclohexane und Phenantren. Die
Gleichgewichtseinstellung erfolgte fiir diese Analyten sehr schnell. Eine Extraktionszeit von
30 Minuten war ausreichend und ergab Extraktionsausbeuten zwischen 60 und 90%. Bei
guten Prizisionswerten wurden Nachweisgrenzen zwischen 10 und 100 ng/L erzielt. Die hohe
Empfindlichkeit dieser statischen Methode ldsst sich mit einer Anreicherung der Analyten
durch Uberfiihrung in ein kleines Volumen an Extraktionsmittel und mit der LVI erkliren.
Eine Extraktion von Flusswasserproben mit der MASE und einer in-vial LLE zeigte dhnliche
Konzentrationen der Zielanalyten. Mittlerweile sind diese Membranbeutel mit einer

Wandstirke von 30 um bei der Firma Gerstel kommerziell erhéltlich.
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2.1.4 Extraktionstechniken basierend auf Siloxan-Materialien
2.1.4.1 Einfithrung

Das in analytischen Applikationen am hiufigsten eingesetzte Silikonmaterial st
Polydimethylsiloxan (PDMS), ein Polymer, das auch als stationire Phase in der
Gaschromatographie bekannt ist (Baugh, 1993). In Kapitel 2.1.2.4 wurde beschrieben, dass
sich die Analyten bei Einsatz von PDMS in dem Polymermaterial 16sen und diese Absorption
ein deutlich schwicherer Prozess als die Adsorption ist. Die Desorption kann unter sanfteren
Bedingungen, entweder mit einem Losungsmittel oder thermisch erfolgen. Aufgrund der
schwicheren Wechselwirkungen kommt es selten zu Memory Effekten, also zu Riickstinden
von Analyten im PDMS Material nach der Desorption. Weitere Vorteile von PDMS liegen in
der hohen Stabilitit gegeniiber Wasser, hohen Temperaturen und vielen organischen
Losungsmitteln. Diese mechanische Stabilitdt wird durch eine iiberkreuzte Vernetzung, so
genanntes ,,Crosslinking™ erreicht. Aufgrund der hohen Kapazitit dieses Polymers gibt es
kaum Verdrangungseffekte. Alle Analyten haben einen spezifischen Verteilungskoeffizienten
beziiglich der wissrigen Probe und dem Polymermaterial. Dies macht es méglich,
Spurenkomponenten neben hohen Matrixkonzentrationen zu bestimmen. PDMS ist leicht und
reproduzierbar zu synthetisieren. Die Degradationsprodukte von PDMS sind sehr spezifisch
und somit bei Gebrauch eines Massenspektrometers gut zuzuordnen. Bei Verwendung des
Single-lon Monitoring (SIM) kénnen diese Storungen unter Umstinden ausblendet werden.
Die Struktur von PDMS (Abbildung 2.2) verdeutlicht dessen Eignung besonders zur

Extraktion unpolarer Verbindungen.
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Abb. 2.2: Struktur von Polydimethylsiloxan (PDMS)
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Neben der Festphasenmikroextraktion (SPME) ist der Haupteinsatzbereich von PDMS-

Materialien in der Stir Bar Sorptiven Extraktion (SBSE) zu finden.
2.1.4.2 Theoretische Betrachtungen

Anders als bei dem Dreiphasensystem der MASE, bei dem die Kenntnis der jeweiligen
Verteilungskoeffizienten zwischen den Phasen erforderlich ist, um Aussagen beziiglich der
Extraktionsausbeute zu treffen, findet bei der SBSE die Verteilung des Analyten nur zwischen
zwei Phasen, der wiissrigen Probe und der Silikonphase, statt. Man bedient sich bei der
Abschidtzung von Extraktionsausbeuten der Annahme, dass der Verteilungskoeffizient
zwischen PDMS und Wasser durch den bekannten Oktanol-Wasser-Verteilungskoeftizienten
(Kow —Wert) ausgedriickt werden kann. Dadurch bietet sich die Maoglichkeit, die theoretisch
erwartete Extraktionsausbeute unkompliziert zu bestimmen. [n den folgenden Gleichungen
wird dieser Zusammenhang beschrieben. Grundlage filir die Berechnungen ist wieder der

Nernst'sche Verteilungssatz, der bei Gleichgewichtsbedingungen gilt:

V,
Kow =K,y Ce =T 4 2.14
Cy my Ve
Fii 2.15
VE
Ksiw _Mme _ me 2.16
B My My =g
o Ry Kew
R=Te 28w jy ey g i +1) 2.17
m(] /B lg E/W
mit:

Kow = Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient

Kgw = Verteilungskoeffizient zwischen der Extraktionsphase (PDMS) und Wasser
cg = Konzentration des Analyten in der Extraktionsphase

cw = Konzentration des Analyten in der wiissrigen Phase

mg = Masse des Analyten in der Extraktionsphase

21



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

myw = Masse des Analyten in der wiissrigen Phase

myp = urspriingliche Gesamtmasse des Analyten in der wiissrigen Phase

Ve = Volumen der Extraktionsphase

Vw= Volumen der wissrigen Phase

R = Recovery (auch als Extraktionsausbeute oder Wiederfindung bezeichnet)

[3 = Phasenverhiltnis

Aus Gleichung 2.17 geht hervor, dass die Wiederfindung von nur zwei Termen abhingt, dem
Phasenverhiltnis B, und damit von den Volumina der Phasen, und dem
Verteilungskoeftizient, ausgedriickt durch den K, -Wert. Sehr groBe 3-Werte, resultierend
aus einem geringen Volumen an Extraktionsmittel gegeniiber der Probe, fiithren zu einer
niedrigen Extraktionsausbeute. Fiir sehr grole Verteilungskoeffizienten spielt das
Phasenverhiltnis allerdings keine Rolle mehr; die Extraktionsausbeute geht in diesen Fillen
gegen 100%. Es muss wieder der Temperatureinfluss auf die Einstellung des Gleichgewichtes
beriicksichtigt werden. Kinetische Betrachtungen des Extraktionsprozesses sind mit den

Fick’schen Gesetzen moglich (siehe Kapitel 2.1.3.2).

2.1.4.3 Applikationen der SBSE

In einem Ubersichtsartikel beschreiben Balthussen und Mitarbeiter (2002) wichtige
Applikationen der SBSE. Meist erfolgt nach der Extraktion eine thermische Desorption der
Analyten durch den Transfer der Twister in eine Thermodesorptionseinheit (TD), die mit
einem Gaschromatographen verbunden ist. Es besteht aber auch die Maéglichkeit einer
Losungsmitteldesorption und der anschlieenden Kopplung mit der Fliissigchromatographie.
Ein Schwerpunkt liegt auf dem Einsatz der SBSE fiir komplexe Proben, wie beispielsweise
Lebensmittelproben. Tredoux et al. (2000) beschriecben den Einsatz der SBSE zur
Uberwachung von Benzoesiure in Softdrinks. Es wurde bei einem pH-Wert von 2 gearbeitet,
um die Uberfiihrung der Siure in ihre ungeladene Form zu gewihrleisten. Um Matrixeffekte
zu minimieren, wurde die Probe fiir die Quantifizierung 1:10 verdinnt und das
Standardadditionsverfahren eingesetzt. Die offizielle Methode zur Bestimmung von
Benzoesdure in solchen Matrizes beinhaltet die sukzessive Extraktion mit verschiedenen
Losungsmitteln (unter anderem mit Dichlormethan) gefolgt von einer Uberfithrung der

Benzoesdure in den Trimethylsilylester und der nachfolgenden Analyse mit GC-MS. [m
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Gegensatz dazu reprisentiert die SBSE-TD-GC-MS eine schnellere Methode mit weniger
Verlustmoglichkeiten. Eine weitere Arbeit beschreibt die Bestimmung von Aromastoffen in
Erdbeerjoghurt mittels SBSE (Balthussen, 2000). Die Joghurtprobe wurde 1:1 mit Wasser
verdiinnt und 60 Minuten mit einem Twister extrahiert. Eine Vielzahl der Aromastoffe konnte
identifiziert werden. Eine andere Anwendung von Balthussen (2002) zeigte die Bestimmung
organischer Chlorverbindungen in  Weinproben unter Einsatz der SBSE. Vier
Organochlorverbindungen konnten mit einem Standardadditionsverfahren im sub-ppt-Bereich
quantifiziert werden. Sandra et al. (2001) nutzten die SBSE, um Fungizide in Wein zu
bestimmen. In zwei weiteren Applikationen (Ochiai et al.,, 2001; Nakamura et al., 2001)
wurde die SBSE zur Bestimmung von Fremdaromen in Trinkwasser eingesetzt. Neben den
natiirlich auftretenden Komponenten Geosmin und 2-Methylisoborenol, die verantwortlich fiir
einen erdigen Geschmack des Wassers sind, sollte Trichloranisol, eine Verbindung, die durch
Biomethylierung von 2,4,6-Trichlorphenol gebildet wird, untersucht werden. Die Geruchs-
und Geschmacksschwelle dieser Komponenten liegen im unteren ng/L Bereich. Mit der SBSE
wurden fiir diese geruchsintensiven Komponenten Nachweisgrenzen von 0,02 bis 0.04 ng/L
mit RSD Werten von 0,6-7% erzielt.

Der Einsatz der SBSE zur Bestimmung von PAK, PCBs und Pestiziden in wissrigen
Umweltproben wurde von Popp et al. (2001) beschrieben. Fiir die Bestimmung von PAK in
Wasser wurden die Twister nach der Extraktion mit einem geringen Volumen an
Losungsmittel desorbiert und in ein HPLC System tberfithrt. Unter Verwendung eines
Fluoreszenzdetektors wurden Nachweisgrenzen von 0,2 bis 2 ng/L erhalten. Auch Kolaghar et
al. (2002) beschrieben die sehr nachweisstarke Bestimmung von PAK in Wasser unter
Anwendung der SBSE. Die hervorragende Eignung der SBSE wurde weiterhin durch die
empfindliche Bestimmung von 25 PCBs (Nachweisgrenzen zwischen 0,05 und 0,15 ng/L)
bestitigt (Popp et al., 2005 a). Montero et al. (2005) analysierten mit Hilfe der SBSE Phenole
und Chlorphenole in See- und Grundwasser. Nach einem Derivatisierungsschritt erfolgte die
Extraktion der derivatisierten Phenole mit den Twistern und schliefilich die Uberfithrung der
Twister in ein Thermodesorption-GC-MS-System. Eine weitere interessante Anwendung
zeigte die Bestimmung von 15 PAK in brasilianischen Mate-Tee-Proben mit der SBSE
kombiniert mit der Fliissigchromatographie und Fluoreszenz-Detektion (Zuin et al., 2005). In
11 untersuchten Teeproben wurden diese PAK detektiert. Ein Vergleich mit einer LLE
beziiglich der beiden am stirksten belasteten Proben (Gesamtkonzentration an PAK ca. 2

ng/L) zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung beider Methoden.
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In vielen Arbeiten wird die SBSE mit der SPME verglichen und alle Ergebnisse verdeutlichen
die héhere Empfindlichkeit der SBSE (Balthussen et al, 1999; Popp et al., 2003). Die besseren
Ergebnisse der SBSE im Vergleich zur SPME begriinden sich in einer héheren Ausbeute bei
Anwendung der SBSE und der damit verbundenen hoherer Stabilitit der gesamten Methode.
Der Einsatz von Twistern im Headspace-Regime wurde von Bicchi et al. (2000) untersucht.
Sie extrahierten fliichtige organische Komponenten mit verschiedenen Polarititen sowohl mit
HS-SPME als auch mit HS-SBSE. Der Vergleich ergab erwartungsgemil eine hohere
Empfindlichkeit der HS-SBSE.

2.1.4.4 Einsatz weiterer Polysiloxanmaterialien

Neben den kommerziell erhiltlichen Twistern, bestehend aus reinem PDMS, wurden von
Popp und Mitarbeitern auch andere Silikonmaterialien fiir die Extraktion organischer
Substanzen eingesetzt. In den im Folgenden vorgestellten Arbeiten basiert die Extraktion
organischer Kontaminanten auf Polysiloxanmaterialien. Im Gegensatz zu PDMS bestehen die
Molekiilgruppen an den Siliziumatomen nicht ausschlieBlich aus Methylgruppen, es kann sich
auch um andere Kohlenwasserstoff-Strukturen, zum Beispiel zyklische Gruppen, handeln.
Wihrend die Twister sehr teuer sind (ca. 30 Euro pro Stiick), ist der Kostenaufwand fiir diese
Polysiloxan-Materialien gering (ca. 5 Cent pro Einheit).

Fiir die Extraktion von PAK aus Wasser wurden 1 cm lange Silikonstibe (Rods) mit einem
Volumen von 8 pul eingesetzt. Nach einer 3 stiindigen Extraktion wurden die Stibe mit 100 pl
eines Acetonitril-Wassergemisches im Ultraschallbad desorbiert. Die Analyse erfolgte mit der
Flussigchromatographie und Fluoreszenz-Detektion. Die Extraktionsausbeuten der PAK lagen
zwischen 62 und 92%. Ein grofler Vorteil lag in der geringen Abweichung zwischen den
verschiedenen Stidben. Die Nachweisgrenzen der Methode lagen zwischen 0.5 und | ng/L
(Popp et al., 2004). Eine andere Anwendung beschreibt die Kombination dieser Silikonstibe
mit der Thermodesorption GC-MS (Montero et al., 2004). 8 cm lange Silikonstibe mit einem
Volumen von 250 ul kamen zum Einsatz. Ein Vergleich zwischen Twister und den
Silikonstiben wurde fiir PCBs und Chlorbenzole vorgenommen. Die Ergebnisse, die mit
beiden Extraktionsmedien erhalten wurden, waren hinsichtlich Wiederfindung, Prizision und
Nachweisgrenzen vergleichbar. Die Stabilitdt der Silikonstibe war hoher, da dieses
Extraktionsmedium nicht aus =zerbrechlichem Material besteht. Die Extraktion einer

kontaminierten Realwasserprobe zeigte mit beiden Verfahren tibereinstimmende Ergebnisse.
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2.2 Analysentechniken: Gaschromatographie und Hochleistungsfliissigchromatographie

Sowohl membran-basierte  Extraktionsmethoden als auch Silikonmaterialien  sind
kombinierbar mit verschiedenen Trenn- und Analysenmethoden. Die etablierteste und auch in
dieser Arbeit vorwiegend zum Einsatz kommende Methode ist die Gaschromatographie, die
eine Trennmethode fiir verdamptbare, temperaturstabile Substanzen mit Molmassen bis 500
g/mol und Siedepunkten bis 400 °C reprisentiert (Gottwald, 1995). Die
Hochleistungsfliissigchromatographie  stellt eine Trennmethode fiir weniger fliichtige,
thermolabile und polare Stoffe dar (Aced und Maockel, 1991). Auf die analytischen Techniken
wird im Folgenden nur insofern eingegangen, als sie fiir die beschriebenen methodischen

Entwicklungen relevant sind.

2.2.1 Injektionstechniken in der Gaschromatographie

2.2.1.1 Split/Splitlos-Injektion

Bei der Gaschromatographie wird die flissige oder gasformige Probe iiber ein
Glasverdampferréhrchen, das hiufig als Liner bezeichnet wird, auf die chromatographische
Trennséule tiberfithrt. Die konventionelle Injektionstechnik stellt die split/splitlos Injektion
dar, bei der ca. 1 ul einer Fliissigprobe in den heiflen Liner Gberfiihrt und schlagartig
verdampft wird. Dabei wird entweder die gesamte injizierte Probenmenge auf die Siule
tiberftihrt (splitloser Betrieb) oder ein Teil der Probe mit einem Teil des Triigergases aus dem
System herausgetrieben (split Betrieb). Die split Technik kommt bei konzentrierten Proben
zum Einsatz, um eine Uberlastung der Trennsiule zu vermeiden. Ein Problem dieser heiBen
[njektionstechniken stellt die selektive Verdampfung leichtfliichtiger Analyten in der heiflen
Spritzennadel dar, was zu Diskriminierungseffekten héhersiedender Komponenten fithren

kann.

2.2.1.2 Temperaturprogrammierte Verdampfung (PTV-Injektion)

Eine weitere Mdglichkeit der Uberfithrung der fliissigen Probe in das gaschromatographische
System bietet die PTV-Injektion. Die Bezeichnung PTV ist auf den englischen Ausdruck
“Programmed Temperature Vaporization™ zuriickzufiihren. Im Gegensatz zu den klassischen,

heifien Dosierungstechniken, erfolgt die Dosierung der Probe bei der PTV-Injektion in den
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kalten Injektor eines Gaschromatographen, dessen Temperatur unterhalb des Siedepunktes
des Losungsmittels gehalten wird. AnschlieBend wird dieser zeitprogrammiert auf eine
definierte Endtemperatur aufgeheizt. Durch dic kalte Probenaufgabe, bei der das
Lasungsmittel langsam verdampft, ist das maximal injizierbare Probenvolumen gréBer als bei
einem heifen split/splitlos I[njektor. Durch die kalte Injektion treten keine
Diskriminierungseffekte hohersiedender Komponenten auf. Die thermische Belastung der
Analyten ist geringer, da sie bei ihrem Siedepunkt verdampfen und nicht in einen viel
heifleren Injektor tberfiihrt werden. Neben diesen Vorteilen erlaubt die PTV-Injektion die
Dosierung grofier Probevolumina (Large-Volume-Injektion, LVI) bis etwa 1000 pl. Die LVI
bietet damit die Mdglichkeit einer Aufkonzentrierung der Analyten im Liner, resultierend in
besseren Nachweisgrenzen. Wihrend der Injektion werden die Analyten an einem geeigneten
Adsorbens oder durch eine spezielle Linergeometrie angereichet, wihrend das Losungsmittel
zum geoffneten Splitausgang ausgetragen wird. Nach der Ausblendung des Losungsmittels
wird der Splitausgang geschlossen, der Liner aufgeheizt und somit die Analyten in einem
splitlosen Modus auf die Trennsiule iiberfiihrt. Bei sehr langsamer Injektion (10 pl/min) und
Einbau einer speziellen Riickspiilung ist auch die direkte Injektion von Wasserproben méglich
(Teske et al., 1997). Fiir die Large-Volume-Injektion mit PTV-Injektor ist eine sehr
aufwendige Optimierung der Injektionsbedingungen (Injektortemperatur, Liner-Packung,
Sdulenfluss, Injektionsgeschwindigkeit, Losungsmittelausblendzeit) nétig. Leichtfliichtige
Substanzen konnen mit dieser Injektionstechnik nicht bestimmt werden, der
Siedepunktsunterschied zwischen Losungsmittel und dem leichtfliichtigsten Analyten sollte
150 °C betragen (Grob, 1995). Fiir matrixbelastete Proben empfiehlt sich die LVI nach einem

vorangegangenen Extraktionsschritt, beispielsweise einer in-vial Extraktion.

2.2.2 GC-MS-Kopplung

[n Verbindung mit einem massenselektiven Detektor (MSD) erweist sich die GC als iduBerst
effektive Analysenmethode fiir die Trennung und Detektion komplexer organischer Gemische
(Santos et al., 2002). Nach der Auftrennung der Analyten, aufgrund ihrer unterschiedlichen
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase, erfolgt deren direkte Uberfithrung in die
lonenquelle des Massenspektrometers, an der ein Vakuum anliegt. In der lonenquelle
entstchen unter Elektronenbeschuss  der Analyten eine Vielzahl von geladenen
Molekiilfragmenten. Massenanalysatoren, hdufig Quadrupole, trennen diese lonen
entsprechend ithrem Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis. Dabei wird zwischen dem scan Modus,

der einen weiten Massebereich vermisst oder dem SIM Modus, der eine empfindlichere
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Detektion einzelner lonenspuren bietet, unterschieden. Spektrenbibliotheken ermdglichen eine

gute Zuordnung der Fragmente zu bestimmten Substanzen.

2.2.3 HPLC-MS-Kopplung

In den letzten Jahren hat sich die HPLC in Kombination mit einem Massenspektrometer zu
einer sehr leistungsfihigen Technik entwickelt. Besonders der Einsatz eines Triple
Quadrupol-Massenspektrometers mit Atmosphirendruck-Tonisation (API) stellt eine
strukturspezifische und empfindliche Nachweismethode fiir polare und ionische Stoffe dar.
Bei der HPLC-MS findet die lonisierung der Analyten in der flissigen Phase vor deren
Eintritt in das Vakuum statt. Diese rdumliche Trennung von Ilonisierung und
massenspektrometrischer Detektion bietet die Grundlage fiir die Kopplung mit der HPLC, bei
der Losungsmittelflisse von ca. 0,5 ml/min @blich sind. Unter Anwendung der weit
verbreiteten lonisierung mit Elektrospray (ESI) werden die Analyten im elektrischen Feld in
die Gasphase transferiert und gelangen nach der Abtrennung des Losungsmittels in das
Hochvakuum des Massenanalysators. In Abbildung 2.3 ist die Uberfithrung der lonen in das
Hochvakuum des Massenanalysators vereinfacht dargestellt. Die Ladungsdichte der an der
ESI-Nadel erzeugten Tropfchen wird durch Verdampfung des Losungsmittels erhéht, bis
durch eine Coulomb-Explosion die lonen emittiert werden. Diese treten dann durch das

Orifice in das MS ein.
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Abb. 2.3: Prinzip der Elektrosprayionisierung (ESI) (Applied Biosystems, Darmstadt)

Bei der ESI handelt es sich um eine ,,weiche™ Ionisierung, so dass in Anhingigkeit von der
anliegenden Spannung vorrangig einfache Molekiilionen ([M+H]', [M-H]) oder simple

Adduktionen ([M+Na]", [M+NH4]") gebildet werden. Bei groBen Molekiilen (bis 4000 amu)
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mit mehreren funktionellen Gruppen werden aber auch Mehrfachladungen erzeugt (Aiban,

1999).

2.2.4 Triple Quadrupol Massenspektrometrie (Tandem-MS)

Ein Tandem-MS besteht aus drei in Serie geschalteten Quadrupolen. Im ersten Quadrupol
werden entweder ein breiter Massenbereich (scan) oder einzelne lonen (SIM) ausgewiihlit. Der
zweite Quadrupol dient als StoBkammer und ermoglicht eine gezielte Fragmentierung
ausgewihlter Massen durch Zusammenstosse mit einem Kollisions-Gas (Stickstoff). Der
dritte Quadrupol kann wieder im scan oder im SIM Modus lonen detektieren. Bei der
Tandem-MS kénnen die Spektren mit vier verschiedenen Detektionstechniken, die unter
anderem von Koal (2003) detailliert beschrieben sind, erzeugt werden. Die selektivste und
empfindlichste Moglichkeit repriasentiert der Multi-Reaktion-Monitoring (MRM)-Modus. Im
ersten und dritten Quadrupol (Q1 und Q3) sind jeweils feste Massenzahlen eingestellt und es
erfolgt nur dann eine Detektion, wenn aus bestimmten Ausgangsionen (Precurser) bestimmte
Produktionen gebildet werden. Unter Anwendung solch selektiver Detektionstechniken kann
dic Tandem-MS auch als eigenstindiges analytisches Verfahren eingesetzt werden, da
mehrere Analyten simultan detektiert werden kdnnen, sofern sie verschiedene lonenspuren
besitzen. Diese Variante wird beispielsweise zur [dentifizierung und Quantifizierung von
Reinstsubstanzen angewandt. Eine Kopplung mit der HPLC ist allerdings fiir komplexe
Proben unvermeidbar, wobei nicht die Auftrennung der einzelnen zu untersuchenden
Analyten, sondern die Abtrennung von unerwiinschten Matrixbestandteilen im Vordergrund
steht. Matrixkomponenten, wie Salze und Huminsduren, kénnen den lonisierungsprozess in
der lonenquelle in der Weise beeinflussen, dass es zu Signalunterdriickung
(lonensuppression) oder zu Signalverstirkung kommt (Miiller et al., 2002; Souverain et al.,
2004; Antignac et al., 2005). Eine duBerst effiziente Abtrennung der Matrix und Anreicherung
der Analyten wird erzielt, indem der HPLC-Tandem-MS verschiedene Extraktionstechniken
als Probenvorbereitungsschritt vorangestellt werden. Dabei wird hiufig die SPE angewandt
(Reemtsma, 2001), aber auch der Einsatz neuerer Techniken, wie der ,Liquid Phase

Membrane Extraction* ist moglich (Quintana et al., 2004).
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3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Chemikalien

Die verwendeten Losungsmittel Cyclohexan, n-Hexan, n-Heptan, Methanol, Chloroform und
Ethylacetat sowie Natriumchlorid, Natriumdodecylsulfat (SDS) und Ammoniumformiat
wurden von Merck (Darmstadt) bezogen. Cyclopentan stammte von der Firma Fluka (Buchs,
Schweiz). Ein PCB-Standard in Acetonitril, ein PCB-Standard in iso-Oktan sowie der interne
Standard 2,3',4,4'.5 — Pentachlorbiphenyl wurden von Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg)
erhalten. Die PCB-Standardlsungen besalen eine Konzentration von 10 ng/pul. Die
Organophosphorpestizde wurden als Festsubstanzen von der Firma Riedel-de-Haen (Seelze)
bezogen. Der interne Standard Parathion»(diethyl-lH10) war ein Produkt von Promochem
(Wesel). Ein Phenol-Standard mit einer Konzentration von 500 mg/L je Phenol wurde von
Supelco (Bellfonte, PA, USA) bezogen. Auch die Triazine, die Hexachlorcyclohexane,
Pentachlorbenzol und die leichtfliichtigen chlorierten Kohlenwasserstoffe wurden als
Reinsubstanzen von Supelco (Bellfonte, PA, USA) erhalten. Fiir die HPLC-Tandem-MS
Untersuchungen wurde die Stammlosung, die die Pestizide in einem Konzentrationsbereich
zwischen 200 und 2000 pg/L enthielt, von der Firma Dr. Ehrenstorfer erhalten.

Von den Reinsubstanzen wurden Stammldsungen in Methanol oder Acetonitril mit einer
Konzentration von 10 pg/pl hergestellt. Alle Standardlsungen wurden im Kiihlschrank bei
10 °C aufbewahrt. Fur die Kalibrationen wurden wissrige Standards durch Dotierung
geeigneter Aliquote des verdiinnten und unverdiinnten Standards in bidestilliertem Wasser
(Milli-Q; Millipore, Eschborn) hergestellt, so dass der Anteil an organischem Lsungsmittel

unter 0,1% lag.

3.2 Proben

Flusswasserproben aus der “Weillen Elster” wurden in Leipzig gesammelt. Weillwein
“Miiller Thurgau” (Rheinsberg Kellerei GmbH Bingen), Rotwein “La Corrida™ (Baron Pilars
de Pilar, Weinkelleret GmbH, Bernkastel-Kues) und Apfelsaft (Libehna Fruchtsaft GmbH
Raguhn) wurden in einem Supermarkt gekauft. Grundwasserproben fiir die Bestimmung der
Phenole und Chlorphenole wurden aus verschiedenen ehemaligen Tagebauten des Grofiraums

Bitterfeld entnommen. Auch die fiir die VOC-Analytik untersuchten Flusswasserproben



EXPERIMENTELLER TEIL

stammten aus dem Bitterfelder Raum. Alle Proben wurden bei 10 °C im Kiihlschrank

aufbewahrt.

3.3 Membranmodul (MASE)

Der Membranmodul und der Ablauf des Extraktionsvorganges sind in Abbildung 3.1
dargestellt. Die Membranbeutel besitzen eine Wandstirke wvon 0,03 mm, einen
Innendurchmesser von 6 mm und ihre Linge betrigt 4 cm. Diese Beutel werden an einem
Trichter mit einem Teflonring fixiert und in das Extraktionsgefi3, in dem sich 15 ml der
wissrigen Probe befinden, gehingt. Das Glasgefil3 wird verschlossen und in den Probengeber
tiberfiihrt. Alle weiteren Schritte erfolgen voll automatisch mit dem MPS 2 Probengeber
(Gerstel, Miilheim). Der Membranbeutel wird mit 800 ul eines organischen Ldsungsmittels
befiillt und anschlieBend in den Schiittler des Probengebers (Agitator) {iberfithrt. Nach dem
Extraktionsprozess wird die organische Phase mit einer Spritze entnommen und entweder
direkt in den Gaschromatographen iiberfithrt oder in ein Autosampler-Glischen transferiert,

um eine Mehrfachinjektion zu erméglichen.

Fiillen mit
Extraktionsmitrel

Schiitteln bei Large-Volume-
erhohter Temperatur Injektion

Abb. 3.1: Schema der membranunterstiitzten Losungsmittelextraktion (MASE)

3.4 Modul zur Schlauchextraktion

In Abbildung 3.2 ist der Ablauf der Schlauchextraktion dargestellt. 10 ml der wissrigen Probe
werden in ein 15 ml Glasgefil gefiillt. Die Silikonschliuche werden mit einer Pinzette in die

wissrige Probe gegeben. Die Extraktion erfolgt bei Raumtemperatur mit einem horizontalen
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Schiittler bei 200 UPM. Nach einer definierten Zeit werden die Schliduche mit einer Pinzette
entnommen, kurz auf fusselfreiem Zellstoff abgetupft und in ein 250 pl Glasinsert eines 2 ml
Autosampler-Glischen Gberfithrt. Mit einer Glasspritze werden 200 ul eines organischen
Desorptionsmittels zugegeben, und die Desorption erfolgt bei 45 °C im Agitator des MPS 2

Autosamplers.

Silikenschlauch Desorphonsimil

LVI-GC-MS

=~

HPLC-Tandem-MS

Extraktion Losungsmittel- Analyse
desorption

Abb. 3.2: Schema der Schlauchextraktion

3.5 Analytik

3.5.1 GC-MS und GC-ECD

Die Messungen erfolgten sowohl mit der Gaschromatographie gekoppelt mit einem
Massenspektrometer (GC-MS) oder einem Elektroneneinfangdetektor (GC-ECD) als auch mit
der Hochleistungstliissigchromatographie, gekoppelt mit einem Tandem-Massenspektrometer
(HPLC-Tandem-MS).

Die GC-MS Untersuchungen bei Einsatz der MASE und der Schlauchextraktion wurden an
einem HP 6890 Gas Chromatographen und einem HP 5973 Massenspektrometer (Agilent
Technologies, Waldbronn) unter Verwendung verschiedener Kapillarsdulen und
Temperaturprogramme ausgefiihrt (Tabelle 3.1). Die SPB 5 und HP 5 S&ulen bestanden aus
PDMS mit einem Phenylgruppenanteil von 5%. Die HP 35 Séule besall einen
Phenylgruppenanteil von 35% und somit eine hohere Polaritit. Als Trigergas wurde jeweils

Helium mit einem konstanten Sidulenfluss von 1 ml/min eingesetzt, der Siulendruck betrug 53
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kPa. Die lonenquelle des MS arbeitete mit ElektronenstoBionisation bei 70 eV. Die

Temperatur der lonenquelle lag bei 230 °C und die Temperatur des Quadrupols bei 150 °C.

Tab. 3.1: Kapillarsiulen- und MS-Parameter flir die MASE und die Schlauchextraktion
in Verbindung mit der Gaschromatographie

a) PCB mit MASE

Kapillarsdule Temperaturprogramm MS

SPB 5 (Lange:30 m, 50 °C-15°C/min-200 °C Transferkapillare: 300 °C
Innendurchmesser:0,25mm, | (Imin)- 8°C/min-300 °C (3min)
Filmdicke:0.25um)

b) OPP mit MASE

Kapillarsdule Temperaturprogramm MS
SPB 5 (Lidnge:30 m, 100 °C (1min)-53°C/min-180 °C | Transferkapillare: 280 °C

Innendurchmesser:0,25mm, | (3min)-8°C/min -280°C
Filmdicke:0,25um)

¢) Phenole mit MASE

Kapillarsiule Temperaturprogramm MS

HP 35 (Lange:30 m, 50 °C (6 min)-5°C/min-75°C- | Transferkapillare: 280 °C
[nnendurchmesser:0,25mm, | 20°C/min-280 °C (3min)
Filmdicke:0,25pum)

d) Organika im Zuckerrohrsaft mit MASE

Kapillarséule Temperaturprogramm MS

HP 5 — MS (Linge:30 m, 50 °C (2 min)-30°C/min-170 °C | Transferkapillare: 280 °C
[nnendurchmesser:0.25mm, | (8 min)-5°C/min-195 °C
Filmdicke:0,25um) 30°C/min-280 °C (8 min)

¢) Organika mit Schlauchextraktion

Kapillarsdule Temperaturprogramm MS

HP 5 — MS (Lange:30 m, 50 °C -8°C/min-150 °C Transterkapillare: 280 °C
Innendurchmesser:0,25mm, | 5°C/min-280 °C
Filmdicke:0,25um)

Die Untersuchungen der PCBs und VOCs mit der miniaturisierten MASE wurden mit einem
Gaschromatographen HP 5890 (Agilent Technologies) und einem Elektroneneinfangdetektor
(ECD) durchgefithrt. Vergleichsweise wurden VOC-Untersuchungen mit der HS-GC-MS
(GC: HP 6890, MS: HP 5973 von Agilent Technologies) vorgenommen. Bei Verwendung des
ECD wurde Wasserstoff mit einem Trigergasstrom von 1 ml/min (PCB) und 0,9 ml/min

(VOC) eingesetzt. Die Temperatur des ECD betrug 300 °C. Die chromatographischen
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Bedingungen zur Bestimmung der PCBs entsprachen denen in Tabelle 3.1 a) und die
Temperatur des Injektors war auf 280 °C gesetzt. Die Bedingungen der VOC-Analytik sind in
Tabelle 3.2 aufgelistet. Die Sidulen bestanden jeweils aus PDMS mit einem
Phenylgruppenanteil von 5%. Fiir die Headspace-Untersuchungen wurden 10 ml der Probe in
20 ml GlasgetiBie gegeben und bei 80°C eine Stunde geriihrt. 1 ml des Dampfraumes wurde

bei einer Temperatur von 100 °C in den GC iiberflihrt.

Tab. 3.2: Kapillarsdulen- und MS-Parameter fiir die miniaturisierte MASE in
Verbindung mit der Gaschromatographie

GC-ECD HS-GC-MS

Kapillar- HP 624 (Linge:30 m, DB 624 (Lange:30 m,

siule [nnendurchmesser:0,25mm, [nnendurchmesser:0,25mm,
Filmdicke:1.4um) | Filmdicke: 1, 4pm)

Temperatur- | 35 °C(1min)-2°C/min-47 °C (2min) | 35 °C (3 min)- 8°C/min-90°C (4min)

programm 5°C/min-57°C-12°C/min-220°C 6 °C/min-120 °C-15°C/min-250 °C

(2min)
Injektor 250 °C -
Detektor ECD: 300 °C MS: Transferkapillare: 280 °C

3.5.2 HPLC-Tandem-MS

Das HPLC-Tandem-MS System bestand aus einer 1100 Series-HPLC-Anlage (Agilent
Technologies, Waldbronn) mit einer bindren Pumpe (G1312A) und einem Triple Quadrupol
Massenspektrometer API 2000 (Applied Biosystem, Darmstadt), das mit einer Elektrospray-
lonenquelle ausgestattet war. Das lonenspray wurde bei einer Spannung von 3500 Volt
betrieben. Der Druck der Gase in der lonenquelle betrug 60 psi. Der Druck des Curtain-Gases
lag bei 35 psi. Die Temperatur der lonenquelle betrug 500 °C. Alle Messungen erfolgten im
positiven lonisierungsmodus.

Als Trennsdule fur die HPLC diente eine RP-Cj3 Aqua-Siule der Firma Phenomenex
(Torrance, USA) mit einer Linge von 50 mm, einem Innendurchmesser von 2 mm, einer
PartikelgréfBe von 5um und einem Porendurchmesser von 125 A. Der Saulenofen war auf
21.5°C temperiert und der Sdulenfluss betrug 0,2 ml/min. Die mobile Phase bestand aus
55%MeOH, 45%Wasser und als Puffer wurde Ammoniumformiat in einer Konzentration von
2 mmol/L zugegeben. Die Trennung erfolgte isokratisch und die Flussrate des Eluenten betrug

0,2 ml/min.
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3.6 Injektion: Large-Volume-Injektion (LVI) und splitlose Injektion

Als Injektionstechnik kam bei der Verwendung der GC-MS sowohl fiir die MASE als auch
fiir die Schlauchextraktion die Large-Volume-Injektion (LVI) zum Einsatz. Verwendet wurde
das Kaltaufgabesystem der Firma Gerstel (CIS 4) mit einem septumfreien Aufgabekopf. Die
Kiihlung erfolgte mit fliissigem Stickstoff und spiter mit einem Peltier-Element. Es wurde
ausschlieilich im Losungsmittelausblendungs-Modus gearbeitet. Der Vordruck im Injektor
lag zwischen 5 und 10 kPa und der Heliumfluss bei 100 ml/min. Wenn nicht explizit anders
angegebenen wurde bei der MASE ein Volumen von 100 ul und bei der Schlauchextraktion
ein Volumen von 50 pl injiziert. Die Injektion erfolgte bei 45 °C mit einer Geschwindigkeit
von 0,8 bis I ul/s. Fiir die Analytik der Phenole und Chlorphenole (Kap. 4.2.3) wurde die
Injektionstemperatur auf 30 °C abgesenkt. Die Zeit der Losungsmittelausblendung lag bei 4.8
Sekunden, beziechungsweise bei 3.6 Sekunden (Phenole und Chlorphenole). Der Injektor
wurde jeweils mit der hochstméglichen Geschwindigkeit von 12 °C/s auf 280°C aufgeheizt.
Nach einer Minute wurde der Splitausgang geiffnet und es erfolgte eine weitere
TemperaturerhShung auf 300°C, um Uberreste im Liner durch den Splitausgang auszutragen.
Linertypen und Fiillmaterialien wurden ausfiihrlich optimiert (Kap. 4.1.1).

Fiir die heile splitlose Injektion bet der mini-MASE wurde | pl des Extraktionsmittels in
einen Glasliner, dessen Boden mit Glaswolle versehen war, eingesetzt. Das Volumen des
Glasliners betrug 1 ml und eine splitlos-Zeit von einer Minute wurde gewihlt.

Die Injektionsvolumina bei der HPLC lagen zwischen 5 und 100 pl.

3.7 Bestimmung der Leistungsparameter

Die Berechnung der Extraktionsausbeute erfolgte entsprechend Gleichung 2.17 in Kapitel
2.1.4.2 als Quotient aus der Masse des Analyten in der Extraktions- oder Akzeptorphase und
der urspriinglichen Gesamtmasse des Analyten in der wissrigen Phase. Die
Extraktionsausbeute trigt auch die Bezeichnung Wiederfindung oder, aus dem Englischen,
Recovery. Fir deren Bestimmung wurde die Konzentration der Analyten in dem
entsprechenden Extraktionsmittel hergestellt, die in der Akzeptorphase bei 100%igem
Transfer der Analyten vorliegen wiirde. Diese Losungen wurden gemessen und die erhaltenen
Peakflidchen mit denen des extrahierten wissrigen Standards verglichen. Die Bestimmung der
Extraktionsausbeute bei der Silikonextraktion erfolgte auf die gleiche Weise; es wurde ein
Analytgemisch in dem jeweils eingesetzten Desorptionsmittel hergestellt, welches die

Konzentration besall, die bet einer 100%igen Extraktion der Analyten mit dem
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Silikonschlauch und einer 100%iger Desorption in die Desorptionsldsung vorliegen wiirde.
Ein weiterer wichtiger analytischer Parameter ist die Prizision. Sie wird durch die relative
Standardabweichung (RSD) der Peakflichen von mindestens drei aufeinander folgenden
Messungen beschrieben. Die Prizision wurde als Wiederholbarkeit bestimmt, indem die
Ergebnisse, die unter denselben Bedingungen erhalten wurden (gleicher Operator, gleiche
Apparatur, Messungen innerhalb eines kurzen Zeitintervalls), miteinander verglichen wurden.
Die Bestimmung der Nachweisgrenzen erfolgte durch das Signal/Rausch-Verhiltnis von 3:1.
Fiir einen Grofteil der Analyten wurden jedoch Signale zu den jeweiligen Retentionszeiten
der Analyten gefunden. In diesen Fillen wurden die Nachweisgrenzen nach einer sechsfachen
Extraktion von undotiertem Wasser aus der Summe des Mittelwertes der Blindwerte und der

dreifachen Standardabweichung wie folgt berechnet:

Gy =Cp +=3%0 3.1

mit ¢,,, = Konzentration an der Nachweisgrenze

a = Mittelwert der Konzentration des Blindwertes

o = Standardabweichung der Konzentration des Blindwerte
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im folgenden Teil der Arbeit wird die Entwicklung und Optimierung der neuen
Probenvorbereitungstechniken und deren Kopplung mit modernen Analysentechniken
beschrieben. Die Anwendung und Weiterentwicklung der membranunterstiitzten
Losungsmittelextraktion (MASE) und der Einsatz von  Silikonschlduchen als

Extraktionsmaterialien standen dabei im Vordergrund.

4.1 Erste Optimierungen

In den ersten Untersuchungen zur membranunterstiitzten [Ldsungsmittelextraktion (MASE)
wurde die Trennung und Detektion der Analyten mit einem GC-MS System durchgefiihrt. Die
Injektion erfolgte mittels einer Large-Volume-Injektion, deren Funktionsweise in Kapitel
2.2.1.2 erldutert ist. Um die Analyten bestméglich in das chromatographische System zu
tiberfithren, wurde im ersten Schritt der Arbeit eine Optimierung der Glasliner fiir diese
Injektionstechnik vorgenommen. Weiterhin mussten auch die Membranbeutel vor ihrem

Einsatz auf ihre notwendige Konditionierung iiberpriift werden.

4.1.1 Optimierung der Glasliner fiir die Large-Volume-Injektion

Fiir die Large-Volume-Injektion ist eine aufwendige Optimierung einiger Parameter
erforderlich. Die geeigneten Werte beziiglich Injektionsgeschwindigkeit, Injektortemperatur,
Sdulenfluss und Lésungsmittelausblendzeit wurden in Vorversuchen bestimmt und sind in
Kapitel 3.6 aufgelistet. Im Folgenden wird die Optimierung des Linertyps und des
Fiillmaterials beschrieben.

Bei der PTV-Injektion kommen Liner mit einem geringen Durchmesser (1,2 mm) zum
Einsatz, die ein geringes Volumen von ca. 115 pl besitzen. Diese Geometrie erlaubt ein
schnelles Aufheizen des Injektionssystems. Bei der kalten Injektion groBler Probemengen
muss verhindert werden, dass Probentropfen durch den Liner “durchfallen™ und zum
Splitausgang ausgetragen werden. Deshalb werden Liner verwendet, die mit Glaswolle oder
verschiedenen anderen Adsorbentien gefiillt sind. Bei unzureichender I[nertheit des Liners
konnen aber durch diese Fiillungen ungewiinschte Reaktionen der Analyten auftreten. Eine
andere Maoglichkeit, um zu verhindern, dass ein Teil der Probe verloren geht, ist die

Verwendung von Glaslinern die zur Hilfte mit Verwirbelungseinstichen durchzogen
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(geriffelt) sind. Diese Liner gewihrleisten durch ihre groflere Oberfliche einen ldngeren
Kontakt mit den Analyten und halten diese an ihrer Glasoberfliche zuriick. Um die
verschiedenen Linertypen auf ihre Anwendbarkeit auf die PCBs zu iiberpriifen, wurden leere,
geriffelte Liner mit Linern, die verschiedene Fiillmaterialien beinhalteten, verglichen (Abb.

4.1).
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Abb. 4.1: Vergleich verschiedener Linertiillungen fiir die LVI-Injektion, [njektionsvolumen: 100 pl,

c=lug/L je PCB

Die mit Tenax gefiillten Liner waren fiir die schwerfliichtigen PCBs nicht geeignet. Tenax
wird hidufig als Adsorptionsmaterial fiir leichtfliichtige Komponenten eingesetzt, Analyten mit
hoheren Siedepunkten werden bei Verwendung dieses Adsorbens nur zu einem gewissen Teil
wieder thermisch desorbiert. Engewald et al. (1999) beobachteten eine unvollstindige
Desorption bei Anwendung von Tenax als Linerfiillung fiir Komponenten ab einem
Siedepunkt von 245 °C. Dies trifft auch fiir die schwerfliichtigen PCBs, deren Siedepunkte
zwischen 300 und 400 °C liegen, zu. Weiterhin wird aus Abbildung 4.1 die abnehmende
Desorption mit steigendem Siedepunkt der Analyten deutlich, der mit einem héheren
Chlorierungsgrades verbunden ist. Die Ergebnisse der leeren geriffelten Liner unterschieden
sich kaum von den mit Glaswolle gefiillten Linern. Da in Vorversuchen gute Erfahrungen mit
den leeren geriffelten Linern gemacht wurden, und da bei diesen Linern auch nicht das
Problem der Zersetzung oder Adsorption der Analyten an dem Fiillmaterial bestand, wurden
diese Liner zunichst fiir alle weiteren Untersuchungen beziiglich der PCBs eingesetzt.

In der Anwendung der MASE auf die Organophosphorpestizide (Kap. 4.2.2) wurden die

kommerziell erhiltlichen, halbgeriffelten Liner mit selbstangefertisten, durchgingig
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geriffelten Glaslinern verglichen. Es hat sich gezeigt (Abb. 4.2), dass bei Einsatz von
Glaslinern, die vollstindig mit Verwirbelungseinstichen durchzogen waren, bessere
Ausbeuten erhalten wurden (Ausnahme: Fenamiphos), da die Analyten stirker an der

geriffelten Glaswand zuriickgehalten wurden.

‘ O ganz geriffelter Liner ® halb geriffelter Liner
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Abb. 4.2 Vergleich von halbgeriffelten mit durchgingig geriffelten Linern, Injektionsvolumen: 100 pl,
c=lpg/L je OPP

Auch fiir die Extraktion der Phenole und Chlorphenole wurden mit den halbgeriffelten

Glaslinern groflere Peakflichen erhalten. Somit kamen in allen weiteren Anwendungen der

LVI die durchgiingig geriffelten Liner zum Einsatz.

4.1.2 Konditionierung der Membranbeutel

Fiir die MASE wurden die von der Firma Gerstel kommerziell erhiltlichen Membranbeutel
aus nichtporésem Polypropylen eingesetzt. Polypropylen ist ein synthetischer Feststoff, der
sich durch seine hohe Festigkeit und chemische Stabilitit auszeichnet. Vor ihrer Verwendung
wurde die notwendige Konditionierung der Membranbeutel iiberpriift. Dafiir wurden neue,
unbehandelte Membranbeutel mit ausgeheizten und in Cyclohexan extrahierten
Membranbeuteln verglichen. Weiterhin wurden benutzte, zweifach mit Cyclohexan gereinigte
Membranbeutel untersucht. [n den Chromatogrammen und Massenspektren hat sich gezeigt,
dass die Belastung mit Phthalaten bei Verwendung der extrahierten Membranbeutel am
geringsten ist. Dabei spielt es keine Rolle, ob die Membranbeutel neu oder benutzt sind, sie

kénnen sogar mehrmals wieder verwendet werden. Sie miissen allerdings vor ihrem Einsatz
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durch Beflillen mit einem Losungsmittel auf ihre Dichtigkeit getestet werden. Da ein
zusitzliches Ausheizen der Membranen bei 80 °C fiir 24 Stunden nicht zu einer weiteren
Verringerung des Hintergrundrauschens fiihrte, wurden in dieser Arbeit Membranbeutel
verwendet, die zweimal bei Raumtemperatur mit Cyclohexan extrahiert wurden. Abbildung
4.3 reprisentiert ein Chromatogramm von undotiertem Wasser nach der eben beschriebenen
Optimierung der Membranbeutel im scan Modus. Die Hintergrundbelastung der aus dem
Membranmaterial koextrahierten Alkane und Phthalate ist bei Anwendung des SIM Modus

stark reduziert und stért bei der Auswertung der Chromatogramme nicht.

abundance dibutyl-
phthalate
1100000 o
phthalate

1000000

000 alkane n-hexadecanoie

acid

ROOOO0

700000

HOODOO |

500000

200000

300000 |

| alkane
|
200000

100000 e e M;WUV ok ‘ P\‘W_T\JL\,JJI‘A \‘MLTM W H__'J}MAWMUM

— s

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22,00 24.00 26.00

time [min|

Abb. 4.3: Koextrahierte Matrixkomponenten bei Extraktion von undotiertem Wasser, Extraktion: 45 °C,
30 min, 100ul Injektionsvolumen, scan Modus

In einer weiteren Untersuchung wurde ein und derselbe Membranbeutel fiir die Extraktion
eines PCB-Standards siebenmal hintereinander eingesetzt. Nach jeder Anwendung erfolgte
eine zweifache Reinigung des Membranbeutels mit Cyclohexan. Es ergaben sich immer die
gleichen Peakflichen fiir die Analyten (Abbildung 4.4). Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Membranbeutel mindestens siebenmal benutzt werden kdnnen, ohne an Effizienz zu verlieren.
Aus diesen Untersuchungen geht weiterhin hervor, dass keine Memory-Effekte auftreten, also

dass nach der Reinigung der Membranen alle Analyten aus dem Material entfernt sind.
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Abb. 4.4: Siebenfache Extraktion einer PCB-Mischung bei Verwendung ein- und desselben

Membranbeutels (c=1pg/L je PCB, Extraktion: 45 °C, 30 min, 100ul [njektionsvolumen)

4.2 Membranunterstiitzte Fliissigextraktion (MASE)

4.2.1 Anwendung der MASE auf polychlorierte Biphenyle

Die MASE wurde zunichst fiir die Extraktion ausgewihlter unpolarer organischer
Verbindungen aus Wasser eingesetzt. 6 polychlorierte Biphenyle (PCBs) dienten als
Modellsubstanzen. PCBs wurden aufgrund ihrer guten technischen Eigenschaften (inert,
temperaturstabil, gute Warmeleitfahigkeit) unter anderem als Dielektrika, Zusitze in Leim, als
Weichmacher und zum Brandschutz eingesetzt. Trotz ihres Herstellungsverbotes (1983) und
Einsatzverbotes (1989) spielen PCBs in der Umwelt immer noch eine Rolle, denn es sind
inerte, persistente Substanzen, die wegen ihrer hydrophoben Eigenschaften vor allem in
Lipiden akkumulieren. Sie gehdren zu den so genannten endokrinen disruptiven Substanzen
und stehen damit in Verdacht, die hormonellen Abldufe im menschlichen Organismus negativ
zu beeinflussen. Die Probenvorbereitung von PCBs wird oft mit der LLE oder der SPE
ausgefiihrt (Font et al., 1996). Allerdings kommen auch neuere Methoden, wie SPME, SBSE
und in-vial LLE zum Einsatz (Ahmed, 2003). Weiterhin kénnen die PCBs iiber eine direkte
Injektion der wissrigen Probe bei Anwendung der PTV-Injektion in das Analysensystem
eingebracht  werden. Ziel dieser Arbeit war es, die membranunterstiitzte

Lésungsmittelextraktion in Kombination mit Large-Volume-Injektion-GC-MS fiir die
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Bestimmung der PCBs zugiinglich zu machen. Im Folgenden wird die Optimierung der
Methode beschrieben. Alle Optimierungsschritte wurden mit einem wissrigen PCB-Standard
durchgetiihrt, der die in Tabelle 4.1 aufgelisteten PCBs in einer Konzentration von je 1 pg/L
enthielt. Die Kalibrierung wurde unter zu Hilfenahme eines internen Standards ausgefiihrt.
Der interne Standard 2.3",4,4°,5 — Pentachlorbiphenyl wurde dem wissrigen Standardgemisch
vor der Extraktion zugegeben. Des Weiteren erfolgten die Bestimmung der
Leistungsparameter, wie Extraktionsausbeute, Nachweisgrenze und Prizision und ein
Vergleich mit anderen neueren Extraktionsverfahren. Zusitzlich wurde die optimierte
Methode auf Realproben angewandt und ein qualitativer Vergleich mit einer in-vial LLE
durchgefiihrt. Ndhere Angaben zu den PCBs, die in die Untersuchungen einbezogen worden,
sind in Tabelle 4.1 zu finden. Die ausgewdhlten SIM-Ionen entsprechen charakteristischen

Molekiilfragmenten, die bei der Elektronensto3ionisation entstehen.

Tab. 4.1: PCBs mit ihren log Ky -Werten, thren Strukturen und SIM-lonen
Nummer log Name (Struktur) SIM Ionen
(Ballschmitter) Koiw
28 5,74 | 2,447 - Trichlorbiphenyl 256, 186, 75
52 6,25 | 2,2",5,5 -Tetrachlorbiphenyl 292,220,110
101 6,85 |2,2°,4,5,5 -Pentachlorbiphenyl 362, 254, 127
138 7,00 | 2,273,444 5"-Hexachlorbiphenyl 360, 290, 145
153 744 | 2,2°.44°5,5 -Hexachlorbiphenyl 360, 290, 145
180 8,28 | 2,2°.3,4.4°,5,5 -Heptachlorbiphenyl 394, 324, 162
118 Int. Standard” 6,25 2,3°.4.4°.5 - Pentachlorbiphenyl 326,254, 184

wurde der wiissrigen Probe zugegeben (i.S. fiir die Kalibrierung)

4.2.1.1 Wahl des Extraktionsmittels

Im Rahmen der LVI ist man an Lésungsmittel gebunden, die fliichtig genug sind, wihrend
des ersten Injektionsschrittes ohne zu kondensieren zum Splitausgang ausgetragen zu werden.
Allerdings sollte ein geniigend groBer Unterschied in den Siedepunkten von Analyten und
Lasungsmittel bestehen, damit eine Abtrennung des Losungsmittels iiberhaupt méglich ist.
Weiterhin muss bertlicksichtigt werden, dass die niedrigste einzustellende Temperatur des
MPS 2 Schiittlers bei 30 °C liegt, deshalb muss der Siedepunkt des Extraktionsmittels

ausreichend dartiber liegen. Hinsichtlich des Membranmaterials eignen sich Losungsmittel,
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die nicht mit Wasser mischbar sind, damit ein Transfer des Laésungsmittels durch die
Membran in die wissrige Lésung minimiert wird. In ersten Anwendungen der MASE wurden
n-Heptan  und  n-Hexan  ecingesetzt.  Letzteres  fithrte  aufgrund  wechselnder
Verdampfungsverluste teilweise zu unreproduzierbaren Ergebnissen. Fiir die Extraktion der

unpolaren PCBs wurde Cyclohexan als Akzeptorphase gewiihlt.

4.2.1.2 Vergleich unterschiedlicher Extraktionstemperaturen

Im ersten Optimierungsschritt wurde der Einfluss der Extraktionstemperatur auf die
Extraktion untersucht, da wie in Kapitel 2.1.3.2 erldutert, der Diffusionskoeffizient durch eine
Temperaturerhdhung  steigt, wihrend die Loslichkeit der Analyten im Polymermaterial
abnimmt. Fiir diese Untersuchungen wurden die Peakflichen, die den Extraktionsausbeuten
proportional sind, in Abhingigkeit von der Extraktionstemperatur bei einer Extraktionszeit

von 30 Minuten bestimmt (Abb. 4.5).

gt RS 045°C ms5°C |
12000 A e I
10000 |
5
i 8000 ‘
o ‘
£ \
2 6000 | ;
)
S
o 4000 +—
o
2000 5
0
2% 52 ot 3% 52 20
eCo oC® oce’ oc® pcB? oco’
Abb. 4.5: Optimierung der Extraktionstemperatur, Extraktion: 30 Minuten, 750 UPM, 100 pl

[njektionsvolumen, 1pg/L je PCB

Eine starke Zunahme der Peakflichen wurde bei einer Erhdhung der Extraktionstemperatur
von 35 °C auf 45 °C beobachtet. Bei diesem Temperatursprung scheint der Anstieg des
Diffusionskoeffizienten zu dominieren. Eine weitere Erhohung auf 55 °C fiihrt zu keiner
signifikanten Veridnderung. Das ldsst den Schluss zu, dass bei dieser Temperatur die
schnellere Diffusion durch eine verminderte Loslichkeit der Analyten im Polymermaterial

ausgeglichen wird. Der Einfluss einer weiteren Temperaturerhhung wurde nicht untersucht,
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denn mit Erhéhung die Temperatur ist auch mit einem Verlust an Extraktionsmittel durch
Verdampfung zu rechnen. Alle weiteren Untersuchungen wurden mit einer

Extraktionstemperatur von 45°C durchgefiihrt.
4.2.1.3 Vergleich unterschiedlicher Schiittelgeschwindigkeiten

Um den Transport der Analyten durch die Membran zu verbessern, wurde die Probe im
Agitator des MPS 2 Probengebers geschiittelt und die Schiittelgeschwindigkeit zwischen 250
und 750 Umdrehungen pro Minute (UPM) variiert. Die Extraktionstemperatur wurde auf 45
°C gesetzt, wihrend die Extraktionszeit bei 30 Minuten lag. Abbildung 4.6 zeigt, dass sich der
Transport der 6 PCBs durch die Membran mit steigender Geschwindigkeit erhoht. Deshalb
wurde fiir alle weiteren Messungen die hochstmdgliche Schiittelgeschwindigkeit von 750

UPM gewihlt.
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Abb. 4.6: Optimierung der Schiittelgeschwindigkeit, Extraktion: 45°C, 30 Minuten, 100 pl

[njektionsvolumen, pg/L je PCB

4.2.1.4 Optimierung der Extraktionszeit

Bei der Untersuchung verschiedener Extraktionszeiten wurden die optimierte
Extraktionstemperatur von 45 °C und die Schiittelgeschwindigkeit von 750 UPM gewihlt. [n
Abbildung 4.7 sind die Extraktionsausbeuten der einzelnen PCBs in Abhingigkeit von der
Extraktionszeit dargestellt. Fiir die Bestimmung der Extraktionsausbeuten wurde ein PCB-

Standard in Cyclohexan hergestellt, dessen Konzentration dem 100%igem Transfer der
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Analyten in das Losungsmittel entsprach (¢ = | pg/L). In Abbildung 4.7 wird deutlich. dass
sich nach 30 Minuten Extraktionszeit niherungsweise ein Plateau einstellt. Dabei wurden

Extraktionsausbeuten zwischen 39% (PCB 180) und 82% (PCB 28) erreicht.
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Abb. 4.7 Optimierung der Extraktionszeit, Extraktion: 45 °C, 750 UPM. 100 ul

Injektionsvolumen, lpg/L je PCB

Bei der geringen Wasserloslichkeit der PCBs war jedoch zu erwarten, dass das Gleichgewicht
stark auf der Seite der organischen Phase liegt. Da die nach 30 Minuten erzielte
Extraktionsausbeute des am wenigsten wasserlslichen heptachlorierten Biphenyls am
niedrigsten war, war zu erwarten, dass die Gleichgewichtseinstellung sehr langsam abliuft
und noch nicht vollzogen war. In einer bis auf 3 Stunden ausgedehnten Zeitprofilstudie wurde
ersichtlich, dass die Ausbeute kontinuierlich und langsam anstieg und sich nach ca. 3 Stunden
fiir alle PCBs einem Wert von 100% anniherte. Da nach einer Extraktionszeit von 30 Minuten
reproduzierbare Messungen moglich waren und Schnelligkeit ein Anspruch an die MASE war
wurde mit dieser Zeit in den folgenden Untersuchungen weitergearbeitet. Eine weitere
Moglichkeit, um eine hohere Ausbeute zu erzielen, besteht in der mehrfachen Extraktion ein-
und derselben Probe. Eine dreifache Extraktion eines wiissrigen Standards (jeweils bei 30
Minuten, 45 °C, 750 UPM), resultierte in Extraktionsausbeuten von 7 bis 10% im zweiten und
von 2 und 3% im dritten Extrakt, wobei diese Steigerung der Ausbeute einen solchen

Mehraufwand nicht rechtfertigen wiirde.
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4.2.1.5 Einfluss von Matrixkomponenten

Fiir die Extraktion der PCBs wurden der Einfluss von Salz (NaCl) und die Zugabe von
Methanol zum wassrigen Standard untersucht. Die erhaltenen Extraktionsausbeuten sind der
Extraktionsausbeute der “reinen” Probe gegeniibergestellt (Abb. 4.8). Die Messungen wurden

je dreimal wiederholt, die RSD Werte der Peakflichen lagen zwischen 2 und 16%.
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Abb. 4.8: Einfluss eines Na-Huminsiuresalzes, Methanol und NaCl auf die MASE, Extraktion:

30 Minuten, 45°C, 750 UPM, 100 ul Injektionsvolumen, 1pg/L je PCB

=

in Abbildung 4.8 zu erkennen ist, steigt die Extraktionsausbeute bei Erhéhung des
Methanolgehaltes auf 20% zwischen 1 und 10%, wobei der Einfluss auf die stirker
chlorierten PCBs grofler ist. Eine Erkliarung fiir die héhere Wiederfindung kénnte die
verminderte Adsorption der Analyten an die Glaswand des Extraktionsgefilies der
organischen Komponenten bei einem héheren Methanolgehalt sein. Die Zugabe von Salz bis
zur Sittigung der Losung bringt keine Erhdhung der Extraktionsausbeute mit sich, es erfolgt
sogar eine Abnahme. Andere Autoren beschreiben, beispielsweise bei Anwendung der SPME,
einen leicht positiven Einfluss auf die Extraktion unpolarer Substanzen bei Zugabe von Salz
in geringen Mengen, aber eine Abnahme der Extraktionsausbeute bei Zugabe gréBerer
Mengen (Shu et al., 2003; Lambropoulou und Albanis, 2001). Eine Erklirung fiir dié
Abnahme der Extraktionsausbeute ist der Ol-Effekt (Zuin et al., 2003). Die Anwesenheit
von Salz fordert den Transport der unpolaren Substanzen an die Wasserobertldche und fiihrt

somit zu einer Verringerung der Wechselwirkungen der Analyten mit dem
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Extraktionsmedium. Auf eine Salzaddition zur Probe wurde demzufolge verzichtet. Die
Zugabe eines Natrium-Huminsduresalzes in einer Konzentration von 30 mg/L fithrte nur zu
einer geringen Abnahme der Extraktionsausbeute, und zeigt, dass es einen unbedeutenden
Einfluss von organischen Bestandteilen auf die Extraktion gibt. Als Konsequenz wurden alle

weiteren Untersuchungen mit der unmodifizierten Probe durchgetiihrt.

4.2.1.6 Bestimmung von Prizision, Linearitit und Nachweisgrenzen

Unter den optimierten Extraktionsbedingungen (45 °C, 750 UPM, 30 Minuten
Extraktionszeit) wurden die in den folgenden Tabellen aufgefithrten Leistungsparameter
bestimmt. Fiir die Bestimmung der Prizision, als relative Standardabweichung der
Peakflichen, betrug die Konzentration des PCB Standards 1 pg/L je PCB. Fiir diese
Applikation wurde sowohl die Prizision bei mehrmaliger Verwendung ein- und desselben
Membranbeutels bestimmt, als auch die relative Standardabweichung der Peakflichen bei
Verwendung von 3 verschiedenen Membranbeuteln berechnet (Tab. 4.2). Die Werte lagen fiir
ein- und demselben Membranbeutel unter 2% und fiir drei verschiedene Membranbeutel

zwischen 4 und 12% und damit im akzeptierbaren Bereich.

Tab. 4.2: Bestimmung der Prizisionen (optimierte Bedingungen, c=1 pg/L, 100 ul
[njektionsvolumen)

PCB RSD [%] RSD [%]
(1 Beutel) (3 Beutel)
n=3 n=6
28 1.1 7.8
52 0.7 43
101 1,2 3,7
138 1,0 7.3
153 1.2 9.1
180 1,7 12,2

Die Kalibrierung erfolgte, indem sieben Standardldsungen im Bereich von 0,02 bis 20 ug/L
unter optimierten Extraktionsbedingungen (30 min, 45 °C, 750 UPM) analysiert wurden. Die
Kalibration wurde fiir zwei verschiedene Injektionsvolumina, 100 und 400 pl aufgenommen
(Tab. 4.3). Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Der interne Standard 2,3°,4,4°,5 —

Pentachlorbiphenyl wurde jedem wissrigen Standard in einer Konzentration von | pg/L
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zugegeben und in die Kalibrierung mit einbezogen, indem die jeweilige Peakfliche des

Analyten durch die Peakflache des internen Standards geteilt wurde.

Tab. 4.3: Korrelationskoeffizienten und Geradengleichungen der Kalibrationen fiir die
beiden Injektionsvolumina, 7 Konzentrationspunkte zwischen 0,02 bis 20 pg/L

PCB | Injektion: 100 pl Injektion: 400 ul
R Geradengleichung R’ Geradengleichung
28 0,9986 y=1.3296x + 0,1945 0.9971 y =1,0544x +0,0719
52 0,9995 y=1,1471x +0,1246 0.9987 y =0,8952x +0,0849
101 0,9988 y=10,7385x + 0,1047 0.9994 y =0,633x + 0,0084
138 0,9956 y =10,7892x + 0,0347 0.9981 y=0,6795x —0,0125
153 0,9946 y =0,778x + 0,042 0.9999 y=0,6719x +0,0221
180 0,9948 y =10,6299x + 0,0166 0.9981 y=10,5292x - 0,0096

Die Nachweisgrenzen wurden entsprechend Kapitel 3.7 aus sechs Extraktionen mit
undotiertem Wasser bestimmt und aus der Summe des Mittelwertes der Blindwerte und ihrer
dreifachen Standardabweichung berechnet. Bei den jeweiligen Injektionsvolumina von 100 ul
und 400 pl ergaben sich die in Tabelle 4.4 aufgefiihrten Werte, wobei die Linearitdt in einem
Konzentrationsbereich  zwischen der Nachweisgrenze und 25 pg/L (100 ul

[njektionsvolumen) beziehungsweise 5 pg/L (400 pl) untersucht wurde.

Tab. 4.4: Nachweisgrenzen und linearer Bereich fiir die beiden Injektionsvolumina
| PCB | Injektion: 100 ul [njektion: 400 pl
NWG [ng/l]  linearer Bereich [pg/l] NWG [ng/l] linearer Bereich [pg/1]
28 4 0,004 - 25 2 0,002-5
52 Il 0,011-25 3 0,003 -5
101 9 0,009 - 25 3 0,003 -5
138 21 0,021 -25 9 0,009 - 5
153 22 0,022-25 10 0,010-5
180 27 0,027 -25 10 0,010-5
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4.2.1.7 Vergleich der MASE mit anderen Methoden

Um die bestimmten Leistungsparameter beurteilen zu kénnen, wurden die Ergebnisse, die mit
der MASE erhalten wurden, mit aus der Literatur entnommenen Ergebnissen neuerer
losungsmittelfreien oder losungsmittelsparender Techniken verglichen (Tabelle 4.5). Dafiir
wurden neben der Festphasenmikroextraktion (SPME) und der Stir Bar Sorptiven Extraktion

(SBSE) eine in-vial Extraktion und eine direkte Wasserextraktion zur Bestimmung von PCBs

herangezogen.

Tab. 4.5: Vergleich der MASE mit anderen, in der Literatur beschriebenen Methoden
SPME SBSE gg‘émn g‘gf“e MASE

Analysentechnik | (30 um (500 pm (300 ul [nz’ekti N (100-400 pl
PDMS) PDMS) Injekgon) (5-:)0 u?) Injektion)
GC-MS GC-MS GC-ECD GC-ECD GC-MS

LM-verbrauch - ———- <1 ml —— <1 ml

CHghe- 30 ml 10 ml ca. 1 ml ca. | ml 15 ml

volumen

Ausbeute e 50-60% 81-110% 47-56% 40-82%

in Wasser

NWG 50-100 ng/l  subng/l 30-40 ng/l 50 ng/l 2-27 ng/l
n=4 n=5 n=4 n=4 n=6

RAL 8-14% < 7% 1-5% 2-9% 4-12%

e Cortazar et Benijts et ) Schellin und
Literatur al.2002  al, 2001 Teske, 1987 Popp, 2003

Der Losungsmittelverbrauch war bei allen Methoden sehr gering, beziehungsweise es wurde
l6sungsmittelfrei gearbeitet. Das bengtigte Probevolumen lag bei allen Techniken unter 30 ml.
Die Extraktionsausbeute, die mit den verschiedenen Techniken erreicht wurde, lag fiir die
SBSE bei 50-60%, bei der in-vial Extraktion bei 81-110% und bei der direkten
Wasserextraktion bet 47-56% und in dem gleichen Bereich wie die Ergebnisse der MASE.
Auch hinsichtlich der Nachweisgrenzen (2 bis 27 ng/L) kann die Methode der
membranunterstiitzten Losungsmittelextraktion von PCBs aus Wasser mit anderen
Extraktionsmethoden konkurrieren. Bei Verwendung der SPME lagen die Nachweisgrenzen
zwischen 50 und 100 ng/L. Beim Einsatz der SBSE wurden Nachweisgrenzen im unteren ppt-
Bereich erhalten. Auch Popp et al. (2005) bestitigten die hervorragende Anwendbarkeit der
SBSE; bei Einsatz von mit 0,5 mm PDMS beschichteten Twistern wurden 25 PCBs sehr

empfindlich (Nachweisgrenzen zwischen 0,05 und 0,15 ng/L) bei sehr guter Priizision
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bestimmt. Die in-vial Extraktion lieferte Nachweisgrenzen von 30 bis 40 ng/L. Bei der
Direktinjektion von Wasser unter Anwendung der Large- Volume- Injektion wurden
Nachweisgrenzen von ca. 50 ng/l erreicht (Dissertation Teske, Universitit Leipzig, 1999).
Auch die relativen Standardabweichungen der MASE sind vergleichbar mit denen der
anderen Methoden (insgesamt zwischen | und 14%). Ein Vergleich von MASE mit
standardisierten Methoden der amerikanischen Umweltbehdrde EPA (Environmental
Protection Agency) fiir die Bestimmung von PCBs in Trinkwasser zeigte den hohen
Losungsmittel- und Probenverbrauch der in den EPA Methoden eingesetzten LLE oder SPE.
(z.B. 1 Liter Probe, 300 ml Dichlormethan). Die Nachweisgrenzen, die mit den EPA
Methoden erreicht werden (EPA Methoden Nr. 508 und 525), lagen zwischen 0,004 und 0.15
pe/L und somit iiber denen der MASE.

4.2.1.8 Analyse von Realproben

Um die Anwendbarkeit der MASE auf komplexe Matrizes zu Uberpriifen wurden eine
Wasserprobe aus dem Fluss “Weille Elster” (in Leipzig), eine WeiBweinprobe, eine
Rotweinprobe und eine Apfelsaftprobe untersucht. In keiner der Proben wurden PCBs
detektiert. Deshalb wurden alle Proben auf eine Konzentration von 0.5 pg/L je PCB
aufgestockt. Die Quantifizierung erfolgte anhand der Kalibrierdaten fir den wissrigen
Standard. Das Injektionsvolumen betrug 400 pl. Die Ergebnisse sind als Mittelwert aus 3

Messwerten in Tabelle 4.6 dargestellt.

Tab. 4.6: Wiederfindungen der PCBs in aufgestockten Realproben.

PCB | auf- Flusswasser Weillwein [ Rotwein Apfelsaft

|
gestockt !
Konz Konz. WDF |Konz. WDF |Konz. WDF |Konz. WDF |

(ng/L] | [wg/l] (%] | [wg/L]l [%] | [ugk] o] | [ug/l]  [%]
28 0,50 044 88 057 114 053 107 |044 88
520,50 043 86 053 107 |053 107 |043 86
101 | 0,50 045 92 0,53 105 |052 104 045 92
138 0,50 048 96 052 105 |051 102 |048 96
153 0,50 044 88 051 101|051 102 |044 88
180 | 0,50 0,50 100 046 92 0,50 100 | 050 100
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Die Wiederfindungen wurden bestimmt, indem die Extraktionsausbeuten des wissrigen
Standards als 100% angenommen wurden und die Ergebnisse der Realproben dazu ins
Verhiltnis gesetzt wurden. Die Ergebnisse in Tabelle 4.6 zeigen Wiederfindungswerte
zwischen 88 und 114%. Die Rotweinprobe wurde zu einem spiteren Zeitpunkt emeut mit
PCBs aufgestockt (mit einer Konzentration von 1 pg/L) und analysiert. Bei dieser hdheren
Konzentration lagen die Wiederfindungen zwischen 100 und 107%. Die Wiederfindungen
der Analyten in den Weinproben betrugen im Durchschnitt etwas iiber 100%. Dies lisst sich
mit dem Alkoholanteil in diesen Proben erkldren, der, wie sich bei den Optimierungen in
4.2.1.5 zeigte, die Extraktionsausbeute geringfiigig erhéht. Die Extraktion der PCBs aus vier
verschiedenen Matrizes zeigte, dass die unpordse Membran nicht nur Partikel sondern auch
Farbstoffe weitgehend ausschlieBit, denn es wurden klare Extrakte erhalten. Dies ist besonders

gut anhand der Rotweinprobe zu erkennen (Abb. 4.9).

Abb. 4.9: Rotweinprobe mit Membranbeutel und erhaltenes klares Extrakt (rechts)

Aus den Chromatogrammen in Abbildung 4.10 ist ersichtlich, dass sich ein Standard und eine
Rotweinprobe  (beide auf 0,5 pg/lL  aufgestockt und wunter den optimierten
Extraktionsbedingungen gemessen) auch hinsichtlich der Begleitkomponenten wenig

unterschieden.
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Abb. 4.10: Chromatogramme eines Standards und einer aufgestockten Rotweinprobe. ¢=0.5 pg/L je PCB.

Extraktion: 45 °C, 30 Minuten. 750 UPM, Injektionsvolumen: 400 ul, SIM-Modus

4.2.1.9 Qualitativer Vergleich der Membranextraktion mit einer fliissig-fliissig

Extraktion anhand einer PCB- belasteten Sedimentprobe

Eine Sedimentprobe aus der Slowakei wurde auf PCBs untersucht. Zuerst wurden 2 g der
Festprobe mit Hilfe der beschleunigten Lésungsmittelextraktion (Accelerated Solvent

Extraction; ASE) unter erhéhtem Druck extrahiert. In Tabelle 4.7 sind die

Extraktionsparameter der ASE aufgefiihrt. Diese Parameter wurden aus einer Arbeit zur
Bestimmung von Chlorphenolen in Béden iibernommen (Wennrich et al., 2000), es erfolgte

keine weitere Optimierung.

Tab. 4.7: Extraktionsbedingungen der ASE.
Temperatur 150 °C
Druck 100 bar
Extraktionszeit | 10 min
Lésungsmittel | Wasser mit 5 % (v/v) Aceton

Jeweils 15 ml des wissrigen Extraktes wurden mit der Membranextraktion und mit der in-vial
LLE untersucht. Fiir die in-vial LLE wurden 800 pl des Extraktionsmittels Cyclohexan direkt

auf die wissrige Probe gegeben, das Schiitteln im Autosampler erfolgte unter den gleichen
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Bedingungen, die bei der MASE angewandt wurden (30 min, 45 °C, 750 UPM).

AnschlieBend wurde die organische Phase manuell mit einer Spritze entnommen und 400 ul

davon wurden entsprechend der Membranextraktion mit LVI injiziert. Dies diente cinem

Vergleich der beiden Extraktionstechniken. Da keine Wiederfindungsversuche vorgenommen

wurden, konnte keine Quantifizierung erfolgen. Dies war auch nicht vorgesehen, da eine

Kalibrierung von MASE und in-vial LLE an dieser Stelle sehr zeitintensiv gewesen wiire. Es

sollte lediglich der Einsatz der membranunterstiitzten fliissig-fliissig-Extraktion im Vergleich

zur LLE fiir eine kontaminierte Realprobe untersucht werden. Die entsprechenden

Chromatogramme, im scan Modus aufgenommen, sind in Abbildung 4.11 dargestellt, und die

PCBs sind mit schwarzen Balken markiert. Es fillt auf, das in dem MASE - Chromatogramm

weniger Peaks von Matrixbestandteilen vor allem im Zeitintervall von 18 bis 23
auftauchen. Das =zeigt, dass die Abtrennung von Matrixbestandteilen mit
Membranextraktion  besser  gelingt.  Hinsichtlich der  Peakflichen, die
Extraktionsausbeuten proportional sind, liegen die Ergebnisse beider Methoden in
gleichen Gréflenordnung (Abb.4.12).
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Abb. 4.11: Chromatogramme einer Sedimentprobe, mit MASE und in-vial LLE extrahiert, Extraktion:

45 °C, 750 UPM, 30 Minuten, 100 ul Injektionsvolumen, scan Modus
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Abb. 4.12: Peakflichen der PCBs in der Sedimentprobe, mit MASE und mit in-vial LLE extrahiert.

Diese Applikation zeigt, dass die Membranextraktion eine geeignete Extraktionstechnik fiir
die Bestimmung von PCBs auch aus Feststoffimatrizes nach vorheriger Uberfiihrung der
Analyten in eine wiissrige Ldsung ist. Im Vergleich mit der in-vial LLE zeigen sich die
einfachere Handhabbarkeit durch die Automatisierung der Methode und ein verringerter
Eintrag von Matrixbestandteilen. Mit der apparativ einfacheren in-vial LLE gestaltet sich die
Entnahme des organischen Extraktes schwierig, da eine leichte Bildung einer Emulsion
erfolgt.

Die Anwendbarkeit der MASE auf Realproben wurde - wie in Kapitel 4.2.1.8 gezeigt - auch
anhand der Flusswasser- Wein- und Saftproben bestitigt. Die Ergebnisse zur
membranunterstiitzten Losungsmittelextraktion der PCBs sind von Schellin und Popp (2003)
publiziert.

Die nachfolgenden Methodenentwicklungen sollen die Eignung der Kombination aus MASE-
LVI-GC-MS fiir die Spurenbestimmung von Organophosphorpestiziden und polarer Analyten
(Phenole) belegen.
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4.2.2 Anwendung der MASE auf Organophosphorpestizide

Organophosphorpestizide (OPPs) wurden als so genannte Pestizide der zweiten Generation
vor allem in den sechziger und siebziger Jahren eingesetzt. Sie sollten die organochlorierten
Pestizide ersetzen, die vor allem wegen ihrer Persistenz mehr und mehr gemieden werden. Ein
groBer Vorteil der OPPs ist ihr schneller Abbau, der vor allem auf Hydrolyse und Oxidation
beruht. Ein Nachteil der Organophosphorpestizide ist ihre extreme Warmbliitertoxizitit. Sie
verursachen eine Inaktivierung des Enzyms Acetylcholinesterase und sind  als
Cholinesterasehemmer bekannt. Innerhalb der Europaischen Union (EU) ist die Entscheidung
iiber die Zulassung einiger OPPs offen. In der Region Bitterfeld-Wolfen wurden viele Jahre
lang die Pestizide Parathion-methyl und Dimethoat hergestellt. Im Jahre 1994 wurden 0,5 t/a
dieser Pestizide in die Elbe eingeleitet. Die Produktionsstillegung erfolgte fiir Parathion-
methyl im Jahre 1992 und fiir Dimethoat 1997. Im Jahre 1999 sind die Mengen auf 0,001 t/a
_zuriickgegangen. Aus einem Untersuchungsbericht der Arbeitsgemeinschaft fir die
Reinhaltung der Elbe (ARGE ELBE, 2000), die sich zwischen 1994 und 1999 mit einer
Vielzahl von organischen Spurenverunreinigungen in der Elbe und deren Hauptnebenfliissen
beschiiftigt hat, geht hervor, dass diese Organophosphorpestizide im Jahre 1996 noch im ng/L
bis ng/L- Bereich nachgewiesen wurden. Die Europiische Union hat Grenzwerte von 0,1
ug/L je Einzelkomponente und 0,5 pg/L fiir die Summe aller Pestizide in Wasser etabliert.
Um diese Mafistibe zu erfiillen, werden verschiedene Probenvorbereitungstechniken mit
sensitiven Analysengeriten kombiniert. Neben LLE und SPE wurde auch die SPME zur
Bestimmung von OPPs in Wissern und in stark matrixhaltigen Lebensmitteln, wie Erdbeeren,
Kirschen, Gurken und Wein eingesetzt (Beltran et al., 1998; Fernandez et al., 2001;
Lambropoulou und Albanis, 2003). Die Bestimmungsgrenzen liegen im ppb- bis ppt-Bereich.
Auch die SBSE eignet sich zur Bestimmung der OPPs. Durch das gréBere Volumen der
Extraktionsphase ~ werden  Nachweisgrenzen im  unteren  ppt-Bereich  erreicht
(Mothes et al., 2003).

In diesem Teil der Arbeit sollte die Einsatzfihigkeit der MASE auf OPPs untersucht werden.
Dafiir wurde ein Gemisch aus 8 Organophosphorinsektiziden mit dieser Technik analysiert
(Tabelle 4.8). Neben der Optimierung der Extraktionsparameter wird im Folgenden auf die
Validierung und Anwendung der MASE zur Bestimmung dieser Kontaminanten eingegangen.
Alle Untersuchungen wurden mit einem wissrigen Standard durchgefiihrt, der die OPPs in
einer Konzentration von je | pg/L enthielt. Eine Kalibrierung wurde unter zu Hilfenahme
eines internen Standards Parathion-(Diethyl-D10) ausgefithrt, der dem wiissrigen

Standardgemisch vor der Extraktion zugegeben wurde.
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Tab. 4.8: Die untersuchten OPPs mit log Kqw-Wert, Wasserlgslichkeit, SIM-lonen und
Strukturen.
OPP log Koy  HoO Losl. [mg/l] SIM lonen Struktur

Parathion-methyl 2,94 50 263, 109, 125 B
~f—0 o}
e < > S,

S

Fenitrothion 3.40 30 277,125, 260 EtO_
_~p—0 o,
Et0” ||
S Me
MeO\
Malathion 2,84 145 173, 125, 93 I oo L
© ‘s‘, CH;—CO,Et
ErO\ —
Fenthion 4,09 55 278, 109, 125 e I A
S Me
Cl
i MeO
Bromophos 4,88 40 331, 125,47 ® >P—OQBr
MeG™ ||
S cl
Cl
ElO\
= P—0 Br
Bromophos-ethyl 5,68 2 97, 359, 242 £0” | Q
S cl
0 Me
Me I
Fenamiphos 3,23 700 303, 154, 288 Me>—“,‘— T*O ¥
A OEt
EtO OEt
~ e
Ethion 5,09 1 231, 153,97 eo |5 CHFS*[T Sqit
S s
Parathion-(Diethyl-D10) DLRCO.
interner Standard DachCO/iT_o o
S
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4.2.2.1 Einfluss von Salzzugabe und pH-Wert

In einem Vorversuch wurde festgestellt, dass bei Verwendung von Cyclohexan bessere
Ergebnisse als mit n-Heptan erzielt wurden. Da sich Cyclohexan als Extraktionsmittel fiir die
polychlorierten Biphenyle als sehr geeignet erwiesen hatte, wurde es auch fiir die Extraktion
der OPPs eingesetzt. Bei den ersten Extraktionsversuchen des wissrigen Standards lagen die
relativen Standardabweichungen der Peakflichen bei sechs Wiederholungsmessungen
zwischen 10% (Parathion-methyl) und 40% (Bromophos-ethyl) und damit sehr hoch. Bei
Zugabe von 5 g NaCl zur wissrigen Probe verbesserten sich die relativen
Standardabweichungen auf 4% (Malathion) bis 12% (Fenamiphos) (Ausnahme: Bromophos-
ethyl: 22%). Somit war die Zugabe von Salz unbedingt erforderlich, um wiederholbare
Ergebnisse zu erhalten. Weiterhin wurden durch die Salzzugabe héhere Extraktionsausbeuten

(zwischen 44 und 95%) erzielt (Abb. 4.13).

i W pur @5 g NaCl 05 % MeOH mpH=2 BpH=11

Extraktionsausbeute [%]

Abb. 4.13: Einfluss von NaCl, MeOH und pH-Wert auf die Extraktion der OPPs, Extraktion: 30 Minuten.
45 °C, 750 UPM, Injektionsvolumen: 100 ul, c=1pg/L

Die Zunahme der Extraktionsausbeuten ist auf den Aussalzeffekt zuriickzufiihren, denn durch

die Erhéhung der lonenstirke werden von den Wassermolekiilen bevorzugt Elektrolytionen

solvatisiert und die Wasserloslichkeit der OPPs wird gemindert. Den signifikantesten Einfluss

hat der Aussalzeffekt auf die Extraktion der polaren OPPs mit einem kleinen K, -Wert
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(Parathion-methyl, Fenitrothion, Malathion und Fenamiphos). Auch bei Verwendung anderer
Extraktionstechniken macht sich der Aussalzeffekt bemerkbar, Lambropoulou et al. (2001)
und Jinno et al. (1996) analysierten Organophosphorpestizide mit der HS-SPME und
beobachteten eine Erhdhung der Extraktionsausbeute der polaren OPPs bei Salzzugabe zur
wissrigen Phase. Mestres et al. (2000) analysierten OPPs mit direkter SPME und bemerkten
eine Abnahme der Extraktionsausbeute bei der Anwesenheit von Salz. Dieser Effekt wird
durch eine mogliche diinne Salzschicht um die SPME-Faser erklért, die die Extraktion
behindert. Weitere Untersuchungen mit der MASE zeigten, dass durch eine Reduzierung des
pH-Wertes auf 2 keine Verbesserung der Extraktionsausbeute erzielt wurde, alkalische
Bedingungen (pH-Wert 11) die Ausbeute sogar drastisch verminderte. Nach Pehkonen und
Zhang (2002) ist die Hydrolyse neben der Oxidation einer der Hauptabbauwege der OPPs.
Beispielsweise verlduft fiir Malathion die saure Hydrolyse recht langsam. Eine groBere Rolle
spielt die Hydrolyse unter alkalischen Bedingungen. Auch andere, lipophilere OPPs, wie
Fenthion und Ethion werden unter alkalischen Bedingungen (ab einem pH-Wert von 9)
hydrolysiert. Dies kann eine Erkldrung fiir die starke Abnahme der Peakfldchen der OPPs bei
einem pH Wert von |1 sein. Die Zugabe von 5% Methanol zur Vermeidung eventueller
Glaswandadsorption verbesserte die Extraktionsausbeute ebenfalls nicht. Als Konsequenz
dieser Ergebnisse wurde bei allen weiteren Optimierungsschritten der neutralen Probe 3 g

NaCl zuzugeben.

4.2.2.2 Optimierung der Extraktionsbedingungen

Wie bei der Extraktion der PCBs wurden die Schiittelumdrehungen und die Extraktionszeit
optimiert. Eine Extraktionstemperatur von 45 °C wurde festgelegt. Auch fiir die OPPs zeigte’
sich, dass die hochstmogliche Umdrehung von 750 UPM am giinstigsten war, um hohe
Extraktionsausbeuten zu erhalten. Der zeitliche Verlauf der Extraktionsausbeuten ist in
Abbildung 4.14 gezeigt. Zunidchst ist ein starker Anstieg der Extraktionsausbeuten zu
verzeichnen. Dieser Anstieg hat bei 50 Minuten sein Maximum, fillt bei 70 Minuten ab, um
bei 90 Minuten wieder auf den 50 Minuten-Wert anzusteigen (Ausnahme: Bromophos-ethyl).
Auch andere Autoren beschreiben solche ,,Uberschwingeffekte™. Beispielsweise beobachteten
Kolahgar et al. (2002) bei Einsatz der SBSE fiir die Bestimmung von polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen in Wasser eine Steigerung der Extraktionsausbeuten
zwischen einer und drei Stunden Extraktionszeit. Zwischen 5 und 6 Stunden Extraktionszeit

war eine Abnahme der Ausbeute und ein darauf folgenden Anstieg zu beobachten, der nach

57



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

21 Stunden die Werte von 3 Stunden wieder erreichte. Eine Erklidrung kann die langsame
Einstellung des Gleichgewichts zwischen den verschiedenen Phasen (der Glasobertliche des
Extraktionsgefifies, der wissrigen Probe und dem Extraktionsmedium und im Falle der
MASE der organischen Phase) sein. Fiir die Extraktion der OPPs resultierte eine
Extraktionszeit von 50 Minuten in Extraktionsausbeuten zwischen 47 und 100% und wurde

fiir weitere Untersuchungen gewihlt.
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Abb. 4.14: Optimierung der Extraktionszeit, 5 g NaCl Zugabe, 45 °C, 750 UPM, Injektionsvolumen:

100 pl, c=1pg/L

4.2.2.3 Einfluss von Huminsdure

Die Arbeiten zur Extraktion der PCBs hatten gezeigt, dass eine Huminsidure-Konzentration
von 30 mg/L in der wissrigen Probe nur einen geringen Einfluss auf die Extraktionsausbeute
hatte (Kap. 4.2.1.5). Fiir die Extraktion der OPPs wurde der Huminsiureeinfluss genauer
untersucht, indem der Probe verschiedene Konzentrationen (1-150 mg/L) eines Natrium-
Huminsiduresalzes zugegeben wurden. Die Abhingigkeit der Extraktionsausbeute von, der
Huminsdurekonzentration ist in Abbildung 4.15 gezeigt. Es war zu erkennen, dass eine
Konzentration bis zu 10 mg/L keinen Einfluss auf die Extraktionsausbeute hat. Eine Zugabe
von 150 mg/L des Huminséuresalzes fiihrt zu einer Abnahme der Ausbeute zwischen 30 und
60%. Interaktionen zwischen den Analyten und der Huminsdure, wie zum Beispiel
Adsorptionswechselwirkungen koénnen Verursacher der verminderten Extraktionsausbeute

sein. Auch bei Verwendung von SPME und SPE als Extraktionstechniken zeigt sich der

58



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Einfluss von Huminsdure auf die Extraktion von OPPs in einer Reduzierung der
Extraktionsausbeute (Ibanez et al., 1996; Valor et al., 1997; Lambropoulou et al., 2002).
Aiken et al. (1985) verdeutlichen, das Huminsiuren den dominanten Anteil des geldsten
organischen Kohlenstoffes in Wissern ausmachen. Weiterhin fassen die Autoren Ergebnisse
von verschiedenen Realwdssern zusammen. Die Konzentrationen an Huminsduren variieren
sehr stark, liegen aber in der Regel nicht héher als 10 mg/L. Somit ist die MASE fiir die
Bestimmung von OPPs in Realwasserproben mit geringem bis mittleren Huminsiuregehalt
besonders' gut geeignet. Bei hohen Huminsduregehalten in den Proben muss mit anderen

Quantifizierungsmethoden, wie der Standardaddition gearbeitet werden.
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Abb. 4.15: Einfluss verschiedener Konzentrationen eines Na-Huminsiuresalzes, Extraktion: 50 Minuten.

45 °C, 750 UPM, 5g NaCl, 100 ul Injektionsvolumen, c=1pg/L

4.2.2.4 Bestimmung von Priizision, Linearitiit und Nachweisgrenzen

Unter den optimierten Extraktionsbedingungen; 750 UPM, Zugabe von 5 g NaCl und 30
Minuten Extraktionszeit und bei einer Konzentration von | pg/L je OPP wurden die
folgenden Leistungsparameter bestimmt. Das Injektionsvolumen lag bei 100 ul. Die
Wiederholbarkeit, beschrieben durch die relative Standardabweichung der Peakflichen, lag
bei Verwendung verschiedener Membranbeutel zwischen 4 und 12%, (Ausnahme
Bromophos-ethyl: 22%). Die Bestimmung der Nachweisgrenzen erfolgte analog zu denen der
PCBs. Die Nachweisgrenzen liegen weit unter den geforderten Grenzwerten von 100 ng/L je

Pestizid (siche Tabelle 4.9). Die Ergebnisse fiir Nachweisgrenzen und Priizision befanden sich
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in einer dhnlicher GréBenordnung wie jene, die fiir die Organophosphorpestizide bei Einsatz
der SPME erhalten wurden (Lampropoulou et al., 2001; 2002). Eine Kalibrierung wurde unter
zu Hilfenahme des internen Standards Parathion-(Diethyl-D10) ausgefiihrt, der dem
wassrigen Standardgemisch vor der Extraktion in einer Konzentration von 3 pg/L zugegeben

wurde. Linearitdt war Uber den gesamten Kalibrierbereich gegeben.

Tab. 4.9: Leistungsparameter fir die mit der MASE bestimmten OPPs (optimierte
Bedingungen, 100uL Injektionsvolumen)

OPP RSD[%] NWG Linearer Geradengleichung Korrelations
n=3 [ng/1]  Bereich [pg/l] -koeffizient

Parathion-methyl 6 11 0,011-70 y=0,0915x -0,0229 0,9997
Fenitrothion 4 15 0,015-70 y=0,0731x-0,0157 0,9945
Malathion 4 1 0,001-70 y=0,0671x - 0,0062 0,9945
Fenthion 3 8 0,008-70 y =0,156x - 0,0243 0,9938
Bromophos 9 7 0,007-70 y=0,1148x-0,0178 0,9954
Bromophos-ethyl 22 22 0,022-70 y =0,0959x + 0,0299 0,9953
Fenamiphos 12 20 0,020-70 y=0,0684x - 0,0193 0,9958
Ethion 10 23 0,023-70 y =0,0913x + 0,0086 0,9983

4.2.2.5 Analyse von Realproben

Anlehnend an die Optimierung und Anwendung von MASE auf die PCBs wurden eine
Weillweinprobe, eine Rotweinprobe und eine Apfelsaftprobe untersucht. In keiner der Proben
wurden OPPs detektiert. Alle Proben wurden daher auf eine Konzentration von 0,5 pg/L je
OPP aufgestockt. Die Extraktion erfolgte bei den optimierten Bedingungen (Zugabe von 5 g
NaCl, 50 Minuten Extraktionszeit bei 45 °C und 750 UPM.,). Das Injektionsvolumen betrug

100 ul. Die Ergebnisse (Durchschnitt aus 3 Messwerten) sind in Tabelle 4.10 dargestellt.
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Tab. 4.10: Wiederfindungen der OPPs in aufgestockten Realproben
OPP Aufgestockte | Weillweinprobe Rotweinprobe Apfelsaftprobe
Konzentration
Konz. [pg/L] Konz. WDF[%] | Konz. WDF[%)] | Konz. WDF[%]
(ug/L] [ng/L] (ng/L]

Parathion- 0,50 0.56 113 0,52 104 0,60 119
methyl

Fenitrothion 0,50 0,56 111 0,53 105 0,58 116
Malathion 0,50 0,42 83 0,59 119 0,51 101
Fenthion 0,50 0.44 89 0,40 81 0,44 88
Bromophos 0,50 0,41 83 0,45 90 0.41 83
Bromophos- 0,50 0,59 118 0,42 84 0,39 78
ethyl

Fenamiphos 0,50 0.46 93 0,56 111 0,62 124
Ethion 0,50 0,41 82 0,37 75 0.49 97

Die Wiederfindungen in den Wein- und Saftproben lagen zwischen 75 und 124%. Die Werte

streuten etwas stirker als die Wiederfindungen der PCBs in diesen Matrizes (Tab. 4.6). Das

erklirt sich durch die héheren relativen Standardabweichungen der Peakflichen der OPPs.

Die erhaltenen Extrakte sind sehr klar und frei von Farbstoffen und Partikeln. Die Ergebnisse

bestdtigen die Anwendbarkeit der membranunterstiitzten Losungsmittelextraktion fiir die

Bestimmung von OPPs in Realproben. Die Anwendung der MASE zur Analytik der

Organophosphorpestizide ist von Schellin et al. (2004) publiziert.
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4.2.3 Anwendung der MASE auf Phenole und Chlorphenole

Der Einsatzbereich der MASE sollte im Folgenden auf polarere Verbindungen erweitert
werden. Diese Verbindungen stellen aufgrund ihrer ungiinstigen chromatographischen
Eigenschaften, ihrer hohen Wasserldslichkeit und Reaktivitit eine Herausforderung fiir die
Probenvorbereitung und die Gaschromatographie dar. Als Beispiel fiir polare Verbindungen
wurde die Substanzklasse der Phenole und Chlorphenole ausgewiihlt. Phenolische
Verbindungen werden aufgrund ihrer industriellen Verwendung hiufig in Wissern gefunden.
Diese Komponenten entstehen beispielsweise bei der Produktion von Plastik, Farbstoffen,
Medikamenten, Pestiziden, Papier und in der petrochemischen Industrie. In der EPA
Verordnung Nr. 625 ist die Analyse von Phenolen und Chlorphenolen mit einer fliissig-tliissig
Extraktion beschricben. Eine weitere oft angewandte Probenvorbereitungstechnik fiir die
Bestimmung von Phenolen ist die SPE (Rodriguez et al., 2000). Neben Kohlenstoff- oder
Silizium-basierten Sorbentien verwenden verschiedene Autoren neue Materialien, die unter
anderem auf modifizierten Polymeren basieren (Bagheri et al., 2004; Fontanals et al., 2004).
Bei der Analyse dieser Verbindungen mit GC-MS reprisentiert die Derivatisierung der
Phenole eine weitere Mdglichkeit fiir deren einfachere Bestimmung (Renberg et al, 1981;
Kojima et al., 2004). Die Derivate besitzen eine geringere Polaritit und Reaktivitit und
konnen somit besser extrahiert und chromatographisch analysiert werden. Allerdings stellt
eine Derivatisierung einen zusitzlichen Probevorbereitungsschritt dar und oft werden toxische
Reagenzien bendtigt (beispielsweise Diazomethan). Auch neuere Extraktionsmethoden
werden flr die Bestimmung von Phenolen angewandt, wie beispielsweise die SPME, bei der
polare Faserbeschichtungen (Polyacrylat) zum Einsatz kommen (Mdoder et al., 1997). Sanchez
etal. (1997) verwendeten Silikonmembranen, um Phenole aus Erdél zu extrahieren.

Um die Anwendbarkeit der MASE auf Phenole und Chlorphenole zu testen, wurden sieben
dieser Verbindungen, darunter Phenol mit einem log Kgn -Wert von 1,5 untersucht. Die
Analyten sind mit den jeweils ausgewidhlten SIM lonen, den log Ky und pKs Werten in
Tabelle 4.11 dargestellt. Die Optimierungsversuche und die Bestimmung der

Leistungsparameter erfolgten bei einer Konzentration von 6.7 pg/L je Analyt.
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Tab. 4.11: Phenole mit ihren SIM-lonen, log Ky -Werten und pKs-Werten:

Verbindung SIM lonen log Ko pKs
2-Chlorphenol 128,139 2,15 8.56
Phenol 94, 136 1.46 10
2,4-Dimethylphenol 107, 122 2,30 10,6
2,4-Dichlorphenol 162, 164 3.06 7,89
4-Chlor-3-methylphenol 107, 142 3,10 9.6
2.4,6-Trichlorphenol 196, 198 3,69 6,23
Pentachlorphenol 266, 268 5,12 4.7

4.2.3.1 Auswahl des Extraktionsmittels

Zunichst erfolgte die Auswahl eines geeigneten Extraktionsmittels. Wie schon in Kapitel
4.2.1.1 beschrieben, muss fiir die Kopplung MASE-LVI-GC-MS ein Ldsungsmittel als
Akzeptorphase gewihlt werden, dass die Anforderungen hinsichtlich Polaritit,
Wasserldslichkeit und Fliichtigkeit erfiillt. Da es sich bei den Phenolen um relativ polare
Analyten handelt, wurden neben Cyclohexan weiterhin Chloroform und Ethylacetat als
Extraktionsmittel getestet (Abb. 4.16). Diese beiden Extraktionsmittel fithrten zu besseren

Ergebnissen und mit Ethylacetat wurde im Folgenden weitergearbeitet.
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Abb. 4.16 Einsatz verschiedener Extraktionsmittel (¢ = 6.7 pg/L. Extraktion: 50 min, 45 °C, 750 UPM,

Injektionsvolumen: 100 pl)
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4.2.3.2 Einfluss von Salzzugabe und Absenkung des pH-Wertes

Nachdem sich in der vorangegangenen Methodenentwicklung eine deutliche Verbesserung
der Extraktionsausbeute fiir die OPPs durch Nutzung des Aussalzeffektes ergab, wurden
Salzzugabe und Einfluss des pH-Wertes auch fiir diese Analyten untersucht. Wie aufgrund der
Polaritit zu erwarten war, hatte die Zugabe von Salz fiir alle Analyten einen positiven Effekt
(Abb. 4.17). Die Wassermolekiile solvatisieren die Salzionen stirker als die Analyten. Das
fihrt zu deren schlechteren Lislichkeit in Wasser und somit besseren Laslichkeit in ein
organisches Losungsmittel. Die Absenkung des pH-Wertes auf 2 hatte fiir die meisten
Komponenten keine signifikante Auswirkung. Allein bei Pentachlorphenol wird durch saure
Bedingungen die Extraktionsausbeute wesentlich erhsht, was sich mit dem niedrigen pKs-
Wert dieser Substanz (4,7) erkldren ldsst. Unter neutralen Bedingungen liegt
Pentachlorphenol teilweise ionisiert und somit in einer nicht-extrahierbaren Form vor. Die
Uberfiihrung in die neutrale Form durch Absenkung des pH-Wertes fiihrt deswegen zu einer
ErhShung der Extraktionsausbeute. Eine Kombination von Salzzugabe und Absenkung des
pH-Wertes verbessert die Ausbeute fiir alle Analyten (Ausnahme: Pentachlorphenol). Unter
diesen Bedingungen liegen alle Phenole neutral und ausgesalzen vor. Solche starken positiven
Effekte auf die Ausbeute bei Salzzugabe und aziden Bedingungen wurden auch bei Einsatz

der SPME fiir Phenole und Chlorphenole beschrieben (Bucholz und Pawliszyn, 1994).
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Abb. 4.17: Verschiedene Extraktionsbedingungen zur Extraktion phenolischer Verbindungen (c = 6,7
pg/l, Extraktion: 50 min, 45 °C, 750 UPM, [njektionsvolumen: 100 ul)
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Den Ergebnissen entsprechend wurden alle weiteren Untersuchungen bei Zugabe von 5 g

NaCl und einem pH-Wert von 2 durchgefiihrt.

4.2.3.3 Optimierung der Extraktionszeit

Die Abhingigkeit der Ausbeute von der Extraktionszeit, bei einer festgelegten
Extraktionstemperatur von 45 °C und einer héchstmdéglichen Umdrehung von 750 UPM
zeigte einen dhnlichen Kurvenverlauf, wie er bereits bei den Organophosphorpestiziden
auftrat. Der zeitliche Extraktionsverlauf ist in Abbildung 4.18 gezeigt. Zunichst ist wieder ein
starker Anstieg der Extraktionsausbeuten zu verzeichnen, der fiir die meisten Komponenten
bei 60 Minuten sein Maximum hat, nach 70 Minuten abfillt und sich schlieBlich nach 150
Minuten dem Maximum wieder anniihert. Eine Extraktionszeit von 60 Minuten resultierte in
Extraktionsausbeuten zwischen 11 und 98% (Tab. 4.12) und diese Zeit wurde fiir die weiteren

Untersuchungen gewiihlt.
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Abb. 4.18: Optimierung der Extraktionszeit (¢ = 6,7 pug/l, 5 g NaCl, pH=2, Extraktion: 45 °C, 750 UPM,

100 pl Injektionsvolumen)
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4.2.3.4 Bestimmung von Priizision, Linearitiit und der Nachweisgrenzen und Vergleich

mit ar?dercn Techniken

Unter den optimierten Extraktionsbedingungen (Zugabe von 5 g NaCl, pH-Wert von 2, 60
Minuten Extraktionszeit) und mit einem Injektionsvolumen von 100 pl wurde die Methode
hinsichtlich Wiederholbarkeit, Linearitit und Nachweisgrenzen validiert. Die Konzentration
des wiissrigen Standards betrug 6,7 pg/L je Analyt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.12
dargestellt. Die Wiederholbarkeit der Messungen lag zwischen 6 und 18%. Die Bestimmung
der Nachweisgrenzen erfolgte analog denen der PCBs und OPPs. Die Nachweisgrenzen
liegen sowohl unter den Richtwerten der Weltgesundheitsorganisation (z.B. 9 pg/L fiir
Pentachlorphenol) als auch unter denen von der EPA geforderten Grenzwerten (z.B. | pg/L
fiir Pentachlorphenol) fiir Phenole in Trinkwasser. Eine externe Kalibrierung erfolgte durch

die Aufnahme von sieben Konzentrationspunkten zwischen 0,17 pg/L und 13,4 pg/L.

Tab. 4.12: Leistungsparameter fiir die Bestimmung der Phenole und Chlorphenole mit der
MASE (optimierte Bedingungen, 100 uL Injektionsvolumen)

Verbindung RSD[%)] WDF NWG Geradengleichung R’
n=4 (%] [ng/l]

2-Chlorphenol 8,0 42,7 0,036 y =80074x + 30541 0,9844
Phenol 18,3 10,7 0,049 y = 14700x + 68895 0.9866
2.4-Dimethylphenol 7,0 524 0,013 y = 104985x + 86989 0,9911
2,4-Dichlorphenol 6,4 98.4 0,015 y =332519x + 85423 0,9944
:ESEL(;;Q:101 10.6 738 0134  y=353561x + 188559  0.9923
2,4,6-Trichlorphenol | 11,5 95,7 0,009 y=505185x + 100272  0,9921
Pentachlorphenol 12,7 95.4 0,595 y=207549x + 40348 0,9774

Es fillt auf, dass trotz einer Wiederfindung von 74 bzw. 94% die Nachweisgrenzen fiir 4-
Chlor-3-methylphenol und Pentachlorphenol recht hoch sind. Dies ist durch ungewdhnlich
hohe Blindwerte zu den jeweiligen Retentionszeiten zu erkliren. Die Validierungsergebnisse
der MASE liegen in denselben Gréfenordnungen wie die anderer neuerer
Extraktionsmethoden. Bei Anwendung von SPME war die Extraktionsausbeute noch geringer
(beispielsweise 1% fiir Phenol und 3% fiir 2-Chlorphenol (Méder et al.,, 1997) In einer
anderen SPME Applikation wurden unter Verwendung einer Polyacrylat Faser mit einer

Filmdicke von 85 um Ausbeuten von 12% fiir Phenol und 3% fiir 2-Chlorphenol erzielt.
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Dabei lagen die Nachweisgrenzen fiir diese Analyten zwischen 0,05 und 2.5 pg/L, bei einer
relativen Standardabweichung von 5-27% (n=6) (Ribeiro et al., 2002). Hou und Mitarbeiter
(2003) analysierten diese Phenole und Chlorphenole unter zu Hilfenahme einer weiteren
Membrantechnik, der ,Liquid Phase Micro Extraktion™ (LPME) und erhielten
Nachweisgrenzen zwischen 0,6 und 3,2 pg/l und relative Standardabweichungen zwischen 3
und 10% (n=6). Knutsson et al. (1996) verwendeten die ,,Supported Liquid Membrane*-
Extraktion (SLM) fiir die Bestimmung der Phenole in Wasser. Die Nachweisgrenzen lagen
bei sehr guter Prazision (RSD kleiner 5%, n=5) bei 0,03 pg/L. Die EPA Methode Nr. 625
beinhaltet neben einer flissig-fliissig Extraktion mit Dichlormethan verschiedene weitere
Schritte, wie die Verdampfung des Lésungsmittels zur Aufkonzentrierung des Extraktes. Die
Analyse erfolgt mit einem GC-MS System und die Nachweisgrenzen liegen zwischen 1,5
pg/L (Phenol) und 2,3 pg/L (Pentachlorphenol) und damit weit {iber denen mit der MASE

erhaltenen Werten.

4.2.3.5 Analyse von Realproben

Phenolische Verbindungen kommen unter anderem im Bitterfelder Raum (Sachsen-Anhalt)
vor, da in der ehemaligen DDR die Chemieindustrie an diesem Standort eine grofie Rolle
gespielt hat. Vor allem Chlorphenole sind noch in groflen Mengen in den Grundwasserproben
zu finden. Mit der MASE sollten 2 Grundwasserproben auf die sieben untersuchten Phenole
und Chlorphenole unter den optimierten Bedingungen analysiert werden. Das
[njektionsvolumen betrug 100 ul. Die Ergebnisse (Durchschnitt aus 3 Messwerten) sind in
Tabelle 4.13 dargestellt. Die Nummerierungen beziehen sich auf die Zuordnung der
Substanzen in den Chromatogrammen in Abbildung 4.19 und 4.20, die einen wiissrigen
Standard und eine der Grundwasserproben (Bitterfelder Probe), jeweils im SIM-Modus

aufgenommen, darstellen.
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Zugabe, pH=2)

Ergebnisse der Realproben (Extraktion: 60 min, 45 °C, 750 UPM, 5 g NaCl

Verbindung Nr. Bitterfeld Antonie
Verdiinnung Konz. RSD Verdiinnung  Konz.  RSD
[ng/L] (%] [ug/L]  [%]
n=3 n=3
2-Chlorphenol 1 1:10 79,7 17,0 - - -
Phenol 2 1:100 866,1 16,2 1:10 92,6 9,9
2.4- 3 1:100 304,0 2,6 1:50 127.4 13,5
Dimethylphenol
24- 4 1:10 103,2 5,7 1:50 70,1 .5
Dichlorphenol
4-Chlor-3- 5 1:10 113,9 42 1:10 88,2 12,9
methylphenol
2.4,6- 6 1:10 54,6 27 1:50 2162 2,5
Trichlorphenol
Pentachlor- 7 1:10 79.5 11,8 1:10 3.5 14.8
phenol

Es hat sich gezeigt, dass die Proben zwischen 1:10 und 1:100 verdiinnt werden mussten,
damit der Kalibrierbereich der MASE nicht iiberschritten wurde. In der ,, Antonienprobe*
(Grundwasser im Bereich der Grube Antonie) konnte die Substanz 2-Chlorphenol nicht
nachgewiesen werden. Deshalb erfolgte die Zugabe dieser Substanz zu der Probe in einer
Konzentration von 6,7 ug/L. Die Probe wurde erneut analysiert und eine Konzentration von

7.0 ng/L detektiert. Dies entspricht einer Abwéichung von 7% und zeigt die Richtigkeit der

Methode.
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Abb. 4.19: Chromatogramm des Standards, ¢ = 6,7 pg/l, SIM-Modus, Extraktion: 60 min, 45 °C, 750
UPM, 5 g NaCl Zugabe, pH=2, 100 ul Injektionsvolumen).
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Abb. 4.20: Chromatogramm der Bitterfelder Probe, 1:10 verdiinnt, SIM-Modus, Extraktion: 60 min, 45
°C, 750 UPM, 5 g NaCl Zugabe, pH=2, 100 pl Injektionsvolumen).

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Eignung der MASE als Extraktionstechnik fiir die polaren
Phenole und Chlorphenole. Die Nachweisgrenzen liegen unter den mit der EPA-Methode Nr.
625 erreichten Werten und unter den geforderten Richtwerten. Die MASE kann fiir reale
Wasserproben eingesetzt werden. Die Richtigkeit der Ergebnisse wurde durch die
Aufstockung der Antonienprobe mit einer in der Probe nicht vorhandenen Substanz bestitigt.
Die Anwendung der MASE zur Phenolanalytik wurde von Schellin und Popp (2005)
publiziert.
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4.2.4 Vergleich der MASE mit der SBSE anhand brasilianischer Zuckerrohrsaftproben
(Garapa)

In Zusammenarbeit mit Dr. Vania Zuin von der Universitit Sdo Carlos in Brasilien erfolgte
eine Analyse von hochkomplexem brasilianischem Zuckerrohrsaft. Zuckerrohranbau ist einer
der wichtigsten Zweige in der brasilianischen Landwirtschaft. Dabei spielt der Einsatz von
Pestiziden eine erhebliche Rolle (Lanchote et al., 2000). Neben Alkohol und Zucker wird aus
den Pflanzen Zuckerrohrsaft (Garapa) gewonnen, ein in tropischen Lindern beliebter Energie-
Trunk. Bisher wurden weder offizielle Methoden, um Zuckerrohrsaft auf Pestizide zu
untersuchen, etabliert, noch gibt es Grenzwerte fiir diese Kontaminanten. In dieser Arbeit
sollte Garapa-Saft auf einige organische Schadstoffe untersucht werden. Neben der SBSE,
ausgefiihrt von Dr. Zuin in der Abteilung Organische Analytik des UFZ, sollte die MASE als
Vergleichsmethode eingesetzt werden. Die ausgewihlten Modellkomponenten setzen sich aus
Triazinen, Organochlor- und Organophosphorverbindungen zusammen und sind mit ihren
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten und den SIM-lonen in Tabelle 4.14 dargestellt. Die
Peaknummern beziehen sich auf die Chromatogramme in den Abbildung 4.22 und 4.23. Diese
Komponenten reprisentieren einige der im brasilianischen Zuckerrohranbau eingesetzten
Pestizide, sowie zwei Metabolite des Triazins Atrazin. Ein weiterer kritischer Aspekt in der
brasilianischen Landwirtschaft ist das Niederbrennen der Zuckerrohrfelder, um die Ernte der
Pflanzen zu vereinfachen. Neben dieser Verbrennung stellt weiterhin das Auspressen der
Zuckerrohrstangen mit einer benzinbetriebenen Presse eine Quelle fiir polyaromatische
Kohlenwasserstoffe (PAK) dar (Godoi et al., 2004). Benzo[a]pyren, eines der toxischsten
PAK, wurde als Vertreter fiir diese Substanzklasse in die Modellkomponenten mit
aufgenommen. Nach der Optimierung beider Methoden mit wiissrigen Standards, die die
Analyten in einer Konzentration von je 0,8 pg/L enthielten, erfolgte die Aufnahme je einer
externen Kalibrierung in ,matrix matched™ Standardldsungen, also in Proben, die die
Analyten nicht enthalten, aber eine dhnliche Matrix wie die zu messenden Realproben haben.
Dafiir stand eine im Labor hergestellte Referenz-Garapaprobe (Embarapa) zur Verfiigung.
Weiterhin erfolgte die Anwendung beider Methoden auf sechs in Brasilien kommerziell

erhaltenen Zuckerrohrsaftproben.
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Tab. 4.14: Modellkomponenten mit ihren log Kow-Werten und SIM-lonen
Peak-
S Substanz log Ko SIM lonen
I Atrazin-desisopropyl L15 158, 173
2 Atrazin-desethyl 1,51 172, 187
3 alpha-HCH 3,81 181,219
4 HCB 5,73 284, 286
5 Dimethoat 0,78 87,229
6 Simazin 2,18 186, 201
7 Atrazin 2,61 200, 215
8 B-HCH 3,78 181,219
9 v-HCH (Lindan) 3,72 181,219
10 3-HCH 4,14 181,219
11 Parathion-methyl 2.86 109, 263
12 Alachlor 3,16 160, 188
13 Ametryn 2,98 212,227
14 Fenitrothion 3,30 125, 277
15 Malathion 2,36 125,173
16 Fenthion 4,84 125, 278
17 Ethion 5,07 231, 384
18 Benzo[a]pyren 5,97 207, 252

4.2.4.1 Optimierung der Extraktionsparameter fiir die MASE

In Anlehnung an die bisherigen Arbeiten wurden zunichst einige Extraktionsparameter mit
Hilfe eines wissrigen Standards, der die Modellsubstanzen in einer Konzentration von je 0,8

g/L enthielt, optimiert. Cyclohexan und Ethylacetat wurden als Extraktionsmittel fiir die
MASE getestet, wobei auch die Zugabe von Salz zur wiissrigen Probe untersucht wurde. Fiir
die Mehrzahl der Analyten wurde ein positiver Aussalzeffekt beobachtet, und Cyclohexan
kam fiir alle weiteren Untersuchungen zum Einsatz. Weiterhin wurde untersucht, welchen
Einfluss die Abtrennung von Partikeln auf die Extraktionsausbeute hat. Dafiir wurde die

Referenz-Garapaprobe mit den Modellanalyten aufgestockt und mit einem Glasfaserfilter
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gefiltert. Die - Extraktionsausbeuten der Analyten in einem wissrigen Standard, in der
aufgestockten, ungefilterten Referenz-Garapaprobe und in der aufgestockten, gefilterten
Referenz-Garapaprobe wurden in Abbildung 4.21 miteinander verglichen. Die beiden
Metabolite des Atrazin konnten weder im wiissrigen Standard noch in den Proben bestimmt
werden. Fiir alle anderen Analyten lagen die Ausbeuten in den gefilterten Proben zwischen
13.6 und 103.1 % mit addquater Prizision (2.6 - 18.4 %) (Tab. 4.15). In den ungefilterten
Proben waren die Ausbeuten wesentlich geringer. Griinde dafiir konnen sowohl in
[nteraktionen der Analyten mit der hohen Anzahl an Matrixbestandeilen des komplexen
Saftes liegen, als auch in der Adsorption der Analyten an kleine Partikel, die in der Probe
vorhanden sind. Eventuell ist durch den hohen Matrixanteil zusitzlich der Transport der
Analyten durch die Membran erschwert. Es empfiehlt sich demzufolge, die Probe vor der
Analyse zu filtern. Fiir lipophilere Verbindungen (Fenthion, Ethion, Benzo[a]pyren) waren
die Ausbeuten sowohl in der gefilterten als auch in der ungefilterten Probe im Vergleich zum
wiissrigen Standard stark reduziert (Abb. 4.21). Eine Variation des pH-Wertes zwischen pH 3
und pH 9 zeigte keine wesentliche Verinderung im Vergleich zu dem urspriinglichen pH

Wert der Probe von 5.5.
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Abb. 421: Extraktionsausbeuten in einem wiissrigen Standard, einer gefilterten und einer ungefilterten

Garapaprobe unter Anwendung von MASE-LVI-GC-MS (¢=0,8 pg/L je Analyt, 5 g NaCl,
Extraktion: 30 min, 45 °C, 750 UPM).
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4.2.4.2 Methodenoptimierung fiir die SBSE

Die Twister wurden in 10 ml der Probe, die die Analyten in einer Konzentration von 0,8 pg/L
enthielt, exponiert und anschlieBend thermisch desorbiert. Die Extraktionszeit und der
Einfluss der Salzaddition zum wissrigen Standard wurden untersucht. Eine Extraktionsdauer
von 3 Stunden unter intensivem Rithren (1000 UPM) der NaCl-gesittigten Probe ergaben
optimale Ergebnisse. Die Extraktionsausbeuten der Analyten lagen mit 1,9 bis 55,3 % (RSD-
Werte: 0.3 -19.2 %) unter denen der MASE und sind in Tabelle 4.15 aufgefiihrt. Allerdings
konnten im Gegensatz zur MASE die beiden Atrazin-Metabolite mit einer Ausbeute von 0,2
bzw. 0,6% in der Saftmatrix detektiert werden. Es wurden ihnliche Matrixeinfliisse wie bei
Anwendung der MASE, resultierend in einer geringeren Ausbeute der Analyten im
Zuckerrohrsaft im Vergleich zum wissrigen Standard, gefunden. Auch fiir die SBSE ergab

sich eine notwendige Filterung des Zuckerrohrsaftes.

4.2.4.3 Kalibrierung und Nachweisgrenzen

Die externe Kalibrierung erfolgte, indem der gefilterten unbelasteten Referenz-Garapaprobe
sechs Konzentrationsstufen zwischen 0,05 und 2 pg/l zugegeben wurden. Im Fall der MASE
wurden nach Zugabe von 5 g NaCl, einer 30 miniitigen Extraktion bei 45 °C und 750 UPM
100 pl des Extraktes via LVI in das GC-MS System transferiert. Die Twister wurden nach
einer dreistiindigen Extraktion in salzgesittigter Losung in das Thermodesorptionssystem
iiberfiihrt. In Tabelle 4.15 sind die Leistungsparameter der beiden Methoden miteinander
verglichen. Die Korrelationskoeffizienten der Kalibriergeraden fiir die MASE und die SBSE
lagen zwischen 0,941 und 0,999. Diese Werte sind akzeptabel, da beriicksichtigt werden
muss, dass die Kalibrierung in einer sehr komplexen Matrix erfolgte. Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefithrt und die Wiederholbarkeit der Messungen bei Einsatz je
3 verschiedene Twister oder Membranbeutel bestimmt. Die Nachweisgrenzen wurden durch
das Signal/Rausch-Verhiltnis von 3:1 bestimmt. Fiir einen Grofiteil der Analyten wurden in
der unbelasteten Referenz-Garapa-Probe Signale zu den jeweiligen Retentionszeiten der
Analyten gefunden. In diesen Fiillen wurden die Nachweisgrenzen entsprechend Kapitel 3.7
bestimmt; nach einer sechsfachen Extraktion der Referenz-Garapa-Probe wurden die
Nachweisgrenzen aus der Summe des Mittelwertes der Blindwerte und der dreifachen

Standardabweichung berechnet.
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Tab. 4.15: Extraktionsausbeuten (WDF), Priizisionen (n=3, ¢=0,8 ng/L),
Nachweisgrenzen (NWG) und Korrelationskoeffizienten (R”) der Analyten fiir
die SBSE und die MASE unter jeweils optimierten Bedingungen

SBSE-TDS-GC-MS MASE-LVI-GC-MS

Substanz

WDF  RSD NWG R | WDF  RSD NWG B

[%] (6] [ug/L] [%] (%) [ug/L]

0.2 6.6 0.4 0,989 - - - o
Atrazin-desisopropyl
Atrazin-desethyl 0.6 2.4 0,1 0,994 - - = -
alpha-HCH 409 3,6 0,008 0,997 | 81.8 15,5 0,01 0,992
HCB 3.6 11,2 0,02 0,987 43,7 2,6 0,02 0,966
Dimethoat 4.5 0,6 0,71 0,991 15,7 12,0 0,56 0.963
Simazin 103 53 0,01 0,991 32,0 17,0 0,01 0,988
Atrazin 240 4.8 0,005 0,998 63,0 13,4 0,01 0,942
B-HCH 20,9 0.5 0,01 0,972 73.8 16,7 0,02 0.965
y-HCH (Lindan) 213 0.7 0,02 0995| 985 160 0,04 0952
&-HCH 297 1.4 0,03 0,996 68,7 17.1 0,01 0,970
Parathion-methyl 55.3 0.3 0,003 0,997 | 103,1 18,4 0,03 0,971
Alachlor 46,7 0,4 0,008 0,997 72,3 10,7 0,01 0,972
Ametryn 39.8 59 0,003 0,999 | 622 14.4 0,004 0,976
Fenitrothion 449 1.0 0,002 0,997 76,5 15,4 0,04 0,983
Malathion 51,4 6.9 0,01 0,997 74.4 5.8 0,02 0,941
Fenthion 18,1 2,7 0,007 0992 | 31,2 6,7 0,06 0,992
Ethion 14,2 25 0,02 0,950 14,7 3,5 0,05 0,973
Benzo[a]pyren 1.9 19,2 0,04 0949 | 136 42 0,06 0,978

Die Nachweisgrenzen, die mit der SBSE und der MASE in den Zuckerrohrsaftproben erhalten

wurden, lagen zwischen 0.002 pg/L (Fenitrothion) und 0.71 pg/L (Dimethoat) fiir die SBSE

und zwischen 0.004 ug/L (Ametryn) und 0.56 pg/L (Dimethoat) fiir die MASE. Im Gegensatz

zur SBSE, bei der der gesamte Analytanteil, der sich auf dem Twister befindet, in das

Analysensystem uberfithrt wird, wird bei der MASE nur ein Aliquot von 100 pul in das GC-

MS System injiziert. Das erklirt die guten Nachweisgrenzen der SBSE trotz der teilweise sehr

niedrigen Extraktionsausbeuten. Generell zeigte die SBSE eine bessere Empfindlichkeit und
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Prizision, wihrend die MASE zu hoheren Extraktionsausbeuten flihrte und sich aullerdem
durch Schnelligkeit und vollstindige Automatisierung auszeichnete. In den Abbildungen 4.22

und 4.23 sind zwei reprisentative Chromatogramme der beiden Methoden gezeigt.
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Abb. 4.22: SBSE-TDS-GC-MS) Chromatogramm einer aufgestockten Zuckerrohrsaftprobe (0,8 pg/L),
Peaknummern entsprechen denen in Tabelle 4.14.
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Abb. 4.23: MASE-LVI-GC-MS Chromatogramm einer autgestockten Zuckerrohrsaftprobe (0.8 pg/L),
Peaknummern entsprechen denen in Tabelle 4.14.

4.2.4.4 Analyse von brasilianischen Zuckerrohrsaftproben

Sechs Zuckerrohrsifte wurden in der Region Sdo Carlos (im Siidosten Brasiliens) bei
verschiedenen Anbietern gekauft. Diese kommerziellen Proben wurden unter den jeweils
optimierten Bedingungen mit SBSE-TDS-GC-MS and MASE-LVI-GC-MS analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.16 aufgefithrt. Von den untersuchten Substanzen wurden

Hexachlorbenzol, Triazine und Benzo[a]pyren nachgewiesen. Die Ergebnisse, die mit der
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MASE und der SBSE ecrhalten wurden, stimmen zum GroBteil iberein. Die
Standardabweichungen der Peakflichen (n=3) lagen fiir diese Analyten mit beiden Methoden
zwischen 8 und 13%. Fiir die Saftproben Nummer 4 und 5 wurden die von der EU etablierten
Grenzwerte flir Pestizide (0.1 pg/L je Einzelsubstanz bzw. 0.5 ug/L fiir die Summe) fiir die
Substanz HCB iiberschritten. Die in Brasilien legal eingesetzten Pestizide Atrazin, Simazin
und Ametryn wurden mit beiden Verfahren gefunden. Atrazin-desethyl konnte in einer sehr
niedrigen Konzentration in einer der Proben mit der SBSE detektiert werden. Ein besonders
besorgniserregendes Resultat war, dass in vier der Proben das toxische PAK Benzo[a]pyren in

Konzentrationen, die den Grenzwert (0,01 ug/L) 5-11 Mal iiberschritten, nachgewiesen

wurde.
Tab. 4.16: Konzentrationen in den brasilianischen Zuckerrohrsaftproben unter Anwendung

von SBSE-TDS-GC-MS und MASE-LVI-GC-MS

Konzentration (png/L)

Probe 1 2 3 4 5 6
Methode | SBSE MASE | SBSE MASE | SBSE MASE | SBSE MASE | SBSE MASE | SBSE MASE
Atrazin-
desethyl N . B B B B . - 0,1 B
HCB 0,047 0,057 0,02 0,05 0,042 0,042 | 0,043 0,15 0,031 0,131 | 0,028 0.032
Simazin - - - - - - - - 0.026
Atrazin - - - - - - 0,019 0017 | 0,014 0011
Ametryn - - - - - 0,016 0,020 | 0,004 - 0.006 0,010
Benzo[a] - 0,052 0,059 | 0,083 0,052 - - 0,050 0,066 | 0,112 0,108
pyren
(-): <NWG

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass beide Methoden erfolgreich fiir die Bestimmung dieser
organischen Substanzen in komplexen Proben eingesetzt werden konnen. Sie resultieren in
zum Grofiteil gut iibereinstimmenden Ergebnissen und zeigten die Kontamination der
Zuckerrohrsaftproben mit gesundheitlich bedenklichen Chemikalien. Diese Ergebnisse mit
einer detaillierten Beschreibung der SBSE-Methode werden in Kiirze im Journal of

Chromatography A erscheinen.

76



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.2.5 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse der membranunterstiitzten

Lisungsmittelextraktion (MASE)

Es hat sich gezeigt, dass die membranunterstiitzte Losungsmittelextraktion eine einfach
anzuwendende, losungsmittelsparende Technik ist. Der Zeit- und Arbeitsaufwand ist im
Gegensatz zu anderen Probenvorbereitungsmethoden sehr gering, die bendtigten
Extraktionszeiten liegen bei maximal einer Stunde. Bei Verwendung der Membranbeutel
existieren keine Probleme mit Memoryeffekten. Eine Reinigung der Membranbeutel in
Cyclohexan sichert die Beseitigung von eventuellen Rickstinden und erlaubt deren
mehrmaligen Gebrauch. Die MASE kann fiir die Analyse eines breiten Polarititsspektrum
eingesetzt werden, sowohl fiir polychlorierte Biphenyle mit log Ky -Werten bis 8,3 (PCB
180) als auch fiir polarere Analyten wie Phenol mit einem log Ky -Wert von 1.,5. Die
Prozedur ist voll automatisierbar, das Befiillen der Membranbeutel, die Extraktion, die
Entnahme des Extraktes und die Large-Volume-Injektion werden von dem MPS 2
Probengeber zuverldssig ausgefithrt. Eine gute Empfindlichkeit wird zum einen durch
Aufkonzentrierung der Analyten durch Uberfiihrung in ein kleines Losungsmittelvolumen und
zum anderen durch die Large-Volume-Injektion erreicht. Die Nachweisgrenzen, die mit der
MASE erzielt wurden, lagen fiir alle Analyten unter den gesetzlich geforderten Werten. Die
Wiederholbarkeit der Methode liegt im Allgemeinen unter einer Standardabweichung der
Peakflichen von 20%. Die Prizision kann durch zu Hilfenahme eines internen Standards
verbessert werden. In den ersten beiden Applikationen wurde ein interner Standard
verwendet; fiir die PCBs das pentachlorierte Kongener PCB 118, und fiir die OPPs kam eine
deuterierte  Verbindung; das Parathion-(Diethyl-D10) zum Einsatz. Die Extraktion der
Phenole wurde ohne Einsatz eines internen Standards durchgefiihrt.

Somit stellt die membranunterstiitzte Losungsmittelextraktion durchaus eine Alternative zu
der losungsmittelintensiven, schwer automatisierbaren LLE und der SPE dar. Im Vergleich
zur LLE sind SPE Techniken leichter zu automatisieren, bediirfen aber trotzdem einer nicht
unwesentlichen Menge an Probe und organischen Lésungsmittel, die meist im 2-4 stelligen
Milliliter-Bereich liegt (Castillo et al., 1997; Bagheri et al., 2003). Ein weiterer Vorteil der
MASE gegeniiber der SPE ist gute Matrixabtrennung, Bei der SPE koénnen stark
matrixbelastete Proben zu Problemen fiihren, da eine mogliche Uberladung des
Sorptionsmittels zu einem frithen Durchbruch der Zielanalyten fithren kann (Westbom et al.,
2004).

[n den in dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen hat sich die MASE als sehr geeignet
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fiir die Bestimmung von Analyten in komplexen Matrices wie Wein, Saft und Wasserproben
erwiesen. Besonders gut zeigte sich der Ausschluss der Matrix an der Extraktion einer
Rotweinprobe, bei der das Extrakt sehr klar und frei von Partikeln und Farbstoffe war. Fir die
untersuchten Proben trat keine Diskriminierung der Analyten auf und somit konnten die
Kalibrierdaten des wissrigen Standards iibertragen werden. Erst ab einer Konzentration von
10 mg/L eines Huminsduresalzes zeigte sich am Beispiel der OPPs eine Abnahme der
Ausbeute. Der Vergleich der MASE und der SBSE beziiglich einer hochkomplexen
brasilianischen Zuckerrohrsaftprobe verdeutlichte die gute Anwendbarkeit beider Methoden.
Die MASE war etwas unempfindlicher als die SBSE, zeichnete sich aber durch einen
schnellen Ablauf der Extraktion und gute Extraktionsausbeuten aus. Mit beiden Methoden
wurden die Modellanalyten in realem Zuckerrohrsaft in vergleichbaren Konzentrationen
gefunden. Neben den hier vorgestellten Untersuchungen hat sich die MASE auch als
leistungsstarke Extraktionstechnik fiir eine Vielzahl anderer organischer Verbindungen in
komplexen Proben, wie Abwasser bewihrt (Hauser et al., 2004).

Im Gegensatz zu anderen neuen Extraktionstechniken wie der véllig l6sungsmittelfreien
SPME erzielt die MASE hohere Extraktionsausbeuten und reprisentiert ein robusteres,
kostengiinstigeres System. Der SBSE ist sie hinsichtlich der Extraktion polarer Analyten
iiberlegen, da sich das Extraktionsmedium PDMS aufgrund seiner chemischen Struktur vor
allem fiir weniger polare Stoffe eignet, wohingegen die MASE durch Verwendung eines

polaren Extraktionsmittels (Ethylacetat) auch fiir diese Komponenten effektiv ist.
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4.3 Miniaturisierte membranunterstiitzte Losungsmittelextraktion (mini-MASE)

4.3.1 Anwendung der mini-MASE auf PCBs

Es sollte im Folgenden untersucht werden, welchen Einfluss die Dimensionen der
Membranbeutel und das Laésungsmittelvolumen auf den Extraktionsprozess haben. Dafiir
sollten die Membranbeutel sowohl mit weniger Lésungsmittel befiillt, als auch verkleinert
(miniaturisiert) werden. Ein weiteres Ziel der nichsten Untersuchungen war es, zu testen, ob
durch eine Modifikation der Membranbeutel die Large-Volume-Injektion durch eine
konventionelle heille split/splitlos Injektion ersetzt werden kann. Da bei der heillen
split/splitlos Injektion nur ca. | pl injiziert werden kann, miisste, um empfindliche Ergebnisse
zu erhalten, eine héhere Anreicherung der Analyten in der Akzeptorphase erreicht werden.
Die ersten Untersuchungen wurden anhand der PCBs durchgefiihrt, da sich diese
Komponenten gut als Modellsubstanzen eignen und die Ergebnisse mit den schon erhaltenen
Werten (Kapitel 4.2.1) verglichen werden konnten. Als Extraktionsbedingungen wurden die
in Kapitel 4.2.1 optimierten Werte (Extraktion bei 45 °C, 750 UPM, 30 Minuten
Extraktionszeit) gewihlt. Alle Untersuchungen wurden bei einer Konzentration von 1 pg/L je

PCB durchgetiihrt.

4.3.1.1 Dimensionen und Fiillvolumina der Membranbeutel

Um die Frage zu kliren, welche Rolle das Volumen der Extraktionsphase fiir die
Gleichgewichtseinstellung spielt, wurden die bisher in allen Applikationen eingesetzten 4 cm
langen Membranbeutel sowohl mit einem Losungsmittelvolumen von 800 pl als auch mit 400
ul befullt. Von beiden Extrakten wurden jeweils 100 pl via LVI in das GC-MS System
injiziert. Bei Verwendung des halben Lésungsmittelvolumens erhdlt man fiir alle Analyten 2

bis 2,5-mal héhere Peakflichen (Abb. 4.24).
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Abb. 4.24 Oberes Chromatogramm: Membranbeutel mit 400 ul Cyclohexan befiillt,

Unteres Chromatogramm: Membranbeutel mit 800 pul Cyclohexan befiillt,
je 100 pl injiziert, c=1pg/L je PCB

Weiterhin wurden zwei verschiedene Membranbeutellingen miteinander verglichen. Dafiir
wurden die 4 cm langen Beutel und um einen Zentimeter gekiirzte 3 cm lange Beutel je mit
400 pl Losungsmittel befiillt. Nach der Extraktion wurden jeweils 100 pl in das GC-MS
System injiziert. Beide Untersuchungen fithrten zu den gleichen Peakflichen; das Volumen
des Membranbeutels spielt demzufolge nur eine untergeordnete Rolle bei der Extraktion. In
den Chromatogrammen ist eine Abnahme der Stérpeaks bei Verwendung der kleineren
Membranbeutel zu erkennen, was zeigt, dass bei diesen Beuteln eine geringere Menge an
koeluierenden Substanzen aus den Membranbeuteln geldst wird. Da auBlerdem bei den 4 ¢m
langen, halb befiillten Membranbeuteln eine grollere Gasphase oberhalb des
Extraktionsmittels besteht, ist die Verwendung der gekiirzten Beutel vorteilig.

Die Membranbeutel wurden noch weiter auf eine Linge von 2 ¢cm verkleinert und mit einem
Volumen von 100 ul Cyclohexan befiillt. Von dem organischen Extrakt sollte 1 ul in einen
heiflen split/splitlos Injektor im splitlosen Modus injiziert werden. Mit dem bisher
verwendeten GC-MS System konnte nicht gearbeitet werden, da es mit dem PTV-Injektor
verbunden ist. Fiir den PTV-Injektor ist eine heile Injektion nicht vorgesehen, da das
Volumen der Liner sehr gering ist (ca. 115 pl) und somit keine geniigende Kapazitiit fiir den
entstehenden Dampf besitzt. Als Analysensystem wurde deshalb ein Gaschromatograph mit
einem Elektroneneinfangdetektor verwendet, der mit einem konventionellen split/splitlos
Injektor mit einem Linervolumen von 1 ml versehen war. Hinsichtlich der Empfindlichkeit ist
der ECD mit dem MS (bei Anwendung des SIM-Modus) fiir die PCBs vergleichbar (Teske,

1999). Die Ergebnisse, die mit den 2 cm langen Membranbeuteln und dem
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Losungsmittelvolumen von 100 pl erhalten wurden, wurden mit der originalen MASE-
Version (4 cm lange, mit 800 pl befiillte Beutel) und den 3 cm langen, mit 400 pl befiillten
Membranbeuteln wverglichen. Fiir Untersuchungen zum Einfluss der Dimensionen der
Membranbeutel wurden zusitzlich die originalen 4 cm langen Membranbeutel mit 100 pl und
400 pl des Losungsmittels befiillt. Die Extraktionen erfolgten unter den gleichen
Bedingungen (45 °C, 750 UPM, 30 Minuten Extraktionszeit) und 1 ul des jeweils erhaltenen
Extraktes wurde im splitlosen Modus in das GC-ECD System injiziert. Die Ergebnisse in
Abbildung 4.25 zeigen bei Verwendung des geringsten Fiillvolumens (100 pl) im Vergleich
zur originalen MASE (800 pl) ca. 8-mal hohere Peakflichen und im Vergleich zu dem
Fiillvolumen von 400 pl ca. 4-mal hohere Peakflichen. Dies verdeutlicht, dass die hochste
Anreicherung der Analyten mit dem kleinsten Losungsmittelvolumen erreicht wird, was bei
der Injektion von 1 pl des jeweiligen Extraktes in einer besseren Empfindlichkeit resultiert.
AuBerdem wird nochmals der geringe Einfluss des Membranbeutelvolumens auf den

Extraktionsprozess gezeigt.
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Abb. 4.25: Verschiedene Membranbeutellingen (2 cm bis 4 em) und jeweils verschiedene Fiillvolumina

(100p] bis 800 ul), 1ul splitlose Injektion, Analysensystem: GC-ECD. c=1pg/L je PCB

Im ndchsten Schritt wurden die Extraktionsausbeuten fiir die jeweiligen drei

Losungsmittelvolumina bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.26 dargestellt.
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| [800 plin 4 cm Membranbeutel
@400 ylin 3 cm Membranbeutel
@ 100 ylin 2 em Membranbeutel

Extraktic;n;atlét;eute [%]

T

o
e

i
i

Abb. 4.26: Bestimmung der Extraktionsausbeuten der PCBs fiir die verschiedenen Membranlingen und
dic jeweils verschiedenen Filllvolumina, [ul splitlose Injektion, Analysensystem: GC-ECD,
c=lpg/L

Die Extraktionsausbeuten fiir das Losungsmittelvolumen von 800 ul stimmten annidhernd mit

denen in vorhergehenden Applikationen bestimmten Ausbeuten iiberein und lagen zwischen

50 und knapp 80%. Bei Verwendung kleinerer Volumina (400 bzw. 100 ul) sind nach 30

Minuten etwas hohere Extraktionsausbeuten, besonders fiir die héherchlorierten PCBs, zu

verzeichnen (ca. 70-80%). Dies deutet darauf hin, dass der zeitliche Verlauf der

Gleichgewichtseinstellung vor allem fiir die héhermolekularen Komponenten bei kleineren

Volumina etwas schneller ist. Da kleinere Volumina als 100 ul nicht mehr reproduzierbar aus

den Membranbeuteln zu entnehmen waren, wurde in den weiteren Untersuchungen ein

Losungsmittelvolumen von 100 pl eingesetzt. Da aullerdem der geringste Dampfraum iiber

dem Extrakt bei Verwendung der 2 cm langen Beutel vorlag und die 100 pl Lésungsmittel aus

diesen Beuteln am einfachsten entnommen werden konnten, kamen im Folgenden diese

Membranbeutel zum Einsatz. Die verkiirzten Membranen werden in den folgenden Teilen der

Arbeit als miniaturisierte Membranen oder einfach als mini-MASE bezeichnet.

4.3.1.2 Modifizierung der kleinen Membranbeutel

Zwei verschiedene Membranmodule, ein spitzer und ein gerader, flacher Membranbeutel
(Abb. 4.27) wurden mit 100 pl Extraktionsmittel gefiillt und deren Extraktionseffizienz
verglichen. Da beide Modifikationen zu den gleichen Ergebnissen fithrten, die flachen

Membranen aber leichter zu verschweiflen sind, kamen diese zum Einsatz.
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Abb. 4.27 Verschiedene Membranmodule; links: original MASE: mittig: flache Membran,
rechts: spitze Membran

4.3.1.3 Optimierung des Extraktionsmittels

Bei Verwendung einer splitlosen Injektion an Stelle der Large-Volume-Injektion ist man nicht
mehr so stark an die Fliichtigkeit des Ldsungsmittels gebunden. Allerdings sollte bei
Verwendung eines ECDs auf den Einsatz von Losungsmitteln mit elektronegativen
Heteroatomen verzichtet werden, da sonst Detektionsprobleme auftreten. Fiir die Extraktion
der PCBs wurden neben dem bewihrten Losungsmittel Cyclohexan noch n-Hexan und n-
Heptan als Extraktionsmittel getestet (Abb. 4.28). n-Heptan fiihrt zu den groBten Peakflichen,

dieses Losungsmittel wurde fiir die nachfolgenden Untersuchungen eingesetzt.
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Abb. 4.28: Vergleich verschiedener Extraktionsmittel fiir die mini-MASE, ¢=1ug/L je PCB
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4.3.1.4 Bestimmung der Leistungsparameter

[n Tabelle 4.17 sind die Leistungsparameter zusammengefasst, die mit den 2 ¢m langen, mit

100 pl gefiillten Membranbeuteln bestimmt wurden.

Tab. 4.17: Leistungsparameter fiir die mit der miniaturisierten MASE bestimmten PCBs
(optimierte Bedingungen, splitlose [njektion von 1 pl)

RSD [%] WDF NWG ) ,
Analyt Geradengleichung R”
n=6 [%] [ng/L]

PCB 28 11,5 72 20 y =40719x + 3606.9 0,9915
PCB 52 6.9 88 20 y =152894x +5143.8 0,9901
PCB 101 5,5 82 20 y = 55482x + 1933,2 0,9915
PCB 138 3l 75 20 y=60759x + 1329.8 0,9968
PCB 153 6,0 32 20 y=73634x + 32623 0,9944
PCB 180 2,7 78 20 y = 87520x + 874,23 0.,9996

Das Extraktionsmittel war n-Heptan, die Extraktion wurde in Anlehnung an die optimierten
Parameter fiir die Bestimmung der PCBs mit der MASE (Kap. 4.2.1.6) bei 45 °C, 750 UPM
durchgefiihrt und eine Extraktionszeit von 30 Minuten gewihlt. Die Kalibrierung erfolgte
tiber zwei Grollenordnungen zwischen 0,02 pg/L bis 2 pg/l (7 Konzentrationspunkte). Auch
ohne Verwendung eines internen Standards wurden gute Prizisionen (RSD-Werte 3-12%,
n=6) und zufrieden stellende Korrelationskoeffizienten (RE: 0,9901-0,9996) erzielt. Die
Extraktionsausbeuten lagen im Vergleich zu der originalen MASE etwas hoher (72-88%). Bei
einem Injektionsvolumen von | pl wurden Nachweisgrenzen von 20 ng/L erhalten. Die
Nachweisgrenzen der originalen MASE lagen bei einem Injektionsvolumen von 100 ul
zwischen 4 und 27 ng/L. Alle Untersuchungen wurden sowohl fiir die MASE als auch fiir die
mini-MASE bei ciner Konzentration von lug/L je PCB durchgefiihrt. Wenn man eine
durchschnittliche Wiederfindung von 60% annimmt, werden bei der originalen MASE und
einem Injektionsvolumen von 100 pl 1,1 ng des Analyten auf die S#ule transferiert, bei der
miniaturisierten MASE und der Injektion von lul sind das 0,1 ng je Analyt. Dabei wird vom
vollstindigen Transfer des Analyten in das Analysensystem ausgegangen. Das wird vor allem
bei der Large-Volume-Injektion nicht der Fall sein, da ein geringer Teil des Analyten
wihrend der Injektion mit dem Losungsmittel durch den Splitausgang ausgetragen werden

kann. AuBerdem tritt bei der Injektion grofler Volumina ein hoheres Grundrauschen in den
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Chromatogrammen auf, was sich in der Bestimmung der Nachweisgrenzen nachteilig
auswirkt. Bei Einsatz eines MSD im SIM-Modus und eines GC-ECD wird ein dhnliches
Nachweisvermégen erwartet, jedoch nimmt die Empfindlichkeit des ECD mit dem
Chlorierungsgrad der Analyten zu. Deshalb kann der ECD fur die tri-bis heptachlorierten
PCBs der sensitivere Detektor sein. Diese Gesichtspunkte erkldren die vergleichbaren
Nachweisgrenzen. Somit sind beide Versionen der MASE, die originale mit 4 cm langen
Membranbeuteln, einem Fiillvolumen von 800 ul in Kombination mit der Large-Volume-
Injektion und die miniaturisierte Variante, mit 2 ¢m langen Membranbeuteln, einem Volumen
von 100 pl und einer splitlosen Injektion von | pl zur empfindlichen Bestimmung von PCBs

geeignet.
4.3.2 Anwendung der mini-MASE auf VOCs

In den bisherigen Arbeiten wurde gezeigt, dass die MASE fiir die Extraktion organischer
Komponenten in einem weiten Polarititsbereich geeignet ist. Die miniaturisierten
Membranbeutel eréffnen nun die Moglichkeit, mit der konventionellen split/splitlos Technik
zu arbeiten und auch flichtige Substanzen (VOCs) detektieren zu kénnen. Hiufig
angewendete Methoden zur Bestimmung von VOCs sind unter anderem die Headspace-
Extraktion, die SPME und die Purge-and-Trap (PAT) Technik. In dieser Applikation sollte
die neue miniaturisierte MASE fiir die Extraktion sieben chlorierter Verbindungen mit
Siedepunkten zwischen 61 °C (Chloroform) und 147 °C (1,1,2,2-Tetrachlorethan) eingesetzt
werden (Tab. 4.18). Die Optimierungsversuche und die Bestimmung der Leistungsparameter

erfolgten bei einer Konzentration von 10 pg/L je VOC.

Tab. 4.18: VOCs mit ihren log K,n, -Werten, Siedepunkten (Kp) und SIM-Ionen.

Verbindung log Ko  Kp [°C] SIM-lonen
(HS-Analyse)
Chloroform 1,97 61 83, 85, 47
1,1,1-Trichlorethan 2.49 74 -
Trichlorethen 242 87 130, 132,95
1,1,2-Trichlorethan 1.89 114 =
Tetrachlorethen 3,40 121 166, 164, 129
1,1,1,2-Tetrachlorethan 2,93 131 .
1,1,2,2-Tetrachlorethan 2,39 147 =
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4.3.2.1 Auswahl des Extraktionsmittels

Fiir die Extraktion der VOCs wurden die Lésungsmittel n-Hexan, n-Heptan, Cyclohexan und
Cyclopentan getestet (Abb. 4.29). Von dem Einsatz von Losungsmitteln mit elektronegativen

Heteroatomen, wie Ethylacetat, wurde bei der Optimierung abgesehen.

a: n-Heptan
counts ;b Cyclohexan
{ c:n-Hexan
1000000 7 d: Cyclopentan 5
]
800000
500000 - 6
400000 1
: i Jl[ —— a
200000 | T \ 4 . h
| M SO ) S . 8 SRR
|
a ! - | | '&'\__‘ [ A ! d
— T - — -t —
5 10 15 20 25 time 30 i
Abb. 4.29; Chromatogramme bei Einsatz verschiedener Extraktionsmittel, Extraktion: 30 Minuten, 35 °C,

750 UPM, | pl Injektionsvolumen, c=10pg/L je VOC
1: Chloroform, 2: 1,1,1-Trichlorethan, 3: Trichlorethen, 4; 1,1,2-Trichlorethan, 3:
Tetrachlorethen, 6: 1,1,1,2-Tetrachlorethan, 7: 1,1,2,2,-Tetrachlorethan

In Abbildung 4.29 ist zu erkennen, dass wenn der Siedepunkt des Lésungsmittels hoher ist
als der Siedepunkt der Analyten, diese in den Chromatogrammen nur als unscharfe Peaks zu
erkennen sind. Dies betrifft die Analyten Chloroform und 1,1,1-Trichlorethan (Retentionszeit
ca. 9 min) bei Verwendung von n-Hexan, n-Heptan und Cyclohexan. Fiir die Komponenten
mit Siedepunkten ab 87 °C (ab Trichlorethen) ist kein nennenswerter Unterschied in den
Peakflichen zu verzeichnen. Cyclopentan mit seinem Siedepunkt von 50 °C erwies sich als

am besten geeignetes Losungsmittel und wurde fiir alle weiteren Untersuchungen eingesetzt.

4.3.2.2 Optimierung des Extraktionsvolumens

Bei Anwendung der mini-MASE fiir die Extraktion der PCBs hat sich gezeigt, dass nach 30
Minuten Extraktionszeit eine Ausbeute von ca. 70-80% erreicht wurde (Kap. 4.3.1.1). Fiir die
VOCs, besonders fiir die weniger lipophilen Analyten (1,1,2-Trichlorethan und Chloroform)
werden geringere Ausbeuten erwartet. Entsprechend des Nernst'schen Verteilungssatzes wird
bei Verwendung eines hoheren Volumens an Extraktionsmittel eine hdhere Ausbeute
erwartet. Allerdings ist die Konzentration der Analyten in der organischen Phase bei

Verwendung  eines  kleineren  Volumens  hoher. Selbst wenn  bei einem
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Extraktionsmittelvolumen von 800 ul eine 100%ige Ausbeute erreicht werden wiirde, kénnte
die Konzentration in dem kleineren Volumen trotz geringerer Ausbeute hoher sein und wiirde
zu hoheren Peakflichen fithren, da je nur ein Aliquot in das Analysensystem injiziert wird.
Um dies zu tiberpriifen, wurden zum einen die 2 cm langen Membranbeutel mit 100 pl bzw.
200 pl Cyclopentan befiillt. Im Vergleich dazu wurden die originalen 4 cm langen
Membranbeutel mit 800 ul befiillt. Je 1 ul wurde in das GC-ECD Analysensystem fiberfiihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.30 gezeigt.
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Abb. 4.30: Verschiedene Filllvolumina der Membranbeutel, Extraktion: 30 Minuten, 35 °C, 750 UPM,
I pl Injektionsvolumen, ¢=10 pug/L je VOC

Die beste Anreicherung und somit die héchsten Konzentrationen wurden bei Verwendung des
kleinsten Losungsmittelvolumens von 100 pl erzielt. Im Folgenden wurde diese schon fiir die

PCBs erfolgreich angewandte mini-MASE im Folgenden weiter optimiert.

4.3.2.3 Optimierung der Extraktionsbedingungen

In den bisherigen MASE Applikationen hat sich gezeigt, dass eine Extraktionstemperatur von
45 °C geeignet war. Da der Siedepunkt von Cyclopentan aber bei 50 °C liegt und es sich
auBerdem um leichtfliichtige  Analyten handelte, wurden drei verschiedene
Extraktionstemperaturen zwischen 30 and 40 °C getestet. Abbildung 4.31 zeigt, dass die
Unterschiede bei den verschiedenen Temperaturen sehr gering waren und die héchsten
Peakfldchen bei einer Extraktionstemperatur von 40 °C erhalten wurden. Obwohl diese

Temperatur nur 10 °C unter dem Siedepunkt des Lésungsmittels Cyclopentan lag, wurden
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reproduzierbare Ergebnisse erhalten (RSD-Werte kleiner 6%, n=3) und die Temperatur von
40 °C fur alle weiteren Untersuchungen eingesetzt.

3500000 —— ©30°C @m35°C |40 °C |

| 3000000
2500000
2000000
1500000 |

1000000

Flacheneinheiten

500000

Abb. 4.31: Optimierung der Extraktionstemperatur, Extraktion: 30 Minuten, 750 UPM, 1 ul
[njektionsvolumen, ¢=10pg/L je VOC

Weiterhin wurden zwei verschiedene Schiittelumdrehungen (400 und 750 UPM) erprobt. Im
Gegensatz zu anderen Analyten unterscheiden sich die Peakflichen wenig, dennoch sind die
Ausbeuten bei der hochstmaglichen Umdrehungszahl von 750 UPM etwas gréfler. Die
Extraktionszeit wurde zwischen 5 und 90 Minuten variiert (Abb. 4.32). Ein signifikanter
Anstieg der Extraktionsausbeute war zwischen 5 und 20 Minuten zu verzeichnen. Fiir alle
weiteren Untersuchungen wurde eine Extraktionszeit von 30 Minuten gewihlt. Der
Aussalzeffekt wurde durch Zugabe von 5 g NaCl zum wissrigen Standard untersucht. Die
Salzzugabe fuhrte zu einer Abnahme der Extraktionsausbeute der meisten VOCs. Dies wird
wahrscheinlich durch eine hohere Anreicherung der VOCs in der Gasphase verursacht,
obwohl diese Phase im System nur ca. | ml betrdgt. Auch andere Autoren berichten iiber
einen Anstieg der Henrykonstante von VOCs bei verschiedenen Extraktionsbedingungen.
Peng und Wan (1998) beobachteten eine um 30% erhohte Henry-Konstante bei der
Untersuchung von VOCs in Salzwasser. Die weiteren Untersuchungen wurden demzufolge

ohne die Zugabe von Salz durchgefiihrt.
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Abb. 4.32: Optimierung der Extraktionszeit, Extraktion: 30 Minuten, 40 °C, 750 UPM, 1 ul

Injektionsvolumen, ¢=10 ug/L je VOC

4.3.2.4 Mehrfachextraktion

Betrachtet man die Extraktionsausbeuten, dann fillt auf, dass besonders fiir die polareren
Substanzen (log Kow < 2) ein Extraktionsschritt nicht ausreicht, um eine anndhernd
vollstindige Ausbeute zu erhalten. Um zu untersuchen, wie viele Extraktionsschritte fiir eine
nahezu erschépfende Extraktion notwendig sind, wurde ein und dieselbe Probe viermal
hintereinander extrahiert. Fir jede Extraktion wurde ein neuer Membranbeute! verwendet.
Aus Abbildung 4.33 geht hervor, dass ein signifikanter Teil an Chloroform und 1,1,2-
Trichlorethan in den Folgeschritten extrahiert wird. Eine vierfache Extraktion ein- und
derselben Probe wiirde fiir diese beiden Substanzen die Extraktionsausbeute auf 77% (1,1,2-
Trichlorethan) bis 99% (Chloroform) erhéhen. Bei allen anderen Substanzen mit héheren
Kow-Werten fand sich der groBte Anteil im ersten Extrakt. Im Hinblick auf den Zeitaufwand
und die angestrebte vollstindige Automatisierung der Methode wurde jedoch nur ein

Extraktionsschritt vollzogen.
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Q erste Extraktion W zweite Extraktion O dritte Extraktion B vierte Extraktion |
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Abb. 4.33: Bestimmung der Extraktionsausbeuten fiir vier aufeinander folgende Extraktionen, Extraktion:
30 Minuten, 40 °C, 750 UPM, | ul Injektionsvolumen, c=10 pg/L je VOC

4.3.2.5 Bestimmung der Leistungsparameter

Unter den optimierten Bedingungen (Extraktionstemperatur: 40 °C, Schiittelgeschwindigkeit:
750 UPM, Extraktionszeit: 30 Minuten, ein Extraktionsschritt mit Cyclopentan) und bei einer
Konzentration von 10 pg/L je VOC wurden die Leistungsparameter bestimmt und sind in
Tabelle 4.19 zusammengefasst. Die Kalibrierung erfolgte auf 12 Stufen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 5 ng/L bis 150ug/l, da die spiter zu messenden Realproben
in diesem breiten Konzentrationsbereich erwartet wurden. Die Extraktionsausbeuten lagen
nach einem Extraktionsschritt zwischen 40 und 96%, wobei Nachweisgrenzen zwischen 5 und

50 ng/L erreicht wurden.
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Tab. 4.19: Leistungsparameter fiir die mit der miniaturisierten MASE bestimmten VOCs
(optimierte Bedingungen, splitlose Injektion von 1 ul)

RSD[%] WDF NWG

5

Verbindung Geradengleichung R”
n=6 (%]  [ng/L)

Chloroform 5.0 43 50 y=16709x - 17542 0,9963
1.1,1-Trichlorethan 5.2 96 10 y=75472x - 156377 0.9975
Trichlorethen 43 80 10 y=51956x - 6267 0,9996
1,1,2-Trichlorethan 53 40 10 y=6364,1x + 9507 0,9975
Tetrachlorethen 5,1 72 5 y=205058x + 141771  0.9981
;‘;’r;f};lorethan 9,7 73 5 y=168875x+61046  0.9992
lol.2,2 8.2 36 5 y=062868x-239717 0,9917

Tetrachlorethan

Diese Leistungsparameter sind durchaus vergleichbar mit denen anderer Methoden. Florez
Menendez et al. (2004) untersuchten beispielsweise die HS-Analyse und die HS-SPME
beziiglich dieser Komponenten. Beide Methoden erreichten Nachweisgrenzen zwischen 0,05
and 0.1 pg/L, wobei sich die HS-Analyse durch bessere Prizionswerte auszeichnete. Ein
detaillierter  Vergleich zwischen verschiedenen Extraktionstechniken wurde von
Golfinopoulos et al. (2001) vorgenommen. Dabei wurden die LLE. die direkte
Wasserinjektion (DAI), die Purge-and-Trap (PAT) Technik und die HS-Extraktion fiir VOCs
in Wasser durchgefiihrt. Die LLE war nur fiir Trihalomethane (THM) in Wasser mit
Detektionsgrenzen von | pg/L moglich. Die DALI stellte eine einfache und schnelle Methode
dar, wies aber nur eine geringe Empfindlichkeit auf. HS and PAT waren am besten fiir
fliichtige Analyten geeignet (Nachweisgrenzen der HS: 0,05- 0,6 pg/l; Nachweisgrenzen der
PAT: 0,02-0,05 pg/L). Nachteile dieser Techniken liegen in so genannten Memory-Effekten
(PAT) und Matrixproblemen (HS). Auch andere Autoren beschreiben die PAT als sehr
effektive und empfindliche Methode mit Nachweisgrenzen im unteren ppt-Bereich (Martinez
et al. 2002, Miermans et al., 2000; Zoccolillo et al., 2005). Des Weiteren kommt in der EPA-

Methode Nummer 524.2 die Purge-and-Trap Technik zum Einsatz.

4.3.2.6 Vergleich der MASE mit Headspace-Messungen

Um die Anwendbarkeit der miniaturisierten MASE auf Realproben zu untersuchen, wurden
fiinf Flusswasserproben aus der Bitterfelder Region in Sachsen Anhalt analysiert. Es wurde

erwartet, dass diese Proben die VOCs in einem weiten Konzentrationsbereich enthalten, da sie
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in unterschiedlichen Entfernungen zu einem kontaminierten Industriegebiet entnommen
wurden. Die Proben mit den Nummern 503 und 504 wurden am so genannten
“Schachtgraben™ gesammelt, c¢in durch Industrieanlagen der ehemaligen DDR  stark
kontaminiertes Gebiet. Die Proben 55 und 56 stammen von dem weniger kontaminierten
Fluss “Spittelwasser” und die Probe Nummer 57 wurde nach dem Zusammenfluss von
“Schachtgraben” und “Spittelwasser” entnommen. Alle Proben wurden mit der
miniaturisierten MASE und mit einer Headspace-Extraktion (HS) (Bedingungen in Kap.
3.5.1) untersucht. Die Proben wurden bei 10 °C im Kiihlschrank aufbewahrt und innerhalb
von 2 Tagen analysiert. Wasserproben aus dem Bitterfelder Gebiet werden in der Abteilung
..Organische Analytik des UFZ routinemiBig auf einige VOCs mit der HS-Analyse
untersucht. Von den sieben VOCs waren Chloroform, Trichlorethen und Tetrachlorethen im
Routineprogramm enthalten. Die Nachweisgrenzen der HS-Technik liegen fiir diese Analyten
bei 59 ng/L fiir Chloroform, 33 ng/L fiir Trichlorethen und 19 ng/L fiir Tetrachlorethen.
Folglich konnten die Ergebnisse dieser drei Komponenten unter Anwendung der beiden
verschiedenen Extraktionsmethoden miteinander verglichen werden. In Tabelle 4.20 sind die
Ergebnisse aufgefithrt. Die gute Ubereinstimmung zwischen den beiden Methoden
verdeutlicht die verldssliche quantitative Bestimmung dieser VOCs unter Anwendung der

miniaturisierten membranunterstiitzten Losungsmittelextraktion.

Tab. 4.20: Ergebnisse von Realproben mit der mini-MASE (m-M) und der HS-Analyse.

Probennummer 55 56 57 503 504
Methode/ m-M HS |mM HS m-M  HS |m-M HS m-M  HS
Verbindung [wg/M [ug/] | [ug]  [ng] | wgll [ug] | [wg/]  [ug] | [pg]  [ng/]
Chloroform n.d. n.d. n.d. nd. [ 0,26 0,22 | 0,62 0,65 0,46 0.65
1,1,1-

Trichlorethan n.d. n.g. n.d. n.qg. n.d. n.q. 0,23 n.q. n.d. n.q.

Trichlorethen 0,04 nd | 004 nd | 254 2,758,001 1283 791 11,59

1,1,2-
Trichlorethan

Tetrachlorethen 0,02 nd [0,03 =nd | 252 220 8,66 7,01 8.89 6,51

1,1,1,2-
Tetrachlorethan
1,1.2,2-
Tetrachlorethan

n.d. n.q. n.d. ng. | 0,06 nqg | 0,77 n.q. n.d. n.q.

n.d. n.q. n.d. ng. | 0,01 ng. | 0,28 n.q. n.d. n.g.

n.d. n.g. n.d. n.q- 1.88 n.g. 7.02 n.gq. 7.20 n.q.

n.d.: nicht detektiert, (< NWG)
n.q.: nicht quantifiziert (nicht im HS-Routineprogramm enthalten)
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4.3.2.7 Anwendung fiir eine simultane Bestimmung der VOCs und der PCBs

Es wurde bisher in zwei getrennten Versuchen gezeigt, dass die mini-MASE fiir PCBs und
VOCs anwendbar ist. Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob eine simultane
Bestimmung der fliichtigen und schwer fliichtigen Substanzen méglich ist. Dafiir wurde ein
wissriger Standard hergestellt, der die sieben VOCs und die 6 Ballschmitter PCBs (PCB 28
bis 180 mit Siedepunkten zwischen 300 und 400 °C) in einer Konzentration von 1 pg/L je
Komponente enthielt. Dieser Standard wurde nach den fir die VOCs optimierten
Bedingungen mit der MASE extrahiert und analysiert. Aufgrund der fiir die VOC-Analytik
eingesetzten Dickfilmsdule, die fir die Analyse_: der PCBs uniiblich ist, wurde die
Endtemperatur der GC Siule auf 280°C erhéht und fiir 15 Minuten konstant gehalten. Das
resultierende Chromatogramm ist in Abbildung 4.34 dargestellt und verdeutlicht das hohe
Potential der mini-MASE fiir die simultane Bestimmung von leicht- und schwerfliichtigen

Komponenten mit mini-MASE.
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Abb. 4.34: Chromatogramm eines Standards aus VOCs und PCBs, c=1pg/L je VOC und PCB,

Extraktion: 30 Minuten, 40 °C, 750 UPM, 1 ul Injektionsvolumen
1: Chloroform, 2: 1,1,1-Trichlorethan, 3: Trichlorethen, 4; 1,1,2-Trichlorethan, 5:
Tetrachlorethen, 6: 1,1,1,2-Tetrachlorethan, 7; 1,1,2,2,-Tetrachlorethan
8: PCB 28,9: PCB 52, 10: PCB 101, 11: PCB 138, 12: PCB 153, 13: PCB 180
Diese Moglichkeit der simultanen Bestimmung leicht- und schwerfliichtiger Komponenten ist

ein grofler Vorteil gegeniiber anderen fiir die VOC-Analyse angewandten Techniken, wie HS
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oder PAT, welche ein gewisses Mal} an Fliichtigkeit der Analyten voraussetzen. Auch bei
Einsatz der SPME gestaltet sich eine simultane Extraktion solch verschiedener Verbindungen
als schwierig; withrend man fiir die Extraktion der VOCs iblicherweise cine Carboxen-
PDMS-Faser mit einer Filmdicke von 75 pm verwendet, eignen sich 7 um oder 30 pm
PDMS-Fasern fiir die PCB Extraktion.

Diese Ergebnisse zur Entwicklung der miniaturisierten MASE und ihrer Anwendung auf

VOCs sind unter Schellin und Popp (2006) publiziert.

4.3.3 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse der miniaturisierten

membranunterstiitzten Liosungsmittelextraktion (mini-MASE)

Die Untersuchungen zur miniaturisierten Membranextraktion zeigten die weitgehende
Unabhingigkeit des Extraktionsprozesses von den Dimensionen des Membranbeutels und die
bessere Anreicherung der untersuchten Substanzen in einem kleineren Volumen (100 ul). Die
mini-MASE hatte zum Ziel, diese Extraktionsmethode mit einer konventionellen heiflen
split/splitlosen Injektion zu kombinieren. Die Analyse der 6 Ballschmitter PCBs zeigte deren
empfindliche, reproduzierbare Bestimmung mit dieser Methode. Die Nachweisgrenzen waren
mit denen der originalen MASE, die mit der Large-Volume-Injektion gekoppelt war,
vergleichbar. Auch der Einsatz der mini-MASE fur ausgewihlte fliichtige Verbindungen
verlief erfolgreich. Durch Variation der Extraktionsbedingungen konnten die VOCs mit einer
Extraktionszeit von 30 Minuten reproduzierbar und empfindlich bestimmt werden. Der
Vergleich der Analyse von kontaminiertem Flusswasser resultierte in guter Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen einer HS-Analyse. Die mini-MASE zeigte ebenso wie die MASE eine
gute Matrixabtrennung. Die Ergebnisse, die mit der mini-MASE erhalten wurden, koénnen
hinsichtlich Empfindlichkeit und Prizision durchaus mit den Standard Methoden
konkurrieren. Die HS-Technik mag in der Handhabung einfacher als mini-MASE sein und die
(apparativ aufwendige) Purge-and-Trap-Technik zu noch niedrigeren Nachweisgrenzen
fuhren, aber ein bedeutender Vorteil der mini-MASE liegt in der Extraktion und Analyse von
sehr fliichtigen und schwerfliichtigen Verbindungen in einem Schritt. Dies wurde am Beispiel
der simultanen Extraktion von VOCs (Siedepunkte zwischen 61 und 147 °C) und PCBs
(Siedepunkte zwischen 300 und 400 °C) verdeutlicht. Weiterhin traten keine Memory-
Probleme auf, nach einem Reinigungsschritt konnten die Membranen wieder verwendet
werden, ohne das sich noch signifikante Anteile der Analyten in dem Material befinden. Eine

vollstindige Automatisierung der mini-MASE ist méglich. Die voll automatisierte Kopplung
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der Extraktion auch in Kombination mit der Analyse und weitere detaillierte Untersuchungen
und Validierungen der simultanen Bestimmung von leicht- und schwerfliichtigen

Verbindungen sind Aufgaben, die sich fiir die Zukunft stellen.

4.4 Extraktion mit Silikonschlduchen (silicone tubes)
4.4.1 Schlauchextraktion (tube extraction) in Kombination mit LVI-GC-MS

Wihrend die MASE eine voll automatisierbare Technik ist, erfordert die im Folgenden
beschriebene Schlauchextraktion einen manuellen Zwischenschritt (Entnahme des Schlauches
aus dem Extr.aktionsget‘a[} und Ubertragung in das Desorptionsgefi). Dafiir sind fiir diese
Technik keinerlet spezielle Module wie Membranmodul oder SPME-Spritze notwendig und
im Vergleich zur SBSE ist der Kostenaufwand minimal (ca. 5 Cent pro Silikonschlauchstiick).
Auflerdem besteht bei der Schlauchextraktion die Option, mit der Thermodesorption-GC-MS
zu arbeiten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Silikonschliduche mit einem Auflendurchmesser
von 4,5 mm, einem Innendurchmesser von 3.5 mm und einer Lange von 10 mm benutzt. Fiir
Jjede Extraktion wurde ein neues Silikonschlauchstiick eingesetzt. Wie in Kapitel 3.4 bereits
angedeutet, bestand der Extraktionsprozess mit Silikonschliuchen aus zwei Schritten: der
Absorption der Analyten aus der wiissrigen Losung in die Schliduche und der Desorption der
Analyten mit einem organischen Ldsungsmittel. 10 ml der wiissrigen Probe wurden in ein 15
ml Glasgefdll gefiillt. Die ausgeheizten Silikonschliuche wurden mit einer Pinzette in die
wiissrige Probe gegeben. Die Extraktion erfolgte bei Zimmertemperatur mit einem
horizontalen Schiittler bei 200 UPM. Nach einer definierten Zeit wurden die Schliuche mit
einer Pinzette entnommen, kurz auf fusselfreiem Zellstoft abgetupft und in ein 250 ul
Glasinsert eines 2 ml Autosampler-Glischen iiberfithrt. Mit einer Glasspritze wurden 200 pl
eines organischen Desorptionsmittels zugegeben, und die Desorption erfolgte bei 45 °C im
Agitator des MPS 2 Autosamplers. Als Modellsubstanzen wurden 14 organische
Kontaminanten gewihlt, welche ein breites Spektrum an Polaritit abdeckten und
unterschiedliche Loslichkeiten in Wasser besallen, angefangen von Chlorphenolen iiber
Triazine und Organophosphorpestizide bis zu einigen Vertretern der unpolaren PCBs ( Tab.
4.21). Die Optimierung der Extraktionsparameter erfolgte mit wissrigen Standards, die auf
eine Konzentration von je | pg/L dotiert waren. Fiir die ersten Experimente wurde eine

Extraktionszeit von 90 Minuten und eine Desorptionszeit von 30 Minuten gewihlt. Die
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Extraktion erfolgte bei Zimmertemperatur (ca. 25 °C), da nach Gleichung 2.11 mit Erhshung
der Temperatur die Loslichkeit einer Komponente im Polymermaterial abnimmt. Um
Mehrfachinjektionen eines Extraktes zu ermoglichen, wurde in allen Untersuchungen ein
[njektionsvolumen von 50 ul gewihlt. Nach Bestimmung von Nachweisgrenzen, Prizision
und der Aufnahme einer externen Kalibration wurde die Methode fiir die Analyse einer

kontaminierten Flusswasserprobe aus dem Bitterfelder Raum eingesetzt.

Tab. 4.21: Modellsubstanzen mit dem jeweiligen log Kou-Wert und der
Wasserloslichkeit.
Analyten log Kow H,O-Laslichkeit [mg/L]
4-Chlor-3-methylphenol 3,1 3830
2.,4,6-Trichlorphenol 3.69 800
Atrazin 2,61 347
Propazin 2,93 8,6
Ametryn 2,98 209
Prometryn 3,51 33
Parathion-methyl 2,94 50
Fenitrothion 3.4 30
Bromophos 4,88 40
alpha-Lindan 3.8 2
Pentachlorbenzol 5,17 0.8
PCB 28 5,74 0,65
PCB 101 6,85 0,099
PCB 138 7 0,038

4.4.1.1 Wahl der geeigneten Desorptionsmittel

Zunidchst wurde die Eignung verschiedener Losungsmittel fiir die Desorption der 14
Verbindungen von den Silikonschlduchen untersucht. Neben Ethylacetat und Cyclohexan, die
schon bei der MASE gute Erfolge gezeigt hatten, wurden n-Heptan und Toluol eingesetzt. Es
zeigte sich (Abb. 4.35), dass die unpolaren Stoffe (PCBs und Pentachlorbenzol) am besten mit
Cyclohexan desorbiert wurden, wihrend Ethylatetat fiir die Phenole, Triazine und OPPs am

glinstigsten war. Die beiden anderen Ldsungsmittel sind fiir die Desorption vergleichsweise
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schlecht geeignet. Cyclohexan und Ethylacetat wurden in die weitere Optimierung der

Parameter einbezogen.
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Abb. 4.35: Vergleich verschiedener Desorptionsmittel (c=1ug/l, Extraktion: 90 min, 200 UPM,
Desorption: 30 Minuten, 45 °C, 750 UPM, [njektionsvolumen: 50 pl).

4.4.1.2 Aussalzeffekt und pH-Wert

Der Einfluss von Salzzugabe zur wissrigen Phase und einer Absenkung des pH-Wertes auf 2
wurden untersucht. Wie auch bei Einsatz der MASE wurde eine gesittigte Salzlosung (ca. 3.5
g auf 10 ml) hergestellt, um den Aussalzeffekt zu testen. Aus Abbildung 4.36 wird ersichtlich,
dass sich Analyten mit hohem K,.-Wert (PCBs, Pentachlorbenzol, Bromophos) besser aus
den ungesalzenen Losungen desorbieren lassen. Oft hat eine geringe Zugabe von Salz einen
leicht positiven Effekt auf alle Analyten, die Sittigung mit Salz kann aber auch zu einer
verminderten  Extraktionausbeute, besonders fiir unpolare Komponenten fiihren
(Lambropoulou und Albanis, 2001; Jinno et al., 1996). Ein Grund ist der so genannte Ol-
Effekt, der die durch Salzzugabe ausgeloste Wanderung der unpolaren Substanzen an die
Wasseroberfliche, resultierend in geringeren Wechselwirkungen dieser Analyten mit dem
Extraktionsmedium beschreibt (Zuin et al., 2005). Dahingegen unterstiitzte die Salzsittigung

der Probe die Extraktion der polareren Substanzen (Phenols, Triazine, OPPs) signifikant.
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Abb. 4.36: Zugabe von 3.5 ¢ NaCl zu dem wiissrigen Standard (e=1 pg/l, Extraktion: 90 min, 200 UPM.
Desorption: 30 Minuten, 45 °C, 750 UPM Injektionsvolumen: 50 ul)

Polare Analyten: 4-Chlor-3-methylphenol, 2.4,6-Trichlorphenol, Atrazin, Propazin, Ametryn,
Prometryn, Parathion-methyl, Fenitrothion
Unpolare Analyten: Bromophos, alpha-Lindan, Pentachlorbenzol, PCB 28, PCB 101, PCB 138

Ein zusitzliches Ansiuern der Probe hatte nur fiir 2,4,6-Trichlorphenol einen leicht positiven
Effekt, fiir alle anderen Analyten war keine verbesserte Extrahierbarkeit zu beobachten.
Deshalb wurde auf einen Einsatz von Siure verzichtet. Da sich in der vorhergehenden
Untersuchung gezeigt hat, dass Cyclohexan fiir die unpolaren und Ethylacetat fiir die
polareren Analyten geeignet ist, wurden im Folgenden beide Desorptionsmittel eingesetzt.
Um optimale Bedingungen fiir die unpolaren Komponenten zu erhalten, wurde zunichst die
reine Probe extrahiert und die Silikonschliuche mit Cyclohexan desorbiert. Parallel dazu
wurde der Probe Salz bis zur Sattigung zugegeben (ca. 3,5 g auf 10 ml) und Ethylacetat als

Desorptionsmittel eingesetzt.

4.4.1.3 Optimierung der Extraktionszeit

Um die Extraktionszeit zu optimieren, wurden die Proben zwischen 5 und 90 Minuten
geschiittelt. Die Desorptionszeit betrug jeweils 30 Minuten. Die Abbildung 4.37 zeigt einen
deutlichen Anstieg der Peakflichen zwischen 5 und 20 Minuten Extraktionszeit. Nach 20
Minuten flacht der Anstieg der Geraden langsam ab. Dies trifft sowohl fiir die pure als auch
fiir die salz-gesittigte Probe zu. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde eine Extraktionszeit

von 40 Minuten gewahlt.
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Abb. 4.37: Optimierung des zeitlichen Extraktionsverlaufs, Desorption mit Cyclohexan (c=1 pg/l.
Extraktion: 200 UPM, Desorption: 30 Minuten, 45 °C, 750 UPM Injektionsvolumen: 50 pl)

4.4.1.4 Optimierung der Desorptionszeit

Nach 40 Minuten Extraktionszeit erfolgte die Desorption der Analyten von den
Silikonschlduchen, jeweils in Cyclohexan und Ethylacetat. Die Desorptionszeit wurde
zwischen 5 und 30 Minuten variiert. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.38 und 4.39
dargestellt. Die Kurvenverliufe sind fiir beide Desorptionsmittel dhnlich. Nach einem Anstieg
der Peakflichen zwischen 5 und 10 Minuten ist fiir die meisten Analyten nach 15 Minuten
nidherungsweise ein Plateau erreicht. Der ,Einknick™ der Peakflichen nach einer
Desorptionszeit von 20 Minuten kann eventuell in einem Extraktions- oder Messfehler
begriindet sein. Da eine Desorptionszeit von 15 Minuten fir die meisten Analyten

auszureichen schien, wurde diese Zeit fiir die weiteren Untersuchungen gewihlt.
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Abb. 4.38:

Desorption: 45 °C, 750 UPM Injektionsvolumen: 50 ul)
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Abb. 4.39:

Zeitlicher Desorptionsverlauf mit Ethylacetat (¢=1 wg/l, Extraktion: 3,5 ¢ NaCl, 40 min, 200
UPM, Desorption: 45 °C, 750 UPM Injektionsvolumen: 50 ul)
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4.4.1.5 Vergleich der theoretischen und der experimentell ermittelten Wiederfindung

In der Literatur wird die héhere Empfindlichkeit der SBSE im Vergleich zur SPME vor allem
beziiglich polarer Analyten mit einem geringen log Kon -Wert betont. Dies lisst sich mit
Gleichung 2.17 (Kap. 2.1.4.2) berechnen und wird in der Literatur meist graphisch
verdeutlicht. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Silikonschliuche besallen ein
Volumen von 63 pl. Ausgehend von einem typischen wissrigen Probevolumen von 10 ml
ergibt sich ein Phasenverhiltnis () von 159. In Abbildung 4.40 sind die nach
Gleichgewichtseinstellung theoretisch berechneten Extraktionsausbeuten fiir die SPME, die
SBSE und die in dieser Arbeit verwendete Silikonschlauchextraktion in Abhingigkeit des log
Kow -Wertes dargestellt. Fiir die Berechnungen wurde von einem Probevolumen von 10 ml

und einer Silikonphase von 0,5 pl fir die SPME und 100 pl fiir die SBSE ausgegangen.
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Abb. 4.40: Extraktionsausbeuten fiir SBSE, SPME und Schlauchextraktion fiir ein wissriges

Probevolumen von 10 ml

Abbildung 4.40 stellt dic Ahnlichkeit der Extraktionsausbeuten fir die SBSE und die
Schlauchextraktion heraus. Beide Techniken zeigen eine hohe Kapazitit und ermdéglichen
eine erschopfende Extraktion fiir Analyten mit einem log Ky -Wert ab 5. Gegeniiber der

SPME fillt besonders die hohe Ausbeute fiir polare Analyten mit log K, -Werten kleiner 4
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auf. Das unterstreicht die hohe Eignung der SBSE und der Schlauchextraktion resultierend in
einer empfindlichen Bestimmung von Analyten in einem breiten Polarititsbereich.

Fiir die 14 Modellsubstanzen licgen bei Anwendung der Schlauchextraktion diec im
Gleichgewicht zu erwarteten Extraktionsausbeuten zwischen 72% fiir Atrazin und 99.9% fiir
die PCBs. Diese theoretisch bestimmten Wiederfindungen wurden mit den experimentell

ermittelten Werten verglichen (Abb. 4.41).

120 @ Cyclohexan O Ethylacetat = Theorie

Wiederfindung [%]

Abb. 4.41: Wiederfindungen der beiden Desorptionsmittel bei ihren jeweiligen Extraktionsbedingungen
(3.5 g NaCL und Desorption mit Ethylacetat; pure Probe und Desorption mit Cyclohexan, c=1
ug/l, Extraktion: 40 min, 200 UPM, Desorption: 15 Minuten, 45 °C, 750 UPM,
[njektionsvolumen: 50 ul)

Betrachtet man die unpolareren Substanzen (PCBs, Pentachlorbenzol, alpha-Lindan), so ist
eine gute Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten und den beiden Desorptionsmitteln
untereinander zu verzeichnen. Beziiglich der polareren Stoffe sind die Abweichungen gréfier.
Die Wiederfindungen die mit Ethylacetat erhalten wurden sind den theoretischen Werten
dhnlicher als die Werte von Cyclohexan. Dies zeigt deutlich, dass mit Cyclohexan die
polareren Analyten nur teilweise desorbiert werden. Vor allem die Desorption der Phenole ist
mit diesem Losungsmittel sehr gering. Eine absolute Ubereinstimmung mit den theoretischen
Werten war nicht zu erwarten, da die Theorie nur eine Niherung darstellt, in der davon
ausgegangen wird, dass die Verteilung zwischen der Siloxan- und der Wasserphase der

Verteilung des Analyten zwischen Oktanol und Wasser entspricht und somit mit dem
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Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient beschrieben werden kann. Ein weiter Grund fiir
Abweichungen liegt in der Beeinflussung des Gleichgewichts zum einen durch die
Temperatur (Extraktion bei Zimmertemperatur: ca. 25 °C, Desorption bei 45 °C) und
weiterhin durch die Zugabe von Salz. Es muss weiterhin beachtet werden, dass in der
theoretischen Berechnung nur die Absorption beriicksichtigt ist, eine vollstéindige Desorption
der Analyten von dem Extraktionsmedium wird angenommen. Dies wurde fiir beide

Desorptionsmittel in weiteren Untersuchungen gepriift.

4.4.1.6 Mehrfachdesorption

Um die Vollstindigkeit der Desorption zu untersuchen, wurde ein- und derselbe
Silikonschlauch vier aufeinander folgenden Desorptionsschritten unterzogen. Dies wurde fiir
beide Desorptionsmittel bei den jeweiligen Extraktionsbedingungen durchgefiihrt. Die
Resultate sind in den Abbildungen 4.42 und 4.43 gezeigt. Bei Verwendung beider
Desorptionsmittel wird der Hauptteil der Analyten im ersten Schritt desorbiert. Aber vor
allem bei Einsatz von Cyclohexan fillt auf, dass betreffend der polareren Substanzen (z.B.
Atrazin, Propazin, Ametryn) ein signifikanter Anteil in den Folgeschritten desorbiert wird.
Die Desorptionskraft von Cyclohexan reicht nicht aus, um diese Analyten in einem Schritt
vollstindig aus der Silikonphase herauszuldsen. Dies erklirt die groie Abweichung von den
theoretischen Werten (Kap. 4.4.1.5). Da Schnelligkeit ein  Anspruch an die
Extraktionsmethode ist, und die Wiederholbarkeit der Messungen auch bei einer einmaligen
Desorption zufrieden stellend war, wurde im Folgenden nur ein Desorptionsschritt

angewandt.
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Abb. 4.42: Folgedesorption mit Cyclohexan (c=1 pg/l, Extraktion: 40 min, 200 UPM, Desorption: 15
Minuten, 45 °C, 750 UPM, Injektionsvolumen: 50 ul)
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Abb. 4.43: Folgedesorption mit Ethylacetat (c=1 pg/l, Extraktion: 3,5 g NaCl, 40 min, 200 UPM,
Desorption: 15 Minuten, 45 °C, 750 UPM, Injektionsvolumen: 50 ul)
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4.4.1.7 Verzbogerte Desorption

Es sollte weiterhin untersucht werden, ob eine zeitliche Differenz zwischen Extraktion und
Desorption in unterschiedlichen Ergebnissen resultiert. Datiir wurde der Silikonschlauch nach
der Extraktion in den Einsatz des Desorptionsvials iiberfithrt, verschlossen und fiir 30
Minuten, 90 Minuten bzw. 24 Stunden im Kihlschrank aufbewahrt. Diese Untersuchungen
wurden mit je 3  verschiedenen  Silikonschliuchen  durchgefiihrt und  die
Standardabweichungen der Peakflichen (n=3) lag zwischen 10 und 15%. Abbildung 4.44
zeigt, dass die Unterschiede nach den erwihnten Zeiten innerhalb des Fehlerbereiches liegen
und somit keine signifikanten Verluste an Analyt zu verzeichnen sind. Die Schlduche konnen

auf jeden Fall bis zu 24 Stunden nach der Extraktion im Kiihlschrank aufbewahrt werden.
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Abb. 4.44: Verzdgerte Desorption (¢c=1 pg/l, Extraktion: 5 g NaCl, 40 min, 200 UPM, Desorption:

Ethylacetat, 15 Minuten, 45 °C, 750 UPM, Injektionsvolumen: 50 pl)

4.4.1.8 Bestimmung der Leistungsparameter

Die Leistungsparameter der Schlauchextraktion wurden fiir eine Extraktionszeit von 40
Minuten und nach einem Desorptionsschritt (15 Minuten Desorptionszeit) bestimmt und sind

in Tabelle 4.22 aufgelistet. Die Parameter wurden jeweils fiir die Extraktion der reinen Probe
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unter Verwendung von Cyclohexan und fiir die Extraktion der salzgesiittigten Probe bei

Einsatz von Ethylacetat aufgenommenen.

Tab. 4.22 Leistungsparameter fiir die Bestimmung der Modellsubstanzen mit der
Schlauchextraktion (jeweils unter optimierten Bedingungen,
[njektionsvolumen: 50pL)

Bedingungen Salz + Ethylacetat Pur + Cyclohexan
Analyt NWG 5 RSD[%] | NWG . RSD[%]
(ng/L) n=6 (ng/L) n=6
4-Chlor-3-methylphenol - - 0.5 0,9955 9.1
2,4.6-Trichlorphenol - - 5 0,9902 13,5
Pentachlorbenzol 0,5 0,9923 10,6 5 0,9983 9,2
a-Lindan 5 0,9945 12,2 3 0,9862 122
Atrazin 5 0,9764 125 0.2 0,9989 13.0
Propazin 0,5 0,998 12.8 0,2 0.9976 13,5
PCB 28 0,2 09935 10,2 0.5 0,9799 13,7
Parathion-methyl 2.5 0,9781 11,9 0,5 0,9726 14,5
Ametryn 0,5 0,9969 11,3 0,5 0,9967 6,8
Prometryn 0,5 0,9988 9.2 0,5 0,9994 13,7
Fenitrothion 0,5 0,9993 15,2 0,1 0,999 13,1
Bromophos 5 0,9959 10,7 0,5 0,9987 13,2
PCB 101 0,1 0,9953 10,8 0,5 0,9942 12,0
PCB 138 0,1 0,9965 11,9 0.5 0.9974 13,9

Die externe Kalibrierung erfolgte in 9 Konzentrationsstufen zwischen 0,5 ng/L und 1000
ng/L. Die Geradengleichungen der Kalibrierung sind im Anhang in Tabelle Al zu finden. Die
Prizisionswerte wurden bei einer Konzentration von | pg/L je Analyt bestimmt und waren fir
beide Anwendungen vergleichbar. Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen wurden sechs
Blindwertmessungen durchgefiihrt. Die Nachweisgrenzen ergaben sich entsprechend Kapitel
3.7 aus dem Mittelwert der Peakflichen zur jeweiligen Retentionszeit des Analyten und der
dreifachen Standardabweichung. Die Nachweisgrenzen lagen fiir alle Komponenten im
unteren ppt-Bereich. Die Salzzugabe zum wissrigen Standard und Ethylacetat als
Desorptionsmittel  fithrten zu besseren Ergebnissen fiir die polareren Komponenten, mit

Cyclohexan wurde vor allem fiir die PCBs und fiir Pentachlorbenzol ein sehr empfindlicher
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Nachweis erreicht. Diese hervorragenden Nachweisgrenzen sind auf die hohe Kapazitit des
Polysiloxan-Materials und auf den Einsatz der Large-Volume-Injektion zurtickzufiihren.
Diese  Nachweisgrenzen sind deutlich niedriger als die in der deutschen
Trinkwasserverordnung geforderten Werte (0,1 pg/L je Pestizid-Einzelkomponente) und ein
empfindlicher Nachweis der Modellkomponenten ist mit dieser Methode somit ohne weiteres

moglich.

4.4.1.9 Analyse einer Realprobe

Die Schlauchextraktion in Verbindung mit Large-Volume-Injektion-GC-MS wurde fiir die
quantitative Bestimmung der ausgewihlten Analyten in einer Flusswasserprobe aus dem so
genannten ., Spittelwasser” im Raum Bitterfeld eingesetzt. Die Flusswasserprobe wurde
zweimal extrahiert: einmal unmodifiziert und mit Cyclohexan als Desorptionsmittel und ein
zweites Mal unter Zugabe von 3.5 g NaCl und Einsatz von Ethylacetat. Fiir die
Quantifizierung wurden die in Tabelle A | (Anhang) dargestellte Kalibrierungen verwendet.
Wie Tabelle 4.23 zeigt, stimmen die Ergebnisse, die unter den beiden Bedingungen erhalten
wurden, sehr gut dberein. Pentachlorbenzol, alpha-Lindan und Propazin wurden in
Konzentrationen zwischen 4 und 18 ng/L gefunden. Ametryn und Prometryn lagen mit einer
Konzentration von ca. 150 bzw. 200 ng/L iiber dem gesetzlich vorgeschricbenen Grenzwert
von 0,1 pg/L. Bei Einsatz von Ethylacetat wurden zusitzlich die beiden Phenole
nachgewiesen. Nun wurde derselben Probe ein Standard einer Konzentration von 10 ng/L je
Substanz zugegeben und erneut gemessen. Die Auswertung erfolgte anhand der externen
Kalibrationskurve. Die Konzentrationsdifferenz zwischen der aufgestockten und der reinen
Probe ist in der Tabelle aufgelistet. Fir Ametryn und Prometryn konnte kein
Konzentrationsunterschied berechnet werden, da eine so geringe zugegebene Menge im
Vergleich zu der urspriinglich hohen Konzentration dieser Verbindungen in der Probe keinen
signifikanten Unterschied in der Peakfliche erkennen lisst. Fiir alle anderen Substanzen
konnte der Konzentrationsunterschied mit beiden Desorptionsmitteln gleichermalien gut
bestimmt werden. Dies belegt die Richtigkeit der Methode und zeigt die gute Anwendbarkeit

der Extraktion mit Silikonschliuchen auf Realwasserproben.
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Tab. 4.23: Ergebnisse einer Flusswasserprobe (optimierte Bedingungen,
Injektionsvolumen: 50 ul)
originale Konzentration in der Probe, Konzentration nach Aufstockung von 10
ng/L, Differenz vor und nach Aufstockung

Bedingungen Salz + Ethylacetat Pur + Cyclohexan

¢[ng/L]in c[ng/L]in Differenz | ¢[ng/L]in ¢ [ng/L]in  Differenz

Probe Probe Probe Probe

+ 10 ng/L + 10 ng/L

sl 17,4 25,9 8.5 nd. n.d. -
methylphenol
24,6- 34,7 45,3 10,5 d d
Trichlorphenol ! ’ ’ e BB i
Pentachlorbenzol 43 12.4 8,1 4.1 16,5 12,4
a-Lindan 9,0 18,9 9.9 7.4 17.8 10,4
Atrazin n.d. 10,9 10,9 n.d. 13,0 13.0
Propazin 16,2 30,1 13,9 18.0 29,0 11,0
PCB 28 n.d. 13,7 13,7 n.d. 12,6 12,6
Parathion-methyl n.d. 9.5 9.5 n.d. 10,8 10.8
Ametryn 2049 - - 206,9 - -
Prometryn 150,0 - - 156.7 - -
Fenitrothion n.d. 14,5 14,5 n.d. 12,4 12,4
Bromophos n.d. 10,8 10,8 n.d. 9.8 9.8
PCB 101 n.d. 10,6 10,6 n.d. 13,9 13,9
PCB 138 n.d. 7.6 7,6 n.d. 13,3 13,3

n.d. nicht detektiert (unterhalb der Nachweisgrenze)

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Schlauchextraktion in Verbindung mit
einer Losungsmitteldesorption und der LVI-GC-MS eine interessante Alternative fiir die
Extraktion organischer Kontaminanten in wissrigen Proben reprasentiert. Die Methode ist
durch die kurzen Extraktionszeiten (Gleichgewichtseinstellung nach ca. 40 Minuten) im
Gegensatz zu der SBSE (Gleichgewichtseinstellung meist nach mehreren Stunden)
zeitsparend und auBerdem sehr kostengiinstig. Die Gleichgewichtseinstellung wird durch die
Zugabe von Salz und durch den Einsatz verschiedener Desorptionsmittel in starkem Mal}
beeinflusst. Die Desorption der Analyten kann sowohl mit Cyclohexan als auch mit
Ethylacetat erfolgen, mit beiden Desorptionsmitteln werden die 14 Modellkomponenten sehr

empfindlich  (sub-ppt-Bereich) nachgewiesen. Die Analyse einer kontaminierten
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Realwasserprobe unter verschiedenen Extraktionsbedingungen fithrte zu iibereinstimmenden

Ergebnissen, deren Richtigkeit durch eine Aufstockung der Probe verdeutlicht wurde.

4.4.2 Schlauchextraktion (tube extraction) in Kombination mit HPLC-Tandem-MS

Popp et al. (2005 b) zeigten, dass die Extraktion von PAK aus Wissern mit Silikonmaterialien
(Twister, Silikonstibe und Silikonschliuche) in Verbindung mit der HPLC-Fluoreszenz-
Detektion ausgezeichnete Nachweisgrenzen liefert. Die Extraktion der 15 EPA-PAK mit
Silikonschlduchen ergab fiir diese hydrophoben Verbindungen mit log Ko -Werten zwischen
3.3 (Naphthalin) und 7,7 (Indeno(1,2,3)pyren) Nachweisgrenzen zwischen 1 und 10 ng/l. In
der vorliegenden Arbeit sollte getestet werden, bis zu welchen K, -Werten eine
Kombination von Schlauchextraktion und HPLC-Tandem-MS effektiver ist als die einfache
Direktinjektion von Wasserproben. Neben der guten Anreicherung sollte das Potential zur
Matrixabtrennung mit den Silikonschlduchen erprobt werden, da Matrixbestandteile bei der
lonisierung der Analyten zu lonensuppressionseffekten fithren kénnen (Souverain et al.,
2004). Solche lonensuppressionseffekte kénnen durch Einbeziehung eines internen Standards
in die Kalibrierung ausgeglichen werden. Aufgrund der unterschiedlichen lonisierbarkeiten
der einzelnen Analyten empfehlen sich besonders isotopenmarkierte Standards, die allerdings
den Nachteil haben, dass sie sehr teuer sind. Eine weitere Moglichkeit besteht in der
Aufnahme einer Kalibrierung in so genannten ,matrix-matched“ Standardldsungen, also in
Proben, die die Analyten nicht enthalten, aber eine #dhnliche Matrix wie die zu messenden
Realproben haben. Auf diese Weise werden die Matrixeinfliisse in die Kalibration mit
einbezogen. Zuin et al. (2005) quantifizierten PAK in Teeproben, indem sie aus einer mit den
Zielanalyten gering belasteten Probe diese erst entfernten und schlieBlich fiir die Kalibrierung
in einem Bereich von 1 bis 1200 ng/L zugaben. Weiterhin erméglicht die Methode der
Standardaddition eine sichere Quantifizierung von Realproben. Dabei wird die reale Probe
geteilt und den einzelnen Teilen jeweils eine definierte Menge des zu untersuchenden
Analyten in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Dieses Quantifizierungsverfahren ist
ziemlich zeitaufwendig. Die glinstigste Variante, um lonensuppressionseffekte zu eliminieren,
bietet die Abtrennung der Matrix. Wenn die chromatographische Trennung diese Abtrennung
nicht ausreichend erméglicht, kommt die der Analyse vorangestellte Probenaufbereitung zum
Einsatz (Antignac et al., 2005). Quintana et al. (2004) und Klépfer et al. (2005) zeigten, dass

zur Matrixabtrennung Gleichgewichtsmethoden besser geeignet sind als erschopfende
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Extraktionsmethoden (wie beispielsweise die SPE), da ein GroBteil der Matrix in der Probe
verbleibt.

Als Testsubstanzen fiir die folgenden Extraktionen mit Silikonschliuchen wurden Pestizide,
die einen weiten Bereich von Ky - Werten iiberschreiten, ausgewihlt, darunter
Phenylharnstoffe (Linuron, Diuron), Carbamate (Ethiofencarb, Oxamyl, Bendiocarb), das
Harnstoftherbizid Isoproturon, das Organophosphorpestizid Methamidophos und das
Fungizid Metalaxyl (Tab. 4.24). Dabei handelt es sich vorwiegend um Pestizide, die wegen
ihrer geringen Flichtigkeit, Polaritat oder thermischen Labilitit mit der Gaschromatographie
erst nach einem Derivatisierungsschritt bestimmbar sind. Weiterhin wurden die Triazine
Atrazin, Propazin und Prometryn, die schon in der vorhergehenden Applikation
(Schlauchextraktion-LVI-GC-MS, Kap. 4.4.1) untersucht wurden, in die Liste der
Modellkomponenten mit aufgenommen. In Tabelle 4.24 sind auch die Konzentrationen der
Analyten, die fiir alle Optimierungsversuche im wissrigen Standard vorlagen, aufgelistet. Da
die Konzentrationen der einzelnen Substanzen aufgrund der unterschiedlichen
lonisierbarkeiten zu unterschiedlichen Peakflidchen fithrten, wurden die Konzentrationen fiir

alle Untersuchungen so gewihlt, dass dhnlich hohe Peakflichen entstanden (200 bis 2000

ng/L).
Tab. 4.24: Modellsubstanzen mit dem jeweiligen log K, Wert und den Konzentrationen
Substanz log Ky Konz. im wissrigen
Standard [ng/L]
Ethiofencarb 2,04 200
Oxamyl -0,47 1000
[soproturon 2,84 200
Simazin 2.18 2000
Atrazin . | 2,61 200
Propazin 293 200
Prometryn 3,51 200
Diuron 4,15 400
Methamidophos -0,8 200
Metalaxyl 1,7 400
Linuren 2,91 2000
Bendiocarb 2,55 200
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Der Extraktionsprozess entsprach der in Kapitel 4.4.1 beschriebenen Prozedur zur Kopplung
der Silikonschlduche mit der LVI-GC-MS. 10 ml der wissrigen Standardlésungen wurden in
ein 15 ml Glasgefil} gefiillt. Die ausgeheizten Silikonschlduche wurden mit einer Pinzette in
die wissrige Probe gegeben und fiir die ersten Untersuchungen 60 Minuten auf cinem
horizontalen Schuttler exponiert. Zu einem spiteren Zeitpunkt erfolgte eine detaillierte
Optimierung der Extraktionszeit (Kap. 4.4.2.4). Die Extraktion erfolgte bei
Zimmertemperatur (ca. 25 °C). Nach der Extraktion wurden die Silikonschlduche mit einer
Pinzette entnommen, auf fusselfreiem Zellstoff abgetupft und in ein 250 pl Glasinsert eines 2
ml Autosampler-Gladschen tiberfiihrt. Die Desorption erfolgte mit 130 pl eines Losungsmittels
fir 10 Minuten im Ultraschallbad unter Zugabe von Ammoniumformiat in einer
Konzentration von 2 mmol/L als Puffer. 5 bis 100 pl der Desorptionslosung wurden in das
HPLC-Tandem-MS System injiziert. Im Folgenden werden die Optimierung des Verfahrens
sowie die erzielten Leistungsparameter dargestellt und die Ergebnisse der Analysen von

Realproben diskutiert.

4.4.2.1 Bestimmung einiger Messparameter fiir die HPLC-Tandem-MS

Fiir den Multi-Reaction-Monitoring (MRM)-Modus, dem empfindlichsten und selektivsten
Betriebsmodus der Tandem-MS, miissen verschiedene Potentiale festgelegt werden, die das
lonisierungs- und Fragmentierungsverhalten der Analyten beeinflussen. Dazu gehéren das
Declustering Potential (DP), das Entrance Potential (EP), das Focussing Potential (FP) und
die Kollisionsenergie (CE). Diese Potentiale miissen fiir jeden loneniibergang, der im MRM-
Modus detektiert wird, bestimmt werden. Die Parameter wurden mit Hilfe der Geritesoftware
halbautomatisch optimiert und sind in den Tabellen A2 und A3 (Anhang) aufgelistet. Die
Dwellzeit entspricht dem Zeitfenster, in dem ein definierter MRM-Ubergang gemessen wird.
Sie betrug in den ersten Versuchen 50 Millisekunden und wurde in spiteren Versuchen auf
200 Millisekunden erhéht.

4.4.2.2 Wahl des Losungsmittels
Methanol und Acetonitril sind mit der Fliissigchromatographie kompatible Lésungsmittel, die

in Vorversuchen ihre hervorragende Eignung als Desorptionsmittel fiir die Schlauchextraktion

zeigten. Deshalb wurden zwei Standards mit diesen beiden Losungsmitteln hergestellt und
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jeweils 5 pl in das HPLC-Tandem-MS System injiziert. Fiir den methanolischen Standard
ergaben sich deutlich bessere Peakformen fiir alle Analyten, deshalb wurde Methanol als
Desorptionsmittel fiir die Schlauchextraktion gewihlt. Danach wurde der Anteil von
Methanol in Wasser variiert, da fiir die Desorption der Substanzen vom Silikonschlauch ein
hoher Methanol-Anteil zwar glinstig ist, fiir die HPLC Trennung der Methanol-Anteil im
Desorptionsgemisch aber reduziert werden muss, damit keine Peakverbreiterung durch eine
zu hohe Elutionskraft des Desorptionsmittels auftritt. Nach Optimierungsversuchen mit
wechselnden Methanol-Anteilen und Injektionsvolumina wurde ein Methanol-Anteil von 60%
gewdhlt, wobei Ammoniumformiat als Puffer in einer Konzentration von 2 mmol/L
zugegeben wurde. Um Mehrfachinjektionen der Extrakte zu ermdglichen, wurde ein

Injektionsvolumen von 30 ul gewihlt.

4.4.2.3 Aussalzeffekt

Der Einfluss von Salz auf die Extraktion wurde untersucht, indem eine mit NaCl gesiittigte

Standardlésung (ca. 3,5 g auf 10 ml) mit den Schliuchen extrahiert wurde (Abb. 4.45).

400000 | mpur 03,59 NaCl

350000 — -
300000 +
250000
200000

150000

Flacheneinheiten

100000

50000

Abb 4.45: Einfluss von NaCl auf die Extraktion, 60 Minuten Extraktion; 10 Minuten Desorption mit US,
Injektion: 30 ul, Dwellzeit: 30 ms

Fir alle Analyten war ein positiver Aussalzeffekt zu verzeichnen, fiir einige der Analyten
stiegen die Extraktionsausbeuten um ein Vielfaches an. Allerdings werden die beiden

polarsten Verbindungen nur zu einem sehr geringen Teil (Oxamyl), beziehungsweise gar
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nicht (Methamidiophos) mit den Schliuchen angereichert. Alle weiteren Untersuchungen

wurden mit einer salzgesittigten Standardlosung durchgefiihrt.

4.4.2.4 Optimierung der Extraktionszeit

Fiir die Optimierung der Extraktionszeit wurden die wissrigen Standardlésungen auf dem
horizontalen Schiittler zwischen 5 Minuten und 80 Minuten bei Zimmertemperatur extrahiert.
Die Desorption erfolgte im Ultraschallbad und die Desorptionszeit betrug 10 Minuten.
Abbildung 4.46 zeigt einen deutlichen Anstieg der Peakflichen zwischen 5 und 20 Minuten.
Nach 20 Minuten flacht der Anstieg der Geraden langsam ab, und das Gleichgewicht ist
anndhernd erreicht. Fiir weitere Untersuchungen wurde eine Extraktionszeit von 20 Minuten

gewdhlt.

—0— Ethiofencarb —ji— Oxamyl —a&— Isoproturon  —»— Simazin —%— Atrazin —o— Propazin

—+— Prometryn —=— Diuron —e— Metalaxyl —&— Linuron —— Bendiocarb

250000

200000

150000

Flacheneinheiten

100000

50000

| 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

! Zeit [min)

Abb. 4.46: Zeitlicher Verlauf der Extraktion, Zugabe von 3,5 g NaCl, 10 Minuten Desorption mit US,
[njektion: 30 ul, Desorption Methanol/Wasser: 60/40, Dwellzeit: 200 ms
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4.4.2.5 Optimiertung der Desorptionszeit

Nach einer Extraktionszeit von 20 Minuten erfolgte die Desorption der Analyten von den
Silikonschlduchen mit einem Methanol/Wassergemisch (60:40). In den ersten Experimenten
erfolgte die Desorption im Ultraschallbad. Dies gewiihrleistete eine vollstindige Desorption
der Analyten in einer kurzen Zeit (zwischen 5 und 10 Minuten) kann aber zu Zersetzungen
der Analyten fiihren (Hoffmann et al., 1996). Fiir die hier untersuchten Modellanalyten war
eine Abnahme der Peakflichen nach ca. 20 Minuten mit Ultraschallbehandlung zu
beobachten, was wahrscheinlich auf einer Zersetzung der Analyten beruht. Um das
Zersetzungsrisiko zu vermindern, wurde die Desorption im Folgenden ohne Ultraschallbad
bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Die Desorptionszeit wurde zwischen 5 und 30 Minuten
variiert. Aus Abbildung 4.47 geht hervor, dass eine Desorptionszeit von 20 Minuten
ausreichend war, um die Analyten von den Schliuchen in das Desorptionsmitiel zu
tiberfithren. Dies wurde auch durch eine wiederholte Desorption desselben Schlauches
bestiitigt, bei dem in dem zweiten Desorptionsschritt der Anteil an Analyten unter 5% lag. Fiir

alle weiteren Versuche wurde eine Desorptionszeit von 20 Minuten gewihlt.

| —o— Ehiofencarb —i— Oxamyl —A— Isoproturon  —x— Simazin —¥— Atrazin —e— Propazin

—+— Prometryn

Diwron —o— Metalaxyl —&— Linuron —a&— Bendiocarh
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180000
160000

140000
120000

100000 4

Flacheneinheiten
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60000 +

40000 -

20000
0

45

Zeit[min]

Abb. 4.47: Zeitlicher Desorptionsverlauf, Zugabe von 3.5 g NaCl. 20 Minuten Extraktion; Injektion: 30
ul, Desorption Methanol/Wasser: 60/40, Dwellzeit: 200 ms
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4.4.2.6 Bestimmung der Leistungsparameter

Da reale Wasserproben sowohl mit der Schlauchextraktion als auch mit einer direkten
Injektion des wissrigen Standards analysiert werden sollten, wurde fiir beide Verfahren eine
externe Kalibrierfunktion aufgenommen, indem 5 Konzentrationspunkte zwischen 20 ng/L
und 20 pg/L. gemessen wurden. Bei der Direktinjektion wurden 100 pl des wissrigen
Standards in das HPLC-Tandem-MS System injiziert. Die Kalibrierfunktionen zeichnen sich
fiir beide Verfahren durch zufriedenstellende Linearitit aus (R® besser als 0,996). Die
relativen Standardabweichungen der Peakflichen lagen bei der Schlauchextraktion bei
Verwendung von 3 verschiedenen Schliuchen zwischen 4 und 14% (n=3) und bei der
direkten Wasserinjektion zwischen 3 und 9% (n=3). Die einzeln aufgelisteten Werte der
Prizisionen und Kalibrierfunktionen sind im Anhang in den Tabellen A4 und A5 zu finden.
Die Nachweisgrenzen wurden, wie in Kapitel 3.7 beschrieben, durch das Signal/Rausch-

Verhiltnis von 3:1 bestimmt und sind in Tabelle 4.25 gezeigt.

Tab. 4.25: Nachweisgrenzen flir die Bestimmung der Pestizide mittels
Direktinjektion und Schlauchextraktion.

NWGs [ng/L] fiir die NWGs [ng/L] fir die
Direktinjektion Schlauchextraktion
100pl-Injektion 30ul-Injektion

Ethiofencarb 10 4

Oxamyl 50 >200

[soproturon 10 2

Simazin 50 10

Atrazin 10 1,5

Propazin 15 7

Prometryn 20 2

Diuron 20 3

Methamidophos | 10 >40

Metalaxyl 10 1,5

Linuron 50 10

Bendiocarb 200 40
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Die um den Faktor 2 bis 10 niedrigeren Nachweisgrenzen der Schlauchextraktion im
Vergleich zur direkten Injektion von 100 pl des wissrigen Standards zeigen die gute
Anreicherung dieser Komponenten mit den Silikonschlduchen und somit die Moglichkeit
ciner empfindlichen Bestimmung von Substanzen mit log Kow -Werten bis zu ca. 1,7
(Metalaxyl) mit der Schlauchextraktion. Sehr polare Substanzen mit negativen log K., -Wert
werden mit den Silikonschlauchen nicht erfasst. Die Nachweisgrenzen der Schlauchextraktion
kdnnen durch ein gréBeres Injektionsvolumen (100 pl statt 30 pl) noch weiter verbessert
werden, dann ist aber die Méglichkeit der mehrfachen Injektion eines Extraktes nicht mehr

gegeben.

4.4.2.7 Untersuchung von lonensuppressionseffekten

Bei der Elektrospray-lonisierung konnen durch die Anwesenheit von Matrixkomponenten die
lonisierungsprozesse in der Ionenquelle so beeinflusst werden kann, dass es zu
Signalunterdriickungen  (Ionensuppression) oder in  einigen Fillen auch zu
Signalverstirkungen kommt (Souverain et al., 2004). Aus diesem Grund wurden vor der
Analyse von Realproben sowohl die Direktinjektion als auch die Schlauchextraktion auf
lonensuppressionseffekte untersucht.

Fiir die Direktinjektion wurde einer realen Wasserprobe, in der die Pestizide nicht
nachgewiesen wurden, das Standardgemisch (Konzentration zwischen 200 und 2000 ng/L)
zugegeben (,,matrix matched™ Standard) und mit den Ergebnissen eines wiissrigen Standards,
der die gleiche Konzentration enthielt, verglichen. Es wurden je 30 ul injiziert. Die
Injektionen wurden dreimal wiederholt und die relativen Standardabweichungen der

Peakflichen lagen zwischen 3 und 9%.
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Abb. 4.48: Test auf [onensuppressionen bei der direkten Injektion von 30 pl.

Fiir Oxamyl und Methamidophos waren die Peakflichen in der Realprobe deutlich geringer
(Abb 4.48), was zeigt, dass diese beiden Komponenten durch die Matrixbestandteile in der
Realprobe schlechter ionisiert werden. Eine Auswertung dieser beiden Analyten mit einer
externen Kalibrierung wiirde zu niedrige Konzentrationen ergeben. Alle anderen
Komponenten kénnen mit einer externen Kalibrierung quantifiziert werden.

Danach wurde untersucht, ob die Schlauchextraktion eine geniigende Abtrennung der Matrix
gewiihrleistet, um diese [onensuppressionseffekte zu eliminieren. Daflir wurden 15 ml der
Realprobe, in der die Pestizide nicht nachweisbar waren, mit einem Silikonschlauch extrahiert
und mit dem Ldsungsmittelgemisch desorbiert. Weiterhin wurde reines HPLC-Wasser auf die
gleiche Weise mit den Silikonschlduchen extrahiert und diese anschliefend desorbiert. Den
erhaltenen Extrakten wurde jeweils das Standardgemisch (Konzentration zwischen 200 und
2000 ng/L) zugegeben und je 30 ul wurden in das HPLC-Tandem-MS System injiziert. Die
erhaltenen Peakflichen wurden miteinander verglichen. (Abb. 4.49). Wenn mit den
Schliuchen Matrixbestandteile aus der Realprobe extrahiert werden, die =zu
lonenunterdriickung fithren, wiirde sich das in diesem Vergleich zeigen. Die Injektionen
wurden dreimal wiederholt und die relativen Standardabweichungen der Peakflichen lagen

zwischen 6 und 11%.
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Abb. 4.49: Test auf lonensuppressionen bei der Schlauchextraktion, je 30 ul Injektionsvolumen.

In Abbildung 4.49 wird ersichtlich, dass sich fiir beide Extrakte die Peakflichen fiir alle
Analyten nicht unterscheiden. Die Matrixbestandteile, die bei der Direktinjektion zu
lonenunterdriickung fithren, werden wahrscheinlich durch die Schlauchextraktion ausreichend
abgetrennt. Dies  verdeutlicht, dass mit der  Schlauchextraktion  solche

lonensuppressionseffekte eliminiert werden kénnen.
4.4.2.8 Analyse von Realproben

Es folgte die Analyse einer kontaminierten Flusswasserprobe, aus dem Bitterfelder Raum, in
der Pestizide in nachweisbaren Konzentrationen vermutet wurden. Bei Anwendung der
Schlauchextraktion wurde die Probe sowohl unverdiinnt als auch in einer Verdiinnung von 1:5
Jjeweils unter den optimierten Extraktionsbedingungen (Zugabe von 3,5 g NaCl, 20 Minuten
Extraktionszeit, 20 Minuten Desorptionszeit) untersucht. Anschliefend wurden 30 pl des
Extraktes in das Analysensystem injiziert. Die Direktinjektion erfolgte mit einem Volumen
von 100 pl. Die Komponenten, die bei der Direktinjektion Probleme beziiglich der
[onensuppression aufwiesen (Oxamyl und Methamidophos), waren in den Proben nicht
detektierbar. Deshalb erfolgten sowohl die Quantifizierung der Direktinjektion als auch die
Quantifizierung der verdiinnten und unverdiinnten Schlauchextraktion mit den jeweiligen

externen Kalibrierfunktionen. AuBerdem wurde die Probe mit der Methode der
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Standardaddition quantifiziert. Fiir die Standardaddition wurden der unverdiinnten Probe vor
der Schlauchextraktion jeweils 3 Standardlosungen zugebenden. Die erste Standardldsung
enthielt die Analyten in einem Konzentrationsbereich zwischen 0.2 und 2 ug/L, die zweite
zwischen 1 pg/lL und 10 pg/L und die dritte zwischen 2 und 20 pg/L. Um
Verdiinnungseffekte zu vermeiden, lag das zugegebene Volumen jeweils unter 0,1%. Die
Auswertung erfolgte tiber die Extrapolation der Regressionsgeraden auf die x-Achse. Die
Standardaddition zeigte fiir diesen Konzentrationsbereich eine sehr gute Linearitit (R’
zwischen 0,999 und 1). Die Konzentrationen, die in der Realprobe mit den einzelnen

Verfahren gefunden wurden, sind in Tabelle 4.26 aufgelistet.

Tab. 4.26: Quantifizierung einer Realprobe mit verschiedenen Methoden, je unter
optimierten Bedingungen

I;[Oerlﬁ.oizr Analyten/ Simazin [ng/L] Atrazin [ng/L] Propazin [ng/L] Prometryn [ng/L]
Direktinjektion 1360 120 133 2270
Schlauchextraktion 446 48 76 1490
5 vordtant 1535 155 166 2810
e I 127 129 2350

Die Analyse der Probe mit den verschiedenen Verfahren zeigt, dass die Ergebnisse, die mit
der Direktinjektion erhalten werden, in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Standardaddition liegen. Die Werte der 1:5 verdiinnten Schlauchextraktion sind etwas héher,
liegen aber noch im einer akzeptablen Ubereinstimmung. Die Triazine werden in
Konzentrationen gefunden, die teilweise weit tiber dem Grenzwert von 0,1 pg/L je Pestizid in
Trinkwasser liegen. Mit der Schlauchextraktion der unverdiinnten Probe werden fiir alle
nachweisbaren Substanzen deutlich geringere Werte erhalten. Der Grund fiir diese
Abweichungen liegt, wie in Kapitel 4.4.2.7 gezeigt wurde, nicht an [onensuppressionseffekten
durch die Matrix. Auch eine Sittigung der Silikonschlduche kann nicht der Grund fiir die
geringen Konzentrationswerte sein, da in diesem Falle die Standardaddition keinen linearen
Zusammenhang ergeben wiirde. Eine Erklirung fiir die Abweichungen kann in
Wechselwirkungen der Analyten mit den Matrixbestandteilen liegen, welche zu einer
verzbgerten Einstellung des Gleichgewichtes zwischen der wiissrigen und der Silikonphase
fiihren konnen. Weiterhin kénnen sich durch die Interaktionen mit den Matrixbestandteilen

neue Gleichgewichte einstellen, resultierend in verdnderten Extraktionsausbeuten fiir die
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Analyten (Quintana et al., 2004). Diese Matrixwechselwirkungen scheinen stark von der
Komplexitit der Matrix abzuhidngen, denn fiir die 1:5 verdiinnte Probe traten solche Probleme
nicht auf, was durch die akzeptable Ubereinstimmung der Ergebnisse mit der
Standardadditionsverfahren und der Direktinjektion belegt wird. Auch andere Autoren
beschreiben zeitlich verzégerte Gleichgewichtseinstellungen durch Matrixbestandteile. Moder
etal. (1997) fanden bei der Extraktion von Phenolen mit der SPME eine verringerte Ausbeute
bei Anwesenheit von Huminsduren und Tensiden. Durch eine Verlingerung der
Extraktionszeit von 30 Minuten auf 45 Minuten wurden bei einer Anwesenheit von
Huminsduren in Konzentrationen von 17 mg/L die urspriinglichen Ausbeuten wieder erreicht.
Bei einer hoheren Huminsaurekonzentration von 130 mg/L war die Gleichgewichtseinstellung
nach 70 Minuten vollzogen.

Es wurde nun untersucht, ob eine Verldngerung der Extraktionszeit bei der Extraktion einer
Realprobe zu der urspriinglichen Extraktionsausbeute fiihrt. Dafiir wurde der =zeitliche
Extraktionsverlauf anhand einer aufgestockten Realprobe (,,matrix matched* Standard)
zwischen 5 und 200 Minuten untersucht. Im Gegensatz zu der Extraktion des wiissrigen
Standards, bei dem die Gleichgewichtseinstellung nach 20 Minuten vollzogen war, wurde ein
kontinuierlicher Anstieg der Extraktionskurve fiir alle Analyten beobachtet. Zwischen 150
und 200 Minuten flachte der Anstieg der Kurve ab und nach 200 Minuten war ein Plateau
erreicht. Die Extraktionsausbeuten nach 200 Minuten entsprachen annihernd denen, die mit
dem wissrigen Standard nach 20 Minuten erhalten wurden und sind in Tabelle 4.27

dargestellt.
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Tab. 4.27: Vergleich der Extraktionsausbeuten im wissrigen Standard nach 20 Minuten
und im ,,matrix matched" Standard nach 200 Minuten
Substanz WDF [%] WDF [%]
wiissriger Standard ~matrix matched* Standard
20 Minuten 200 Minuten
Ethiofencarb 33 66
Oxamyl 5 5
Isoproturon 63 64
Simazin 51 63
Atrazin 71 75
Propazin 66 65
Prometryn 53 38
Diuron 44 54
Methamidophos 0 0
Metalaxyl 55 61
Linuron 39 70
Bendiocarb 61 74
Diese  Untersuchungen verdeutlichen, dass die Anwesenheit der Matrix die

Gleichgewichtseinstellung verlangsamt, aber nicht veréindert. Um dies zu belegen, wurde
erneut eine Realprobe, die von ihrer Komplexitit her der vorher untersuchten Realprobe
dhnelte, mit der Schlauchextraktion bei einer Extraktionszeit von 200 Minuten extrahiert. Die
Ergebnisse wurden mit denen einer Schlauchextraktion eines 1:5 verdiinnten Standards und
mit denen einer Direktinjektion verglichen. Das Injektionsvolumen betrug 30 pl bei der
Schlauchextraktion und 100 pl bei der Direktinjektion. Wie in Tabelle 4.28 zu sehen ist,

stimmen die Ergebnisse gut iiberein.

Tab. 4.28: Quantifizierung einer weiteren Realprobe mit verschiedenen Methoden und
verschiedenen Extraktionszeiten
Substanz Schlauchextraktion Schlauchextraktion
unverdiinnte Probe 1:5 Verdlinnung Direktinjektion
200 min 20 min
sz 1390 1260 1140
Hoazn 101 121 103
Propazin 109 127 105
vranEt 2370 2005 2030
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Dieser Vergleich zeigt, dass fir die Schlauchextraktion-HPLC-Tandem-MS die
Quantifizierung iiber eine externe Kalibrierung méglich ist, wenn fiir stark matrixbelastete
Proben cine detaillierte Untersuchung der bendtigten Zeitdauer bis zum Erreichen des

Gleichgewichts erfolgt.

4.4.3 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse der Schlauchextraktion

Die Untersuchungen zum Einsatz der Schlauchextraktion haben gezeigt, dass diese
kostengiinstigen Polysiloxanmaterialien zur emptindlichen Anreicherung einer Vielzahl
organischer Verbindungen geeignet sind. Neben unpolaren Analyten wie polychlorierten
Biphenylen mit log Ko -Werten bis zu 7 (PCB 138) konnen polare Stoffe mit log Koy -
Werten = 1,7 (Metalaxyl) effektiv angereichert werden. Um noch polarere Analyten
anzureichern, sind Polysiloxanschlduche nicht anwendbar, dafiir miissten andere Materialien,
wie beispielsweise Polyacrylat eingesetzt werden. Die Schlauchextraktion ist sowohl fiir die
Kopplung mit der LVI-GC-MS, als auch mit der HPLC-Tandem-MS hervorragend geeignet;
beide Analysenverfahren resultieren in Nachweisgrenzen im unteren ng/L —Bereich fiir die
untersuchten Analyten. Die Schlauchextraktion zeichnet sich weiterhin durch eine schnelle
Gleichgewichtseinstellung zwischen der wissrigen Phase und der Silikonphase aus. Die gute
Matrixabtrennung, die mit den Silikonschlduchen erreicht wird, ist vor allem bei Einsatz der
HPLC-Tandem-MS vorteilig. lonensuppressionseffekte, wie sie bei der direkten Injektion
wissriger Proben auftreten konnen, werden durch die Matrixabtrennung verhindert.
Allerdings kann bei der Schlauchextraktion die Matrix zu einer verzdgerten
Gleichgewichtseinstellung flihren. Diese Effekte scheinen von der Komplexitit der Probe
abzuhéingen. Fir eine stark matrixhaltige Realprobe trat eine verzigerte
Gleichgewichtseinstellung nur bei Extraktion der unverdiinnten Probe auf, bei einer 1:5
Verdiinnung erfolgte die Gleichgewichtseinstellung ohne Verzgerung. Eine Ausdehnung der
Extraktionszeit auf 200 Minuten verdeutlichte, dass die Anwesenheit der Matrix die
Gleichgewichtseinstellung zwar verlangsamt, aber nicht verindert. Komplexe Realproben
konnen demzufolge anhand einer externen Kalibrierung quantifiziert werden, wenn eine
ausreichend lange Extraktionszeit gewihlt wird. Alternativ kann die Quantifizierung liber eine
Standardaddition erfolgen. Die Kalibrierung mit einem internen Standard stellt eine weitere

Moglichkeit der Quantifizierung dar, wurde aber in diesem Zusammenhang nicht untersucht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Anwendung von neuen
Probevorbereitungstechniken und deren Kopplung mit modernen Analysengeriten. Sowohl
die membranunterstiitzte  Losungsmittelextraktion als auch die Extraktion mit
Silikonmaterialien repriisentieren umweltfreundliche Extraktionstechniken, die in die

Kategorie ,,green analytical chemistry* einzuordnen sind.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die membranunterstiitzte Losungsmittelextraktion (MASE)
weiterentwickelt und fiir verschiedene Substanzklassen angewandt. Bei dieser Technik lésen
sich die Analyten in der Membran und diffundieren durch das Polymermaterial in ein
organisches Losungsmittel. Die Aufkonzentrierung der Analyten erfolgte zum einen durch
deren Uberﬂihrung in ein kleineres Volumen eines organischen Losungsmittels (800 ul), zum
anderen im Liner des Gaschromatographen bei Anwendung der Large-Volume-Injektion.
Diese einfache, losungsmittelreduzierte Extraktionsmethode bot den Vorteil, dass Wasser,
Salze und Partikel von der zu untersuchenden Extraktionsphase abgetrennt wurden. Auch die
Bildung von Emulsionen, ein Problem, dass bei der konventionellen fliissig-fliissig Extraktion
auftreten kann, wurde durch die Membran verhindert. Aufgrund der guten Membran-zu-
Membran Reproduzierbarkeit war ein Austausch der Membranbeutel unproblematisch.
Weiterhin  existierten bei Verwendung der Membranbeutel keine Probleme mit
Memoryeffekten, was bedeutet, dass die Membranbeutel mehrfach verwendet werden kénnen.
Mit Hilfe des Multi Purpose Samplers (MPS 2) der Firma Gerstel, der als Probengeber
fungiert, war die Technik voll automatisierbar. Es wurde gezeigt, dass die MASE fiir die
Analyse von Substanzen in einem breiten Polarititsspektrum eingesetzt werden kann, sowohl
fiir polychlorierte Biphenyle mit log Ko -Werten bis zu 8,3 (PCB 180) als auch fiir polarere
Analyten wie Phenol mit einem log Ky -Wert von 1,5. Die gute Matrixabtrennung der
MASE wurde durch die Extraktion von Realproben bestitigt; Flusswasser- Wein -und
Saftproben wurden mit dieser Technik analysiert. Die Richtigkeit der Ergebnisse wurde durch
eine Aufstockung der Realproben bestiitigt. Ein Vergleich der MASE und einer weiteren
neuen Extraktionsmethode, der SBSE, verdeutlichte, dass beide Methoden erfolgreich fiir die
Bestimmung organischer Kontaminanten in komplexen Proben eingesetzt werden kénnen. Im
Gegensatz zu anderen neuen Extraktionstechniken wie der véllig losungsmittelfreien SPME
erzielte die MASE hohere Extraktionsausbeuten und reprisentierte ein robusteres,

kostengiinstigeres System. Somit stellt die membranunterstiitzte Ldsungsmittelextraktion
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durchaus eine Alternative zu der [§sungsmittelintensiven, schwer automatisierbaren LLE und

der SPE dar.

Der niichste Teil der Arbeit beschreibt die Verkleinerung der bei der MASE eingesetzten
Membranbeutel und des Extraktionsvolumens. Daraus entwickelte sich die miniaturisierte
membranunterstiitzte Losungsmittelextraktion (mini-MASE). Die Untersuchungen zur
miniaturisierten MASE zeigten die weitgehende Unabhingigkeit des Extraktionsprozesses
von den Dimensionen des Membranbeutels und die bessere Anreicherung der untersuchten
Substanzen in einem kleineren Volumen (100 ul). Durch den Einsatz der mini-MASE war die
Moglichkeit gegeben, diese Extraktionsmethode mit einer konventionellen heiffen
split/splitlosen Injektion zu kombinieren. Die mini-MASE wurde zuniichst fiir die Extraktion
der PCBs optimiert, aber auch der Einsatz der mini-MASE fiir ausgewiihlte fliichtige
Verbindungen wverlief erfolgreich. Der Vergleich der Analyse von kontaminiertem
Flusswasser mit einer Headspace-Extraktion verdeutlichte die verldssliche quantitative
Bestimmung dieser VOCs unter Anwendung der mini-MASE. Die mini-MASE zeigte ebenso
wie die MASE eine gute Matrixabtrennung. Die Ergebnisse, die mit der mini-MASE erhalten
wurden, konnen hinsichtlich Empfindlichkeit und Prizision durchaus mit den
Standardmethoden, wie der Headspace-Extraktion und der Purge-and-Trap Technik
konkurrieren. Ein bedeutender Vorteil der mini-MASE liegt in der Extraktion und Analyse
von sehr flichtigen und schwerfliichtigen Verbindungen in einem Schritt. Die voll
automatisierte Kopplung der Extraktion mit dem Analysensystem und weitere detaillierte
Untersuchungen und Validierungen der simultanen Bestimmung von leicht- und

schwerfliichtigen Verbindungen sind Aufgaben, die sich fiir die Zukunft stellen.

Im letzten Teil der Arbeit stand die Anwendung der Extraktion mit Silikonschlduchen im
Vordergrund. Bei der Schlauchextraktion [§sen sich die Analyten wihrend der Extraktion in
dem Polymermaterial und werden anschlieend mit einer kleinen Menge eines Lésungsmittels
desorbiert. Die Untersuchungen zeigen, dass die Schlauchextraktion sowohl fiir die Kopplung
mit der LVI-GC-MS, als auch mit der HPLC-Tandem-MS sehr gut geeignet ist; beide
Analysenverfahren resultieren in Nachweisgrenzen im unteren ng/L-Bereich fiir die
untersuchten Komponenten. Die Schlauchextraktion zeichnete sich weiterhin durch eine
schnelle Gleichgewichtseinstellung zwischen der wissrigen Phase und der Silikonphase aus.
Die kostengiinstigen Polysiloxanmaterialien waren zur empfindlichen Anreicherung einer
Vielzahl organischer Verbindungen geeignet. Neben unpolaren Analyten wie polychlorierten

Biphenylen mit log Kos -Werten bis zu 7 (PCB 138) konnen polare Stoffe mit log Ko -
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Werten bis zu 1,7 (Metalaxyl) effektiv angereichert werden. Um noch polarere Analyten
anzureichern, wiirde sich der Einsatz anderer Materialien, wie beispielsweise Polyacrylat
empfehlen.

Zuniichst erfolgte die Kombination der Schlauchextraktion in Verbindung mit einer
Lasungsmitteldesorption und mit der LVI-GC-MS anhand ausgewihlter organischer
Modellanalyten. Die Desorption der Analyten konnte mit verschiedenen organischen
Losungsmitteln erfolgen. Die Analyse einer kontaminierten Realwasserprobe unter
verschiedenen Extraktionsbedingungen fiihrte zu iibereinstimmenden Ergebnissen, deren
Richtigkeit durch eine Aufstockung der Probe verdeutlicht wurde. Die gute
Matrixabtrennung, die mit den Silikonschlduchen erreicht wird, war vor allem bei Einsatz der
HPLC-Tandem-MS als Analysenmethode vorteilig. Die Schlauchextraktion in Verbindung
mit der HPLC-Tandem-MS erméglichte dadurch eine geeignete Alternative zur direkten
[njektion von Wasserproben, wenn lonensuppressionen durch Matrixbestandteile auftreten.
Fiir stark matrixhaltige Realproben kann die Gleichgewichteseinstellung zwischen der
wissrigen und der Silikonphase zeitverzdgert erfolgen. Deshalb muss fiir Realproben eine
ausreichend lange Extraktionszeit gewihlt werden, um die Quantifizierung anhand einer
externen Kalibrierung ausfiihren zu kdnnen. Eine Alternative ist durch die Quantifizierung
tiber eine Standardaddition gegeben. Die bisher vorliegenden Ergebnisse rechtfertigen es, die
preiswerten Schlauchmaterialien analog zu den handelsiiblichen , Twistern™ fiir die

Serienanalytik unpolarer und mittelpolarer Kontaminanten in Fliissigkeiten einzusetzen.
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7 ANHANG

Tab. Al:

ANHANG

Geradengleichungen der Kalibrierung der Schlauchextraktion,

9 Konzentrationsstufen zwischen 0,5 ng/L und 1000 ng/L

Bedingungen/

Substanz

Pur + Cyclohexan

Salz + Ethylacetat

4-Chlor-3-methylphenol
2.4,6-Trichlorphenol
Pentachlorbenzol
a-Lindan

Atrazin

Propazin

PCB 28
Parathion-methy]l
Ametryn

Prometryn
Fenitrothion
Bromophos

PCB 101

PCB 138

y=1925x + 762,55
y =467.8x + 750,34
y=66,275x + 631,81
y =264.89x - 139,34
y =23492x + 49235
y=18927x + 1713,5
y =120,07x + 2769,5
y=12002x + 1147
y=221,67x +903,5
y=10292x + 504,07
y=22432x +2502.8
y=21775x + 956,91

y=3427x + 4147

y =422,65x - 1169,1
y = 1508,9x +4033,5
y=451,01x + 29105
y=1826,1x + 23743
y=1673,6x+ 11136
y=2951,6x + 53230
y=0662,7x + 70577
y=1081.4x +2709.3
y = 3686,2x - 882,44
y=45391x + 78104
y = 1788,8x + 6305,2
y =2284,2x + 18340
y=2124x + 50624




ANHANG

Tab. A2: Modellsubstanzen mit dem ersten lonentibergang (MRM-Modus) und den
optimierten Messparametern.

Pre(]::)lrt:nser— Ubeléanq OF V] [F\F] [E/P] [S\E]
Ethiofencarb 226 107 16 400 10 29
Oxamyl 237 72 1 350 4 29
[soproturon 207 72 22 400 12 40
Simazin 202 132 20 400 8 29
Atrazin 216 174 25 400 10 28
Propazin 230 146 25 400 10 35
Prometryn 242 158 25 400 10 35
Diuron 233 72 20 400 8 40
Methamidophos 142 94 26 400 11 19
Metalaxyl 280 220 46 400 12 19
Linuron 249 160 20 400 11 28
Bendiocarb 224 167 13 400 8 13

Tab. A3: Modellsubstanzen mit dem zweiten loneniibergang (MRM-Modus) und den

optimierten Messparametern.

i
Ethiofencarb 226 164 16 400 10 15
Oxamyl 237 90 1 350 4 17
[soproturon 207 165 22 400 12 22
Simazin 202 124 20 400 8 25
Atrazin 216 104 25 400 10 40
Propazin 230 - - = - -
Prometryn 242 200 25 400 10 28
Diuron 233 160 20 400 10 35
Methamidophos 142 125 26 400 10 19
Metalaxyl 280 160 46 400 10 31
Linuron 249 182 20 400 11 26
Bendiocarb 224 109 13 370 9 25

1



ANHANG

Tab A4: RSD-Werte fiir die Direktinjektion (Injektionsvolumen: 100 pl) und die
Schlauchextraktion (Injektionsvolumen: 30 pl), n =3, ¢ = 200 bis 2000 ng/L.

Bedingungen/ o

- Direktinjektion Schlauchextraktion

Mittelwert  RSD(%) Mittelwert RSD(%)

Ethiofencarb 12722 5.7 6465 5.8

Oxamyl 8947 4.0 0 -

[soproturon 17789 4.2 95359 14,4

Simazin 19356 4.5 7143 8,9

Atrazin 14322 3.3 14117 10,0

Propazin 19722 43 35711 10,8

Prometryn 34422 53 100867 4.1

Diuron 21422 4,5 11260 10,7
Methamidophos 9503 4,2 0 -

Metalaxyl 19356 3.0 7483 8,3

Linuron 48256 4.2 117833 7,9

Bendiocarb 4147 9.3 1873 5.7

I



ANHANG

Tab. AS: Kalibrierfunktionen fiir die Direktinjektion (Injektionsvolumen: 100 ul) und

die Schlauchextraktion (Injektionsvolumen: 30 pl), je 5 Konzentrationspunkte

zwischen 20 ng/L und 20 pg/L

Bedingungen/ ) .
Sulssts Direktinjektion Schlauchextraktion
Geradengleichung R™ Geradengleichung R
Ethiofencarb y=1577,08x + 313,71 1,000 y=2349x-2404 0,996
Oxamyl =1964,1x + 366,77 0,999 - -
[soproturon y =680,99x + 185,17 1,000 y=2327,57x - 194,32 0,999
Simazin y = 8544,6x - 41,203 0,999 y=64,593x - 218,05 0,999
Atrazin y =623,22x - 99,062 0,999 y=540,31x - 279,15 0,999
Propazin y =8405x - 461,11 1,000 y=0619,91x - 309,34 0,999
Prometryn y=1765,3x - 150,27 1,000 y = 688,45x - 355,94 0,999
Diuron y=518,53x - 33,023 1,000 y =33943x - 413,99 0,998
Methamidophos y =417.46x - 96,204 1,000 - -
Metalaxyl y =284,1x - 80,749 0.999 y =475,78x - 828,37 0,998
Linuron y =22455x + 233,12 0,999 y=128,53x - 15494 0,996
Bendiocarb y=20491x + 22559 0,999 y=12,175x + 132,57 0,999

v
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