Analytik aromatischer Amine in wéssrigen und

biologischen Matrices

Neue Verfahren zur Anreicherung und selektiven Detektion

DISSERTATION
zur
Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

dem Fachbereich Chemie
der Philipps-Universitat Marburg

vorgelegt von

Thomas Zimmermann

aus Wilhelmshaven

Marburg/Lahn 2005



Die Arbeit entstand in der Zeit von 10/2000 bis 07/2005 am Fachbereich Chemie der

Philipps-Universitat Marburg und wurde am 8. Juli 2005 als Dissertation angenommen.

Erstgutachter: Prof. Dr. Wolfgang Ensinger
Zweitgutachter: Prof. Dr. Werner Engewald
Tag der miindlichen Priifung: 13. Juli 2005



Ein Gedanke kann nicht erwachen,

ohne andere zu wecken.

Marie Freifrau von Ebner-FEschenbach






Die vorliegende Arbeit entstand am Fachbereich Chemie und am Institut fiir Immunolo-
gie und Umwelthygiene der Philipps-Universitdt Marburg in der Zeit von Oktober 2000
bis Juli 2005 unter Anleitung von Dr. Torsten Schmidt und Prof. Dr. Wolfgang Ensinger.

Prof. Dr. Wolfgang Ensinger danke ich fiir die Betreuung der Arbeit und die vielen Frei-
heiten, die er mir gewdhrt hat. Mein besonderer Dank gilt Dr. Torsten Schmidt von
der Universitédt Tiibingen, dessen Arbeiten ich fortgefiithrt habe. Er hat mich trotz der
ortlichen Distanz und einer Vielzahl weiterer Verpflichtungen stets intensiv beraten und

sich sehr fiir meine Belange eingesetzt.

Den Professoren Dr. Werner Engewald, Dr. Gerd Hilt und Dr. Jérg Lorberth sowie Herrn
Dr. Torsten Schmidt danke ich fiir den Beisitz bei der Disputation. Hervorheben méchte
ich Prof. Dr. Werner Engewald der Universitéit Leipzig, der das Koreferat iibernommen

und mir Wasserproben von Riistungsaltlasten zur Verfiigung gestellt hat.

Die ersten Arbeiten zu dieser Dissertation wurden am Institut fiir Immunologie und
Umwelthygiene durchgefiihrt. Bedauerlicherweise und fiir alle Mitarbeiter iiberraschend
wurde das Institut Ende 2002 geschlossen. Ich danke den Kollegen fiir die schone Zeit

und das angenehme Arbeitsklima.

Herrn Dr. Klaus Steinbach bin ich fiir die finanzielle Unterstiitzung und die Bereitstel-
lung des GC-AED zu Dank verbunden. Von Beginn an hat er grofies Vertrauen in mich
gesetzt und mich jederzeit fachlich beraten. Bei apparativen Problemen hat er mir stets

zur Seite gestanden.

Die Arbeiten zum Thema aromatische Amine in Urin bauen auf der Diplomarbeit von
Stefanie Potz auf, bei der ich mich an dieser Stelle bedanken mochte. Zudem mochte
ich auch auf meine Probanden hinweisen, die ohne Riicksicht auf die eigene Gesundheit

geraucht und mich mit Urin versorgt haben.

Fiir ihre Hilfsbereitschaft bei der Recherche und Beschaffung der Literatur bin ich Frau
Becht-Schroder von der Bibliothek des Fachbereichs Chemie sehr verbunden.

Unterstiitzt haben mich die Firma Restek, die mir die GC-Séule zur Verfiigung gestellt
haben und die Firma JAS, deren GC-AED/MS ich benutzen durfte.



Den Mitgliedern des Arbeitskreises Ensinger Daniel, Henrik, Falk, Yun-Young, Christoph
und Jens sowie den Ehemaligen Claudia, Isa, Sonja, Melanie, Thorben und Henry mochte
ich fiir viele schone Stunden danken. Ich bin Thorben und Henry sehr verbunden, auf
deren Erfahrungen mit der Festphasenmikroextraktion ich zuriickgreifen konnte, sowie

Isa, mit der ich in unserem gemeinsamen Labor viel Spaf hatte.

Meinen Kollegen im anorganisch-analytischen Grundpraktikum speziell Francesca, Tina
und Daniel sowie Herrn Dr. Frank Weller bin ich fiir die gute Zusammenarbeit und die
langjahrige Unterstiitzung dankbar. Hinweisen moéchte ich auch auf meine Praktikan-
ten Kai, Enrico, Christine, Viktoria, Anke, Felicitas, Nadine, Andreas, Benedikt, Sarah,
Steffen, Birte, Katharina, Christiane, Melanie, Sebastian, Fabian und Ann-Katrin, die
besonders am Ende der Doktorarbeit und nach der Geburt von Kai Arne nachsichtig wa-
ren. Annette, Marion, Tamara, Marie, Torsten, Christine, Katharina, Susanne, Martina,
Stefanie, Noa, Michaela, Thomas, Roland, Johannes, Martin, Conny maochte ich dariiber

hinaus fiir ihren Beitrag zum Gelingen des Ferienpraktikums danken.

Zu erwihnen sind auch Heiko Beneken und Oliver Cordes, die mit mir die Grundlagen
der Depletion-SPME diskutiert haben. Bei Oliver Cordes fanden zudem meine Fragen
zu IXTEX  stets ein offenes Ohr.

Mein besonderer Dank gilt Claudia und Torsten fiir das geduldige und sorgfiltige Kor-

rekturlesen dieser Arbeit.

Ich danke allen Freunden, die mir in zahlreichen Gespriachen den noétigen Riickhalt ge-

geben und mir mit so mancher Idee weitergeholfen haben.

Nicht zuletzt mochte ich das Vertrauen und die grole Geduld meiner Eltern anerkennen,
die sie mir stets entgegengebracht haben. Ich kann nachvollziehen, dass es fiir Auflenste-

hende oft nicht leicht war, meinen Werdegang nachzuvollziehen.

Mein besonderer Dank gilt meiner Frau Claudia, die mich {iber den langen Weg der
Promotion hinweg begleitet und die Arbeit korrigiert hat. Sie hat mir stets zur Seite
gestanden und mich beraten. Ich bin ihr fiir ihre Geduld und Nachsicht sehr verbunden,

die sie schlechte Laune und ungebremsten Forscherdrang ertragen lief3.



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung

2 Toxikologie aromatischer Amine

3 Zusammensetzung von Urin

4 Grundlagen der SPME

4.1 Theorie der Festphasenmikroextraktion . . . . . . ... .. ... ... ..

4.2 SPME fiir Verteilungsprozesse . . . . . . . . . . .. ...

4.3 Extraktionsparameter. . . . . . . . ... Lo Lo

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5
4.3.6
4.3.7

Beschichtung . . . . . .. ..o o o
Durchmischung der Probe . . . . . . ... ... ... .. .....
Zusammensetzung der Probe . . . . . . . ...
Probevolumen . . . . . . . ... ... ...
Extraktionszeit . . . . . . .. ... o o
Extraktionstemperatur . . . . .. ..o

Desorptionsbedingungen . . . . . . . ... ... ... ...

5 Stand der Forschung

5.1 Extraktion aromatischer Amine . . . . . . . . . . . .. ... . ... ..

5.2 Trennung und Detektion . . . . . .. ... ... 0oL

5.3 Derivatisierung aromatischer Amine . . . . . . . ... ... ... ... ..

6 Aufgabenstellung

7 Ergebnisse

7.1 Derivatisierung . . . . . . . ..o L

7.1.1
7.1.2
7.1.3
7.1.4
7.1.5

Durchfithrung . . . . . . . . ... o
Reaktionsmechanismus . . . . . .. . ... ... ... ... ....
Reaktivitdt und Stoffumsatz . . . . . . .. . ... ... L.
Nebenreaktionen . . . . ... ... ... ... .. ... .. ...,

Stabilitat der Derivate . . . . . . . . . ...

11
15
18
18
20
21
22
23
24
25

27
27
31
32

37



IT

INHALTSVERZEICHNIS

7.2

7.3

7.4

7.1.6 Polaritdt der Derivate . . . . . .. .. ... L. 60
7.1.7 Massenspektren der Derivate . . . . . . . . ... .. ... ..... 63
Bestimmung der extrahierten Stoffmenge . . . . . . . ... ... ... 66
7.2.1 Untersuchung von depletion-SPME . . . . .. .. ... ... ... 66
7.2.2 Validierung des Verfahrens . . . . . . . .. ... ... .. ..... 72
7.2.3 Bestimmung der extrahierten Stoffmenge nach Derivatisierung . . 82
SCTreening . . . . . o o ot o e e e 87
7.3.1 Trennung der Derivate . . . . . . . ... ... ... ... 87
7.3.2 Detektion mit AED . . . . . ... o 90
7.3.2.1 Makeup-Fluss . . . . . ... ... ... ... 90
7.3.2.2 Reaktandgase . . . . . ... ..o 93
7.3.3 Headspace-SPME . . . . . . . ... ... ... o 96
7.3.3.1 Aufbau und Durchfithrung . . . . . . .. ... ... ... 96
7.3.3.2 Vergleich der SPME-Fasern . . .. ... ... ...... 98
7.3.3.3 Einfluss der Extraktionstemperatur . . . . . . . .. ... 102
7.3.3.4 Variation der Extraktionszeit . . . . ... ... ... .. 105
7.3.3.5  Bedeutung der Salzzugabe . . . . . . .. ... L. 110
7.3.3.6  Position der SPME-Faser in der Probe . . . . . .. ... 112
7.3.3.7  Vergleich von direkter Extraktion und Headspace-SPME 114
7.3.3.8 Reproduzierbarkeit . . . . ... ... 0000 117
7.3.4 Aromatische Amine in Proben von Riistungsaltlasten . . . . . . . 120
7.3.5 Aromatische Amine im Urin . . . . ... ... ... ... ..... 127
7.3.5.1 Probenahme und Aufbewahrung . .. ... ... .. .. 129
7.3.5.2 Hydrolyse . . . .. .. ... oo 131
7.3.5.3 Ausschiitteln . . ... ... 136
7.3.5.4  Extraktion der Derivate mit SPME . . . . . . ... ... 141
7.3.5.5  Bestimmung mit GC-AED . . . . ... ... ... .. .. 142
7.3.5.6  Bestimmung mit GC-AED/MS . . ... ... ... ... 149
7.3.5.7 Bestimmung mit GC-MS . . . .. ... ... ... .... 154
Quantifizierung . . . . . ..o 164

7.4.1 Trennung und Identifizierung der Substanzen . . . . . . . . .. .. 164



INHALTSVERZEICHNIS 11
7.4.1.1 Gaschromatographische Trennung der Derivate . . . . . 164

7.4.1.2  Vergleich mit einer anderen Trennséule . . . . . . . . .. 169

7.4.1.3 Massenspektrometrische Detektion . . . . ... ... .. 171

7.4.1.4 Einfluss der Trap-Temperatur . . . . . . .. . ... ... 173

7.4.2 Direct-SPME . . . . ... o 175

7.4.2.1 Durchfithrung . . . . . . ... ..o 175

7.4.2.2  Vergleich verschiedener SPME-Fasern . . . . . . ... .. 177

7.4.2.3 Bestimmung der Aquilibrierungszeiten . . . . ... ... 180

7.4.3 Validierung . . . . ... 183

7.4.3.1 Reproduzierbarkeit . . . . . .. ... 0oL 183

7.4.3.2 Bestimmung der Wiederfindungsrate . . . . .. ... .. 187

7.4.3.3 FEinfluss von Reagenzien und SPME-Faser . . . .. . .. 190

7.4.3.4 Verschleppung . . .. ... ... ... L. 194

7.4.3.5 Kalibrierung der Methode . . . . . . ... .. ... ... 194

7.4.3.6  Nachweis- und Bestimmungsgrenzen . . . .. ... ... 196

7.4.4  Untersuchung von Realproben . . . . . .. .. .. ... ... ... 199

7.4.5 Vergleich mit Standardaddition . . . .. .. ... ... ... ... 203

8 Diskussion 206
8.1 Derivatisierung . . . . . . . ... 206
8.2 Extraktion der Derivate . . . . . . . . ... oo 209
8.3 Depletion-SPME . . . . ... 212
8.4 Trennung und Identifizierung . . . . . . . . . .. ... ... ... ... . 214
8.5 Screening mit paralleler Detektion . . . . . . . .. ... ... 216
8.6 Quantifizierung . . . . . ... L 221

9 Zusammenfassung und Ausblick 225
10 Experimenteller Teil 227
10.1 Geréite . . . . . L L 227
10.1.1 Sonstige Gerédte . . . . . . . . . ... 229

10.1.2 SPME-Fasern . . . . . .. .. . o 229



v INHALTSVERZEICHNIS
10.2 Chemikalien . . . . . . . . .. o 230
10.3 Verwendete Losungen . . . . . . . . . .. L Lo o 233

10.3.1 Herstellung der Stammlésungen . . . . . . . . ... ... ..... 233
10.3.2 Herstellung der Standard-Losungen . . . . . . . . . .. ... ... 233
10.3.3 Losungen fiir die Kalibrierung . . . . . . . ... ... ... .. .. 234
10.3.4 Losungen fiir die Standardaddition . . . . . ... .. .. ... .. 235
10.3.5 Herstellung der Pufferlosung . . . . . . .. .. .. ... ... ... 236
10.4 Optimierte Verfahren . . . . . . . . . ... oo oL 236
10.4.1 Konditionierung der SPME-Fasern . . . .. ... ... ... ... 236
10.4.2 Reinigung der Glasgeréte und Silanisierung . . . . . . . . . .. .. 236
10.4.3 Vorbereitung der Urinproben . . . . . . ... .. ... ... ... 237
10.4.4 Derivatisierung . . . . . . . .. ..o 238
10.4.5 Derivatisierung-SPME . . . . . .. .. 0oL 239
10.4.6 Depletion-SPME . . . . . ... ... 240
10.5 Realproben . . . . . . .. 240
10.5.1 Wasserproben von Riistungsaltlasten . . . . ... ... ... ... 240
10.5.2 Probenahme und Lagerung des Urins . . . . . . . ... ... ... 241

11 Literaturverzeichnis 242

12 Anhang 275
12.1 Massenspektren der Derivate . . . . . . . .. ... . oL 275
12.2 Chromatogramme von Wasserproben der Riistungsaltlasten . . . . . . . . 282

12.3 Chromatogramm der Urinprobe eines Rauchers . . . . ... .. ... .. 288



TABELLENVERZEICHNIS \Y%
Tabellenverzeichnis
1 Zusammensetzung von Urin . . . . . . .. ..o oL oL 6
2 Nachgewiesene aromatische Amine . . . . . . . ... ... ... .. ... 8
3 Ubersicht iiber die erhiltlichen SPME-Fasern . . .. ... ........ 19
4 Parameter zur Trennung der Derivate mit der HP5-Séule . . . . . . . .. 44
5 Parameter zur Trennung von Einzelstandards mit HPLC-UV . . . . . .. 46
6  Stoffumsatz bei der Derivatisierung . . . . . . . .. ... ... 48
7 Parameter zur Trennung von Anilinen und Derivaten mit HPLC-UV . . . 49
8 Identifizierte Nebenprodukte . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 54
9 Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten . . . . . . . ... ... ... .. 62
10 Untersuchte Verbindungen bei depletion-SPME . . . . . . ... ... .. 67
11 Parameter zur Trennung und Detektion bei depletion-SPME . . . . . .. 68
12 Extraktionsraten fiir 100 pm PDMS-Faser . . . . . . .. ... ... ... 71
13 Mittlere Extraktionsrate und Reproduzierbarkeit . . . . . . . . . ... .. 76
14 Extraktionsraten bei unterschiedlichen Analytkonzentrationen . . . . . . 78
15 Vergleich von depletion-SPME und Fliissiginjektion . . . . . .. ... .. 81
16  Extraktionsraten aromatischer Amine nach Derivatisierung . . . . . . . . 84
17 Verteilungskoeffizienten aromatischer Amine . . . . . . ... .. ... .. 86
18  Parameter zur Trennung und Detektion mit GC-AED . . . . .. ... .. 87
19  Fiir das Screening untersuchte Verbindungen . . . . . . .. . .. ... .. 89
20  Parameter fiir die Headspace-Extraktion . . . . ... .. ... ... ... 97
21 Variation der Extraktionstemperatur . . . . . . .. .. ... ... 104
22 Aquilibrierungszeiten fiir Headspace-SPME . . . . . .. .. ... .. ... 108
23 Vergleich von direct- und Headspace-SPME . . . . . ... .. ... ... 115
24 Parameter fiir die Trennung und Detektion nitroaromatischer Amine . . . 121
25 Retentionszeiten der Derivate nitroaromatischer Amine fiir GC-AED 123
26 Ubersicht iiber die nachgewiesenen Amine . . . . . ... ... ...... 126
27  Wiederfindungsraten und Relative Standardabweichung nach LLE . . . . 139
28  Parameter zur Bestimmung aromatischer Amine mit GC-AED/MS 149
29  Parameter zur Bestimmung aromatischer Amine mit GC-MS . . . . . .. 155



VI TABELLENVERZEICHNIS
30 Identifizierte Verbindungen im Urin . . . . . . . .. ... ... ... ... 158
31 Parameter zur Trennung der Derivate mit der Stx-CLPesticides-Saule . . 165
32  Retentionszeiten der Derivate . . . . . .. .. .. ... oo 167
33 Parameter zur Trennung der Derivate mit der DB5-ms-Saule . . . . . . . 169
34  Parameter der massenspektrometrischen Detektion . . . ... ... ... 171
35  Charakteristische Fragmentionen der Derivate . . . . . .. .. ... ... 172
36  Parameter fiir die direkte Extraktion der Derivate . . . . . .. .. . . .. 175
37  Aquilibrierungszeiten bei direkter Extraktion . . . . . . . ... ... ... 182
38 Reproduzierbarkeit des Verfahrens fiir verschiedene Matrices . . . . . . . 184
39  Wiederfindungsraten in verschiedenen Matrices . . . . . ... ... ... 188
40  Kalibrierung mit Derivatisierung-SPME-GC-MS . . . . .. .. ... ... 195
41  Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des Verfahrens . . . . . .. .. ... 197
42  Aromatische Amine in Realproben . . . . . . .. ... ... ... .. .. 200
43  Nachgewiesene Aniline im Abwasser der Riistungsaltlast Elsnig . . . . . . 204
44 Verwendete Grundchemikalien . . . . . . . .. ... ... 230
45  Als Referenzsubstanzen verwendete aromatische Amine . . . . . . . . .. 231
46  Als Referenzsubstanzen verwendete Pestizide . . . . . . . . ... ... .. 233
47  Konditionierung der SPME-Fasern . . . . . .. ... ... 0oL 237
48  Wasserproben der Riistungsaltlast Elsnig . . . . . . ... ... ... ... 241



ABBILDUNGSVERZEICHNIS VII
Abbildungsverzeichnis
1 Metabolismus aromatischer Amine . . . . . . ... ... ... ... ... 4
2 Aufbau der kommerziell erhéltlichen SPME-Extraktionseinheit . . . . . . 9
3 Vergleich von direkt- und Headspace-SPME . . . . . ... .. ... ... 11
4 Derivatisierungsreaktionen aromatischer Amine . . . . . .. .. ... .. 33
5 Schematische Darstellung der Derivatisierung . . . . . . . . .. ... ... 40
6  Einfluss der Sduremenge auf die Derivatisierung . . . . . . . .. .. ... 45
7 Stoffumsatz am Beispiel von 2A4NT . . . . . . .. ... ... ... ... 47
8  Einfluss der Nitrit-Menge auf die Derivatisierung . . . . . . . . ... ... 51
9 Einfluss der Nitrit-Menge auf den Stoffumsatz . . . . ... .. ... ... 52
10 Stabilitéit der Derivate in Acetat-Puffer . . . . . .. .. ... ... ... 56
11 Stabilitdt der Derivate in NHs-Puffer . . . . . .. . .. ... .. .. ... 58
12 Durch Diazotierung zugéngliche Verbindungen . . . . . . . . . ... ... 60
13 Massenspektrum von 2-lod-4,6-dinitrotoluol . . . . . . . ... ... ... 63
14 Vergleich der Massenspektren von 2A4,6DNT . . . . .. ... ... ... 64
15 Strukturen der bei depletion-SPME verwendeten Pestizide . . . . . . .. 68
16 ~ Chromatogramme zur Abreicherung der Pestizide . . . . . ... ... .. 69
17 Abnahme der Peakflichen als Funktion der Zahl der Extraktionen . . . . 70
18  FEinfluss der Zahl an Extraktionsschritten auf die Extraktionsrate 73
19  Extraktionsprofil bei Extraktion basierend auf Adsorption . . . . .. .. 7
20 Einfluss der Analytkonzentration auf die Extraktionsrate von Lindan 79
21 Mehrfache Extraktion aromatischer Amine nach Derivatisierung . . . . . 83
22 Chromatogramm eines Standards nach Derivatisierung und LLE . . . . . 88
23  Einfluss des Makeup-Flusses . . . . . . . ... .. ... ... ....... 91
24  Einfluss der Reaktandgase . . . . . .. .. .. ... ... ... ... 94
25 Apparatur fiir die manuelle Festphasenmikroextraktion . . . . . . .. .. 96
26 Vergleich der Chromatogramme unterschiedlicher SPME-Fasern . . . . . 99
27  Vergleich verschiedener Fasern bei Headspace-SPME . . . .. .. .. .. 101
28  Einfluss der Temperatur auf die Extraktion aus dem Headspace . . . . . 103
29  Aquilibrierungskurven der Derivate fiir Headspace-SPME . . . . . . . . . 107
30 Einfluss der Salzkonzentration auf die extrahierten Stoffmengen . . . . . 111



VIII ABBILDUNGSVERZEICHNIS
31 Position der Faser in der Probe . . . . . . ... ... 00000 113
32 Vergleich von direkter und Headspace-Extraktion . . . .. .. ... ... 116
33  Chromatogramm nitroaromatischer Amine nach Derivatisierung . . . . . 122
34 Identifizierung nitroaromatischer Amine nach Derivatisierung . . . . . . . 125
35 Vorbereitung der Urinproben . . . . . . .. .. ... ... . .0 127
36  Einfluss der Probenvorbereitung . . . . . . . ... ... oL L. 130
37 Bedeutung der Hydrolyse . . . . . . .. . .. ... oL 132
38  Vergleich von saurer und basischer Hydrolyse . . . . . . . . ... ... .. 133
39  Beeinflussung der aromatischen Amine durch die Hydrolyse . . . . . . . . 135
40  Bedeutung des Ausschiittelns . . . . . . ... oL 137
41  Vergleich von direkt- und Headspace-Extraktion . . . . . ... ... ... 141
42 Chromatogramme einer Urinprobe ohne Derivatisierung . . . . . . . . .. 144
43  Storung der Derivatisierung . . . . . . ..o 145
44 Vergleich verschiedener Urinproben mit GC-AED . . . . .. .. ... .. 146
45  Vergleich von AED und MS . . . . . . .. ..o oo 151
46  Identifizierung alkylierter Amine . . . . . . . . . .. ... L. 153
47  Chromatogramm der Urinprobe eines Rauchers . . . . . . ... ... .. 157
48  Vergleich der Urinproben von Rauchern und Passivrauchern . . . . . .. 163
49  Chromatogramm eines Standards mit der Stx-CLPesticides . . . . . . .. 166
50  Trennung der Derivate iiber die Einzelmassenspuren . . . . . . . . . . .. 168
51  Chromatogramm eines Standards mit der DB5-ms . . . . . . . .. .. .. 170
52  Einfluss der Trap-Temperatur . . . . .. . ... ... ... ... ..... 174
53  Vergleich verschiedener SPME-Fasern bei direkter Extraktion . . . . . . . 179
54 Aquilibrierungskurven bei direkter Extraktion . . ... ... ... .. .. 181
55  Einfluss des Internen Standards . . . . . . .. ... ... 186
56  Day-to-day- Reproduzierbarkeit . . . . . . .. . ... ... ... ... 191
57  Vergleich verschiedener Fasern . . . . . .. .. .. ... ... ... .... 193
58  Chromatogramm und Massenspektrum des Derivats von 4CA . . . . . . 198
59  Chromatogramm einer stark belasteten Probe . . . . . .. .. ... ... 201
60 Chromatogramm der Probe S16 . . . . . . . ... .. ... ... ... .. 202
61  Ausschnitte aus dem Chromatogramm der Urinprobe eines Rauchers . . 288



ABKURZUNGSVERZEICHNIS IX

Abkiirzungsverzeichnis

AA
AED
APCI
BTEX
calc.
Car
CE
CIC
CW
DOC
DVB
ECD
EI
EPC
ESI
exp.
FMOC
GC
GCB
ges.
Hal
HFBA
HPLC

[ARC

ID
[-Effekt
IS

LLE

LVI
M-Effekt
MEKC

mLLE
MS

Essigsdureanhydrid (acetic acid anhydride)
Atomemissionsdetektor

atmospheric pressure chemical ionisation

Benzol, Toluol, Ethylbenzol, Xylol

berechnet (calculated)

Carboxen

Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis)
verbindungsunabhéngige Kalibrierung (compound independent calibration)
Carbowax

geloster organischer Kohlenstoff (dissolved organic carbon)
Divinylbenzen

Elektroneneinfangdetektor (electron-capture detector)
Elektronenstofionisation

elektronische Druckkontrolle (electronic pressure control)
Elektrospray-Ionisation

experimentell

9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Gaschromatographie

graphitierter Kohlenstoff (graphitized carbon black)

gesattigt

Halogen

Heptafluorbuttersiaureanhydrid (heptafluorobutyric acid anhydride)
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (high-performance liquid
chromatography)

International Agency for Research on Cancer

Innendurchmesser

induktiver Effekt

Interner Standard

Fliissig-fliissig-Extraktion (liquid-liquid extraction)

large volume injection

mesomerer Effekt

Mizellare elektrokinetische Chromatographie (micellar electrokinetic
chromatography)

Mikro-Fliissig-fliissig-Extraktion (micro liquid-liquid extraction)

Massenspektrometrie



X ABBILDUNGSVERZEICHNIS

MZ Molekiilmassenzahl

n. nachgewiesen

n.n. nicht nachgewiesen

NCI negative chemische lonisation (negative chemical ionization)

NEDA N-1-Naphthyl-ethylendiamin

NIST National Institute of Standards and Technology

PA Polyacrylat

PAH polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (polycyclic aromatic
hydrocarbon)

PCB polychlorierte Biphenyle

PDMS Polydimethylsiloxan

PFPA Pentafluorpropionséureanhydrid (pentafluoropropionic acid anhydride)

PS Polystyrol

PTV Programable Temperature Vaporizer

Quan.ion Quantifizierungsion

Rec. Wiederfindung (recovery)

Ref. Referenz

Rel. Int.  Relative Intensitét

RP Umkehrphase (reversed phase)

RSD Relative Standardabweichung (relative standard deviation)

S/N Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (signal-to-noise ratio)

SBSE stir bar sorptive extraction

SIM Einzelmassen-Registrierung (selected ion monitoring)

SPAD Festphasen-Derivatisierung (solid-phase analytical derivatization)

SPDE solid-phase dynamic extraction

SPE Festphasenextraktion (solid-phase extraction)

SPME Festphasenmikroextraktion (solid-phase microextraction)

TFAA Trifluoressigsdureanhydrid (trifluoroacetic acid anhydride)

TIC Totalionenstrom (total ion count)

TMS Trimethylsilyl

TPR templated resin

tr Retentionszeit

TSP Thermospray

Uv Ultraviolett

Vis sichtbar (wvisible)

VOC fliichtige organische Verbindungen (volatile organic compounds)



1 Einleitung

Aromatische Amine sind wichtige Grundchemikalien bei der Herstellung von Farben,
Pharmazeutika, Kunststoffen und Pflanzenschutzmitteln [I]. Sie werden als Stabi-
lisatoren in Holzschutzmitteln und synthetischen Schmierdlen eingesetzt sowie als

Vulkanisationsbeschleuniger in der Gummiverarbeitung [2—1].

Im Abwasser kommunaler wie industrieller Quellen gelangen die aromatischen Amine
schliefllich in den Wasserkreislauf. Allein die jéhrliche Anilin-Emission in die Umwelt

wird auf 10000 t geschétzt [2].

Weniger punktuell sind Emissionen, die durch den Abbau aromatischer Verbindungen
freigesetzt werden. Im Vordergrund stehen nitroaromatische Verbindungen [5—8], die
mittlerweile mehr als 10 % des Gesamtverkaufs der chemischen Industrie ausmachen
und neben Sprengstoffen, Pharmazeutika und Pestiziden zu mehr als 95 % fiir die
Kunststoff- und Gummiproduktion verwendet werden [5]. Die Bioakkumulation und der
Abbau zu Aminoverbindungen hat in den USA zur Klassifizierung der Nitroaromaten

als , Priority pollutants® gefiihrt [3].

Dariiber hinaus werden aromatische Amine als Abbauprodukte von Azofarbstoffen [, 9]
und Pflanzenschutzmitteln [3, 10, 11] freigesetzt. Die Toxizitét bleibt bei den Metabo-
liten der Pestizide verglichen mit den Ausgangssubstanzen erhalten oder nimmt sogar
noch zu [12]. Bislang wurden mehr als 30 Aniline als Metaboliten von Aniliden, Car-
bamaten, Nitrophenolen und Phenylharnstoff-Pestiziden nachgewiesen [10, 11, 13, 14].
Allein die jéhrliche Emission von 4-Chloranilin, das zu einem der wichtigsten Abbau-

produkte gezihlt wird, wird auf 1000 bis 10000 t geschétzt [2].

Der Mensch gelangt aber auch unmittelbar durch den berufsbedingten Umgang mit
aromatischen Aminen bzw. deren Folgeprodukten in Kontakt. So wurden im Urin und
Blut von Arbeitern in landwirtschaftlichen Betrieben [11, 15, 16], der Farben- [17, 1§]

und vermehrt der Kunststoffindustrie [19-27] Aniline nachgewiesen.

Daneben gibt es zahlreiche diskrete Quellen, durch die aromatische Amine in
den menschlichen Korper gelangen konnen. Diskutiert wurde die Bedeutung des

Zigarettenrauches [3, 28-30], Kraftstoffemissionen [31-34] und der Einsatz von Kosme-
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tikartikeln [35, 36]. Aniline wurden in Malfarben fiir Kinder [37] sowie in kiinstlichen

Siifistoffen [38] nachgewiesen.

Die weite Verbreitung aromatischer Amine wird deutlich bei der Untersuchung von
Anilinen in Luft. An einer Vielzahl von Stellen konnten in Ballungsrdumen verschiedene
Aniline bestimmt werden [39]. Dies konnte erkldren, warum auch im Urin von Testper-
sonen, die keiner Risikogruppe angehoren, ein breites Spektrum aromatischer Amine
nachgewiesen wurde [15, 40]. Nichts desto trotz sind nicht alle Quellen ausreichend
untersucht. Dies gilt besonders fiir die extrem toxischen polycyclischen Nitroaromaten,
die im Korper zu Aminen reduziert werden [32, 41]. Erst seit kurzer Zeit ist man
darauf aufmerksam geworden, dass Lokalanésthetika wie Lidocain zu aromatischen
Aminen metabolisiert werden, die im Korper als Hamoglobin-Addukte nachgewiesen

wurden [12, 13].

In Anbetracht der weiten Verbreitung aromatischer Amine sind leistungsfihige Analyse-
verfahren erforderlich, die einen hohen Probendurchsatz gewéhrleisten. Da insbesondere
bei biologischen Matrices die verfiighare Probenmenge gering ist, spielt fiir die Emp-
findlichkeit die Effizienz eine grofle Rolle, mit der die vorhandene Stoffmenge fiir die
Analyse genutzt wird. Verbesserungsbedarf besteht insbesondere bei den biologischen
Matrices, bei denen die Analyse iiblicherweise auf der klassischen aber mit vielen
Problemen behafteten Fliissig-fliissig-Extraktion beruht. Da sich insbesondere polare
Amine nur schwer anreichern lassen, wurden die im menschlichen Korper auftretenden

aromatischen Amine bislang nicht umfassend untersucht.

2 Toxikologie aromatischer Amine

Von den priméren aromatischen Aminen wurden 90 % als kanzerogen einge-
stuft [11]. REHN beobachtete bereits 1895 vermehrte Fille von Blasenkrebs bei Anilin-
Arbeitern [15]. Von der IARC (International Agency for Research on Cancer) wurden 6
der in dieser Arbeit untersuchten aromatischen Amine fiir den Menschen als kanzerogen

(Gruppel: 4AB,2NaA, Benzidin) bzw. wahrscheinlich kanzerogen (Gruppe 2A: 4C2MA,



2AT, MOCA) eingestuft [16], aber zahlreiche weitere verursachten Tumore in Tieren [17].
Dariiber hinaus fithrten eine Vielzahl aromatischer Amine zu DNA-Schéden und in vitro

zu positiven Befunden bei Mutagenitéts-Tests (z.B. nach AMES) [17].

Die Arylamine werden iiber den Gastrointestinaltrakt, die Atemwege und die Haut sehr
gut resorbiert. Dariiber hinaus werden Nitroaromaten ebenso wie Azofarbstoffe endogen
durch Reduktasen zu aromatischen Aminen umgewandelt. Die Halbwertszeit der Ver-
bindungen im Korper betragt durchschnittlich 3-4 Stunden, einige Amine wie 1,4DAB

sind mit Halbwertszeiten zwischen 2 und 4 Tagen wesentlich persistenter.

Der Abbau aromatischer Amine im menschlichen Korper ist gut untersucht [14, 19-51].
Die Ausscheidung erfolgt iiberwiegend erst nach Metabolisierung in der Leber. Von ent-
scheidender Bedeutung ist die metabolische Aktivierung durch ein konstitutives Isoen-
zym von Cytochrom Pys0 (CYP1A2 und CYP3A4). Diese Monooxygenasen sind fiir
die Hydroxylierung am Ring ebenso wie am Stickstoffatom verantwortlich. Die Ring-
hydroxylierung ist irreversibel und die gebildeten Aminophenole werden direkt bzw.
nach Umsetzung mit Uridin-Diphosphat- Glucuronosyl-Transferase (UGT) oder Sulfa-
tase (SULF) ausgeschieden. Dagegen entstehen durch die N-Hydroxylierung aromatische

Hydroxylamine, die fiir die Giftwirkung verantwortlich gemacht werden.

Als Konkurrenzreaktion zur Cytochrom-P4,50-vermittelten Oxidation findet Acylierung
durch das cytosolische Enzym N-Acetyltransferase NAT statt. Durch diese Entgiftungs-
reaktion wird das Stickstoffatom blockiert und ein nachfolgender Angriff von Cytochrom
P50 fiithrt ausschlielich zu ringhydroxylierten Produkten. Etwa die Halfte der Metaboli-
ten werden iiber den Urin auf diese Weise oder als Glucuronide bzw. Sulfate ausgeschie-
den. Innerhalb der Bevoélkerung unterliegt die N-Acetyltransferase einem genetischen
Polymorphismus, der die interindividuellen Unterschiede erklédrt. Schnelle Acetylierer
fangen die Amine rasch ab, wiahrend bei langsamen Acetylierern weit mehr Hamoglobin-

Addukte nachweisbar sind.

Der Transport der in der Leber gebildeten Phenylhydroxylamine erfolgt iiber das Blut in
die Niere, wo sie iiber die Harnblase ausgeschieden werden. Die Hydroxylamine sind re-
aktiv und werden teilweise im Blut durch Hadmoglobin oxidiert. Dabei werden Methamo-

globin und Nitrosobenzole gebildet, die ihrerseits wieder mit Glutathion GSH oder den
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Cystein-Resten des Hamoglobins zu stabilen Addukten reagieren. Weit weniger reaktiv

als die

Hydroxylamine sind die Glucuronide, die durch Reaktion mit UGT gebildet wer-

den. In dieser Transport-Form gelangen die aromatischen Amine gleichfalls in die Harn-

blase. Dort werden sie entweder ausgeschieden oder durch §-Glucuronidasen gespalten.
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Abbildung 1: Vereinfachter Metabolismus aromatischer Amine nach BELAND et al. [15]

(Pyso - Cytochrom P50, NAT - N-Acetyl-Transferase, OAT - O-Acetyl-Transferase,

Hb -

Héamoglobin, GSH - Glutathion, SULF - Sulfatase, UGT - Uridin-Diphosphat-

Glucuronosyl-Transferase, Gluc - Glucuronid, dR - Desoxyribose)



Unter sauren Bedingungen stellt die Hydroxyl-Gruppe der Phenylhydroxylamine eine
gute Abgangsgruppe dar. Dies gilt besonders, wenn die Hydroxy-Gruppe zuvor durch O-
Acteyltransferase aktiviert wurde. Die entstehenden mesomeriestabilisierten Nitrenium-
Ionen stellen die letztendlichen (ultimalen) Kanzerogene dar. Sie sind stark elektrophil

und reagieren mit den Guanin-Basen der DNA.

Statt der DNA-Addukte erfolgt das Monitoring meist iiber die Hamoglobin-Addukte,
da diese leichter und in groflerer Menge zugénglich sind. Zudem enthélt Hédmoglobin
nur knapp 300 Aminosduren mit bekannter Sequenz. Bei dieser Vorgehensweise wird
vorausgesetzt, dass sich Verbindungen, die an dem Protein-Rest des Hamoglobins bin-
den, sich dhnlich gegeniiber DNA verhalten. Im Gegensatz zum Urin kénnen die sta-
bilen Hamoglobin-Addukte noch lange nach der Exposition nachgewiesen werden, da
ihre Besténdigkeit nur durch die Lebensdauer der Erythrocyten (120 d beim Menschen)

begrenzt wird.
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3 Zusammensetzung von Urin

Urin wird in der Niere gebildet und anschlieend {iber die Harnblase ausgeschieden. Die
Menge ebenso wie die Zusammensetzung sind erheblichen Schwankungen unterworfen
und stark von der Erndhrung sowie der Fliissigkeitsaufnahme abhéngig. Durchschnittlich
scheidet ein gesunder Erwachsener etwa 1 L pro Tag aus, die Menge kann aber zwischen
0,5 und 2,5 L variieren [52, 53]. Der pH-Wert des Urins bewegt sich im Bereich 4,8 - 7,5.
Ebenso unterliegen auch die Inhaltsstoffe physiologischen Schwankungen, weshalb deren
Menge in der Regel auf den 24h-Urin bezogen wird. In Tab. 1 sind die anorganischen und
organischen Hauptbestandteile des 24h-Urins eines gesunden Erwachsenen aufgefiihrt.
Dariiber hinaus ist eine Vielzahl weiterer Verbindungen in geringer Konzentration ent-

halten. Dazu zéhlen organische Sduren wie Citronenséure und einige Vitamine.

Die Ausscheidung dient der Regulierung des korpereigenen Salzhaushalts. Dariiber hin-
aus werden vom Korper nicht weiter verwertbare Stoffwechselprodukte ausgeschieden.

Dazu zahlen Ammoniak und CO4 ebenso wie die Harnsaure aus dem Purinabbau. Hinzu

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Zusammensetzung von Urin. Aufgefiihrt sind die pro Tag
durchschnittlich ausgeschiedenen Mengen der Hauptbestandteile [52].

Anorganische Ausscheidung Organische Ausscheidung
Bestandteile /(mmol/d) Bestandteile /(mmol/d)
Nat 120 - 220 Harnstoff 210 - 480
K+ 35 - 80 Harnséure 3

NH; 20 - 70 Allantoin 0,1-0,2
Ca?* 3-8 Kreatinin 13

Mg** 2-8 Kreatin 0,5
HCO3 0-50 Aminoséuren 7

Cl~ 120 - 240 Glucose 0,4
HPO? /H,PO; 30 - 40 Proteine 60 mg/d

SO3~ 30 - 70




kommen auch Nahrstoffe wie Aminosduren, wenn diese die Nieren in hoher Konzen-
tration passieren. Zudem dienen die Nieren der raschen Ausscheidung korperfremder
toxischer Stoffe. Deshalb und aufgrund der leichten Verfiigbarkeit ist der Urin fiir die

medizinische Diagnostik von grofler Bedeutung.

Angesichts der starken Schwankungen der Urinmenge werden die Inhaltsstoffe bei
quantitativer Analyse héufig auf den Kreatinin-Gehalt bezogen. Dieser unterliegt im
Gegensatz zur Urinmenge vergleichsweise geringen Schwankungen und wird vom Kérper
kontinuierlich ausgeschieden. Zudem ist die korrekte Probenahme beim 24h-Urin héufig

umsténdlich und schwierig.

Aromatische Amine wurden angesichts ihrer Toxizitdt bereits vielfach im Urin unter-
sucht. Tab. 2 gibt eine Ubersicht {iber die bislang gefundenen aromatischen Amine.
Abgesehen von arbeitsmedizinischen Untersuchungen zur berufsbedingten Belastung
mit aromatischen Aminen beschéftigen sich die Studien ursdchlich zumeist mit der
Bedeutung des Rauchens und des Passivrauchens fiir das Krebsrisiko. Neben Urin
wurden die aromatischen Amine hiufig im Blut als Hdmoglobin-Addukte bestimmt

(vgl. Kap. 2).

Obwohl im Zigarettenrauch eine grofle Zahl nitro- und aminoaromatischer Verbin-
dungen nachgewiesen wurde [35-88], wird die Zahl der im Urin bestimmten Amine
auf die mit der hochsten Toxizitdt reduziert. So wurde iiberaus héufig das von der
IARC als kanzerogen eingestufte 4AB [16] untersucht (vgl. Tab. 2). Abgesehen von
alkylierten monocyclischen aromatischen Aminen wurden andere Verbindungen nur
selten untersucht. In den 47 Studien in Tab. 2 wurden rund 40 aromatische Amine (incl.

Isomere) in Urin oder Blut nachgewiesen, wovon allein 12 auf alkylierte Aniline entfielen.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die bislang im menschlichen Urin bzw. im Blut als Himoglobin-

Addukte nachgewiesenen priméren aromatischen Amine

Verbindung Quelle

Anilin [54]HY ) [55)Y, [56)HY, [57)UHb [58]HEW [ [50]HEW 6]V
[61]Y, [62]H°

Aminotoluole [15]UW ) [54]H8 ) [55]Y, [56]H°, [57]Y, [68]HOW, [59]V-HOW
[61]Y, [62]H°, [63]H°, [64]H®

Dimethylaniline [42)HOL [43]ME [54]Hb [56]HY) [58]HEW [62]HY ) [63]H?,
[65]H°

Ethylaniline [54]Hb ) [56]HY, [62])H8) [63]HP, [65]H°

Polycyclische Amine
Naphthylamine
Aminobiphenyle

andere

Chloraniline
Dichloraniline
Anisidine
Nitroaniline
Diaminoaromaten

Diaminotoluole

Benzidin

MDA

MOCA

Diaminonaphthalin

T

bW 4017, [57]Y, [58]H8W [62]78 [63]H) [66]Y, [67]H°

w
;l Hb7Wa [l()]U7 [3 I]Hb7 [')()]Hb’ [57]U,Hb7 [")8]Hb7Wa [_r)f')]U,Hb,W’

I

Y

Hb [U-')]Hb ,

[64]H% [66]Y, [67])H, [68]HP, [69]H°, [70]H®

[Tz]Hbv [T:g]Hbv [TJ‘]Hb7 [7'3]Hb7 [T(;]Hbv [T‘_]Hba [TS]HbJ

U im Urin, ™ in Muttermilch oder % als Hiamoglobin-Addukt bestimmt, " berufsbedingter Kon-

takt mit aromatischen Aminen oder Produkten, die aromatische Amine freisetzen koénnen,

Behandlung mit Lidocain.

L nach




4 Grundlagen der SPME

Die Festphasenmikroextraktion (solid-phase microextraction, SPME) wurde Ende der
80er Jahre von PAWLISZYN et al. entwickelt [$9, 90] und hat sich seitdem rasch etabliert,
wie mehrere Biicher [91-03] und Ubersichtsartikel [94-103] belegen. Die Extraktion be-
ruht auf einer Gleichgewichtsverteilung zwischen der zumeist wissrigen Probe und einer
polymeren stationdren Phase. Diese ist auf eine 1 cm lange Glasfaser aufgebracht, die
sich im Inneren einer modifizierten GC-Spritze befindet (vgl. Abb. 2). Bei dem kommer-

ziell erhaltlichen Modell ist der Kolben tiber einen Draht mit der Glasfaser verbunden.

Zur Extraktion wird mit der Nadel das Septum des Probengefiafies durchstofien und die
Glasfaser mit dem Kolben aus der schiitzenden Nadel ausgefahren. Wahrend die Probe
durch Riihren durchmischt wird, werden die Analyten in der Beschichtung angereichert.
Fiir die Desorption wird die Glasfaser zuriickgezogen, in den Injektor des Gaschroma-
tographen gebracht und die Analyten nach dem Ausfahren der Faser thermodesorbiert.

Urspriinglich fiir Gaschromatographie entwickelt, existieren mittlerweile auch Interfaces

Kolben
Zylinder
Fiihrungsschraube
Z-formiger Schlitz Nadel
Fenster Edelstahldraht
justierbare Nadelfiihrung Glasfaser
zur Tiefeneinstellung
Beschichtung

Injektionstiefe

Abbildung 2: Aufbau der kommerziell erhéltlichen SPME-Extraktionseinheit fiir manu-

elle Extraktion



10 GRUNDLAGEN DER SPME

fir die Kopplung mit HPLC [104] und CE [105].

Das Verfahren eignet sich fiir die Extraktion fester, fliissiger und gastérmiger Proben.
Neben der Extraktion direkt aus der Probe (direct-SPME), bietet sich die Moglichkeit,
die Analyten auch aus der Gasphase zu extrahieren (Headspace-SPME) [106]. Durch
Vermeidung des Kontaktes zwischen Probe und Faser wird eine Kontamination z.B.
durch Proteine verhindert und die Lebensdauer der Faser deutlich gesteigert [107, .
Weiterhin wird die Selektivitat verbessert, da so schwer fliichtige Substanzen abgetrennt
werden. Im Gegensatz zur Headspace-Technik wird hier nicht nur ein Teil der Gasphase

entnommen, es findet dariiber hinaus eine Anreicherung in der Beschichtung statt.

Fiir die Festphasenmikroextraktion sind keine organischen Losungsmittel erforderlich
und die Durchfithrung ist einfach und schnell. In der beschriebenen Form ist es
mobil und eignet sich fiir die Vor-Ort-Probenahme, kann umgekehrt aber auch leicht
automatisiert werden. Da bei SPME die gesamte extrahierte Stoffmenge fiir die Analyse
verwendet wird, ist sie effektiver als Fliissig-fliissig-Extraktion (liquid liquid extraction,
LLE) oder Festphasenextraktion (solid-phase extraction, SPE). Dadurch gentigen viel
kleinere Probenvolumina, biologische Proben werden zugéinglich und Probenahme,

Transport und Lagerung deutlich vereinfacht.

SPME hat in der Umweltanalytik, der Toxikologie und Forensik, bei der Analyse von
Lebensmitteln und Naturstoffen Anwendung gefunden. Schwerpunkte bilden die Unter-
suchung von Pestiziden, BTEX, PAH’s, VOC’s, Aromastoffen, Pheromonen, Terpenen,
Alkaloiden, Barbituraten und Amphetaminen [109]. Voraussetzung ist allerdings eine
hinreichende Affinitdt der Analyten beziiglich der Faser. Polare Verbindungen mit log
Kow <2 werden nur noch unzureichend extrahiert und lassen sich nicht empfindlich
bestimmen (vgl. Kapitel 5.1). Dies gilt entsprechend fiir Headspace-SPME, wobei

zusétzlich ein hinreichend grofie HENRY-Konstante erforderlich ist.

Abhilfe soll hier SBSE (stir bar sorptive extraction) schaffen [110], eine Weiterentwick-
lung der SPME. Statt auf eine Glasfaser ist die Beschichtung auf einen Magnetstab
aufgebracht. Dadurch ist das Extraktionsvolumen und entsprechend das Phasenverhélt-
nis deutlich vergroflert, so dass insbesondere polare Verbindungen besser angereichert

werden. Das Verfahren lésst sich jedoch nur teilweise automatisieren und verlangt einen
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speziellen Thermodesorptions-Injektor. Bei in-tube SPME ist das Innere einer fused-
silica Kapillare beschichtet [103]. Neben einem giinstigen Phasenverhéltnis, lasst sich
dieses Verfahren leicht automatisieren und mit Fliissigchromatographie koppeln [111].
Bei SPDE (solid-phase dynamic extraction) ist das Polymer auf das Innere der Nadel
einer GC-Spritze aufgebracht [112]. Die Beschichtung ist so besser geschiitzt, jedoch
ist die Desorption der Analyten aus dem Inneren der Nadel schwieriger. Durch den
besonders einfachen Aufbau besticht SDME (single drop microextraction) [113, 111].
Die Analyten werden in einen Losungsmitteltropfen extrahiert, der an einer GC-Spritze

héngend in die Probe eingebracht wird.

4.1 Theorie der Festphasenmikroextraktion

Die direkte Extraktion einer wassrigen Probe mit einer SPME-Faser wird gewohnlich
auf eine Verteilung zwischen zwei Phasen reduziert (vgl. Abb. 3a). Ausgegangen wird
dabei von einem geschlossenen System, bei dem die Analyten in den beiden Phasen im

Gleichgewicht vorliegen. Fiir den Verteilungskoeffizienten Ky gilt

C
Kyo=-L (1)

Cs

\Z
Vf th
fs Khs Vg
Vo V, ¢
" _ C _J ~— D

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Extraktion und der vorliegenden Gleichge-
wichte. Bei a) erfolgt die Extraktion direkt aus der Probe und b) aus dem Headspace
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mit cg, der Konzentration in der wassrigen Phase, und c¢, der Konzentration in der Fa-
serbeschichtung. Durch Umformen mit ¢ = §; gelangt man zu Gleichung (2). Die nach
Erreichen des Gleichgewichts in der Probe verbleibende Stoffmenge ng, wird dabei be-

schrieben als Differenz von Ausgangsstoffmenge ¢,V und extrahierter Stoffmenge ng.

L (2
ans Vf(COV; — nf)

Ky

In Gleichung (2) sind das Probevolumen Vy und das Volumen der Beschichtung V¢ be-
kannt. Nach Bestimmung der extrahierten Stoffmenge ny kann bei bekannter Ausgangs-
konzentration ¢y der Verteilungskoeffizient K¢ berechnet werden. Dieser ist ein Maf fiir
die Affinitét des Analyten zur Faserbeschichtung. Da er unabhéngig ist von der Filmdicke
der Beschichtung, kann er zum Vergleich der unterschiedlichen Polymere herangezogen

werden.

Durch Umstellen erhélt man die extrahierte Stoffmenge ny. Anhand von Gleichung (3)
wird deutlich, dass die extrahierte Stoffmenge n; proportional der Ausgangskonzentra-

tion ¢ ist. Dies ist elementare Voraussetzung fiir die Quantifizierung.

Ky ViV

— 3
s K Vi + Vi 3)

Bei Headspace-SPME kommt eine weitere Phase hinzu (vgl. Abb. 3b). Die in der Probe
enthaltene Substanzmenge verteilt sich hier zwischen wiéssriger Phase, Gasphase und

Faserbeschichtung. Es gilt
coVy = Cfo + Vi, + ¢,V (4)

mit ¢y, der anfanglichen Analytkonzentration in der Probe mit dem Volumen V. Die
Konzentrationen cg, ¢, und c¢g beziehen sich auf die Faserbeschichtung, den Headspace
bzw. die wissrige Probe mit den entsprechenden Volumina V¢, V, und V. Neben dem
Gleichgewicht zwischen Faser und Headspace th:g—}fl besteht dariiber hinaus ein Gleich-
gewicht zwischen Headspace und wissriger Phase Kps=2. Ersetzt man ¢ und ¢, durch

s

die beiden letzteren Gleichungen, so gelangt man zu
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B K, Ky ViVico
T KKV + KnsVi + Vs

n (5)
Ebenso wie bei direkter Extraktion ist die Proportionalitdt zwischen Ausgangskonzen-
tration ¢y und extrahierter Stoffmenge ny gegeben. Da das Produkt der beiden Vertei-
lungskoeffizienten Kg, und Ky gleich dem Verteilungskoeffizienten Ky ist, vereinfacht

sich Gleichung (5) wie folgt:

_ KysViVico
B Kfsvf + Khsvh + V;

(6)

ny

Im Nenner treten die drei Phasen separat auf, wobei K¢V fiir die Kapazitéit der Faser,
Ky Vy, fiir die Kapazitiat des Headspace und Vi fiir die Kapazitét der Probe steht. Tritt
in einer Probe kein Headspace auf (V= 0), so geht Gleichung (6) in Gleichung (3) iiber.
Unter Gleichgewichtsbedingungen spielt die Position der Faser, ob in der Probe oder im

Headspace, fiir die extrahierte Stoffmenge keine Rolle.

Die Ausfiihrungen fiir direkte wie Headspace-Extraktion sind streng nur fiir Fasern auf
PDMS- bzw. PA-Basis giiltig, bei denen die Extraktion ausschlieBlich auf Verteilung
beruht (vgl Kapitel 4.3.1. Bei Fasern mit adsorptiven Eigenschaften gilt dieses Modell
nur eingeschrinkt, da eine Sattigung der Faseroberfliche zu einer Abweichung von der
Proportionalitéit zwischen Analytkonzentration und extrahierter Stoffmenge fiithrt. Bei
Konzentrationen deutlich unterhalb der Séttigung gilt obiges Modell jedoch analog, vor-
ausgesetzt die Extraktion wird nicht durch andere Analyten in hoher Konzentration

gestort (kompetitive Effekte).

Fiir die Kinetik der Festphasenmikroextraktion ist es notwendig, den Massentransport
in der Probe zu beschreiben. Wird die Probe bei direkter SPME (vgl. Abb. 3a) geriihrt,
so kann die Konzentration in der Losung aufgrund der Konvektion als konstant ange-
nommen werden [115]. Eine Ausnahme bildet die Schicht unmittelbar um die Faser.
Unabhéngig von der Durchmischung ruht die Fliissigkeit an der Phasengrenze. Der Mas-
sentransport durch diese Grenzschicht beruht ausschliefllich auf Diffusion und lasst sich
nach Gleichung (7) mit Hilfe des 2. Fickschen Gesetzes beschreiben, das die zeitliche

Anderung der Konzentration in Abhéngigkeit vom Diffusionskoeffizienten D beschreibt.
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Die Dicke dieser Grenzschicht und damit die Diffusion héngt mafigeblich von der Durch-

mischung ab.

Oc(x,t) Dﬁzc(x, t)

ot 0x? (7)

Die starkste Anreicherung erfolgt zu Beginn der Extraktion, da der Konzentrationsun-
terschied zwischen Faser und Probe maximal ist. Im Laufe der Extraktion nimmt dieser

ab und gemafl dem 1. FicKschen Gesetz auch der Massenfluss J

Jdc

Die Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts nimmt folglich mit anwachsendem
Diffusionskoeffizienten ab. Da die Analyten auch in das Innere der Beschichtung
diffundieren, héngt die Aquilibrierungszeit auch von der Dicke der Beschichtung ab. Bei
Analyten mit kleinen Verteilungskoeffizienten Ky erfolgt die Aquilibrierung schneller,

da der Massentransport geringer ist.

Bei Extraktion aus dem Headspace (vgl. Abb. 3b) kann die Diffusionsgrenzschicht
zwischen Faser und Gasphase vernachlissigt werden, da die Diffusionskoeffizienten in
Gasen um 3-5 Grofenordnungen als in Fliissigkeiten grofier sind [106]. Aus diesem
Grunde sind die Aquilibrierungszeiten verglichen mit direct-SPME meist geringer.
Durch die rasche Diffusion in der Gasphase entsteht an der Phasengrenze fliissig/Gas
ein Konzentrationsgradient. Aufgrund fehlender Konvektion an der Phasengrenze
lasst sich dieser wie oben mit einer Diffusionsgrenzschicht beschreiben, deren Dicke
ebenfalls entscheidend von der Durchmischung der Probe abhéngt. Angesichts der un-
terschiedlichen Diffusionskoeffizienten wird der Phaseniibergang zwischen der wéssrigen
Probe und dem Headspace héufig geschwindigkeitsbestimmend. Dies gilt besonders fiir
Analyten mit geringen HENRY-Konstanten: Da die Konzentration der Analyten in der
Gasphase niedrig ist, sind auch die Konzentrationsunterschiede nur gering. Demzufolge
ist der Fluss gemiB Gleichung (8) gering und die Aquilibrierung erfolgt trotz groBer

Diffusionskoeffizienten nur langsam.
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4.2 SPME fiir Verteilungsprozesse

SPME ist aufgrund des geringen Probenbedarfs interessant fiir die Untersuchung von
Verteilungsprozessen, die bei zahlreichen pharmazeutischen und 6kotoxikologischen Pro-
zessen eine Rolle spielen. Durch die Bindung von Analyten an Matrixbestandteile &ndern
sich deren Eigenschaften und es tritt eine Diskrepanz zwischen nomineller und bio-
verfiighbarer Konzentration auf. Beispielsweise verindert die Bindung an Matrixbestand-
teile das Verhalten hinsichtlich der Mobilitét in wissrigen Medien, biologischer Aufnah-
me und Verteilung gegeniiber Sedimenten [116, ]. Diese Unterscheidung zwischen frei
gelosten Analyten und gebundenen Verbindungen ist ein grundlegendes Prinzip in der
Toxikologie, da nur letztere als biologisch aktiv angesehen werden [115]. Die Bestimmung
der bioverfiigharen Konzentration erfolgt gewohnlich durch Gleichgewichtsdialyse, Mi-
krodialyse, Ultrafiltration oder Gelfiltration [119], jedoch ist die Probenvorbereitung, die
fiir therapeutische Konzentrationen erforderlich ist, aufwendig. Demgegeniiber ist SPME

effizienter, da die gesamte extrahierte Stoffmenge fiir die Analyse verwendet wird.

Durch das Prinzip der geringfiigigen Abreicherung (negligible depletion SPME, nd-
SPME) kann auch SPME fiir die Bestimmung der frei verfiigharen Konzentration her-
angezogen werden, sofern durch die Extraktion die Analytkonzentration nicht signifi-
kant verdndert wird [120]. Demzufolge kann angenommen werden, dass das Gleich-
gewicht zwischen gebundenen und gelosten Analyten durch die Festphasenmikroex-
traktion nicht gestort wird. Durch Vergleich von Standard und Matrixprobe wur-
de nd-SPME zur Bestimmung von Protein/Wasser- [120), |, Gewebe/Blut-[122],
Membran/Wasser- [123, 121] und DOC/Wasser-Verteilungskoeffizienten [1 16, 117, 125]
herangezogen. Dariiber hinaus sind so auch Informationen iiber die Bindungsverhélt-
nisse und die Gleichgewichtskonstanten zugénglich [126, ]. Mit der biomimetischen
Extraktion wird die SPME zur Beurteilung der Okotoxizitit und Risikobewertung von
Schadstoffen benutzt. Dazu wird die Festphasenmikroextraktion stellvertretend fiir Li-

pide bei der Verteilung organischer Verbindungen eingesetzt [128-130].

Fiir die Simulation der Verteilung und des Verbleibs von Verbindungen in der Um-
welt [131] bedarf es ebenso eines quantitativen Mafles fiir die Polaritdt wie fiir die

Abschitzung der Bioakkumulation [132, 133] oder die Abschétzung der Toxizitét [134].
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Gewohnlich wird hierfiir der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient Kow verwendet. Als
Alternative zu shake-flask-, slow-stirring- und HPLC-Methoden konnte auch SPME zur
Bestimmung von Verteilungskoeffizienten eingesetzt werden [135-137]. Die direkte Kor-
relation zu log Kow-Werten ist aber auf strukturell eng verwandte Verbindungen be-

schrénkt [130, 138-140].

Bei der Bestimmung der extrahierten absoluten Stoffmenge n; behilft man sich, in dem
man das chromatographische System mit Fliissiginjektion kalibriert. Der Nachteil die-
ser Vorgehensweise besteht in der unterschiedlichen Probenaufgabe: Wahrend SPME
16sungsmittelfrei ist, spielt die Verdampfung des Losungsmittels bei Fliissiginjektion ei-
ne groBe Rolle [141, 142]. In Anbetracht des grofien Dampfvolumens wird die Injektion
mafgeblich durch die Art des Insert-Liners in Verbindung mit den Flussparametern,
Injektortemperatur, Split etc. beeinflusst. Dariiber hinaus muss das Losungsmittel auch
beim Transfer zur chromatographischen Séule und der Refokussierung (Solvent-Effekt)
beriicksichtigt werden. Dagegen geniigt bei SPME ein diinner Liner mit 0,75 mm ID. Der
Vergleich von SPME und Fliissiginjektion ist also nur moglich, wenn in beiden Féllen
gleiche Anteile der aufgegebenen Stoffmenge auf die chromatographische Séule transfe-

riert werden, und wurde deshalb mehrfach angezweifelt [143, 144].

Alternativ lasst sich die extrahierte Stoffmenge ng durch mehrfache Extraktion einer Pro-
be bestimmen. Die exponentielle Abnahme der Konzentration in der Probe wurde bereits
1992 von ARTHUR et al. beschrieben [115]. Wird die Probe unendlich oft extrahiert, so
entspricht die Summe iiber alle Peakflichen der anfénglich enthaltenen Stoffmenge ny .
Mit Kenntnis der Ausgangsstoffmenge erhélt man den erforderlichen Zusammenhang
zwischen Peakfliche und aufgegebener Stoffmenge, so dass fiir jeden Teilschritt x die
extrahierte Menge n¢ bestimmt werden kann. URRUTY et al. wendeten dieses Prinzip
zur Bestimmung der absolut extrahierten Stoffmenge fiir 3 Pestizide an [113]. NARDI
iibertrug es auf in-tube SPME und konnte so die Verteilungskoeffizienten von BTEX

bestimmen [146].

Anstelle der Verteilungskoeffizienten K liefern die Extraktionsraten E ein niitzliches und
anschauliches Maf}; um die Effizienz der SPME zu beurteilen, da sie den prozentualen

Anteil der Stoffmenge angibt, die zur Analyse verwendet wird. Die Extraktionsraten E
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sind definiert als der Anteil der extrahierten n¢y zur zuvor in der Probe vorhandenen

Stoffmenge ng x—1

E=12 (9)

ns,:r—l

mit der Analytmenge in der Probe vor der Extraktion ngx_; und in der Faser nach der Ex-
traktion ng . Da die Volumenverhéltnisse als konstant angesehen werden kénnen, wurden
Stoffmengen statt Konzentrationen verwendet. Im Gegensatz zu den Verteilungskoeffi-

zienten sind die Extraktionsraten nicht nur fiir Gleichgewichtsbedingungen definiert.

Nach der ersten Extraktion verbleibt in der Probe die Stoffmenge ng;, die gegeniiber
der Ausgangsstoffmenge nsp um den extrahierten Teil verringert ist (Gleichung (10)).

Letzterer ist gem#f Gleichung (9) proportional zur anfinglich enthaltenen Stoffmenge.
Ns1 = Ngo —Np1 =Nso— E-ngp=mns0-(1—E) (10)

Wird die Probe nach Desorption der Analyten von der Faser erneut extrahiert, kann der
verbleibende Teil in der Losung analog der obigen Uberlegungen unter Einbezichung der

Gleichungen (9) und (10) hergeleitet werden.

Ngo2 =MNs1 —MNf2 = MNs1 — E- Nsa

(11)
=ns0- (1= E)—ngo-E-(1—E)=nso-(1—E)’
Die hier zugrunde liegende geometrische Reihe ist leicht erkennbar und lésst sich anhand

der Gleichungen (10) und (11) fiir x Extraktionen wie folgt formulieren:
Nsz =Nso- (1 — E)° (12)

Mit Gleichung (12) kann die Stoffmenge in der Losung ng, als Funktion der Zahl an
Extraktionsschritten wiedergegeben werden. Da die extrahierte Stoffmenge die Differenz
der gelosten Analytmengen zweier aufeinander folgender Extraktionen bildet, lésst sich

der Zusammenhang fiir n¢ folgendermaflen ausdriicken:
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Nfx =Nsz—1 — Nsaz = Ns0 - (1 - E)x_l —Nso - (1 - E)I
(13)
=neo - E-(1—-E)"!

Trégt man die Peakflichen eines depletion-SPME Experiments als Funktion der Zahl an
Extraktionsschritten auf, zeigt die Kurve die erwéhnte exponentielle Abnahme und lasst
sich geméaf Gleichung (13) mit f(x) = ab* und a = ngo - E, b = 1 — E beschreiben. Da die
aufgegebene Stoffmenge proportional zur Peakfléche ist, kann anhand der Steigung b die
Extraktionsrate E berechnet werden. Geméafl Gleichung (9) kann daraus bei Kenntnis der

anfanglich enthaltenen Stoffmenge ng die extrahierte Stoffmenge n;; bestimmt werden.

Diese Art der Auftragung erschwert die Interpretation der Ergebnisse und stellt hohere
Anspriiche an die zu verwendende Software. Durch Logarithmieren der Peakflichen kann
die Auswertung deutlich vereinfacht werden. Auf diese Weise erhélt man bei Auftragung
der logarithmischen Peakflichen gegen die Zahl an Extraktionen eine Gerade (vgl. Abb.
17b).

logng, = log(nso - E)+ (x — 1) -log(1 — E) (14)

4.3 Extraktionsparameter

4.3.1 Beschichtung

Fiir die SPME stehen derzeit sieben kommerziell erhéltliche Beschichtungen zur Verfii-
gung. Die verschiedenen Fasern sind in Tab. 3 nach zunehmender Polaritdat aufgelistet
[101], wobei es zu Uberschneidungen kommt. Zudem sind die Fasern in unterschiedli-
chen Filmdicken erhéltlich. Mit abnehmender Filmdicke verkiirzen sich die Aquilibrie-
rungszeiten ebenso wie die extrahierten Stoffmengen, da die Analyten auch in die Faser

diffundieren.

Den vielleicht wichtigsten Unterschied bildet der Extraktionsmechanismus: Bei PA

und PDMS besteht die Beschichtung aus einem hochviskosen Fliissigkeitsfilm und die
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die erhéltlichen SPME-Fasern geordnet nach zunehmender Polaritét

geméfi KATAOKA [101]

Faserbeschichtung Abkiirzung Filmdicke
/nm
Polydimethylsiloxan PDMS 7 a,d
30 a,d
100 a.d
Carboxen-Polydimethylsiloxan CAR/PDMS 75 b
85 ¢
Divinylbenzen-Carboxen-Polydimethylsiloxan DVB/CAR/PDMS 50/30 ¢
Polyacrylat PA 85 b.d
Polydimethylsiloxan-Divinylbenzen PDMS/DVB 65 bd
65 ¢
Carbowax-Divinylbenzen CW/DVB 65 b
70 )
Carbowax-Templated Resin CW/TPR 50 be

@ ungebunden; ° teilweise vernetzt; ¢ hochgradig vernetzt, Stable-Flex-Faser; ¢ auch fiir HPLC geeignet;

¢ ausschlieBlich fiir HPLC geeignet.

Extraktion beruht mafigeblich auf Verteilung. Dementsprechend gilt hier fiir direct-
SPME der Grundsatz ,similia similibus solventur“. Im Gegensatz dazu sind bei den
iibrigen Fasern porose DVB- bzw. Carboxen-Partikel mittels PDMS oder CW auf den
Glasfaserkern aufgebracht. Beide Materialien verfiigen iiber eine sehr grofie Oberfliche
(Carboxen 1006: 715 m?/g, DVB: 750 m?/g [92]). Neben der Verteilung spielen hier
demzufolge adsorptive Effekte eine grofie Rolle. Die Adsorption wurde bei SPME
bislang wenig beriicksichtigt. 1999 erschien die erste Arbeit, in der GORECKI et al. auf
adsorptive Effekte hinwiesen [117]. Im Gegensatz zu den reinen Verteilungsphasen muss
hier die begrenzte Zahl der Sorptionspléatze beriicksichtigt werden. Demzufolge ist bei

hohen Konzentrationen eine Abweichung von der Proportionalitéit zwischen extrahierter
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Stoffmenge und Ausgangskonzentration zu beobachten [117]. Dariiber hinaus kann
es besonders bei langen Extraktionszeiten zu kompetitiven Effekten zwischen den
Analyten kommen, bei denen Verbindungen mit geringer Affinitét zur Faser verdrangt

werden [143].

Zudem gibt es Unterschiede bei der Art der Immobilisierung der Beschichtung: Die
ungebundenen stationdren Phasen sind in polaren Losungsmitteln stabil, konnen aber
in unpolaren organischen Losungsmitteln anschwellen. Durch chemische Vernetzung
der Beschichtung (Cross-Linking) nimmt die Stabilitét gegeniiber organischen Losungs-
mitteln zu. Dies gilt insbesondere fiir Stable-flex-Fasern, bei denen eine hochgradige
Vernetzung durchgefiihrt und die Beschichtung zudem chemisch an den Glasfaserkern
gebunden wurde. Dariiber hinaus eignen sich einige Fasern nicht fiir die Thermo-
desorption im GC-Injektor: So enthélt die CW/TPR-Beschichtung Kunstharze, die
nicht hitzebesténdig sind. KELZ beschreibt weiterhin die Einlagerung von Wasser in
die CW/DVB-Beschichtung [119]. Bei der Desorption im heiflen Injektor fiihrt die

explosionsartige Verdampfung des eingelagerten Wassers zur Zerstorung der Faser.

4.3.2 Durchmischung der Probe

Da sich die Analyten besonders bei direkter Extraktion in der Umgebung der Faser
abreichern, ist es erforderlich, die Probe reproduzierbar zu durchmischen. Ublicherweise
erfolgt dies durch Riihren mit einem Magnetriihrer, das bei hohen Riihrgeschwindig-
keiten zu einer sehr guten Durchmischung der Probe fiihrt. Die quantitative Analyse
setzt voraus, dass die Riihrgeschwindigkeit konstant und reproduzierbar ist. Da die
Stromungsgeschwindigkeit in der Probe ortsabhingig ist und vom Rand zur Mitte ein
Maximum durchlauft, ist eine immer gleiche, reproduzierbare Position der Faser in
der Probe wichtig. Die Riihrfische miissen nach jeder Verwendung sorgféltig gereinigt
werden, um eine Verschleppung der Analyten zu verhindern [150]. So konnte von
ACKERMAN et al. gezeigt werden, dass besonders unpolare Verbindungen vom Riihr-
fisch sorbiert werden [151]. Die Beschichtung des Riihrfisches tritt damit in Konkurrenz

zur Faserbeschichtung und vermindert die extrahierte Stoffmenge.
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MOTLAGH et al. konnten in einem Vergleich zeigen, dass die Verwendung von Ultraschall
gegeniiber magnetischem Riihren zu den besseren Resultaten fiithrt [152]. Von Nachteil
ist neben der Erwdrmung der Probe infolge der Energiezufuhr die starke Belastung
der Faser bei direct-SPME. Dies gilt auch fiir die Agitation [153], bei der die Faser
mechanisch zur Vibration angeregt wird. Da &hnlich effizient wie Riithren [91], wird
die Agitation bei den Autosamplern von Varian und CTC eingesetzt. Deutlich weniger
belastet wird die Faser bei der von GEPPERT entwickelten Extraktion, bei der die Probe

durch Rotation der Faser durchmischt wird [151].

Auch bei Headspace-SPME ist Rithren von Vorteil, da der Ubergang von der wéssrigen
in die Gasphase geschwindigkeitsbestimmend ist und sich die Analyten an der Pha-
sengrenze abreichern. Durch intensive Durchmischung wird die Dicke der Grenzschicht

verringert und die Einstellung des Gleichgewichts beschleunigt.

4.3.3 Zusammensetzung der Probe

Die extrahierte Stoffmenge wird auch durch die Zusammensetzung der Probe beeinflusst.
Ebenso wie bei der Fliissig-fliissig-Extraktion, kann durch Zugabe von Salz zu der
Probe ein Aussalzeffekt erreicht werden, bei dem der Verteilungskoeffizient Kg zunimmt.
Neben dem Salz und dessen Konzentration héngt der Effekt aber auch entscheidend vom
Analyten ab und kann gleichfalls zu einer Verkleinerung der Verteilungskoeffizienten
fithren (Einsalzeffekt) [119]. Der Aussalzeffekt wird angesichts des Aufwandes, der mit
der prizisen Einwaage des Salzes fiir jede einzelne Probe verbunden ist, nur bei Analyten
angewandt, die in geringem Mafle extrahiert werden. Um einen entscheidenden Einfluss
auf die extrahierte Stoffmenge zu erzielen, sind hohe Salzkonzentrationen (>10 %)
erforderlich, die bei direkter Extraktion zu einer verringerten Haltbarkeit der Faser und

zu Ablagerungen im Injektor des Gaschromatographen fithren kénnen [155].

Andererseits wird die Quantifizierung durch eine wechselnde Probenzusammensetzung
erschwert. Dies gilt besonders fiir Proben, deren Salzgehalt starken Schwankungen
unterworfen ist. Dieser stérende Einfluss lédsst sich durch Zugabe grofler Salzmengen

iiberdecken.
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Der pH-Wert der Probe ist in zweierlei Hinsicht von Bedeutung: Zum einen ist nur
die Extraktion ungeladener Substanzen moglich. Deshalb muss der pH-Wert vor der
Extraktion durch Zugabe von Saduren bzw. Laugen eingestellt und mit Puffern gegen
Schwankungen stabilisiert werden. Fiir optimale Bedingungen sollte der pH-Wert fiir

saure/basische Analyten zwei Einheiten unter bzw. iber dem pKs-Wert liegen.

Fiir die direkte Extraktion ist dariiber hinaus zu beachten, dass die SPME-Fasern laut
Hersteller nur in einem pH-Bereich von pH 2 bis 11 bestédndig sind. Da die Fasern bei
Headspace-SPME nicht mit der Probe in Kontakt kommen, kann bei entsprechenden
Analyten die Extraktion aus der Gasphase Abhilfe schaffen.

Durch die Zugabe organischer Losungsmittel &ndert sich die Polaritdt der Probe.
Dadurch wird die Loslichkeit der Analyten in der wéssrigen Probe verbessert und ihre
Extrahierbarkeit zumeist drastisch verringert. Weiterhin werden Losungsmittel in die
polymere Beschichtung eingelagert, wodurch diese quillt und Schaden nimmt. Bei der
Extraktion aus dem Headspace konnen durch fliichtige Losungsmittel Sorptionstellen
an der Polymeroberfliche geséittigt und die Analyten diskriminiert werden. Es wird

deshalb empfohlen, den Losungsmittelanteil unter 1 % (V/V) zu halten [91].

4.3.4 Probevolumen

Die extrahierte Stoffmenge ist bei direkter Extraktion geméf Gleichung (3) abhéingig vom
Probevolumen. Erst bei hinreichend grolen Volumina gilt V, >Kg V¢ und die extrahierte

Stoffmenge wird unabhéingig vom Probevolumen:

nf = KfSVfCO (15)

Grofle Probevolumina minimieren zudem die Sorption der Analyten an den Glaswan-

dungen, da das Verhéltnis von Volumen zu Oberfliche groer ist [156].

Ahnliches gilt fiir Headspace-SPME, wo das Volumen der Gasphase nur im Nenner
von Gleichung 6 auftritt. Eine Verkleinerung des Headspace fiihrt deshalb zu einer

Vergroerung der extrahierten Stoffmenge. Weiterhin hat das Headspace-Volumen auch
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einen Einfluss auf die Kinetik [157]: Bei grofen Headspace-Volumina erfolgt die Ex-
traktion fast ausschliefllich aus der Gasphase. Wahrend die Empfindlichkeit abnimmt,
erfolgt die Aquilibrierung angesichts hoher Diffusionskoeffizienten in der Gasphase
deutlich rascher. Andererseits fiihrt bei Analyten mit geringen HENRY-Konstanten
ein groBes Headspace-Volumen zu langen Aquilibrierungszeiten, da angesichts geringer

Konzentrationunterschiede in der Gasphase viel Zeit fiir das Passieren gebraucht wird.

Dariiber hinaus unterliegt die Wahl des Probevolumens immer auch instrumentellen
Einschrankungen. So erfordert das intensive Riihren bei Headspace-SPME eine ausrei-
chend grofle Gasphase, um eine Benetzung der Faser zu vermeiden. Weiterhin werden
die Moglichkeiten durch das verfiighare Volumen an Probenmaterial sowie durch appa-

rative Gegebenheiten limitiert, die hdufig nur die Verwendung bestimmter Vials zulassen.

4.3.5 Extraktionszeit

Die extrahierte Stoffmenge nimmt mit der Extraktionszeit bis zum Erreichen des Gleich-
gewichts zu. Unter Beriicksichtigung eines experimentellen Fehlers von 5 % gilt das
Gleichgewicht als erreicht, wenn 95 % der maximalen Stoffmenge n= 0,95n., extrahiert
sind. Die Aquilibrierungszeiten bewegen sich dabei im Bereich von wenigen Minuten bis
zu mehreren Stunden. Gleichung (16) gibt die Zunahme der extrahierten Stoffmenge n

als Funktion der Extraktionszeit t wieder

n=ne,(1—e %) (16)

mit der extrahierten Stoffmenge im Gleichgewicht ne, und der analytspezifischen

Konstante a.

Gleichung (16) wurde dariiber hinaus von A1 dazu benutzt, um Aquilibrierungszeiten
zu extrapolieren [158]. Anhand mehrerer Extraktionen mit unterschiedlicher Extrakti-

onszeit lassen sich so auch lange Aquilibrierungszeiten leicht bestimmen.

Wiéhrend sich die extrahierte Stoffmenge generell anfangs mit der Extraktionszeit stark

andert, verliert der Einfluss der Extraktionszeit bis zum Gleichgewicht zunehmend an
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Bedeutung (vgl. Gleichung (7)). Besonders bei manueller SPME empfiehlt sich deshalb
eine Extraktion unter Gleichgewichtsbedingungen, da so Fehler bei der Extraktionszeit
und der Durchmischung der Probe weniger zum Tragen kommen. Bei Einhaltung
exakt gleicher Extraktionszeiten kann SPME auch vor Erreichen des Gleichgewichts
fiir eine quantitative Analyse verwendet werden, da die extrahierte Stoffmenge zu
jedem Zeitpunkt der Ausgangskonzentration proportional ist. In diesem Fall lassen sich
Schwankungen durch Verwendung eines Autosamplers oder eines geeigneten Internen

Standards minimieren.

4.3.6 Extraktionstemperatur

Der Einfluss der Temperatur auf den Verteilungskoeffizienten zwischen Beschichtung und

umgebender wissriger bzw. gasformiger Probe ldsst sich folgendermaflen beschreiben:

AH (1 1)

K=Ky-e BT T (17)
Die Verteilungskoeffizienten Ky bzw. K beziehen sich auf die Ausgangstemperatur T
bzw. auf die gednderte Temperatur T, AH ist die Enthalpieinderung bei Extraktion
und R die Gaskonstante. Da die Extraktion stets ein exothermer Vorgang ist (AH < 0),
fithrt Temperaturerh6hung zu einem negativen Exponenten in Gleichung (17) und da-
mit zu einem kleineren Verteilungskoeffizienten. Dieser Zusammenhang gilt sowohl fiir

direkte Extraktion wie Headspace-SPME.

Bei Extraktion aus dem Headspace kommt hinzu, dass die HENRY-Konstante der Verbin-
dung und somit der Verteilungskoeffizient Kjs gemafl Gleichung (18) mit der Temperatur
zunimmt. Dabei sind p und py die Dampfdrucke bei urspriinglicher Ty bzw. geédnderter
Temperatur T und AHyeq die Verdampfungsenthalphie (AHyeq > 0). Beide Einfliisse
zusammen fiithren zu einem Temperaturoptimum auflerhalb dessen der Verteilungskoef-
fizient Kg abnimmt. Da der Dampfdruck exponentiell mit der Temperatur zunimmt, ist
es besonders bei Headspace-SPME wichtig, die Probe moglichst exakt zu thermostati-

sieren.
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p=py-e  H TTT) (18)

Dariiber hinaus fiihrt eine Temperaturerhohung zu einer Abnahme der Viskositét der
Probe. Dadurch nehmen die Diffusionskoeffizienten zu und die Gleichgewichtseinstellung
erfolgt rascher (vgl. Kap. 4.1 ab Seite 11). Die Temperaturerhhung ist sinnvoll bei
Analyten mit groBen Verteilungskoeffizienten und langen Aquilibrierungszeiten, die
auf diese Weise - allerdings auf Kosten der Empfindlichkeit - verkiirzt werden kénnen.
Der Effekt ist besonders ausgepriagt bei Extraktion aus dem Headspace, da mit der
Temperatur die Analytkonzentration in der Gasphase zunimmt, so dass die Extraktion

nahezu ohne Beteiligung der wéssrigen Probe erfolgen kann.

Da der Warmetransfer im Headspace nur langsam erfolgt, nimmt die SPME-Faser nur
allmédhlich die Temperatur der Probe an. Aus diesem Grunde kann die extrahierte
Stoffmenge wihrend der Extraktion mit langsam ansteigender Fasertemperatur und

damit abnehmenden Verteilungskoeffizienten auch zuriickgehen [159)].

4.3.7 Desorptionsbedingungen

Die Desorption der Analyten erfolgt im heiflen Injektor des Gaschromatographen. Dazu
wird die Faser rasch ausgefahren, um eine Desorption in der Nadel zu verhindern. Fiir
optimale chromatographische Bedingungen (geringe Bandenverbreiterung) sollen die
Analyten moglichst rasch von der Faser auf die Séule transferiert werden. Durch eine
hohe Injektortemperatur wird der Vorgang infolge rascherer Diffusion begiinstigt. Hier-
bei muss neben der empfohlenen Hochsttemperatur der Faser auch die Thermostabilitét
der Analyten beriicksichtigt werden. Durch die Verwendung eines PTV-Programms
wird die explosionsartige Verdampfung von eingelagertem Wasser und damit eine rasche
Zerstorung der Faser verhindert. Da die Temperatur im Injektor nicht an jeder Stelle
gleich ist, muss die Faser im Injektor exakt und reproduzierbar positioniert werden. Zur

Ermittlung der optimalen Desorptionsbedingungen wird die Injektionstiefe variiert.

Im Gegensatz zur Fliissiginjektion, bei der die Ausdehnung des verdampfenden Losungs-
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mittels beriicksichtigt werden muss, geniigt bei SPME ein Insert-Liner mit geringem
Innendurchmesser (iiblicherweise 0,75 mm). Dadurch werden die Analyten weniger
verteilt und rascher auf die Séule transferiert. Dies wird durch die infolge des diinnen

Insert-Liners hohe lineare Stromungsgeschwindigkeit unterstiitzt.

Obwohl nach Berechnungen eine vollstindige Desorption innerhalb weniger Sekunden
erfolgt [91], empfiehlt es sich, die Faser mehrere Minuten im Injektor zu belassen,
damit eine Verschleppung der Analyten ausgeschlossen werden kann. Zudem koénnen so
schwerfliichtige Matrixbestandteile besser desorbiert werden. Andererseits verkiirzt das

lange Belassen der Faser im Injektor deren Lebensdauer.

Wihrend der Desorption empfiehlt sich eine moglichst geringe Ofentemperatur, um
eine optimale Refokussierung der Analyten zu gewéhrleisten. Nach dem Transfer der
Analyten auf die Sdule wird das Trennprogramm gestartet und durch Offnen des

Split-Ventils verhindert, dass schwerfliichtige Matrixbestandteile auf die Saule gelangen.



27

5 Stand der Forschung

5.1 Extraktion aromatischer Amine

Die Extraktion dient neben der Abtrennung von Matrixbestandteilen der Aufkonzen-
trierung des Probenmaterials. Die polaren aromatischen Amine lassen sich aufgrund
der Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken nur schwer aus wéssrigen Proben
extrahieren. Zudem liegen die Verbindungen in Abhéngigkeit des pH-Wertes teilweise

ionisiert vor.

Die Fliissig-fliissig-Extraktion (liquid-liquid extraction, LLE) wird nach wie vor aufgrund
der einfachen Durchfithrung und des geringen apparativen Aufwandes héufig eingesetzt.
Bei der Extraktion von halogenierten, alkylierten und nitrierten Anilinen lassen sich so
gute Wiederfindungsraten erzielen [$2, 160—165]. Der Verbrauch an organischen Losungs-
mitteln ist jedoch sehr hoch und besonders bei stark matrixbelasteten Proben kénnen
Emulsionen auftreten. Zudem koénnen bei der Aufkonzentrierung der organischen Phase
Verluste auftreten [162]. Fir die polareren Diaminoverbindungen wurden von OOSTDYK
et al. Wiederfindungsraten unter 20 % beschrieben [166], die sich nur unter Verwen-
dung grofiler Mengen Dichlormethan [167] bzw. kontinuierlicher Extraktion verbessern

lassen [165].

Mittels Membranextraktion lassen sich alkylierte und halogenierte Aniline anreichern
[169, 170]. Bei dieser Methode dient die Membran als Interface zwischen Donor- und
Akzeptorphase, durch das die Analyten aufgrund eines pH-Gradienten diffundieren. Al-
ternativ kann die Diffusion auch durch eine porése Membran in eine organische Phase
erfolgen [171-173]. Auf diese Weise treten keine Emulsionen auf, das Verfahren lasst sich

leicht automatisieren und eignet sich fiir eine kontinuierliche Messung.

Bei der Extraktion von Chlor- und Methylanilinen mit Festphasenextraktion wurden
durchweg sehr gute Wiederfindungsraten und Durchbruchsvolumina berichtet. Dabei
kamen als Sorbentien sowohl PS/DVB-Polymere [1641, 168, 171-186], Cyg- [165, 166, 187

| als auch Ionenaustauschermaterialien [187, 191, 192], Immunosorbentien [193] und

graphitierter Kohlenstoff [194, 195] zum Einsatz. Fiir Diamino-Verbindungen wurden
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mit PS/DVB-Polymeren angesichts hoherer Kapazitdt und Affinitét verglichen mit Cyg-
Materialien bessere Ergebnisse erzielt [166]. Innerhalb der PS/DVB-Polymere konnten
mit den hochgradig vernetzten Materialien (Oberfliche von ca. 1000 m?/g) fiir die pola-
reren Analyten wie Anilin und Nitroanilin deutlich bessere Wiederfindungsraten und
Durchbruchsvolumina erzielt werden als mit Polymeren geringerer Oberfliche [196].
Mit ersteren ist sogar eine Extraktion bei pH 2 ohne signifikant schlechtere Wieder-
findungsraten moglich [182]. Mit diesen Materialien lassen sich auch Diaminotoluole
anreichern [168]. Interessanter Weise konnten mit funktionalisierten Polymeren trotz
einer vergleichsweise geringen Oberfliche (< 100 m?/g) auch bei diesen Analyten ex-
zellente Wiederfindungsraten erzielt werden [178]. Bei Verwendung von (3-Cyclodextrin-
Polyurethan-Polymeren wurden fiir Benzidine, 2-Naphthylamin und 4-Aminobiphenyl
bessere Wiederfindungsraten beschrieben als fiir die kleineren monocyclischen aroma-
tischen Amine [197], da die Hohlrdume bei diesen fiir optimale Wechselwirkungen zu
grof} sind. Gute Ergebnisse wurden auch mit Ionenaustauschern erreicht [191], jedoch
fithren angesichts der geringen Kapazitit des Austauschermaterials bei Realproben ins-
besondere anorganische Ionen zu einer raschen Uberladung [167, ]. BOUZIGE et al.
beschreiben eine verbesserte Matrixabtrennung bei Verwendung eines Immunosorbents,
dessen Eignung stark vom Analyten abhing [193]. Insgesamt sind bei LLE wie SPE grofle
Probenvolumina erforderlich, die Probenahme, Transport, Lagerung und Probenvorbe-

reitung aufwendig gestalten.

Die erwdhnten Nachteile konnen durch miniaturisierte Verfahren wie mLLE [198-200],
in-vial LLE [201], on-line SPE [177, 183, 196, 202, 203] und SPME [13, 107, 204-220)] ver-
mieden werden. Wahrend mLLE und in-vial LLE ein vergleichsweise kleines Aliquot des
Extrakts verwenden, wird bei online-SPE und SPME die gesamte extrahierte Stoffmenge
injiziert. Dadurch sind sie effizienter, so dass weit geringere Probenvolumina geniigen.

Der Probendurchsatz ist hoher, da sich diese Verfahren leicht automatisieren lassen.

Die on-line SPE wurde erfolgreich zur Bestimmung von Chlor-, Methyl- und Nitroanili-
nen sowie Benzidinen eingesetzt [177, , , , 203]. LESS nennt fiir diese Analyten
bei Anreicherung von 50 mL wéssriger Probe Wiederfindungsraten zwischen 64 und

101 % [177]. Unter Verwendung von HRP-Festphasen liegen die Durchbruchsvolumina
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iiber 300 mL. Lediglich 2,6DAT bricht bereits bei weniger als 25 mL durch. Im Gegensatz
zur offline-SPE, fiir die LESS unter Verwendung des gleichen Materials Durchbruchsvo-
lumina von iiber 500 mL nennt, ist bei on-line SPE die Kapazitéit deutlich geringer.

Ahnliche Probleme mit polaren Analyten treten auch bei mLLE und SPME auf.

Bei in-vial LLE erfolgt die Extraktion in einem Autosampler-Vial und die erforderliche
Empfindlichkeit wird durch LVI erlangt [201]. Eine stérkere Aufkonzentrierung wurde
bei mLLE durch Verédnderung des Phasenverhéltnisses erhalten [195]. Chloraniline lie-
Ben sich so mit Wiederfindungsraten >50 % extrahieren, wohingegen Nitroaniline bei
dem kleineren Verhiltnis zwischen organischer und wéssriger Phase nicht angereichert

wurden.

Verglichen mit der mLLE ist die organische Phase bei der SPME an eine Glasfaser
gebunden. Da die Phasenverhéltnisse dhnlich sind, beschrinken sich auch hier die Ar-
beiten auf Alkyl-, Chlor- und Nitroaniline [13, , —220]. Die besten Ergebnisse
wurden mit Chloranilinen erzielt [205, ]. Bereits bei den nitrosubstituierten Anili-
nen finden sich nur noch Nachweisgrenzen im unteren pg/L-Bereich [207, , ].
Besonders anschaulich ldsst sich bei MULLER et al. mit abnehmenden Kow-Werten
der Anstieg der Nachweisgrenzen verfolgen [2006]. Die Extraktion erfolgte dabei aus
der wassrigen Losung (direct-SPME) unter Verwendung von PDMS- [214] |, PA-
[205, 207, 210, 220], CW/DVB- [107, 206, 209, 210] bzw. PDMS/DVB- [212, 216] oder
CW/TPR-Fasern [212, 216]. Ahnlich wie bei LLE [200] wurde versucht durch Immobili-
sierung von Kronenethern [213], Calixarenen [217], Hydroxyfullerenen [219] und Polyani-
linen [218] die Extrahierbarkeit mit neuen Beschichtungen auf Sol-Gel-Basis zu verbes-
sern. Die Zahl der SPME-Anwendungen mit HPLC-Kopplung ist angesichts der haufig
beobachteten Peakverbreiterung und dem Aufquellen der Beschichtung in organischen

Losungsmitteln gering [212; 216].

Bei der direkten Extraktion biologischen Probenmaterials erfolgt eine rasche Zerstérung
der Beschichtung und die Extrahierbarkeit der Analyten wird durch Proteine vermin-
dert [107, ]. Durch starke Verdiinnung lésst sich die Lebensdauer der Fasern auf
Kosten der Empfindlichkeit verbessern [220]. Die Anwendungen werden bei Headspace-

SPME aber durch die geringe Fliichtigkeit der priméren aromatischen Amine be-
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grenzt [206]. DEBRUIN et al. nennen fiir die Bestimmung von Alkyl- und Chloranilinen in
Urin, Blut und Muttermilch mit HS-SPME-GC-MS Nachweisgrenzen zwischen 0,4 und
7,7 ug/L [208] und PUENTE et al. weisen mit diesem Verfahren 2,6DMA in Muttermilch
nach [13]. Vergleichbare Nachweisgrenzen nennen auch GUAN et al. fiir die Bestimmung

von Dinitroanilin-Herbiziden in Blut und Urin nach Headspace-Extraktion [211].

Angesichts dieser Einschriankungen fiir polare Verbindungen erfolgt die Extraktion aus
Urin [15, 21,22, 27,40, 51, 55, 57, 59-61, 66, 81, 82, 221, 222] und Blut [19, 21, 27,42, 51,

, 09,62, 63,69, 71, 73,75, 78,79, 83, 84, 223-225] hauptsichlich durch LLE. ANGERER
beschreibt eine Methode zur Bestimmung aromatischer Amine in Urin, Plasma und Ery-
throcyten, bei der nach saurer Hydrolyse mit einer 3stufigen LLE (Extraktion aus alkali-
scher Losung mit Toluol, Riickextraktion mit verdiinnter Schwefelsdure gefolgt von einer
weiteren Extraktion mit Toluol) gearbeitet wird [51]. Durch die Riickextraktion, bei der
der basische Charakter der Verbindungen ausgenutzt wird, lassen sich so stérende Ver-
bindungen abtrennen. Um eine rasche Phasentrennung herbeizufiihren, wird haufig ein
unpolares Losungsmittel wie Hexan, Toluol oder Benzol verwendet [15, 27, 40, 42, 51, 57—

, 63, 66, 69, 71, 75, 78, 79, , ]. Einige Autoren berichten insbesondere bei
Verwendung polarer organischer Losungsmittel wie Chloroform und Dichlormethan von
Emulsionen und nur aufwendig zu trennenden Phasen [19, 21, 27, 69, 73, 79, 84, |.

Dagegen ist die Zahl der Anwendungen unter Verwendung der Festphasenextraktion ge-
I‘il’lg [ ) ) ) 3 o ]

Eine weitere interessante Variante stellt das von QUIRINO und TERABE entwickelte
Sweeping dar, eine on-line Anreicherung fiir die mizellare elektrokinetische Chromatogra-
phie (Micellar electrokinetic chromatography, MEKC) [229, 230]. Durch eine geschickte
Wahl der Puffer- und Mizellenbildner-Konzentration sowohl in der Probe als auch in der
Kapillare kénnen gréfere Volumina injiziert und so eine mehr als 10000fache Anreiche-
rung erreicht werden. Von IS00 et al. [231] und QUIRINO et al. [229] wurde Sweeping

erstmals fiir die Anreicherung von aromatischen Aminen verwendet.
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5.2 Trennung und Detektion

Zur Trennung aromatischer Amine ist die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
(high-performance liquid chromatography, HPLC) vielseitig einsetzbar [169-171, ,

, 180, 181, 183, 184, 188, 192-197, 200, 202, 203, 212, 216, 232-238]. Neben alkylierten,
halogenierten und methoxysubstituierten Aminen wurden Nitroaniline und Diamino-
verbindungen ebenso getrennt wie Naphthylamine und Aminobiphenyle. Dabei wurden
fast ausschliellich Umkehrphasenmaterialien eingesetzt. Daneben verwenden DELEPEE
et al. eine Hypercarb-Séule [237] und UNGER et al. die Normalphasenchromatographie
zur Tennung der Aniline [2358]. Des weiteren lassen sich die Amine durch Ionenchroma-

tographie unter Verwendung von Kationenaustauschern trennen [200].

Die Detektion der Analyten erfolgte vor allem mit den universell einsetzbaren
UV/Vis- bzw. Diodenarray-Detektoren [169-171, , , , , , —

, , , , , , , , |. Daneben eignet sich die Oxidation der
Amine fiir eine elektrochemische Detektion [181, , , , , , |, die
verglichen mit UV/Vis-Detektion hoéhere Empfindlichkeit und Selektivitdat bietet
[202, , 234]. Als Arbeitselektrode wird eine Glaskohlenstoffelektrode verwendet. Mit
Poly(3-methylthiophen)-modifizierten Kohlenstoff-Nanorohren wird die Uberspannung
reduziert und die Empfindlichkeit deutlich verbessert [232]. Fiir Chlorbenzidine wurden
der elektrochemischen Detektion vergleichbare Empfindlichkeiten mit massenspektro-
metrischer Detektion erreicht [181]. Neben der hier verwendeten APCI [181], wurden

ESI [195, 237] und TSP [235] als Interfaces eingesetzt.

Da aromatische Amine wenig fliichtig sind und leicht an Glasoberflichen adsorbiert
und zersetzt werden, sind bei der Gaschromatographie héufig Tailing und Ghost-Peaks
zu beobachten [239]. Die Gaschromatographie ist aus diesem Grunde nur fiir einige
Verbindungen geeignet [37, ) ) —-167, , , ) ) , , —

, —215, —220, —242]. Ungeachtet der Probleme wurden alkylierte,
halogenierte, nitrierte Aniline sowie Naphthylamin und Aminobiphenyle getrennt.
Das Spektrum der untersuchten Verbindungen ist verglichen mit HPLC einge-
schrankt. Wahrend fiir alkylierte und halogenierte Aniline zumeist eine S&ule mit

5 % Phenyl-Anteil geniigt, werden fiir die polaren Diaminoverbindungen haufig 35 %-
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Phenyl-Gehalt bzw. S#ulen auf Polyethylenglycol-Basis (PEG- oder WAX-S&ulen)
bendotigt [164, , , , |. Massenspektrometrische Detektion [13, , —

; , , , , , , , , , , , | ist ebenso weit verbreitet
wie die Verwendung eines Flammenionisations- [37, , , , , , —

: ] oder Stickstoff-selektiven Detektors [107, , , , , , ].
Fiir die Elektroneneinfang-Detektion eignen sich besonders die nitrosubstituierten
Verbindungen [19%, , , , ]. In der Mehrzahl der Félle werden die aro-

matischen Amine allerdings zur Verbesserung von Trennung und Detektion vor der

gaschromatographischen Analyse derivatisiert.

Die elektroseparativen Techniken gestatten die rasche Trennung alkylierter, halogenier-
ter, nitirierter Amine und Diamine [172, , , , , , |. Die Autoren
bedienen sich dabei der mizellaren elektrokinetischen Chromatographie (micellar
electrokinetic chromatography, MEKC) [189, , , | wie der Kapillarzonen-
elektrophorese (capillary zone electrophoresis, CZE) [172, , ] unter Verwendung
von UV/Vis- [172, , , , |, elektrochemischer [243] und massenspek-
trometrischer Detektion [231]. Daneben wurden von SHIN et al. auch erstmals die
Trennung aromatischer Amine auf einem Microchip beschrieben [244]. Ahnlich der
MEKC [189] gelingt auch hier die Trennung in nur etwa 2 min. Durch Verwendung
eines Bor-dotierten Diamanten als elektrochemischem Detektor wurde die Detektion

gegeniiber der herkémmlichen Glaskohlenstoff-Elektrode verbessert [2411].

5.3 Derivatisierung aromatischer Amine

Mittlerweile stehen eine grofie Zahl von Reagenzien zur Derivatisierung aromatischer
Amine zur Verfiigung (vgl. Abb. 4). Ziel ist bei der Gaschromatographie neben einer
empfindlichen Detektion die Verdnderung der chromatographischen Eigenschaften. Das
gilt insbesondere fiir Aniline, deren Eigenschaften in den meisten Féllen eine Derivati-
sierung erforderlich machen (vgl. Kap. 5.2). Géngige Derivatisierungen zur Verbesserung
der Trennung und Detektion aromatischer Amine sind in einem Ubersichtsartikel von

KATAOKA zusammengefasst [239]).
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Die grofite Bedeutung haben mit Abstand Acylierungen mit Carbonsdureanhydriden.
So entfallen mehr als die Hélfte der Publikationen auf Derivatisierungen mit Car-

bonsédureanhydriden. Dies lédsst sich u.a. auf die Empfindlichkeit zuriickfithren, mit

der die Derivate perfluorierter Anhydride mit ECD [51, 57, , | oder NCI-
MS [40, 58, 85, 86, , , 247] detektiert werden kénnen. Von den am haufigsten ver-
wendeten Anhydriden AA [218, 219], TFAA [250], PFPA [58, 60, 61, 86, 246] und HFBA

[51, 57, 85, , , | zeigten PFPA und HFBA die beste Empfindlichkeit [23], da
sich mit zunehmender Zahl der Fluor-Substituenten das Elektronenakzeptor-Verhalten
und somit die Empfindlichkeit verbessert [239]. So lassen sich mittels negativer che-
mischer Tonisation mit Methan im SIM-Modus noch 10 - 30 fg der Ausgangssubstanz
der alkylierten und halogenierten aromatischen Amine nach Derivatisierung mit HFBA
nachweisen [217]. Die perfluorierten Reagenzien sind sehr reaktiv und eignen sich fiir

eine grofle Zahl von Verbindungen. Untersucht wurden eine Vielzahl alkyl-, alkoxy- und

Chloroformiate ;) othyichlorothiophosphat
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Abbildung 4: Ubersicht iiber Derivatisierungsreaktionen aromatischer Amine
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nitrosubstituierter sowie halogenierter Amine und Diamine. Fiir Amine, bei denen das
Stickstoffatom der Aminogruppe durch elektronenziehende Substituenten wie Nitrogrup-
pen weniger nucleophil ist, nennen WEISS et al. um Faktor 10 hohere Nachweisgrenzen
verglichen mit alkylierten Anilinen [01]. Ebenso berichtete LESS bei Untersuchung von
Aminobenzoesduren mit Pentafluorbenzylbromid deutlich schlechtere Empfindlichkeiten

bei nitrosubstituierten Verbindungen [177].

Nachteil der hohen Reaktivitdt der Reagenzien ist die ausgesprochen geringe Toleranz
gegeniiber protischen Losungsmitteln wie Wasser und Methanol. Wahrend die einmali-
ge Umsetzung von Aminophenolen mit Essigsdureanhydrid direkt in wéssriger Losung
ablauft, erfordert die vollstdndige Derivatisierung auch der zweiten funktionellen Gruppe
(Aminogruppe) mit TFAA aprotische Bedingungen [219]. Die ausgesprochene Hydrolyse-
empfindlichkeit ist dariiber hinaus der Grund, warum Silylierungen nur selten zu finden

sind [244, 251].

Derivatisierungen von alkylierten und halogenierten Anilinen in Gegenwart von Wasser
wurden von MISHRA et al. und K1JIMA et al. mit Benzoylchlorid bzw. Dimethylchloro-
thiophosphat durchgefithrt [252, |. Angesichts des hohen Reagenziiberschusses sind
diese Reagenzien nur bedingt fiir wéssrige Losungen geeignet und erfordern eine rasche
Umsetzung. Dagegen erweisen sich die von DASGUPTA und ANGELINO et al. verwen-
deten Chloroformiate als deutlich besser geeignet [254, ]. So kénnen Aminophenole
direkt in wéssriger Losung gleichzeitig an der Amino- und der Hydroxygruppe derivati-

siert werden [255].

Die hohere Stabilitdt in Wasser aufgrund geringerer Elektrophilie geht jedoch in je-
dem Fall auf Kosten der Reaktivitéit gegeniiber den Analyten. So ist das von der Ami-
nosdureanalytik bekannte Sanger-Reagenz (2,4-Dinitro-fluorbenzol) gegeniiber Wasser
stabil, versagt jedoch bei der Umsetzung mit Nitroanilinen [250]. Ebenso eingeschrénkt
ist die Anwendung von Aldehyden zur Bildung Schiffscher Basen mit den untersuchten

aromatischen Aminen [257].

Die Derivatisierungen werden bei der Fliissigchromatographie in erster Linie eingesetzt,
um die Detektierbarkeit der Verbindungen zu verbessern. Aus diesem Grunde verfiigen

die Reagenzien fiir den Einsatz in der Fliissigchromatographie iiber einen entsprechen-
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den Chromophor, der speziell an die UV /Vis- bzw. Fluoreszenz-Detektion angepasst ist.

Ein Beispiel dafiir ist Dansyl-Cl, das von GEERDINK fiir die Derivatisierung nach SPE

verwendet wurde [258]. Fluorescamin und FMOC-CI sind auch fiir die Derivatisierung in
wéssriger Losung geeignet [259, |. In Kombination mit Fluoreszenz-Detektion lassen
sich sowohl mit HPLC [259] wie MEKC [201, 262] sehr gute Empfindlichkeiten erzie-

len. Ebenso wie Fluorescamin wurde N-Methyl-9-chloro-acridiniumtriflat, bei dem der
Chlor-Substituent durch das Amin ersetzt wird, fiir die Nachsédulen-Derivatisierung ein-
gesetzt [263]. Von CAMPINS-FALCO wird eine Festphasen-Derivatisierung mit FMOC-C1
beschrieben, die Extraktion und Derivatisierung auf einfache Weise kombiniert [264]. Im
Gegensatz dazu erfolgt bei BREDE et al. die Festphasen-Derivatisierung (solid-phase ana-
lytical derivatization, SPAD) mit dem hydrolyseempfindlichen TFAA erst im Anschluss
an die Derivatisierung [186]. Die Umsetzung mit FMOC-CI in wéssriger Losung wurde
von DWORSCHAK bei der Bestimmung amphoterer aromatischer Amine wie Aminophe-
nolen, Aminobenzolcarbon- und -sulfonséduren verwendet [260]. Die Umsetzung verlduft
annihernd quantitativ, abgesehen von desaktivierten nitrosubstituierten Analyten. Ahn-
liches gilt fiir die Umsetzung der von der Aminosédureanalytik bekannten Isothiocya-
nate wie Fluorescein-Isothiocyanat, dessen Derivate sehr empfindlich mit Fluoreszenz-

Detektion bestimmt werden kénnen [265].

Bei allen bislang genannten Reagenzien beruht die Derivatisierung auf der Nucleophilie
der aromatischen Amine, die mit einem elektrophilen Agens umgesetzt werden. Insofern
besteht stets eine Konkurrenz zwischen den Aminen und Wasser, das als Nucleophil
gleichfalls mit dem Reagens reagieren kann. Eine Ausnahme bildet die von SCHMIDT et
al. entwickelte Bromierung, bei der die Reaktion statt am Stickstoffatom am aromati-
schen Ring stattfindet [176, 266, 267]. Die vollstéandige Bromierung ist schwierig, so dass
héufig Gemische gebildet werden. Daneben beruht einzig die Diazotierung auf einem
anderen Mechanismus und gestattet die Umsetzung einer Vielzahl aromatischer Ami-
ne. So wurden eine grofie Zahl nitrierter und dinitrierter Aniline, Aminobenzoeséuren
und Aminobenzolsulfonsiuren von REITERMAYER [265], PETERSMANN [269] und VOLK-

WEIN [270] diazotiert und anschlieBend mit NEDA zu einem Azofarbstoff gekuppelt.

HAAS et al. kuppelten die diazotierten Amine mit Iodid, wodurch aromatische Iod-



36 STAND DER FORSCHUNG

Verbindungen entstanden [271]. Diese eignen sich fiir die Gaschromatographie und
konnen mittels ECD empfindlich detektiert werden. Dazu wurden die Verbindun-
gen mit SPE extrahiert, anschlielend in wiéssriger Losung derivatisiert und mit GC-
ECD [174, 175] bzw. GC-AED [176] bestimmt. Fiir 46 alkylierte, halogenierte, nitrierte,
methoxysubstituierte Aniline und Dianiline sowie Naphthylamine und Aminobiphenyle

erhilt man so Nachweisgrenzen im Bereich von 0,4 bis 7,8 pg/L.
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6 Aufgabenstellung

Die Probenvorbereitung vieler Analyseverfahren ist nur wenig effizient. Von der zur
Verfiigung stehenden Stoffmenge wird haufig nur ein kleiner Bruchteil fiir die Analyse
genutzt. Die Festphasenmikroextraktion ist diesbeziiglich effizienter und konnte sich auf-
grund verschiedener Vorziige neben Festphasenextraktion und Fliissig-fliissig-Extraktion
etablieren. Nach 15 Jahren SPME ist die Extraktion polarer Verbindungen immer noch

problematisch, da sich diese nur ungeniigend anreichern lassen.

Ziel dieser Arbeit war es, die Extrahierbarkeit durch ein in-situ Derivatisierungsverfah-
ren zu verbessern, um auch polare aromatische Amine zugénglich zu machen. Grundlage
war die in der Arbeitsgruppe STORK entwickelte Derivatisierung, mit der Aniline nach
Festphasenextraktion zu aromatischen lodiden umgesetzt werden [174, , ]. Nach
den Vorarbeiten von KELZ [119] sollte das Verfahren an die SPME angepasst werden

mit dem Ziel, aromatische Amine in Wasserproben mit GC-MS zu bestimmen.

Des Weiteren sollten die besonderen Eigenschaften der Derivate néher untersucht
werden. Da bei der Derivatisierung die Aminogruppe durch Iod ersetzt wird, bietet
sich die Moglichkeit, die Verbindungen selektiv mit GC-AED zu detektieren. Ohne
Storungen durch Matrixbestandteile sollten sich auf diese Weise aromatische Amine

leicht ausfindig machen lassen.

Da bei der SPME geringe Probevolumina geniigen, kommt das Verfahren auch fiir bio-
logische Matrices in Frage. Eine komplexe Matrix wie Urin stellt besondere Anspriiche
an die Derivatisierung. Deshalb miissen geeignete Bedingungen gefunden werden, um

das Verfahren auch auf biologische Matrices anwenden zu koénnen.

Als weitere Voraussetzung, um biologische Matrices untersuchen zu kénnen, ist zum
Schutz der SPME-Faser eine Extraktion aus dem Headspace erforderlich. Da aroma-
tische Iod-Verbindungen bislang noch nicht aus dem Headspace angereichert wurden,

mussten geeignete Extraktionsbedingungen entwickelt werden.

Bislang gab es keinerlei Verfahren, mit denen sich die aromatischen Amine in Urin
umfassend untersuchen lassen. So wurden, ungeachtet der Toxizitdt von Aminobiphenyl

bislang noch in keiner Arbeit substituierte Aminobiphenyle untersucht. Nach den Vorar-
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beiten von POTZ [272] sollte das Verfahren zur Identifizierung unbekannter aromatischer
Amine in Urin genutzt werden. Da eine Vielzahl von Matrix-Verbindungen gleichfalls
mit den Derivatisierungsreagenzien reagieren kann, war zu klédren, wie die erforderliche
Selektivitdt erreicht werden kann. Zur Abtrennung von Matrixbestandteilen kann eine
Extraktion der Amine vor der Derivatisierung beitragen ebenso wie die Extraktion der

Derivate aus dem Headspace.
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7 Ergebnisse

Der Ergebnisteil ist in vier Kapitel unterteilt. Das entwickelte in-situ Derivatisierungs-
verfahren fiir die Festphasenmikroextraktion wird zunéchst in Kap. 7.1 vorgestellt und
die Eigenschaften der Derivate untersucht. Die anschlieenden Arbeiten unterteilen
sich in den qualitativen Nachweis und die Identifizierung aromatischer Amine in Urin
(vgl. Kap. 7.3) sowie die Quantifizierung der Derivate (vgl. Kap. 7.4). Im ersten
Fall wurde mit GC-AED gearbeitet, wohingegen die Bestimmung der aromatischen
Amine mit GC-MS erfolgte. Die Arbeiten zur Festphasenmikroextraktion der Derivate
sind zweigeteilt. Fiir das Screening wurden die Eignung der Headspace-Extraktion
untersucht, wohingegen bei der Quantifizierung direkt extrahiert wurde. Die Bestim-
mung der Extraktionsraten mit depletion-SPME werden in Kap. 7.2 behandelt. Erste
Untersuchungen zur Eignung von depletion-SPME erfolgten mit Pestiziden, um die

Probenvorbereitung zu vereinfachen.

Da sich dabei die Zusammensetzung der untersuchten aromatischen Amine in den
Kapiteln unterscheidet, werden diese zu Beginn jedes Kapitels zusammen mit den
Messbedingungen vorgestellt. Dabei ist zu beachten, dass in Chromatogrammen und
Tabellen bei der Bezeichnung der Derivate die Namen der Ausgangsverbindungen
beibehalten wurde, um eine Zuordnung zu den aromatischen Aminen zu erleichtern und
zusétzliche Abkiirzungen zu vermeiden. Im jeweiligen Kontext wird darauf hingewie-

sen, dass es sich trotz der Bezeichnung als aromatische Amine um deren Derivate handelt.

7.1 Derivatisierung

7.1.1 Durchfithrung

Die Derivatisierung aromatischer Amine erfolgte in Anlehnung an die von KLz [119)]
und SCHMIDT et al. [1 75] beschriebenen Derivatisierungsvorschriften (vgl. Rktgl. (RG1)).
Der Ablauf der optimierten Derivatisierung, wie sie hier in Verbindung mit der Festpha-

senmikroextraktion eingesetzt wurde, ist in Abb. 5 dargestellt.
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In einem 25 mL Vial wurden 10 mL der wéssrigen Probe mit 200 uL 55 %iger Iodwas-

serstoffsiure versetzt und 500 pL Natriumnitrit-Losung (6= 10 g/L) zugegeben (vgl.

Kapitel 10.4.4). Fiir eine bessere Umsetzung desaktivierter aromatischer Amine (vgl.

Kap. 7.1.3) wurde die Menge an Natriumnitrit-Losung spéter auf 400 uL (6= 50 g/L)

erhoht. Die Losung hat dabei einen pH-Wert von 1-1,5. Anschliefend wurden die Vials

fiir 20 min geschiittelt. Bei reger Gasentwicklung féarbt sich die Losung braun, da bei der

10 mL wissrige Probe mit Anilin-d5 als IS *

J L

Zugabe von 200 pL Iodwasserstoffsiure (55 %ig)
und 400 pL Natriumnitrit-Losung (50 g/L)®

20 min schiitteln

J L

Zugabe von 1000 pL Amidosulfonsiure (50 g/L)

45 min schiitteln

J4 L

Erhitzen auf 95°C fiir 5 min

J L

Nach dem Abkiihlen Zugabe von
250 pL ges. Natriumsulfit-Lésung

J L

Einstellen des pH-Wertes mit 200 uL 1 %iger Alizarin-
sulfonsiure und 1000 pL ges. Natriumacetat-Ldsung ©

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Derivatisierung. Alternativ wurden ¢ bei
5 mL Probe alle Mengenangaben halbiert, * nur 200 uL. NaNOy-Losung (10 g/L) zuge-
geben bzw. ¢ der pH-Wert durch Zugabe von 250 uL. KoHPO,-Losung (0,25 mol/L) und

400 pL. NaOH (5 mol/L) eingestellt.
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Reaktion Iod gebildet wird, das zusammen mit lodid als Komplexanion I3 in Loésung
geht. Das Tod setzt sich als schwarzer Niederschlag an der Oberfliche und an der Glas-
wand ab. Gleichzeitig wird in einer Nebenreaktion das lodid auch durch das Nitrit zu

Tod oxidiert [273]. Dabei entsteht Stickstoffmonoxid, das mit Sauerstoff das braune Gas

Stickstoffdioxid bildet.

-1 +3 0 +2
21 +2NO; +4H30" — 1, +2NO 1 +6 H,O (RG2)

Zur Zerstorung des iiberschiissigen Nitrits (vgl. Rktgl. (RG3)) wurde 1 mL Amidosul-
fonsdure (6= 50 g/L) zugegeben und die Losung weitere 45 min geschiittelt. Dabei

kommt es erneut zur Gasentwicklung und der Niederschlag verschwindet.

-3 +3 0
HyNSO3H + NO; — Ny + SO;™ + Hz0* (RG3)

Durch 5 miniitiges Erhitzen im Wasserbad bei 95°C wurden die nicht umgesetzten Dia-
zoniumionen zu Phenolen umgesetzt. Gleichzeitig wird iiberschiissige Amidosulfonséaure
zersetzt. Nach dem Abkiihlen wurden 250 ul. geséttigte Natriumsulfitlosung zugegeben,
um das verbliebene Iod zu reduzieren. Die anfangs braunliche Losung entférbt sich da-
bei. Nun wurden 250 uL einer di-Kaliumhydrogenphosphat-Losung (0,25 mol/L) sowie
400 pL Natronlauge (5 mol/L) zugegeben, um den pH-Wert auf 9 einzustellen.

Die Einstellung des pH-Wertes dient in erster Linie dem Schutz der verwendeten
PDMS/DVB-Faser, fiir die vom Hersteller ein Einsatz im Bereich von pH 2 bis 11 emp-
fohlen wird. Da die Pufferkapazitit des Phosphat-Puffers gering ist, ldsst sich auf diese
Weise der pH-Wert nur schwer prézise einstellen. Aus diesem Grund erfolgte spéter die

Einstellung durch Zugabe von 1000 pL geséttigter Natriumacetat-Losung.

Die Uberpriifung des pH-Wertes mit einem pH-Meter ist in Anbetracht der kleinen Vo-
lumina schwierig und die Probenzusammensetzung wird dabei verdndert. Statt des Ein-
satzes von Spezialindikatorpapier, wurde der pH-Wert durch Zugabe des Indikators zur
Losung iiberpriift. Dazu bedarf es eines Indikators mit einem Umschlagspunkt, der dem
des Pufferpunkts von Natriumacetat (pKs= 4,75) moglichst nahe kommt. Er sollte in
geringer Menge zugegeben die Extraktion nicht beeinflussen und selbst nicht extrahiert

werden. Weiterhin sollte der Indikator in Wasser gelost werden, um die Extraktion durch
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organische Losungsmittel nicht zu beeinflussen. Aus diesem Grunde wurden vor der Zu-
gabe von Natriumacetat-Losung 200 pL einer 1 %igen Alizarinsulfonsidure-Losung in
Wasser zugefiigt. Der Indikator schlégt im Bereich von 4,3 - 6,3 von gelb nach rotviolett
um und fiihrt unter den Bedingungen zu einer orangen Losung entsprechend pH~ 5. Auf
diese Weise ldsst sich der pH-Wert auf etwa 0,2 pH-Einheiten genau und reproduzierbar

einstellen und iiberwachen.

Die Derivatisierung wurde in gleicher Weise mit nur 5 mL Probe durchgefiihrt. Dazu

wurden die Reagenzmengen halbiert, aber alle weiteren Parameter belassen.

7.1.2 Reaktionsmechanismus

Bei der Diazotierung reagiert das freie Amin in einer sdurekatalysierten Reaktion mit
einem elektrophilen Nitrosierungsreagenz [2741, 275]. Ob dies NO* oder ein durch Anla-
gerung von Wasser, Nitrit oder Iodid gebildetes Addukt ist, héngt von den Reaktions-
bedingungen ab (vgl. Rktgl. (RG4)).

+ + +
N i 2N = N N=0 + H0 (RG4)

Dieser Angriff ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. In seiner Folge stabilisiert
sich die Verbindung rasch unter Abspaltung von Wasser (vgl. Rktgl. (RG5)). Je nach Re-
aktionsbedingungen kann auch die Bildung des Nitrosierungsreagenz geschwindigkeitsbe-
stimmend werden. Dabei spielt neben den Konzentrationen der Reagenzien der pH-Wert

eine grofie Rolle [275].

H H H .
o NH; N O N O Moy
® Htlzo_.@p LO ﬂ,@( (RG5)

Das Diazoniumion wird im zweiten Schritt der Reaktion rasch durch Iodid abgefangen.

Dies liegt als Komplexanion I3 vor [270].
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ltl\ 1
=N
R, — O e (RGO)
I_Iz

Ist Tod nicht in ausreichender Menge vorhanden, so kann es gem#f den Rktgl. (RGT)-

(RGY) in einer radikalischen Reaktion entstehen [276]. Aus diesem Grund muss im Ge-

gensatz zur SANDMEYER-Reaktion kein Cu(I) zugegeben werden [276-278].

R-Nf + 1" — R- +1. +N, (RGT)
21. — I, (RG8)
I+ L — I3 (RGY)

7.1.3 Reaktivitit und Stoffumsatz

Die Nucleophilie wird durch Substituenten mit +I und +M-Effekt wie —Alkyl, —OH,
~NH; und —~OR erhtéht und durch Gruppen mit -1 und -M-Effekt wie —Hal, -NO, und
~NR7 verringert. Dementsprechend gering ist die Reaktivitiit letzterer bei der Diazo-
tierung [279, |. Durch Erhohung der HT-Konzentration lisst sich, wie in Kap. 7.1.2
gezeigt, die Reaktivitiat des Nitrosyl-Kations steigern (vgl. Rktgl. (RG4) auf Seite 42),
so dass sich auch desaktivierte aromatische Amine diazotieren lassen. Mit abnehmendem
pH-Wert ist der Sauerstoff der Hydroxylgruppe der salpetrigen Sdure immer weniger in
der Lage, das Elektronendefizit des Stickstoffs zu kompensieren, wodurch dessen Elek-

trophilie zunimmt.

Umgekehrt wird die Aminogruppe mit zunehmender H*-Konzentration stirker proto-
niert und verliert damit die Fahigkeit zum nucleophilen Angriff. Davon am starksten
betroffen sind die stark basischen Amine, da bei diesen nur noch in geringem Mafle freie
Amine vorliegen. Die Basizitat wird gleichermafien wie die Nucleophilie durch Substi-
tuenten mit +1 und +M-Effekt erhéht und umgekehrt durch -I und -M-Substituenten
herabgesetzt. Demzufolge ist der pH-Wert ein wichtiger Parameter, mit dem die Reakti-

vitéit beeinflusst werden kann. Darin unterscheidet sich die Diazotierung von den anderen
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Derivatisierungsreaktionen, bei denen desaktivierte Nitroaniline nur in geringem Mafle

umgesetzt werden [61, , 260].

Dagegen wird die Umsetzung mit dem Iodid neben sterischen Effekten mafigeblich durch
die Elektrophilie des Diazoniumions gesteuert. Aus diesem Grunde reagieren elektronen-
arme Aromaten leichter als elektronenreiche, weshalb die Umsetzung mit lodid durch
elektronenziehende Substituenten begiinstigt wird. Dies gilt besonders, wenn sich die

Substituenten in o/p-Position befinden.

Die Bedeutung der Basizitéat lasst sich bei Variation des pH-Wertes untersuchen. Dazu
wurden Proben mit einer Analytkonzentration von 0,5 mg/L mit 50 p - 2000 p konz.
Salzsdure angesduert, entsprechend pH-Werten zwischen 0,9 und -0,5 (berechnet), und

anschlieend mit 200 pL Natriumnitrit-Losung (50 g/L) versetzt. Da lodwasserstoffsaure

Tabelle 4: Parameter zur Trennung und Detektion aromatischer Amine nach Derivati-

sierung mit GC-AED unter Verwendung einer HP5-Séule und Fliissiginjektion

Geriit GC-AED mit HP GC 6890, AED G 2350 und Autosampler
HP7673

Trennséule HP5, 30 m, 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke

Injektor Split /splitless mit 0,8 mm SPME-Liner

Injektortemperatur  250°C isotherm
Injektion 1 uL, splitlos
GC-Programm 40°C fiir 2 min,
mit 10°C/min auf 190°C
mit 30°C/min auf 280°C, 5 min halten (Gesamtdauer: 25 min)
Triagergas Helium, 2 mL/min
Detektion Elementspuren 1183, 1206, C179
Reaktandgase: Oy: 32 psi, Hy: 10 psi, Makeup-Flow: 50 mL/min
Helium Supply Pressure: 32 psi, Cavity Pressure: 1,8 psi
Cavity-, Transferline-Temperatur: 250°C, 250°C
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immer auch Nitrit reduziert, musste von ihrer Verwendung abgesehen werden. Stattdes-
sen wurde nach 20miniitiger Reaktion, in Anlehnung an HAAS et al., eine Losung beste-
hend aus Natriumiodid (100 g/L) und Iod (50 g/L) zugefiigt [271]. Nach der Umsetzung
wurden die Derivate mit 1 mL n-Hexan extrahiert und jeweils 1 puL bei der Bestimmung
mit GC-AED injiziert (vgl. Tab. 4). Die Detektion erfolgte iiber die lod-Spur 1183. Die

Peakfliichen sind in Abb. 6 fiir die unterschiedlichen Séuremengen aufgetragen.

Am stérksten macht sich der Einfluss des pH-Wertes bei den alkylierten Aminen be-
merkbar, wobei der Effekt bei 2,6DEA verglichen mit 2,6DMA aufgrund der stérke-
ren sterischen Hinderung weniger zum Tragen kommt. Im Gegensatz zu 2,6DMA und

2,6DEA ist der Einfluss des pH-Wertes bei 2,6DCA gering. Die elektronenziehende Wir-
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Abbildung 6: Einfluss der Séuremenge auf die Derivatisierung aromatischer Amine.
5 mL Probe mit den Analyten in einer Konzentration von 0,5 mg/L wurden mit 50
- 2000 pL konz. HCI und 200 puL. NaNO, (50 g/L) diazotiert und nach 20 min mit
200 pL Todierungs-Reagenz (100 g/L Nal, 50 g/L 1) versetzt. Nach Extraktion mit
1 mL n-Hexan wurden die Derivate mit GC-AED bestimmt.
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kung der Chlor-Substituenten ist dabei deutlich geringer als die der NOo-Gruppen, wie
der Vergleich von 4CA und 4NA zeigt. Der pH-Wert ist besonders bei den dinitrierten
Verbindungen wie 2A4,6DNT zu vernachlédssigen. Um fiir moglichst viele Verbindungen
geeignete Bedingungen zu gewéhrleisten, empfiehlt sich ein fiir die Diazotierung mode-

rater pH-Wert von ca. 1, wie er bei Zugabe von 100 uL. HCI erreicht wird.

Zur Beurteilung der Reaktivitdt der untersuchten aromatischen Amine bei der Deriva-
tisierung werden idealerweise Reaktionsausbeuten herangezogen. Da die Synthese der
dazu bendtigten Standards aufwendig ist und dem Informationsgewinn nicht gerecht
wird, wurde stattdessen der Stoffumsatz kontrolliert. Dieser eignet sich ebenfalls zur
Beurteilung der Reaktivitdt der aromatischen Amine, weil die Derivatisierung in zwei

Schritten verldauft und die Diazotierung nicht reversibel ist.

Dazu wurden von den Analyten Einzelstandards hergestellt, indem die Stammlosun-
gen in Methanol im Verhéltnis 1:100 mit Wasser auf eine Konzentration von 10 mg/L
verdiinnt wurden. Ein Aliquot wurde als Vergleichslosung vor der Derivatisierung unter-
sucht. Weitere 10 mL wurden durch Zugabe von 200 uL 55 %iger Iodwasserstoffsidure
sowie 500 pL Natriumnitrit-Losung (10 g/L) derivatisiert (vgl. Kap. 7.1.1) und im An-

Tabelle 5: Parameter zur Trennung und Detektion von Einzelstandards mit HPLC-UV

Gerit Gynkotek HPLC mit UV-Detektor UVD160S
Trennséaule Purospher RP18 125 x 3 mm, 5 um Teilchengrofie
Injektionsvolumen 100 pnL
Flussrate 0,8 mL/min
Eluenten A: Phosphat-Puffer (10 mmol/L, pH 7)

B: Methanol

Gradientenprogramm 70 % A, 30 % B (V/V) fiir 10 min
in 20 min auf 20 % A, 80 % B (V/V)
weitere 15 min 20 % A, 80 % B (V/V)

Detektionswellenléingen 254 nm, 230 nm
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Abbildung 7: Bestimmung des Stoffumsatzes am Beispiel von 2A4NT. Dargestellt sind
die Chromatogramme a) vor Derivatisierung, b) nach Derivatisierung und c¢) nach Zugabe

von 2A4NT. Die Bestimmung erfolgte mit HPLC-UV bei 254 nm (vgl. Tab.5).

schluss mit 10 %igem Ammoniak neutralisiert. Zur Bestimmung des Stoffumsatzes wur-
den 500 puL entnommen. Der verbleibenden Lésung wurden 5 pug der Ausgangsverbindung
zugesetzt, entsprechend 5 % der anfinglichen Stoffmenge, um so durch Standardadditi-
on Verdiinnungseffekte u.4. besser ausgleichen zu konnen. Die Konzentration der Amine
in dieser sowie den Losungen vor und nach Derivatisierung wurde mit HPLC-UV be-
stimmt. Die Bedingungen fiir die Trennung und Detektion der Verbindungen sind in
Tab. 5 aufgefithrt. Um eine moglichst gute Empfindlichkeit zu erreichen, wurden jeweils
100 uL injiziert. Die Detektion erfolgte abgesehen von 3C4FA (230 nm) bei 254 nm (vgl.
Tab. 6). Abb. 7 veranschaulicht die Vorgehensweise anhand der Chromatogramme von

2A4NT a) vor, b) nach Derivatisierung sowie c¢) nach Standardaddition.
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Tabelle 6: Ubersicht iiber den Stoffumsatz bei der Derivatisierung. Dazu wurde jeweils ein
Aliquot vor bzw. nach Derivatisierung injiziert. Ein weiterer Teil wurde mit Ausgangslésung

versetzt und anhand des Peakfldchenverhéltnisses der Stoffumsatz bestimmt.

Analyt Retentionszeit tg/min ° Stoffumsatz ¢
Amin Derivat /%

Anilin 3,11 28,61 99,5 “
4AT 6,65 31,76 99,7 4
4CA 10,17 31,40 99,7 ¢
3,4ADCA 21,25 34,17 99,7 “
2,4,5TCA 28,33 36,94 97,8 “
3C4FA 12,79 31,82 99,9 b
24DAT 1,78 28,63 99,2 ¢
2,6DAT 1,42 26,05 100 “
2NaA 18,29 34,40 100 “
2AB 25,06 34,04 94,5 ¢
4AB 23,92 36,76 99,9 “
4ANA 3,99 25,27 97,2 4
2A4NT 10,30 29,58 99,6 “
2A6NT 8,11 28,84 98,1 @
4A2NT 9,25 29,03 99,5 “
2A4,6DNT 17,77 26,95 77,1 “
4A2,6DNT 17,45 26,65 99,1 “
2, 4DA6NT 2,46 24,79 100 a

detektiert bei 254 nm bzw. ? 230 nm, ¢ Parameter vgl. Tab. 5, ¢ bezogen auf das Edukt,
bestimmt durch Standardaddition (5 % von ng), Ausgangskonzentration co= 10 mg/L, 10 mL
Probe, derivatisiert mit 200 pL 55 %iger HI und 500 pL. NaNO (10 g/L).

Die Retentionszeiten von Ausgangsverbindungen und Derivaten sind in Tab. 6 ge-
geniibergestellt. Die Derivate sind durchweg weniger polar und erfordern einen wesentlich

hoheren Methanol-Anteil fiir ihre Elution. Wahrend die Dianiline die kiirzesten Reten-
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tionszeiten aufweisen, werden ihre Derivate zusammen mit den anderen Verbindungen
eluiert. Nebenprodukte z.B. durch Umsetzen nicht umgesetzter Diazoniumionen zu den
entsprechenden Phenolen oder Reaktionen mit Methanol zu Anisolen wurden nur in Ein-
zelfdllen beobachtet. Ausnahmen bilden die Diamino-Verbindungen, die infolge zweier
Aminogruppen eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir Nebenreaktionen bieten. Dariiber hin-
aus sind die Verbindungen durch zwei Aminogruppen besonders aktiviert und gestatten

damit auch Reaktionen, die gewohnlich erst bei hoheren Temperaturen ablaufen.

Zur Bestimmung der Konzentration nicht umgesetzten Amins wurden die Peakflichen
nach Derivatisierung zu denen nach Standardaddition ins Verhéltnis gesetzt. Die daraus
resultierenden Stoffumsétze sind in Tab. 6 zusammengefasst. Mit alkylierten, chlorierten
und nitrierten aromatischen Aminen und Diaminen sowie bicyclischen Verbindungen
wurde eine Vielzahl von Verbindungen untersucht. Fiir fast alle untersuchten Aniline

sind hohe Reaktivititen mit Stoffumséitzen >95 % zu beobachten.

Wiéhrend bei 4AB anndhernd quantitativer Umsatz erfolgt, ist er bei 2AB etwas gerin-

Tabelle 7: Parameter zur Trennung und Detektion von Gemischen aus aromatischen

Aminen und Derivaten mit HPLC-UV

Geriét Gynkotek HPLC mit UV-Detektor UVD160S
Trennséule Purospher RP18 125 x 3 mm, 5 um Teilchengrofie
Injektionsvolumen 100 pL
Flussrate 0,8 mL/min
Eluenten A: Phosphat-Puffer (10 mmol/L, pH 7)/ Methanol 1/1
(V/V)
B: Methanol

Gradientenprogramm 80 % A, 20 % B (V/V) fiir 5 min
in 10 min auf 40 % A, 60 % B (V/V)
weitere 5 min 40 % A, 60 % B (V/V)

Detektionswellenldngen 254 nm, 230 nm
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ger. Infolge der Substitution in ortho-Position sind die Ringe gegeneinander verdreht.
Die Wechselwirkung der m-Elektronensysteme beider Ringe ist dadurch gegeniiber dem
para-Isomeren vermindert, gleichbedeutend mit einem geringeren +M-Effekt. Lediglich
bei dem stark desaktivierten 2A4,6DNT betrigt der Stoffumsatz nur 77 %. Verglichen
mit 4A2,6DNT ist der Angriff sterisch gehindert. Im Gegensatz zu 2A4NT ist der Stoff-
umsatz viel geringer und veranschaulicht damit die Verringerung der Nucleophilie durch
desaktivierende Nitrogruppen. Ebenso erklirt dies die Ergebnisse bei 4NA im Vergleich
mit Anilin, 4AT und 4CA. Durch die Nitrogruppe wird einerseits die Basizitéat ver-
mindert, andererseits aber auch die Nucleophilie, woraus ein verminderter Stoffumsatz
resultiert. Somit wirken sich Substituenten, die die Elektronendichte am Stickstoffatom
verringern, negativ auf die Nucleophilie aus. Nichtsdestotrotz lassen sich auch fiir stark

desaktivierte Verbindungen noch gute Stoffumsétze erzielen.

Um auch fiir 2A4,6DNT einen moglichst vollstdndigen Stoffumsatz zu erreichen, wurde
der Einfluss der Nitrit-Konzentration untersucht. Dazu wurde ein Standard verwendet,
der die Analyten 4NA, 4A2NT und 2A4,6DNT in einer Konzentration von 10 mg/L
und 4CA, 3,4DCA und 4AB in einer Konzentration von 20 mg/L enthielt. Jeweils 5 mL
des Standards wurden mit 100 puL. Iodwasserstoffsdure angesduert und mit 0 - 250 pL
Natriumnitrit-Losung (50 g/L) versetzt (vgl. Kap. 7.1.1). Nach der Derivatisierung wurde
1 mL des Reaktionsgemisches mit 500 pl. Methanol versetzt, da die unpolaren Derivate

rasch ausfielen und die Losung triibten. Ausgangsverbindungen und Derivate wurden

anschlieBend mit HPLC-UV bestimmt (vgl. Tab. 7).

Abb. 8 zeigt a) ein Chromatogramm nach Derivatisierung ohne Nitrit und b) nach
Zugabe von 50 pl. Natriumnitrit-Losung (50 g/L). Unter diesen Bedingungen ist die
Umsetzung fiir 4CA, 3,4DCA, 4NA und vor allem 2A4,6DNT unvollstéindig. In Abb. 9
sind fiir 2A4,6DNT die Peakflichen der Derivate sowie die relativen Peakflichen der
Ausgangsverbindung bezogen auf die Peakflichen ohne Derivatisierung fiir die unter-
schiedlichen Nitritmengen aufgetragen. Durch Steigerung der Nitritmenge l&sst sich auch
hier der Stoffumsatz verbessern. Bei den iibrigen Analyten sind bereits bei 100 uL die
Ausgangsverbindungen nicht mehr nachweisbar und die Derivate erreichen >98 % der

maximalen Peakflidche. Bei keiner der untersuchten Verbindungen wirkte sich eine zu ho-
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he Nitrit-Konzentration nachteilig auf die Reaktion aus. Eine Abnahme der Peakflichen
der Derivate wurde nicht beobachtet. Aus diesem Grunde wurden bei den in Kapitel 7.3
beschriebenen Versuchen 200 pL Natriumnitrit-Losung (50 g/L) bei einem Probevo-
lumen von 5 mL und 100 pL Iodwasserstoffsdure zugegeben, wéihrend in Kap. 7.4 bei

10 mL Probevolumen noch mit 500 L Natriumnitrit-Losung (10 g/L) gearbeitet wurde.
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Abbildung 8: Einfluss der Nitrit-Menge auf die Derivatisierung. Dargestellt sind Chro-
matogramme nach Derivatisierung a) ohne und b) mit 50 pL NaNOs-Losung (50 g/L).
Die Bestimmung erfolgte mit HPLC-UV bei 254 nm (vgl. Tab. 7). (4INB - 4-
Iodnitrobenzol, 214,6DNT - 2-Iod-4,6-dinitrotoluol, 4I12NT - 4-Iod-2-nitrotoluol, 4CIB -
4-Chlor-iodbenzol, 3,4DCIB - 3,4-Dichlor-iodbenzol, 41B - 4-Iodbiphenyl).
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Abbildung 9: Einfluss der Nitritmenge auf den Stoffumsatz bei der Derivatisierung des-
aktivierter Verbindungen am Beispiel von 2A4,6DNT. 5 mL Probe 2A4,6DNT in ei-
ner Konzentration von mit 10 mg/L wurden mit 100 uL 55 %iger HI und 0 - 250 pL
NaNO,-Losung (50 g/L) derivatisiert. Die Peakflichen von Amin und Derivat wurden
mit HPLC-UV bestimmt (vgl. Tab. 7).

7.1.4 Nebenreaktionen

Die Diazotierung mit anschlieBender Substitution durch Iodid ist als Reaktion bekannt,
die mit guten bis sehr guten Ausbeuten verlduft [281]. Dennoch sind auch Nebenreak-
tionen bekannt: So kann die Diazoverbindung nicht nur durch Iodid sondern auch durch
andere Nucleophile abgefangen werden. Dazu zéhlt auch die Reaktion mit Wasser beim

Verkochen der Diazoniumionen.

Ausgehend von den in Tab. 32 auf Seite 167 aufgefithrten Analyten in einer Konzen-
tration von 1 mg/L, wurde eine Probe derivatisiert und mit 2 mL Essigsdureethylester

extrahiert. Es wurde 1 uL. des Extrakts injiziert und wie in Tab. 31 auf Seite 165 be-



7.1 Derivatisierung 53

schrieben mit GC-MS analysiert.

Die identifizierten Nebenprodukte traten durchweg nur in geringem Mafle auf und sind in
Tab. 8 mit ihrer Retentionszeit und Herkunft aufgefiihrt. Anhand ihrer Massenspektren
und Retentionszeiten im Vergleich mit den entsprechenden iodierten Derivaten konnte
eine Reihe von Phenolen und Methylphenylethern mit GC-MS nachgewiesen werden, die
auf die Reaktion mit Wasser bzw. Methanol zuriickzufiihren sind. Es fillt auf, dass die
beschriebenen Nebenprodukte weder fiir halogenierte noch fiir nitrosubstituierte Amine
nachgewiesen werden konnten. Dies kann moglicherweise auf eine eingeschréankte GC-
Tauglichkeit der Phenole zuriickgefithrt werden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass es
zwischen den einzelnen aromatischen Aminen deutliche Reaktivitdtsunterschiede gibt

(vgl. Kap. 7.1.3).

Die Methoxy-Substitution weist auf die Beteiligung des Methanols hin, das als Losungs-
mittel fiir den zugesetzten Standard diente und in der Probe zu 10 % enthalten war.
Deshalb wurde der Methanolgehalt fiir alle weiteren SPME-Experimente auf <0,1 %

reduziert, wodurch diese Nebenreaktion génzlich an Bedeutung verlor.

Dariiber hinaus wurde die Reduktion der aromatischen Amine zu den entsprechenden
Benzolen beobachtet. Es konnten zahlreiche Verbindungen wie Chlor-, Dichlor-, und Tri-
chlorbenzol sowie 2- und 4-Nitrotoluol nachgewiesen werden (vgl. Tab. 8). Die Reduktion
erfolgt in Gegenwart von Alkoholen und Ethern und wird durch Metallionen und Todid
katalysiert [282]. Dementsprechend wurden bei den SPME-Experimenten mit wesent-
lich geringeren Methanol-Zusétzen deutlich weniger Reduktionsprodukte gefunden. Hier
waren neben 4-Nitrotoluol lediglich Dichlor- und Trichlorbenzol in Spuren nachweisbar.
Dabei muss zudem bedacht werden, dass die chromatographischen Bedingungen nicht
fiir die Untersuchung der Reduktionsprodukte unsubstituierter aromatischer Amine wie

Benzol und Toluol geeignet sind.

Schwieriger ist die Derivatisierung von Diaminotoluolen, von denen besonders viele Ne-
benprodukte nachgewiesen wurden (vgl. Tab. 8). Die beiden Aminogruppen werden
nacheinander derivatisiert, wie das Auftreten einfach iodierter Nebenprodukte belegt.
Dabei aktiviert die verbleibende Aminogruppe die Diazo-Verbindung und begiinstigt

so Nebenreaktionen. Deshalb sind meta-Diamino-Verbindungen als besonders reaktiv
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die mit GC-MS identifizierten Nebenprodukte der Deri-

vatisierung ausgehend von den in Tab. 32 auf Seite 167 aufgefiihrten Analyten.

Substanz Herkunft tr /min
Phenol Anilin 7,88
Phenol-d5 Anilin-d5 7,87
Methylphenol 4AT 8,95
Hydroxynaphthalin 2NaA 13,59
Hydroxybiphenyl 2AB, 4AB 13,22 ; 16,38
Methoxybenzol Anilin 7,32
Methoxybenzol-d5 Anilin-d5 7,31
Methoxytoluol 4AT 8,41
Methoxynaphthalin 2NaA 12,75
Methoxybiphenyl 2AB, 4AB 13,66 ; 15,77
Todmethylphenol 2,4DAT, 2,6DAT 12,38 ; 12,43 ; 12,65
Iodmethoxytoluol 2,4DAT, 2,6DAT 11,76 ; 11,82
Dimethoxytoluol 2,4DAT, 2,6DAT 10,53
Methoxymethylphenol 24DAT, 2,6DAT 10,81
Dihydroxytoluol 2,4DAT, 2,6DAT 11,25
Chlorbenzol 4CA 6,39
Chlorfluorbenzol 3C4FA 6,74
Dichlorbenzol 3,4ADCA 8,53
Trichlorbenzol 2,45TCA 9,82
2-Nitrotoluol 4A2NT, 2A6NT, 2,4DA6NT 10,35
4-Nitrotoluol 2A4ANT 11,01

beschrieben [2741]. Nicht derivatisieren lassen sich unter den gewé#hlten Bedingungen or-
tho-Diamino-Verbindungen, die nach einfacher Diazotierung in einer intramolekularen

Reaktion Benzotriazole bilden [2741, 275].
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Dariiber hinaus kann auch Amidosulfonsdure anstelle von lodid mit stark elektrophilen

Diazoniumsalzen unter Riickbildung des Amins reagieren [283]. Wihrend dies durch GC
nicht belegt werden konnte, fiel 2A4,6DNT durch seinen besonders geringen Stoffumsatz
auf (vgl. Kap. 7.1.3). Es bleibt zu kldren, ob dieser einzig auf die geringe Reaktivitét

oder auf die Umsetzung mit iiberschiissiger Amidosulfonséure zuriickzufiihren ist.

N2+ NHZ
@: + H,NSO3H /@[ + Ny + H80,  (RGI11)
O,N NO, O,N NO,

7.1.5 Stabilitdt der Derivate

Die Derivate wurden iiblicherweise am gleichen oder am Tag nach der Derivatisierung be-
stimmt. Um das Verfahren flexibler zu machen, wurde untersucht, wie lange die Derivate
stabil sind. Da bei wenig polaren Verbindungen héaufig silanisierte Glasgerite eingesetzt
werden [130, , —286], wurden dabei neben unbehandelten auch silanisierte Vials
verwendet, deren Oberfliche zuvor mit Dichlordimethylsilan modifiziert wurden (vgl.

Kap. 10.4.2).

In silanisierten und normalen Vials wurden jeweils 12 Proben hergestellt. Dazu wurden
in 17 mL Vials 5 mLL Wasser gegeben, die mit den Analyten in einer Konzentration
von 2,5 ug/L versetzt wurden. Alle Proben wurden, wie in Kap. 7.1.1 beschrieben, zu-
sammen derivatisiert und der pH-Wert anschlieBend durch Zugabe von 100 uL 1 %iger
Alizarinsulfonséure und 1000 puL geséttigter NaAc-Losung eingestellt. Unmittelbar nach
der Derivatisierung wurden je 4 Proben untersucht, wiahrend die verbleibenden bei 4°C
aufbewahrt wurden. Diese wurden nach 4 bzw. 15 Tagen analysiert. Die Bestimmung
erfolgte mit GC-AED iiber die Iod-Spur 1183 (vgl. Tab. 24 auf Seite 121), nachdem
die Derivate bei 60°C 25 min mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace
extrahiert wurden. Fiir alle Proben wurde dieselbe PDMS/DVB-Faser verwendet.
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Abbildung 10: Stabilitét der Derivate in a) silanisierten und b) normalen Vials nach 0, 4
und 15 Tagen bei 4°C. Dargestellt sind die mittleren Peakflichen (n= 4) mit den Stan-
dardabweichungen als Fehlerbalken. Die Proben wurden wie in Kap. 7.1.1 derivatisiert
und der pH-Wert mit 1000 pLi ges. NaAc-Losung eingestellt. Nach 25 min Extraktion
aus dem Headspace mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser bei 60°C wurden die Derivate
mit GC-AED bestimmt.
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Fiir die Auswertung wurden die Mittelwerte der Peakflichen verglichen. In Abb. 10
sind fiir die Analyten die Werte fiir silanisierte und normale Vials gegeniibergestellt
und die Standardabweichungen als Fehlerbalken aufgetragen. Wahrend bei den normalen
Vials keine Verdnderung infolge der Lagerung zu beobachten ist, nehmen die Peakfldchen
bei den silanisierten Vials innerhalb von 15 Tagen durchschnittlich um 19,4 % ab. Die
Unterschiede innerhalb der einzelnen Analyten bewegen sich zwischen 4,7 und 35,8 %.
Wihrend die friih eluierenden Derivate von alkylierten Aminen davon am wenigsten be-
troffen sind, beobachtet man den stérksten Riickgang fiir das Derivat von 4,4'MDA mit

der grofiten Retentionszeit.

Ausgehend von den mittleren Peakflichen am Tag der Derivatisierung sind diese bei
den normalen Vials im Mittel um 27,8 % geringer. Darin ist diese Beobachtung mit
der Literatur vereinbar, in der die Silanisierung aufgrund der verbesserten Extrahier-
barkeit eingesetzt wird [1306, , —286]. Nach 15 Tagen betréigt dieser Unterschied
jedoch nur noch 2,3 %. Da die Peakflichen innerhalb der beobachteten Zeit auf das Ver-
gleichsniveau der normalen Vials zuriickgehen, kommt als Erkldrung eine allmé&hliche
Hydrolyse der silanisierten Oberflache in Frage. Durch die Umsetzung mit Dichlordi-
methylsilan entstehen Polysiloxane, die die Oberflicheneigenschaften aufgrund der Al-
kylgruppen verdndern. Die Oberflache fiihlt sich deutlich glatter an und Wassertropfen

perlen von ihr ab.

Demgegentiiber ist die Reproduzierbarkeit innerhalb der Serien bei den silanisierten Vi-
als besser. Hier betrigt die durchschnittliche Relative Standardabweichung nur 10,1 %,
wohingegen bei den normalen 18,3 % auftreten. Durch die Silanisierung lasst sich die Gla-
soberfliche homogener gestalten, auch wenn bei einigen Analyten wie 41PA, 2,4, 6TMA,
1NaA, 2AB und 2,4DA6NT hohe Relative Standardabweichungen auftraten.

Insgesamt belegen beide Versuchsreihen die Stabilitédt der iodierten Derivate. Die Ver-
bindungen lassen sich auch nach ldngerer Zeit noch bestimmen. Da sich durch die Si-
lanisierung eine bessere Reproduzierbarkeit erzielen lasst, wurden vor allen weiteren
Experimenten die 17 mL Vials silanisiert. Der leichte Riickgang der Peakflichen storte

nicht, da die Proben stets innerhalb weniger Tage untersucht wurden.

Bei den Experimenten in Kap. 7.4 wurde dagegen mit normalen Vials gearbeitet und
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Abbildung 11: Stabilitdt der Derivate in NHs-Puffer. Die Probe wurde, wie in Kap. 7.1.1
beschrieben, derivatisiert und der pH-Wert mit 10 %igem NHj eingestellt. Nach
Verdiinnen wurden Aliquote nach 0 - 14 Tagen mit HPLC untersucht (vgl. Tab. 7).

der pH-Wert nach der Derivatisierung mit Natronlauge und Phosphat-Puffer auf pH= 9
eingestellt (vgl. Kap. 7.1.1). Die Peakflichen gingen unter den Bedingungen innerhalb
weniger Tage drastisch zuriick. Im folgenden wurde untersucht, inwieweit sich dies auf
den verwendeten Puffer zuriickfithren ldsst, und stattdessen der pH-Wert mit Ammoniak

eingestellt.

Dazu wurde eine 5 mL Probe, die 4A2NT, 2A4,6DNT und 4NA in einer Konzentration
von 10 mg/L und 3,4DCA sowie 4AB in einer Konzentration von 20 mg/L enthielt,
wie in Kap. 7.1.1 beschrieben, derivatisiert und der pH-Wert durch Zugabe von 500 pl
10 %igem NHj3 auf pHa 10 eingestellt. Von der Probe wurden 2 mL mit Wasser auf
5 mL verdiinnt, um ein Ausfallen der Derivate zu verhindern. Mit dieser Losung wurde
ein 1,5 mL HPLC-Vial befiillt. Die Probe wurde in regelméfiigen Abstéinden innerhalb
von 14 Tagen 8x mit HPLC untersucht (vgl. Tab. 7 auf Seite 49).

In Abb. 11 sind die Relativen Peakflichen der Derivate bezogen auf den Ausgangswert
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dargestellt. In allen Fillen ist ein rascher Riickgang der Peakflachen zu beobachten. Die-
ser féllt erheblich starker aus als bei Verwendung des Acetat-Puffers. Es sind nur geringe
Unterschiede zwischen den Analyten zu erkennen. Die nitrosubstituierten Verbindungen
erweisen sich dabei als etwas stabiler als 3,4DCA und 4AB. Dies gilt insbesondere fiir
2A4,6DNT.

Es ist davon auszugehen, dass es sich um eine chemische Reaktion handelt, da die Be-
obachtungen auch bei SPME bei erheblich geringeren Konzentrationen gemacht wurden
(vgl. Kap. 7.4.3.1), so dass die Loslichkeit der Derivate als Erkldrung ausscheidet. Ein
derartiges Verhalten ist &uflerst ungewohnlich, gehen die aromatischen Iod-Verbindungen
doch kaum Reaktionen ein. Denkbar wére eine ipso-Substitution, bei der unter den alkali-
schen Bedingungen ein Phenol entstehen kénnte. Hierfiir sind allerdings bislang keinerlei
Beispiele bekannt und die Reaktionsbedingungen fiir eine derartige Umwandlung wéren
sehr mild. Die mit der Desaktivierung der Analyten zuriickgehende Reaktivitdt wire
allerdings mit einer solchen elektrophilen Reaktion vereinbar. Zum anderen wére eine
Oxidation der Derivate denkbar. Aromatische Iod-Verbindungen sind lichtempfindlich
und werden teilweise mit Silber vor Oxidation geschiitzt. In jedem Fall scheint der pH-
Wert eine entscheidende Rolle zu spielen, da bei Phosphat- wie Ammoniak-Puffer die

Proben alkalisch waren, wéhrend beim Acetat-Puffer ein schwach saurer pH-Wert vorlag.

Letztendlich lasst sich die zugrunde liegende Reaktion nicht kldren, zudem sich keinerlei
Reaktionsprodukte detektieren lieflen. Bei den Versuchen in Kap. 7.4 wurden die Ana-
lyten deshalb direkt nach der Derivatisierung bestimmt. Da die Kalibrierung in gleicher
Weise erfolgte, konnten abnehmende Peakflichen mit Hilfe eines Internen Standards

kompensiert werden.
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7.1.6 Polaritidt der Derivate

Uber die Diazotierung lassen sich neben aromatischen Iodiden eine groBe Zahl weiterer
Verbindungen herstellen. Um die Vorteile der Todide im Kontext der Aufgabenstellung

dieser Arbeit hervorzuheben, wurden die unterschiedlichen Produkte verglichen.

Ziel der Derivatisierung ist in dieser Arbeit die Verbesserung der Extrahierbarkeit durch
Verringerung der Polaritdt der Analyten. Zu diesem Zweck wurden die Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten Kow als Maf fiir die Polaritdt betrachtet. In Abb. 12 sind ty-
pische Derivate aromatischer Amine, die iiber die Diazotierung zugéinglich sind, mit

ihren log Kow-Werten aufgefiihrt. Fiir alle Verbindungen ist verglichen mit der Aus-
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Abbildung 12: Géngige Derivate aromatischer Amine, die durch Diazotierung und
anschlieende Umsetzung zugénglich sind. Die in Klammern angegebenen log Kop-
Werte der Derivate wurden mit clogP von Daylight Chemical Information Systems

(http://www.daylight.com) berechnet.
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gangssubstanz eine Verminderung der Polaritdt verbunden. Diese ist jedoch sehr un-
terschiedlich ausgeprégt. In der Reihe der Halogenide nehmen die Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten in der Reihenfolge F < Cl < Br < I mit der Grofle der Molekiile
bedingt durch die Solvatation zu. Die am wenigsten polare Verbindung wird somit mit

Todid erreicht.

Wie Abb. 12 zeigt, sind die Derivate, die sich von den Pseudohalogeniden Cyanid und
Thiocyanat sowie Nitrit ableiten, polarer als die entsprechenden Halogen-Verbindungen.
Zwar sind die Phenole besonders einfach durch Verkochen der Diazoniumionen herzu-

stellen, ihre Polaritét ist jedoch kaum zur Verbesserung der Extrahierbarkeit geeignet.

Anders verhélt es sich bei der Azokupplung, zu der es aktivierter Aromaten bedarf.
Ublicherweise werden dazu Phenole, Phenolether oder aromatische Amine verwendet. Je
nach eingesetzter Kupplungskomponente konnen dabei Verbindungen entstehen, die den
Anforderungen dieser Arbeit gerecht werden. Zu beachten ist jedoch, dass in Abhéngig-
keit von der Kupplungskomponente auch o/p-Isomere gebildet werden. Zudem sind
die Diazo-Verbindungen mangels thermischer Bestédndigkeit nicht fiir die Gaschroma-
tographie geeignet. Demgegeniiber eignen sie sich fiir die Fliissigchromatographie mit

UV/Vis [268, 269] oder massenspektrometrischer Detektion [270)].

Die Verminderung der Polaritéit der Analyten infolge der Umsetzung zu aromatischen
Iodiden ist in Tab. 9 fiir verschiedene aromatische Amine gezeigt. Als Maf fiir die Po-
laritdt sind die logarithmischen Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log Kow auf-
gefiihrt. Da fiir viele der iodierten Derivate keine experimentellen Werte verfiighar sind,
wurden diese mit clogP berechnet. Die Gegeniiberstellung der experimentellen mit den
berechneten Werten zeigt eine gute Ubereinstimmung mit einer durchschnittlichen Ab-

weichung von 8,6 %.

Wiéhrend sich die log Kow-Werte der Amine im Bereich von 0,09 - 3,35 bewegen, be-
tragen die der Derivate zwischen 3,01 und 5,28. Dies bedeutet eine starke Verschiebung
der Verteilungskoeffizienten zu weniger polaren Verbindungen. Durchschnittlich nehmen
diese infolge der Derivatisierung um 1,92 Gréflenordnungen je Aminogruppe zu. Am
starksten profitierten davon die polaren Diamino-Verbindungen. Wéhrend diese ohne

Derivatisierung nur schwer zu extrahieren sind (vgl. Kap. 5.1), unterscheidet sich die
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Tabelle 9: Logarithmische Oktanol-Wasser Verteilungskoeffizienten log Kow aromatischer

Amine und ihrer iodierten Derivate.

Analyt log Kow Amin log Kow Derivat
calc. ¢ exp. calc. ¢ exp.
Anilin 0,92 /  090° 3,27 / 3,257
AAT 1,41 /  1,39° 3,76 / -
4CA 91/ 1917 3,98 / 4,129
3,4DCA 260 /2559 4,57 / -
2,4,5TCA 335 /369" 5,28 / -
3C4FA 2,15 /2,06 4,12 / -
2,4DAT 0,14 / - 4,59 / -
2,6DAT 0,09 / - 4,29 / -
2NaA 228 /  228°? 4,44 / -
2AB 2,80 /2,847 4,65 / -
4AB 280 /  2,88° 5,15 / -
4NA 126 / 139°¢ 3,01 / -
2A4ANT L71 /) 187°¢ 3,21 / -
2A6NT 1,63/ - 3,13 / -
4A2NT 1,68 / - 3,43 / -
2A4,6DNT 1,58 /1,851 2.87 / -
4A2,6DNT 1,55 /2,104 3,09 / -
2 ADA6NT 0,58 / 0,794 4,25 / -
@ berechnet mit clogP von Daylight Chemical Information Systems (http://www.daylight.com),
b Ref. [287], © Ref. [285], ¢ Ref. [239], ¢ Ref. | ], 9 Ref. [292], * Ref. [293)],
i Ref. [291], 7 Ref. [

Polaritét der Derivate nicht von der der anderen Verbindungen. Nichtsdestotrotz ist ei-

ne Korrelation von extrahierter Stoffmenge und log Kow-Werten nur fiir ausgewéhlte

Analyten mit enger struktureller Verwandschaft moglich |

Y

]. Dies ist insbe-

sondere dann der Fall, wenn Fasern auf der Basis von Divinylbenzen eingesetzt werden
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und neben Verteilung auch Adsorption auftritt. Dennoch ist die klare Tendenz zu be-
obachten, dass polare Analyten schwieriger zu extrahieren sind, wahrend die besten
Ergebnisse mit weniger polaren erreicht werden. Aus diesem Grund beschéftigen sich
viele der Arbeiten zur Festphasenmikroextraktion aromatischer Amine vornehmlich mit

den weniger polaren Chloranilinen (vgl. Tab. 9).

7.1.7 Massenspektren der Derivate

Die Massenspektren der Derivate zeigen zumeist nur wenig Fragmentierung (vgl. Abb. 13
sowie Anhang 12.1 ab Seite 275). Charakteristisch ist ein intensiver Molpeak, der haufig
zugleich der Basispeak ist. In den meisten Féllen geht die Fragmentierung von der Ab-
spaltung von Tod aus und liefert ein typisches Fragment [M-127]*. Dagegen ist das Iod-
Signal der Masse 127 nur klein.

Eine Ausnahme bilden die Derivate von 2A6NT, 4A2NT, 2A4,6DNT, 4A2,6DNT und
2,4DA6NT. In Abb. 13 ist das Massenspektrum von 2-Iod-4,6-dinitrotoluol, dem Derivat
von 2A4,6DNT, dargestellt. Der Molekiilionenpeak ist hier nur wenig intensiv und der
Basispeak um -17 m/z gegeniiber den Molekiilionenpeak verschoben. Die der Methyl-
gruppe benachbarte Nitrogruppe fiihrt bei diesen Verbindungen zum ortho-Effekt [296—

|. Infolge der Elektronenstoflionisation kommt es zu einer intramolekularen Reaktion,

rel. Int.
O,N I
100% 4 2 C7H51NZO4 21 —
0 1
MZ: 308 1
NO ]
75% 2 E
(%i@} 1
o4, 4
50% -1 -NO -NO, ]
g r 164 :
25% 363 89 127 M- E
7 105 J( 215 245 308

0% 1‘1 b all L. 1 L AN . L ‘ . . l‘ | .
; e B B L B
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Abbildung 13: Massenspektrum von 2-lIod-4,6-dinitrotoluol, Derivat von 2-Amino-4,6-
dinitrotoluol, registriert mit Varian Saturn 2000 (vgl. Tab. 34 auf Seite 171).
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bei der durch Abspaltung eines OH-Radikals ein [M-17]*-Peak auftritt.

Durch die Derivatisierung ist die Molekiilmasse um 111 m/z erhtht und damit auerhalb
des Bereichs unspezifischer Fragmentierung. Dies ist besonders anschaulich in Abb. 14a)
zu erkennen. Bei dem Agilent GC-MS wurde im Gegensatz zu den anderen beiden
Geréaten eine 60 m Sdule verwendet, die hohere Elutionstemperaturen erfordert. Dies

fithrt zu starkerem Séulenbluten, welches das Rauschen in Abb. 14a) erklért. Durch die
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Abbildung 14: Vergleich der Massenspektren des Derivats von 2,4DA6NT (MZ: 389).
Die Spektren wurden aufgenommen a) mit einem Agilent MSD 5973inert (vgl. Tab. 28
auf Seite 149), b) mit einem Finnigan Trace DSQ (vgl. Tab. 29 auf Seite 155) und c)
einem Varian Saturn 2000 (vgl. Tab. 34 auf Seite 171).



7.1 Derivatisierung 65

hohere Masse der Derivate lassen sich die Verbindungen leichter ausfindig machen und

aufgrund des besseren Signal/Rausch-Verhéltnisses empfindlicher detektieren.

Viele der Derivate haben bislang noch keinen Eingang in die NIST Spektrenbibliothek
gefunden. Aus diesem Grunde sind die Massenspektren der Derivate, die quantifiziert
wurden, im Anhang aufgefiihrt. Die Spektren wurden mit einem Varian Saturn 2000
Massenspektrometer mit Ionenfalle unter den in Tab. 34 auf Seite 171 aufgefiihrten
Bedingungen registriert. In einigen Féllen unterscheiden sie sich deutlich von den in der

Literatur beschriebenen Spektren [175].

Um dies zu verdeutlichen wurden die Spektren, die mit zwei unterschiedlichen
Quadrupol-Massenspektrometern sowie einer lonenfalle unter typischen Bedingungen
aufgezeichnet wurden, verglichen. In Abb. 14 ist das Massenspektrum von 2,4-Diiod-
6-nitrotoluol, dem Derivat von 2,4DA6NT, gezeigt, bei dem ebenfalls der ortho-Effekt
zu beobachten ist. In allen drei Fallen treten die gleichen Fragmente auf, jedoch unter-
scheiden sich die Intensitdtsverhéltnisse mitunter drastisch. Wéahrend bei den beiden
Quadrupolgerdten die Intensitatsverhéltnisse der charakteristischen Ionen weitgehend
iibereinstimmen, beobachtet man bei der lonenfalle weit weniger Fragmentierung.
Die Fragmentionen 389, 359 und 232 treten hier kaum hervor. Andererseits ist der
ortho-Effekt bei der Ionenfalle von groflerer Bedeutung und der Molekiilionenpeak
dementsprechend weniger ausgeprégt. Trotz nomineller 70 eV ist die lonisierungsenergie
bei dem Massenspektrometer mit Ionenfalle geringer als bei den anderen beiden Geréten
und fithrt zu einer geringeren Fragmentierung. Hierbei spielt moglicherweise auch auf

die jeweilige Bauform eine Rolle.
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7.2 Bestimmung der extrahierten Stoffmenge

In Kap. 7.1.6 wurde postuliert, dass infolge der Derivatisierung die Extrahierbarkeit der
Verbindungen verbessert wird. Die Argumentation stiitzt sich dabei auf die berechneten
log Kow-Werte, mangelt aber an experimentellen Daten, die dies untermauern. Deshalb
sollten die extrahierten Stoffmengen nach SPME bestimmt werden. Im Gegensatz zur
Fliissiginjektion ist bei SPME aufgrund der Verteilung zwischen Faser und wéssriger
Probe die aufgegebene Stoffmenge nicht bekannt. Deshalb behilft man sich in der
Regel mit einer Kalibrierung durch Fliissiginjektion. Da es dazu der Referenzsub-
stanzen der Derivate bedarf, war diese Vorgehensweise in diesem Fall nicht méglich.
Depletion-SPME erwies sich hierbei als Alternative. Die mehrfache Extraktion einer
Probe zur Bestimmung der Extraktionsrate wurde in Kap. 7.2.1 fiir verschiedene Pesti-

zide untersucht und in Kap. 7.2.3 auf die Derivate der in-situ Derivatisierung angewandst.

7.2.1 Untersuchung von depletion-SPME

Das depletion-SPME Modell, wie es in Kap. 4.2 hergeleitet wurde, wurde fiir 13 Pestizi-
de unterschiedlicher Substanzklassen iiberpriift, die iiblicherweise mittels GC bestimmt
werden. Die Strukturen der Verbindungen sind in Abb. 15 aufgefiihrt. Die Verbindungen
tragen zahlreiche verschiedene funktionelle Gruppen und decken einen weiten Bereich
an Polaritdten ab, bezogen auf die Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten Kow (vgl.

Tab. 10).

Erste Tests wurden unternommen mit einer Losung, die die Pestizide in einer Konzentra-
tion von 10 pg/L enthielt. 13 mL wurden in eine 13 mL Rollrandflasche gegeben, so dass
kein Headspace zu beriicksichtigen war. Die mit Aluminiumfolie und Bérdelkappe ver-
schlossene Probe wurde 9x fiir je 20 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser extrahiert.
Die Extraktion erfolgte mittels Autosampler unter Agitation der Faser zur Durchmi-
schung der Probe. In Anbetracht der kurzen Extraktionszeit erfolgte die Extraktion nicht
unter Gleichgewichtsbedingungen. Nach jeder Extraktion wurden die Analyten von der

Faser thermodesorbiert und mit GC-MS bestimmt. In Tab. 11 sind die dabei verwende-



i
Tabelle 10: Ubersicht iiber die bei depletion-SPME untersuchten Verbindungen mit Stoffklasse, Summenformel, Molmasse und loga- gj
2
rithmischen Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log Kow sowie Retentionszeiten tr und charakteristischen Fragmentionen unter den §
gewdhlten Bedingungen g
o
Analyt Stoffklasse Summenformel log Kow tr /min® MM /(g/mol) Fragmentionen /(m/z) ¢ %
Atrazin Triazin CgH14CINj; 2,50 ° 9,30 215,68 215, 200, 172, 138 :%
Ethofumesat Benzofuran C13H15055 2,70 ° 12,27 286,35 286, 241, 207, 179, 161, 137 %
Fenpropimorph ~ Morpholin CooH33NO 410° 10,62 303,48 303, 145, 128 §
Lindan (y-HCH) Organochlor CeHgClg 3,72 ¢ 9,25 290,83 219, 217, 183, 181, 111, 109 C;;i
Parathion-ethyl ~ Organophosphor C;0H14NO;PS 3,83 ¢ 12,63 291,26 291, 263, 235, 155, 139, 109 e
Pendimethalin Nitroanilin Ci3H19N304 5,18 ° 12,81 281,31 282, 252, 208, 162 E
Pirimicarb Carbamat C11H1sN4O4 1,70 b 10,37 238,29 238, 166, 138, 72
Propazin Triazin CoH14CINj 2,93 ¢ 9,41 229,71 229, 214, 187, 172, 152
Prosulfocarb Thiocarbamat C14H21NOS 4,65 ° 10,50 251,39 251, 218, 128, 91
Sebutylazin Triazin CoH14CINj 2,85 ¢ 10,02 229,71 230, 214, 200, 214
Terbutryn Triazin Ci0H19N5S 3,74 ¢ 10,93 241,36 242, 226, 185, 170
Terbutylazin Triazin CoH16CINj 3,04 ° 9,58 229,71 230, 214, 172, 138
Trifluralin Nitroanilin C13H16F3N304 5,34 ¢ 9,48 335,28 336, 306, 291, 264, 336
@ Ref. [131]; ® Ref. [299]; ¢ Ref. [300]; ¢ der zur Quantifizierung verwendete Basispeak ist unterstrichen; ¢ Bedingungen vgl. Tab. 11.
=&
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Abbildung 15: Strukturen der bei depletion-SPME verwendeten Pestizide

Tabelle 11: Parameter zur Trennung und Detektion der Pestizide bei depletion-SPME

Gerét

Trennséule
Injektor
Injektortemperatur
Split

GC-Programm

Tragergas
Detektion

GC-MS Varian Star 3800 mit ion-trap Saturn 2000
Stx-CLPesticides, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke

PTV mit 0,8 mm SPME-Liner

70°C fiir 0,2 min, mit 200°C/min auf 250°C heizen

nach 3,6 min Splitventil 6ffnen (Verhéltnis 1:20)

40°C fiir 2,5 min, mit 50°C/min auf 160°C heizen, mit 10°C/min
auf 200°C heizen und 2 min halten, mit 12°C/min auf 280°C,
0,43 min halten (Gesamtdauer: 18 min)

Helium, 2 mL/min

fullscan (60 - 350 m/z), EI mit 70 eV

40 A Emissionsstrom, 2250 V Multiplier-Spannung,

Trap-, Transferline-, Manifold-Temperatur: 200°C, 280°C, 55°C
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Abbildung 16: Chromatogramme einer Probe nach der ersten bis siebten Extraktion
(a-g), die zu g) um -0,12 min und 8 MCounts verschoben sind. Die Probe enthielt
die Analyten in einer Konzentration von 10 ug/L und wurde jeweils 20 min mit einer
65 um PDMS/DVB-Faser extrahiert. Die Bestimmung erfolgte mit GC-MS im fullscan-
Modus.

ten Einstellungen zusammengefasst. Die Retentionszeiten der Pestizide sind zusammen
mit den charakteristischen Fragmentionen in Tab. 10 aufgefithrt. In Abb. 16 sind die
Chromatogramme der ersten 7 Extraktionen dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen,
wie die Peaks von Extraktion zu Extraktion kleiner werden. Dariiber hinaus treten Un-
terschiede im Extraktionsverhalten der einzelnen Pestizide auf: Wahrend beispielsweise
zu Beginn der Peak von Trifluralin gréfler ist als der von Lindan, hat sich das Verhélt-
nis nach 7 Extraktionen umgekehrt. Aufgrund der geringen Peakflichen sind Atrazin,
Propazin und Pirimicarb in Abb. 16 nicht aufgefiihrt. Bei dem detektierten Phthalat

handelt es sich um eine durch die Probenvorbereitung hervorgerufene Verunreinigung.

In gleicher Weise wurde eine Probe, die die Analyten in einer Konzentration von 1 pug/L
enthielt, 9x mit einer 100 um PDMS-Faser fiir jeweils 20 min extrahiert. Auch hier
war die beschriebene Abnahme der Peakflichen zu beobachten. In Abb. 17a sind die
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Abbildung 17: Mehrfache Extraktion einer Probe, die Analyten in einer Konzentration
von 1 ug/L enthielt, mit einer 100 pm PDMS-Faser fiir jeweils 20 min und Bestimmung
der extrahierten Stoffmenge mit GC-MS. In a) sind die Peakflichen und in b) die loga-
rithmischen Peakflichen gegen die Zahl der Extraktionen x aufgetragen. Der Fit erfolgte
a) mit f(z) = ab” und b) mit f(z) = a + bx.
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Tabelle 12: Extraktionsrate E, bei der ersten Extraktion angereicherte Stoffmenge ny; und

Korrelationskoeffizient R? nach mehrfacher Extraktion mit einer 100 um PDMS-Faser

Analyt Steigung Extraktionsrate Stoffmenge R? ¢
log (1-E) ° E /% ng; /ng ¢
Atrazin -0,014 3,2+ 1,8 0,4+0,2 0,714
Ethofumesat -0,047 10,2 +4,9 1,3£0,6 0,767
Fenpropimorph -0,065 14,04£0,8 1,8+0,1 0,995
Lindan (y-HCH) -0,027 6,0£0,8 0,8£0,1 0,975
Parathion-ethyl -0,069 14,7+£0,7 1,94+0,1 0,997
Pendimethalin -0,124 24,9+0,7 3,2£0,1 0,999
Pirimicarb -0,024 5,4+2,0 0,7£0,3 0,851
Propazin -0,061 13,0£5,4 1,7+0,7 0,809
Prosulfocarb -0,081 17,0£0,8 2,2+0,1 0,996
Sebutylazin -0,023 5,1£1,9 0,7£0,2 0,846
Terbutryn -0,066 14,0+1,5 1,8+0,2 0,983
Terbutylazin -0,038 8,4+3,2 1,1+£0,4 0,842
Trifluralin -0,142 27,8+ 1,2 3,6£0,2 0,997

@ Vertrauensintervall fiir 95 % Wahrscheinlichkeit; ® berechnet anhand der Ausgleichsgerade gemi8
Gleichung (14); ¢ Korrelationskoeffizient der Linearen Regression ; ¢ aus E nach Gleichung (9); Aus-

gangskonzentration co=1 pug/L, Probevolumen V = 13 mL, n= 9 Extraktionen & 20 min.

Peakflichen einiger ausgewéhlter Analyten gegen die Nummer der Extraktion aufge-
tragen. Die Kurvenverldufe lassen deutlich die exponentielle Abnahme erkennen. Unter
Verwendung der Fit-Funktion f(x) = ab* wurden die Ergebnisse gem#f Gleichung (13)
analysiert. Dabei ist eine gute Ubereinstimmung mit dem beschriebenen Modell zu be-

obachten.

Im Vergleich dazu lassen die logarithmischen Peakflichen Unterschiede zwischen
einzelnen Analyten unmittelbar erkennen (vgl. Abb. 17b). Nach linearer Regression
kann die Extraktionsrate E geméf Gleichung (14) leicht aus der Steigung der Geraden

log(1 — E) bestimmt werden. Die so berechneten Extraktionsraten sowie die zugehorigen
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Steigungen der Geradengleichung der 13 Pestizide sind in Tab. 12 zusammengefasst.
Bei 20miniitiger Extraktion mit einer 100 pm PDMS-Faser bewegen sich die Extrakti-
onsraten im Bereich von 3 bis 28 %. Dementsprechend sind die Unterschiede zwischen
den Analyten grofl: Wéhrend sich Analyten wie Atrazin, Sebutylazin und Pirimicarb
in der Probe nur geringfiigig abreichern, ist fiir Trifluralin und Pendimethalin eine
drastische Abnahme zu beobachten. Nach 9 Extraktionen ist die Peakfliche auf weniger
als 10 % der anfianglichen Peakfliche gesunken, wohingegen es bei ersteren Pestiziden
lediglich ~70 % sind. Wihrend die polarsten Analyten die niedrigsten Extraktionsraten
aufweisen, beobachtet man mit zunehmenden log Kow-Werten einen Trend zu héheren
Extraktionsraten. Die mit der Abnahme der Polaritdt verbesserte Extrahierbarkeit
wurde fiir Pestizide bereits frither beobachtet [137, , |, wobei eine direkte
Korrelation allenfalls fiir strukturell eng verwandte Verbindungen moglich zu sein

scheint [1410].

Unter Einbeziehung der Ausgangsstoffmenge ngg lassen sich geméf Gleichung (9) die
beim ersten Schritt extrahierten Stoffmengen berechnen. Diese bewegen sich entspre-

chend im Bereich von 0,4 bis 3,6 ng (vgl. Tab. 12).

7.2.2 Validierung des Verfahrens

Da die Bestimmung einer Extraktionsrate bereits mit lediglich 2 Extraktionen mdéglich
ist, wurde der Einfluss der Zahl an Extraktionsschritten auf die Ergebnisse untersucht.
Ausgehend von der o.g. Extraktion mit der PDMS-Faser wurden fiir die Auswertung 2
bis 9 Extraktionen herangezogen. Die Extraktionsraten wurden berechnet und gegen die
Zahl an Extraktionsschritten aufgetragen, wie Abb. 18 an einigen Beispielen verdeut-
licht. Wihrend sich die Extraktionsrate anfangs stark dndert, betriigt die Anderung bei
allen untersuchten Analyten nach 5 Extraktionsschritten weniger als 1 % der Extrak-
tionsrate verglichen mit der vorhergehenden Extraktion. Dariiber hinaus nehmen auch
die Vertrauensintervalle, wie Abb. 18 zeigt, signifikant mit der Zahl an Teilschritten ab.
Je nach Analyt geniigen meist 5 Extraktionen, wohingegen bei den polaren Verbindun-

gen mit zusétzlichen Extraktionen eine deutliche Verringerung der Vertrauensintervalle



7.2 Bestimmung der extrahierten Stoffmenge 73

X 60 ] T ‘ — B— Trifluralin
~
50
8 _
£ 40 -
g ] e
2 307 \E‘I‘I\Iil
k-Ra
g 20 —
S
10 4

0 I I I I I I I
o 20 2 3 4 5 6 7 8 9
Q _
40 — —A— Prosulfocarb
L
[av}
7 30
g ] A T
S 20 e G
§ | T A — A A& A& &
% 10 —
m -

0 I I I I I I I
- 30 - 2 3 4 5 6 7 8 9
< ] —MB— Lindan
25
° i
= 20
g i
§B1
pim)
- 10+ \I\
B i
x5
8] i

0 I I I I I I I

7 2 3 4 5 6 7 8 9

0 50 —
m ) ‘ —@— Terbutylazin
) 40
= 1 o
% 30
- |
‘g 20 ®
=7 e [
5 10 - M S )
20 —t 3

0 I i I I I I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zahl der Extraktionsschritte

Abbildung 18: Einfluss der Zahl an Extraktionsschritten auf die Extraktionsrate E. Aus-
gehend von einer Analytkonzentration von 1 pug/L wurde mit einer 100 pm PDMS-Faser
Ox fiir 20 min extrahiert. Fiir die Bestimmung der Extraktionsraten geméfi Gleichung
(14) wurden 2 bis 9 Extraktionen herangezogen. Die Vertrauensintervalle fiir 95 %ige

Wahrscheinlichkeit sind als Fehlerbalken dargestellt.
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verbunden ist (vgl. Abb. 18).

Zum Vergleich lisst sich die Extraktionsrate E nach Gleichung (19) auch anhand des
Peakflachenverhéltnisses zweier aufeinander folgender Extraktionen bestimmen.
Nfrt1 N0 E- (1 — E)(w+1)_l

Nre | Teg E-(1— E)*1 (19)

Bei mehrfacher Extraktion einer Probe ergibt sich die Extraktionsrate E dann aus dem
Mittel der Peakflichenverhéltnisse aller Extraktionen. Wahrend dieser Ansatz deutlich
einfacher ist, werden die experimentellen Ergebnisse durch die oben beschriebene Re-

gression basierend auf der Summe der kleinsten Fehlerquadrate besser wiedergegeben.

Dariiber hinaus wurden die Ergebnisse der linearen Regression validiert. Die Residuen
der Ausgleichsgeraden wurden bestimmt und zeigten eine Normalverteilung. Weiterhin
war kein Trend zu erkennen, was die Richtigkeit des Modells weiter stiitzt. Die Kor-
relationskoeffizienten R? der linearen Regression wurden bestimmt und in Tab. 12 zu-
sammengefasst. In Anbetracht der Einfachheit des zugrunde liegenden Modells wurden
mit Korrelationskoeffizienten R? > 0,97 fiir die meisten Analyten sehr gute Resultate
erzielt. Zudem ist die Extraktionszeit mit 20 min sehr kurz gewéhlt, so dass die Ex-
traktion nicht unter Gleichgewichtsbedingungen erfolgte und sich Schwankungen bzgl.
Extraktionszeit, Extraktionstemperatur, Durchmischung der Probe etc. leicht bemerk-
bar machen kénnen. Deutlich schwieriger war die Ausgleichsrechnung dagegen bei den
Triazinen und Pirimicarb, wie Korrelationskoeffizienten R? zwischen 0,75 und 0,85 zei-

gen.
Die Qualitat der Ergebnisse lédsst sich mit dem Vertrauensintervall besser veranschauli-
chen. Dieses ist nach DOERFFEL [301] definiert als

Ab=s,-t(P,f) (20)

mit der Standardabweichung der Steigung s, und dem STUDENT t-Faktor fiir f =n — 2
Freiheitsgrade und P= 95 % Wahrscheinlichkeit. Die Standardabweichung der Steigung

s, ist zugénglich tiber die Reststandardabweichung s, und die Summe der Fehlerquadrate
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> (x — X)?, wobei X die mittlere Zahl an Extraktionen ist.

2
5y
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Die berechneten Vertrauensintervalle sind in Tab. 12 fiir die Extraktionsrate und die
extrahierten Stoffmengen angegeben. Fiir viele der untersuchten Analyten konnen die
Extraktionsraten mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit auf + 1 % angegeben werden. An-
dererseits bewegen sich die Vertrauensintervalle bei den Triazinen, Ethofumesat und
Pirimicarb im Bereich von 1,8 bis 5,4 %. Die Steigungen der Regressionsgeraden sind fiir
diese Analyten sehr klein, da sie nur in geringem Mafle extrahiert werden. Derart klei-
ne Steigungen lassen sich nur mit geringer Prézision und folglich vergleichsweise groflen
Vertrauensintervallen bestimmen. Zudem sind die Peakflichen der genannten Analyten
klein, so dass sich das Rauschen starker bemerkbar macht. Dies ist der Fall bei allen

Analyten mit Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log Kow < 3.

Die Reproduzierbarkeit der Methode zur Bestimmung der Extraktionsrate wurde an-
hand von 6 Proben iiberpriift. Dazu wurde eine Loésung verwendet, die die Analyten
in einer Konzentration von 1 pug/L enthielt. Jede der Proben wurde 6x fiir 20 min mit
einer 65 pm PDMS/DVB-Faser extrahiert und die extrahierte Stoffmenge mit GC-MS
bestimmt. Dabei wurde fiir alle Experimente dieselbe SPME-Faser verwendet. Fiir je-
de Probe wurden die Extraktionsraten wie beschrieben iiber die lineare Regression der
logarithmischen Peakflichen berechnet. Der Mittelwert sowie die Relativen Standard-
abweichungen RSD wurden gebildet und in Tab. 13 zusammengefasst. Fiir die weniger
polaren Pestizide wurden Relative Standardabweichungen im Bereich von 4 - 25 % erhal-
ten. Angesichts von nur 6 Extraktionen pro Probe wurde eine gute Ubereinstimmung der
einzelnen Messreihen gefunden. Wie bereits bei der Zahl der Extraktionen beschrieben,
sind diese fiir die polaren Verbindungen weniger geeignet. Demzufolge wurden fiir die
Triazine und Pirimicarb deutlich hohere Relative Standardabweichungen gefunden (vgl.
Tab. 13). Eine derartige Zunahme der Relativen Standardabweichungen wurde auch von

NARDI bei Abreicherungsexperimenten mit in-tube SPME beobachtet [302].
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Tabelle 13: Mittlere Extraktionsrate und Reproduzierbarkeit beim Vergleich mehrerer Proben

und Extraktion mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser

Analyt Mittlere Extraktionsrate Reproduzierbarkeit
E /% RSD /%

Atrazin 2,2 92,7
Ethofumesat 4.4 24,6
Fenpropimorph 16,7 15,2
Lindan (v-HCH) 10,8 3,9
Parathion-ethyl 26,6 7,5
Pendimethalin 23,9 11,9
Pirimicarb 3,2 91,8
Propazin 5,9 47.5
Prosulfocarb 21,8 9,0
Sebuthylazin 4,2 43,9
Terbutryn 10,9 24,8
Terbutylazin 7,3 34,9
Trifluralin 26,3 7,6

¢ 6 Proben mit je x= 6 Extraktionen & 20 min, Ausgangskonzentration co=1 pug/L, Probe-

volumen V= 13 mL.

Ein weiterer interessanter Aspekt wurde bislang noch nicht angesprochen: Das Modell

ist nur giiltig, solange bei jeder Konzentration im untersuchten Bereich die extrahier-

te Stoffmenge proportional der Menge in der wéssrigen Losung ist. Zu Abweichungen

kann es kommen, wenn die Extraktion nicht ausschliefSlich auf Verteilung beruht, son-

dern auch Adsorption auftritt. Da die Zahl der Sorptionsplétze begrenzt ist, wird mit

zunehmender Konzentration eine Abweichung von der Linearitét beobachtet, die in einer

Séttigung endet (vgl. Abb. 19). Wéhrend bei geringen Konzentrationen die extrahier-

te Stoffmenge proportional zur Stoffmenge in der Probe ist (HENRY-Isotherme), 1asst

sich der Verlauf bei hoheren Konzentrationen mit der LANGMUIR-Isotherme wiederge-

ben. Das Modell der depletion-SPME ist bei Auftreten von Adsorption nur fiir gerin-
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. Henry-Isotherme
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Sittigung n=a

Langmuir-Isotherme
n=abn/(1+bn)
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Stoffmenge in der Probe n,

Abbildung 19: Verlauf der extrahierten Stoffmenge n; als Funktion der Stoffmenge in
der Probe ng bei Extraktion basierend auf Adsorption. Die Sattigungsmenge a und die

Konstante b sind charakteristische Parameter.

ge Konzentrationen zuléssig. Adsorptive Eigenschaften werden Fasern mit eingelagerten
porosen DVB-Partikeln wie PDMS/DVB, CW/DVB, DVB/Car/PDMS und Car/PDMS
zugeschrieben, wohingegen PA und PDMS ausschliefSlich auf Verteilung basieren.

Um dies zu tiberpriifen, wurden die Extraktionsraten der PDMS/DVB-Faser bei konstan-
tem Probevolumen Vy= 13 mL fiir unterschiedliche Konzentrationen bestimmt. Ausge-
hend von 4 Proben, die die Analyten in Konzentrationen von 0,1 ug/L, 1 ug/L, 10 pg/L
bzw. 100 pg/L enthielten, wurde je 8x fiir 20 min mit derselben 65 um PDMS/DVB-
Faser extrahiert. Die extrahierten Stoffmengen wurden mit GC-MS bestimmt und die
Extraktionsraten anhand der Geradengleichung gemif8 Gleichung (14) berechnet. Fiir
die einzelnen Konzentrationen sind die Extraktionsraten mit den Vertrauensintervallen

in Tab. 14 zusammengestellt.
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Tabelle 14: FEinfluss der Analytkonzentration auf die Extraktionsrate bei mehrfacher Extrak-

tion mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser

Analyt Extraktionsrate E /% ¢°

co=0,1 ug/L  co=1 pg/L co= 10 pg/L co= 100 pg/L
Atrazin 2,1+7,0 09 +28 0,5 £+ 2,2 -7,0 £6,3
Ethofumesat 7.9 £ 54 47+ 3,5 3,1 £1,8 0,5+1,3
Fenpropimorph 18,8 £ 1,0 13,7 £ 4,9 16,5 + 4,1 9,2 + 3,8
Lindan (y-HCH) 13,0 £ 1,0 10,9 + 0,5 92+ 05 54+ 12
Parathion-ethyl 22,6 + 4.5 23,7 + 4.6 23.4 + 2.3 9.4 + 0,1
Pendimethalin 32,0 £ 0,8 21,5 + 4,2 11,1 + 3,3 -8,4 + 6,1
Pirimicarb 4.7 + 257 6,8 £ 5,4 1,5+ 25 -3,0 £ 1,6
Propazin 89 + 5.9 75+ 4.4 1,3 425 12,1 + 21,0
Prosulfocarb 25,8 + 1,7 19,6 + 5,5 22,0 £ 3,2 -6,0 £ 11,8
Sebutylazin 42 45,0 2,0 + 2,5 21 + 1,6 12+ 1,6
Terbutryn 16,3 £+ 6,6 79+ 3,2 58 £ 21 3,7+ 3,6
Terbutylazin 15,7 + 6,7 48 + 4.5 3.6 + 2,2 42,7 + 14,5
Trifluralin 35,7 £ 3,7 243 £5,3 25,7 £ 3,8 8,4 £ 57

@ Probevolumen V= 13 mL, 20 min Extraktion mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser, x= 8 Extrak-

tionen; ¥ Vertrauensintervalle fiir 95 %ige Wahrscheinlichkeit.

Mit zunehmender Konzentration beobachtet man im Bereich von 0,1 - 10 pg/L fiir die
weniger polaren Verbindungen nur einen leichten Riickgang der Extraktionsraten (vgl.
auch Abb. 20). Dieser Effekt 14sst sich mit dem beschriebenen Adsorptionsmechanismus
und der begrenzten Zahl an Sorptionsstellen erkléren. Da die Experimente beginnend mit
geringsten Konzentration durchgefithrt wurden, kann ein Verlust an Faserkapazitit als
Erklarung nicht ausgeschlossen werden. Dieser sollte sich jedoch bei allen Verbindungen
gleichermaflen bemerkbar machen. Unter Beriicksichtigung der Vertrauensintervalle ist
dieser Effekt bei Trifluralin und Pendimethalin besonders ausgeprégt, bei denen fiir
0,1 pug/L deutlich hohere Extraktionsraten gefunden wurden. Da es sich hierbei um die

beiden Analyten mit den hochsten Extraktionsraten handelt, wére es schliissig, dass
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diese auch von der Adsorption am stéirksten beeinflusst werden.

Bei den Triazinen und Pirimicarb findet man fiir niedrige Konzentrationen ebenfalls
deutlich héhere Extraktionsraten. In diesem Fall sind die extrahierten Stoffmengen zu
gering fiir eine préizise Bestimmung wie die grofflen Vertrauensintervalle erkennen lassen.
Mit zunehmender Konzentration nehmen diese auf das Niveau der weniger polaren Ver-

bindungen ab und gestatten eine préazise Bestimmung der Extraktionsraten.

Bei 100 pg/L iiberschreiten die Analyten die Kapazitit der Faser sowie der Ionenfalle,
wie eine verminderte Fragmentierung und die Bildung von [M+1]*-Peaks belegen. Infolge

der Sattigung der PDMS/DVB-Faser weisen zahlreiche Analyten viel geringere Extrak-

8,0
7,5 -
7,0 ] Extraktionsrate
6’5_- M .
o 6,0
< i
O
'CMG i y7 — Yy
é 5,0
o i
< 45 \.\‘\.\'\I\{\'\.\
) 13,0+ 1,0%
4,0 1
3,5
] ® 0,1 ug/L Lindan
3,0 - 0 1 g/l Lindan
1 ® 10 pg/L Lindan
2,5 -
2,0 T T T T T T T T

Extraktion x

Abbildung 20: Einfluss der Analytkonzentration auf die Extraktionsrate von Lindan.
Die Proben mit Konzentrationen von 0,1 pug/L, 1 pg/L, und 10 pg/L wurden je 8x fiir
20 min mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser extrahiert. Die logarithmischen Peakfléichen
wurden gegen die Extraktion aufgetragen und die Ausgleichsgerade gemafi Gleichung

(14) bestimmt.
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tionsraten auf. Innerhalb eines Abreicherungsexperiments nehmen die Peakflichen der
stiarker polaren Verbindungen aufgrund kompetitiver Effekte sogar zu. Wéhrend zu Be-
ginn die Faser vorwiegend durch die unpolaren Verbindungen geséttigt ist, werden die
polaren Verbindungen mit zunehmender Abreicherung ersterer in stérkerem Mafle ex-

trahiert.

Abschlieflend sollte die depletion-SPME mit Fliissiginjektion zur Bestimmung der extra-
hierten Stoffmenge verglichen werden. Dazu war es notwendig, die Injektionsbedingun-
gen der Fliissiginjektion an die SPME anzupassen. So ist beispielsweise der fiir SPME
verwendete 0,8 mm Insert-Liner je nach Losungsmittel und Temperatur unter isother-
men Bedingungen nur fiir ein Injektionsvolumen von etwa 0,1 ul geeignet [112, ].
Das Abmessen derart kleiner Volumina ist jedoch schwierig. Aus diesem Grunde wurden
die Injektionsbedingungen durch Verwendung eines PTV-Programms so weit angepasst,
dass 1 uL der methanolischen Standards aufgegeben werden konnte (vgl. Tab. 11 auf
Seite 68).

Zur Kalibrierung des chromatographischen Systems wurden 4 Standardlésungen ver-
wendet, die die Analyten in Konzentrationen von 0,1 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L bzw.
5,0 mg/L enthielten. Zwischen den depletion-SPME Messreihen wurde die Kalibrierung
mehrfach wiederholt, ohne dass signifikante Anderungen der Empfindlichkeit auftraten.
Dazu wurden 4 Proben mit einem Volumen von 13 mL 8x bzw. 9x mit verschiede-
nen SPME-Fasern fiir je 20 min extrahiert und die angereicherten Analyten unter glei-
chen chromatographischen Bedingungen analysiert. Die verwendeten SPME-Fasern wa-
ren 100 pm PDMS, 85 um PA, 70 pum CW/DVB und 65 um PDMS/DVB. Anhand
der logarithmischen Peakflichen wurden die Extraktionsraten geméf Gleichung (14)
berechnet. Unter Einbeziehung der Ausgangskonzentration von 1 pug/L wurden die in
Tab. 15 zusammengestellten Stoffmengen fiir die erste Extraktion bestimmt. Zum an-
deren wurden die Stoffmengen mit Hilfe der Kalibrierdaten der Fliissiginjektion fiir die

erste Extraktion ermittelt (vgl. Tab. 15).
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Tabelle 15: Vergleich verschiedener SPME-Fasern und Bestimmung der extrahierten Stoff-
menge mittels depletion-SPME und Kalibrierung mit Fliissigstandards

Analyt Extrahierte Stoffmenge n;; /ng *

PDMS ° PA ¢ CW/DVB ¢  PDMS/DVB ©

SPME/ Injek.” SPME/ Injek.” SPME/ Injek.” SPMEY Injek.”

Ethofumesat 1,3 0,2 0,5 0,3 0,6 0,4 0,6 0,6
Fenpropimorph 1,8 1.6 0,5 0,2 0,6 0,3 1,8 2,0
Lindan (y-HCH) 0,8 0,6 1,2 1,4 0,6 0,5 1,4 2,4
Parathion-ethyl 1,9 0,8 2,1 1,1 2,1 0,6 3,1 1,8
Pendimethalin 3,2 3,2 2,1 2,0 2,5 1,5 2.8 3,4
Prosulfocarb 2,2 1,8 14 1,2 1,5 1,0 2,6 2,8
Terbutryn 1,8 0,6 0,9 0,5 1,2 0,6 1,0 1,1
Trifluralin 3,6 2,0 2,1 0,7 2,5 0,9 3,2 2,0

@ Ausgangskonzentration co=1 pg/L, Probevolumen V= 13 mL, 20 min Extraktion; ® 100 um PDMS;
¢85 um PA; ¢ 70 um CW/DVB; € 65 um PDMS/DVB; / n= 9 Extraktionen; 9 n= 8 Extraktionen;
b 4-Punkt-Kalibrierung mit Fliissigstandards entsprechend 0,1 - 0,5 ng jedes Analyten.

Beim Vergleich der verschiedenen Fasern beobachtet man fiir PDMS und PDMS/DVB
dhnliche Ergebnisse. Im Gegensatz dazu sind die extrahierten Stoffmengen der PA-
und der CW/DVB-Faser geringer. Die beste Ubereinstimmung zwischen depletion-
SPME und Flissiginjektion tritt fiir die PDMS/DVB-Faser auf, wéhrend bei den
anderen einzelne Analyten deutliche Abweichungen zeigen. Diese sind insbesondere zu
beobachten, wenn die extrahierten Stoffmengen gering sind. Die gréfiten Differenzen
werden fiir die CW/DVB-Faser festgestellt, die zugleich die geringsten extrahierten
Stoffmengen aufweist. Demgegeniiber betriagt die Abweichung zwischen depletion-SPME
und Fliissiginjektion bei PDMS/DVB mit deutlich besseren Extraktionsraten lediglich
21 %.

Die fiir die depletion-SPME erzielten Resultate stimmen mit einer mittleren Abweichung
von 35 % iiber alle Analyten gut mit der Fliissiginjektion iiberein. Durch Verwen-

dung des PTV-Programms sind die Ergebnisse trotz des grofien Injektionsvolumens
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in Verbindung mit dem 0,8 mm Insert-Liner vergleichbar. Es ist kein Tailing zu
beobachten und die Analyten zeigen dhnliche chromatographische Eigenschaften. Die
Verdampfung des Losungsmittels im Injektor erfolgt langsam, ohne dass die Kapazitét
des Insert-Liners iiberschritten wird. Die mit depletion-SPME bestimmten Stoffmengen
sind zumeist grofler als bei Fliissiginjektion. Diese Beobachtung ist vermutlich auf einen

Volumenfehler bei der Fliissiginjektion zuriickzufiihren.

7.2.3 Bestimmung der extrahierten Stoffmenge nach Derivati-

sierung

Zur Beurteilung der Extrahierbarkeit der Derivate bedarf es der Verteilungskoeffizien-
ten der Extraktion. Diese wurden mittels depletion-SPME bestimmt. Dazu wurde eine
Probe, die 18 aromatische Amine in einer Konzentration von 0,5 pg/L enthielt, wie in
Kap. 7.1.1 beschrieben, derivatisiert. AnschlieBend wurde die Probe 9x fiir 30 min mit
einer 65 pm PDMS/DVB-Faser extrahiert. Nach jeder Extraktion wurden die auf der
Faser angereicherten Derivate mittels GC-MS bestimmt. Die Parameter fiir Extraktion,
Trennung und Bestimmung der Verbindungen sind in den Tab. 36, 31 und 34 auf den
Seiten 175, 165 bzw. 171 zusammengefasst. Die Auswertung erfolgte analog der Pesti-
zide iiber die logarithmischen Peakflachen (vgl. Kap. 7.2.1). Fiir einige Analyten sind
diese in Abb. 21 gegen die Extraktion x aufgetragen. Geméfl Gleichung (14) wurden
Ausgleichsgeraden berechnet. Diese stimmen auch hier sehr gut mit den experimentellen
Ergebnissen iiberein. Wahrend ein Grofiteil der Verbindungen recht dhnliche Steigun-

gen aufweist, wurden fiir die nitrosubstituierten Analyten deutlich geringere Steigungen

beobachtet (vgl. Abb. 21).

Dies ist auch bei den Extraktionsraten zu sehen, die aus den Steigungen geméfl Glei-
chung (14) berechnet wurden. Zusammen mit den Vertrauensintervallen sind diese in
Tab. 16 aufgefiithrt. Wéahrend die Verbindungen ohne Nitrogruppen durchschnittlich ei-
ne Extraktionsrate von 27,1 % aufweisen, betragt sie bei den nitrierten 18,1 % und bei
den dinitrierten nur noch 12,5 %. Beim Vergleich mit den Pestiziden wird die sehr gute

Extrahierbarkeit der Derivate deutlich: Mit einer Extraktionsrate von durchschnittlich
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Abbildung 21: Mehrfache Extraktion einer Probe aromatischer Amine nach Derivatisie-
rung, die die Ausgangsverbindungen in einer Konzentration von 0,5 ug/L enthielt. Die
Probe wurde 9x fiir 30 min mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser extrahiert und die Stoff-
mengen mit GC-MS bestimmt. Aufgetragen sind die logarithmischen Peakflichen gegen

die Extraktion x mit einer Ausgleichsgeraden geméfl Gleichung (14).

23,0 % sind die Derivate vergleichbar mit den am besten extrahierbaren Pestiziden. Dies
verdeutlicht die Effizienz von Derivatisierung-SPME zur Bestimmung aromatischer Ami-
ne, bei der zwischen 17,3 % und 30,4 % der zur Verfiigung stehenden Stoffmenge zur

Analyse genutzt wurden.
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Tabelle 16: Bestimmung der Extraktionsraten, extrahierten Stoffmengen und Verteilungsko-

effizienten der Extraktion mit SPME aromatischer Amine nach Derivatisierung

Analyt Extraktionsrate Stoffmenge Verteilungskoeffizient ¢
E /% abc ne /ng ° Kspme ¢ log Kspme
Anilin 244 £ 16 2,7+0,2 43745 4,64
4AT 28,6 £ 1,6 2,9 +0,2 74149 4,87
4CA 28,2 £ 0,6 2,6 £0,1 56772 4,75
3,4DCA 30,4 £ 2,1 2,6 £0,2 250809 5,40
2,4,5TCA 27,8 £ 1,0 22+ 0,1 238420 5,38
3C4FA 28,1 £ 0,7 2,5+ 0,1 52329 4,72
2,4DAT 278 £ 0,5 3,9 + 0,1 166673 5,22
2,6DAT 27,6 £ 0,6 3,9+ 0,1 78636 4,90
2NaA 277 £ 1,2 2,5 +0,1 315655 5,50
2AB 25,0 £ 1,2 2,1 +0,1 60511 4,78
4AB 23,1 £0,9 1,9 £ 0,1 204829 5,31
4NA 17,3 £ 3,0 1,6 £ 0,3 143065 5,16
2A4ANT 18,4 + 0,8 1,6 £ 0,1 37746 4,58
2A6NT 178 £ 1,1 1,5 £0,1 32385 4,51
4A2NT 17,9 £ 0,9 1,6 £0,1 45565 4,66
2A4,6DNT 11,5 £ 1,7 0,9 £0,1 13336 4,13
4A2,6DNT 134+ 23 1,1 £0,2 15821 4,20
2,4DA6NT 19,2 + 0,9 2,2+ 0,1 109104 5,04

@ fiir eine 30miniitige Extraktion mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser, Ausgangskonzentration
co= 0,5 ug/L, Probevolumen nach Derivatisierung Vi= 13 mL, x= 9 Extraktionen; ® Vertrauens-
intervall fiir 95 % Wahrscheinlichkeit; ¢ gemif Gleichung (14); ¢ extrapoliert auf das Gleichgewicht
gemif Gleichung (23); ¢ geméf Gleichung (22) fiir die Extraktionsraten im Gleichgewicht.

Im Gegensatz zu den Extraktionsraten, die direkt aus den Geradensteigungen ohne wei-
tere Parameter berechnet werden kénnen, bedarf es bei den absoluten Stoffmengen der

Ausgangsstoffmenge ng . Fiir deren Bestimmung ist die Ausbeute der Umsetzung erfor-
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derlich, die aber bei den meisten Derivatisierungen nicht bekannt ist. Fiir die in Tab. 16
aufgefithrten Stoffmengen wurde vereinfachend ein vollstdndiger Stoffumsatz angenom-
men. Hinzu kommt, dass sich die Molmasse infolge der Derivatisierung éndert. Die an-
fangs einheitlichen Stoffmengen von 5 ng je Analyt sind nach der Derivatisierung nicht

mehr zum Vergleich der Verbindungen geeignet.

Hier sind die Extraktionsraten und Verteilungskoeffizienten vorteilhaft, da sie von den
Stoffmengen unabhéngig sind. Das gilt jedoch nicht fiir die klassische Bestimmung der
Verteilungskoeffizienten durch Kalibrierung mit Standardlésungen. Geméfi Gleichung (1)
bedarf es hier neben der absoluten extrahierten Stoffmenge n; auch der Ausgangskon-
zentration cg. Lasst man die bestimmten Extraktionsraten einflieBen und formt Glei-

chung (1) mit ny = E - ng und ng = ¢5 - V5 um, so gelangt man zu folgendem Ausdruck:

V- E

Vi-(1-E) (22)

Kspye =

Dieser ist von Stoffmengen unabhéngig, bedarf nur noch der Extraktionsrate und ist so
auch fiir Verbindungen mit unbekannter Ausgangskonzentration wie die hier beschrie-
benen Derivate geeignet. Zudem sind die entsprechenden Standardverbindungen nicht
erforderlich, die bei Fliissiginjektion zur Kalibrierung des Gerétes benotigt werden. Dies

ist von Vorteil fiir Verbindungen, die wie die Derivate nicht kommerziell erhéltlich sind.

Da sich die Verteilungskoeffizienten Kgpyg auf das Gleichgewicht beziehen, waren zu ih-
rer Berechnung die Extraktionsraten im Gleichgewicht notig. Da die Verbindungen meh-
rere Stunden bis zum Erreichen des Gleichgewichts brauchen, wurde die Aquilibrierungs-
zeit in Anlehnung an A1 mit Gleichung (23) berechnet [158] (vgl. Kap. 7.4.2.3). Durch
Vergleich der erwarteten Peakflichen fiir das Gleichgewicht mit denen bei 30miniiti-
ger Extraktion wurden die Extraktionsraten fiir das Gleichgewicht extrapoliert. Die so
erhaltenen log Kgpyvp- Werte liegen zwischen 4,13 und 5,50 (vgl. Tab. 16). Damit iiber-
schreiten sie die entsprechenden log Kow- Werte um durchschnittlich 0,93 Einheiten.
Wihrend die log Kow-Werte der Derivate einen Bereich von 2,87 bis 5,28 abdecken (vgl.
Tab. 9 auf Seite 62), ist er hier auf 1,34 Einheiten begrenzt. Die Ergebnisse decken sich

mit den Beobachtungen von PASCHKE et al. fiir hydrophobe Verbindungen [138]. Anders
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Tabelle 17: Verteilungskoeffizienten aromatischer Amine fiir die Extraktion mit

85 um PA- bzw. 100 ym PDMS-Faser

Analyt log Kpa log Kppuis Lit.
Anilin 0,95 - [120]
3,4DMA 1,49 - [124]
2,4,6TMA 1,85 - [124]
3,4DCA 3,31 1,71 204]
3,5DCA 3,51 1,90 [204]
2,4,5TCA 3,55 - [120]
ANA 2,16 0,38 [204]
2CANA 2,73 0,45 [204]
AC2NA 2,96 0,90 [204]
2,6DCANA 3,28 1,33 [204]

als fiir PDMS/DVB fanden sie fiir die Verteilungskoeffizienten von PDMS und PA eine
wesentlich gréfere Bandbreite. Dies lasst vermuten, dass die Ergebnisse eng verkniipft
sind mit der PDMS/DVB-Faser und der auf Adsorption basierenden Extraktion. Bei
dieser Faser spielen die Zahl und die Verfiigharkeit der Sorptionsstellen offenbar eine

groflere Rolle als die Polaritédt der Analyten.

Die in der Literatur fiir aromatische Amine verfiigharen Verteilungskoeffizienten sind
in Tab. 17 aufgefithrt und beziehen sich ausschliefilich auf die 85 pum PA- und
100 um PDMS-Faser. Gegeniiber den Aminen weisen die Derivate in Tab. 16 um mehr
als 2 GroBlenordnungen hohere Verteilungskoeffizienten auf. Dies veranschaulicht die ex-
zellente Extrahierbarkeit der Verbindungen und erkléart die hohe Empfindlichkeit des
Verfahrens (vgl. Kap. 7.4.3.6). Die Werte konnen jedoch nicht direkt verglichen wer-
den, da die Derivate mit einer 65 p PDMS/DVB-Faser angereichert wurden. Dennoch
bestéitigen diese experimentellen Befunde die berechneten log Kow-Werte, die infolge

der Derivatisierung zunehmen.
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7.3 Screening

Die Arbeiten zum Screening gliedern sich in die Optimierung der Trennung (vgl.
Kap. 7.3.1) und Detektion (vgl. Kap. 7.3.2) einer Reihe von Modellsubstanzen mit GC-
AED. Darauf aufbauend wurde die Extraktion der Analyten nach Derivatisierung opti-
miert (vgl. Kapitel 7.3.3). Thre Anwendung fanden die Arbeiten bei der Untersuchung
von Ristungsaltlasten (vgl. Kapitel 7.3.4) und Urinproben (vgl. Kapitel 7.3.5) auf aro-

matische Amine.

7.3.1 Trennung der Derivate

Die bei der Derivatisierung gebildeten iodhaltigen Verbindungen wurden auf ihre Fig-
nung zur selektiven und sensitiven Detektion mit GC-AED untersucht. Die Trennung
der aromatischen Iodide wurde untersucht mit einem Standard, der 26 aromatische Ami-

ne in einer Konzentration von 0,5 mg/L enthielt. Nach der Derivatisierung wurde die

Tabelle 18: Optimierte Bedingungen zur Trennung und Detektion aromatischer Amine

nach Derivatisierung-SPME mit GC-AED

Geriit GC-AED mit HP GC 6890 und AED G 2350

Trennséule Stx-CLPesticides, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke

Injektor Split/splitless mit 0,8 mm SPME-Liner

Injektortemperatur  250°C isotherm

Split nach 4 min Splitventil 6ffnen (Verhéltnis 1:20)

GC-Programm 40°C fiir 2 min, mit 10°C/min auf 180°C heizen, mit 30°C/min
auf 260°C heizen und 2,33 min halten (Gesamtdauer: 21 min)

Triagergas Helium, 2 mL/min

Detektion Elementspuren 1183, C179, C193

Reaktandgase: Oq: 15 psi, Ha: 10 psi, Makeup-Flow: 43 mL/min
Helium Supply Pressure: 30 psi, Cavity Pressure: 2,0 psi
Cavity-, Transferline-Temperatur: 250°C, 260°C
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Losung mit n-Hexan extrahiert. Vollstéandigen Stoffumsatz vorausgesetzt, enthielt der
Hexan-Extrakt die Derivate in Konzentrationen von 3,9 bis 7,0 mg/L. Zur Trennung der
Verbindungen wurde eine Stx-CLPesticides verwendet, deren Polaritidt mit einer Saule
mit 5 % Diphenylsiloxan vergleichbar ist. Durch eine spezielle Siltek-Deaktivierung wird
bei der Stx-CLPesticides der thermische Zerfall vermindert. Die Derivate wurden se-
lektiv iiber die Iod-Spur 1183 (182,966 nm) detektiert. Die Einstellungen zur Trennung
und Detektion sind in Tab. 18 zusammengefasst. Abb. 22 zeigt ein Chromatogramm der
Iod-Spur 1183 unter optimierten Bedingungen, das nach Aufgabe von 1 puLi des Extrakts
erhalten wurde. Die Retentionszeiten der Verbindungen mit den im Text verwendeten

Abkiirzungen sind in Tab. 19 nach ihren Ausgangsverbindungen geordnet. Uber alle
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Abbildung 22: Chromatogramm eines Standards nach Derivatisierung und Extrakti-
on mit n-Hexan. Die Trennung erfolgte mit einer Stx-CLPesticides Séule unter den in
Tab. 18 abgedruckten Bedingungen. Von jedem Derivat wurden zwischen 3,9 und 7,0 ng
aufgegeben. Gezeigt ist die lod-Spur 1183 fiir die Derivate der 28 in Tab. 19 aufgefiihrten
Verbindungen
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Tabelle 19: In Kap. 7.3 untersuchte Verbindungen mit Abkiirzungen und Retentionszei-

ten bei Trennung mit GC-AED (vgl. Tab. 18).

Analyt Abkiirzung tg /min ¢
Iodpentafluorbenzol (IS) IPFB 7,81
2-Trifluormethyliodbenzol (IS) 2TFMIB 9,26
Anilin Anilin 7,97
4-Aminotoluol 4AT 9,70
2,6-Dimethylanilin 2,6DMA 11,08
3,5-Dimethylanilin 3,5DMA 11,17
2,4,6-Trimethylanilin 2,4,6TMA 12,49
4-Isopropylanilin 4TPA 11,89
2-Ethyl-6-methylanilin 2E6MA 12,08
2,6-Diethylanilin 2,6DEA 12,97
2-Chloranilin 2CA 10,86
4-Chloranilin 4CA 10,42
4-Chlor-2-methylanilin 4C2MA 11,97
2,4-Dichloranilin 2,4DCA 12,71
2,6-Dichloranilin 2,6DCA 13,38
2-Amino-4-nitrotoluol 2A4NT 16,16
2- Amino-6-nitrotoluol 2A6NT 15,12
4- Amino-2-nitrotoluol 4A2NT 15,37
2-Amino-4,6-dinitrotoluol 2A4,6DNT 18,27
4-Amino-2,6-dinitrotoluol 4A2,6DNT 17,74
2,4-Diamino-6-nitrotoluol 2,4DA6NT 17,93
2-Naphthylamin 2NaA 15,48
2-Aminobiphenyl 2AB 15,84
4- Aminobiphenyl 4AB 17,18
2,4-Diaminotoluol 2,4ADAT 14,51
2,6-Diaminotoluol 2,6DAT 14,58
1,5-Diaminonaphthalin 1,5DANa 18,41
4,4’-Methylendianilin 4, 4MDA 19,73

@ Messbedingungen vgl. Tab.

18.
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Verbindungen hinweg zeigen die Analyten gute chromatographische Eigenschaften mit
sehr guter Peaksymmetrie und kaum Tailing. Abgesehen der Derivate von 2,4DAT und
2,6DAT wurde fiir die Derivate Basislinientrennung erreicht. Es traten kaum Interferen-
zen durch Nebenprodukte der Derivatisierung oder aufgrund mangelnder Selektivitét zu

anderen Elementen auf.

7.3.2 Detektion mit AED

Der Atomemissionsdetektor atomisiert die von der GC-Séule eluierten Molekiile und regt
die Atome in einem Helium-Plasma an. Dazu bedarf es neben dem Trégergas zusétzlichen
Heliums als Makeup-Gas zur Unterhaltung des Plasmas. Um die Performance aufrecht zu
erhalten werden zusétzlich Reaktandgase zugefiigt. Die Energie fiir das Plasma von etwa
50 W wird durch Mikrowellen der Frequenz 2450 MHz erzeugt. So werden Temperaturen
von etwa 2000°C erreicht. Die angeregten Atome emittieren Licht im UV /Vis-Bereich,
das iiber ein holographisches Gitter dispergiert und mit einem Diodenarray im Bereich

von 200 - 800 nm detektiert wird.

7.3.2.1 Makeup-Fluss

Der Makeup-Fluss ist fiir die Detektion von grofler Bedeutung. Da das Plasma mit dem
aus der GC-Séule austretenden Helium allein nicht aufrecht erhalten werden kann, muss
vor der Detektion weiteres zugemischt werden. Entsprechend der Angaben des Herstellers
wurde das Makeup-Gas bei einem Helium Supply Pressure von 32 psi und einem Cavity
Pressure von 1,5 psi eingestellt. Der Makeup-Fluss wurde im Bereich von 36 mL/min
bis 80 mL/min variiert und am Purge-Ausgang mit einem Blasenzihler gemessen. Fiir
jede Einstellung wurden 3 Chromatogramme registriert. Es wurde ein mit desaktivierter
Quarzwolle gefiillter Liner verwendet, um eine reproduzierbare Probenaufgabe mit guter
Peakform zu gewéhrleisten. Mittels Autosampler HP 7673 wurden 2 pL des in Kapitel
7.3.1 genannten Standards injiziert. Abgesehen davon erfolgte die Trennung gemé&f3 der

in Tab. 18 auf Seite 87 beschriebenen Bedingungen.

Zum besseren Vergleich wurde fiir die Auswertung neben der Iod-Spur 1183 die

Kohlenstoff-Spur C193 herangezogen. Die mittleren Peakflichen der Mehrfachmes-



7.3  Screening 91

14 i
) —®— Anilin
250 — A —v— 2,6DMA - 250
—o— ) 4 6TMA
i —A—4AINT ’
2 500 - —Oo—2A46DNT | | 5,
2 —v—2,4DA6NT
2 | —A—7 6DAT i
< —0—2AB
2150 - 150
Q
Hav]
= 4 i
LY
B3
A< 100 - 100
| Q§ \ |
50 1 ——p - 50
0§0§§
T T T I T I T I
1,0 4 - 12
b |:| b
1 b) |
0,9_ isg7z - 1,1
i o — i
- \Q
0,8 3//7/ - 1,0 %
2 ] 1 &
2 07 109 =
© i A | =
g 0,6 - v o8 &
= i A J 3
R Sy .-m £
5 054 A Wit -8 07 E
1 R . i 5
0,4 - A - 06 A~
0,3 - 05
0,2 T T T T T T T T T T 0,4
30 40 50 60 70 80

Makeup-Fluss /(mL/min)

Abbildung 23: Einfluss des Makeup-Flusses auf 8 Derivate aromatischer Amine. Darge-
stellt sind a) die Peakflichen der Iod-Spur 1183 und b) die Peaksymmetrien der Iod- (—=—)
und der Kohlenstoff-Spur C193 (=) in Abhéngigkeit vom Helium-Fluss. Aufgetragen

sind die Mittelwerte der Dreifachbestimmung.
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sungen wurden fiir die einzelnen Analyten gegen den Makeup-Fluss aufgetragen und
die verschiedenen Elemente verglichen. Abb. 23 a) zeigt dies fiir die Iod-Spur 1183
am Beispiel von 8 Analyten. Ungeachtet unterschiedlicher Peakflichen zeigen die
verschiedenen Verbindungen einen sehr einheitlichen Verlauf, der gleichermafien auch
von der Kohlenstoff-Spur wiedergegeben wird (nicht gezeigt). Wihrend fiir einen
Makeup-Fluss von 36 mL/min fiir alle Analyten die besten Resultate erzielt wurden,
gehen die Peakflichen mit zunehmendem Fluss auf durchschnittlich 26 % zuriick. Ein
derartiges Verhalten wurde auch von anderen Autoren fiir Halogene beobachtet [301-

]. Das zusétzliche Helium verringerte die Plasmatemperatur und verdnderte so die
Anregungsbedingungen fiir alle Elemente. Gleichzeitig wurden die von der GC-Saule
eluierten Verbindungen mit dem Makeup-Gas zunehmend verdiinnt, und die Verweilzeit
im Plasma wurde verringert. Dies erkldart, warum sich der Effekt sowohl bei Tod und

Kohlenstoff als auch {iber alle Analyten hinweg einheitlich bemerkbar machte.

Interessanterweise nahmen die Retentionszeiten mit dem Makeup-Fluss um 0,1 -
0,25 min zu. Dies lasst sich vermutlich mit dem zunehmenden Druck am S&ulenende

und dem dementsprechend verdnderten Tréagergasstrom erkléren.

Die Bestimmung der Peaksymmetrie erfolgte mit der Chemstation-Software des GC-
AED. Dazu wird im Peakmaximum das Lot gefillt und die Breiten links und rechts
des Maximums auf 1—10 der Peakhohe zueinander in Relation gesetzt. Bei einem Wert
von 1 gilt der Peak als symmetrisch und zeigt Fronting bei Werten < 1 und Tailing bei
Werten > 1.

Der FEinfluss des Heliums auf die Peaksymmetrie der Kohlenstoff- und Iod-Signale
ist dagegen unterschiedlich. Wahrend die Kohlenstoff-Peaks keine Verédnderung der
Peakform erkennen lassen, nimmt die Symmetrie der lod-Peaks mit dem Makeup-Fluss
deutlich zu. Wie Abb. 23 b) erkennen lésst, beobachtet man fiir alle Verbindungen einen
einheitlichen Trend. Mit mehr als 40 mL Helium/min lassen sich so fiir alle Verbindun-
gen mit der lod-Spur bessere Peaksymmetrien erreichen als mit der Kohlenstoff-Spur.
Ein derart unterschiedliches Verhalten wird auf Wechselwirkungen einzelner Elemente
mit der discharge tube zuriickgefithrt [305, ]. Infolge der Adsorption an der Glaso-
berfliche beobachtet man fiir geringe Makeup-Fliisse ein deutliches Peaktailing. Dabei
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spielen moglicherweise auch deutlich sichtbare Ablagerungen an der discharge tube von

fritheren Experimenten eine wichtige Rolle.

Fiir das weitere Arbeiten konnte mit einen Makeup-Fluss von 43 mL/min sowohl eine

gute Empfindlichkeit wie eine ausreichende Trennung gewéhrleistet werden.

7.3.2.2 Reaktandgase

Dem Plasma werden Reaktandgase zugesetzt, um die Detektion zu verbessern. Ein
kontinuierlicher Sauerstoffstrom soll die genannte Abscheidung von Kohlenstoff verhin-
dern [308, 309] und so den Dauerbetrieb verbessern. Dariiber hinaus wird dem Plasma
Wasserstoff zugesetzt, um die Bildung stabiler Oxide zu unterdriicken und die Peakform
zu verbessern [301, , 311]. QUIMBY et al. beobachteten weiterhin einen positiven Ein-

fluss auf die Selektivitét gegeniiber anderen Elementen [310].

Da der Einfluss der Reaktandgase auf die Detektion von Iod wenig untersucht ist und
stark von den weiteren Einstellungen abhéngt, wurden fiir das bestehende System der
Sauerstoff- und Wasserstoffdruck angepasst. Bei einem Makeup-Fluss von 43 mL/min
wurden dazu 15, 20, 25 bzw. 30 psi Sauerstoff angelegt und fiir jede Einstellung der Was-
serstoffdruck im Bereich von 10 bis 22 psi variiert. Unter Verwendung eines Autosamplers
und eines mit Quarzwolle gefiillten Liners wurden 2 pl. des oben beschriebenen Stan-
dards (vgl. Kapitel 7.3.1 ab Seite 87) injiziert und ansonsten gemifl der Einstellungen
in Tab. 18 auf Seite 87 getrennt und detektiert.

Die Auswertung erfolgte iiber die Iod-Spur 1183 und die Kohlenstoff-Spur C193. Da
fiir alle untersuchten Verbindungen &hnliche Trends beobachtet wurden, haben die
Reaktandgase keinen nennenswerten Einfluss auf die Atomisierung. Die Peakflichen
der JTod- wie der Kohlenstoff-Spur wurden jeweils auf den Maximalwert normiert
und als Funktion des Wasserstoffdrucks aufgetragen wie Abb. 24 a) am Beispiel des
Derivats von 2,6DAT zeigt. Fiir alle Verbindungen wurde die beste Empfindlichkeit fiir
15 psi Sauerstoff und 10 psi Wasserstoff erzielt. Der Sauerstoffdruck wurde dariiber
hinaus nicht weiter verringert, um irreversible Schédden an dem Quarzrohr durch

Kohlenstoff-Ablagerungen zu vermeiden. Unabhéngig von dem Sauerstoffdruck nehmen
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Abbildung 24: Dargestellt ist der Einfluss der Reaktandgase Os und Hy auf a) die Peak-
fliche und b) die Peaksymmetrie am Beispiel von 2,6DAT. Bei konstantem Os-Druck von
15 (—), 20 (——), 25 (—=—), 30 psi (—=—) wurde der Hy-Druck variiert. Durchgezogene
Linien beziehen sich auf 1183 (—=—), gepunktete auf C193 (-=-).
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die Peakflichen fiir lod und Kohlenstoff mit steigendem Wasserstoffdruck ab. Da dies
beide Elemente gleichermaflen betrifft, lisst sich dies auf die durch Zumischen des Was-
serstoffs verdnderten Plasmaeigenschaften zuriickfithren. Ebenso ist die zu beobachtende
Abnahme der Peakflichen mit Zunahme des Sauerstoffdrucks zu erkliren. Wéhrend
eine minimale Menge von weniger als 1 % Sauerstoff geniigt, um Ablagerungen zu
verhindern, machen sich groflere Mengen negativ bemerkbar. Dies zeigt sich besonders
bei 30 psi: Hier tritt bei Iod, anders als bei Kohlenstoff, fiir alle Verbindungen ein
Maximum auf. Dies deutet darauf hin, dass der Sauerstoff mit einigen Elementen Oxide

bilden kann, sofern nicht gentigend Wasserstoff zugeleitet wird.

Wie Abb. 24 b) zeigt, wird eine gegenldufige Entwicklung fiir die Peakform beob-
achtet. Wiahrend fiir Kohlenstoff auch hier kein Trend zu erkennen ist, nimmt die
Peaksymmetrie mit dem Wasserstoffdruck zu. Dies ist ein Effekt, der bereits friih
bei Mikrowellenplasmen beobachtet [311], bislang aber noch nicht hinreichend erklért
wurde. Durch Zumischen von Wasserstoff lassen sich auf diese Weise fiir alle unter-
suchten Derivate sehr gute Peaksymmetrien erreichen. Diese sind deutlich besser als
vergleichbare Werte der Kohlenstoff-Spur. Dagegen hat der Sauerstoffdruck weder auf
Iod noch auf Kohlenstoff einen signifikanten Einfluss. Durch Zugabe von Wasserstoff
kann so das Tailing infolge eines verminderten Makeup-Flusses kompensiert werden (vgl.
Kap. 7.3.2.1). Eine Verdnderung der Selektivitit des lod-Signals gegeniiber Kohlenstoff
konnte fiir keine der Messungen beobachtet werden. Auch hier beinhalten die Einstel-
lungen einen Kompromiss zwischen Empfindlichkeit und Trennleistung. Angesichts der
akzeptablen Peakform wurden fiir die weiteren Messungen 15 psi Sauerstoff und 10 psi

Wasserstoff zugeleitet.
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7.3.3 Headspace-SPME

In diesem Kapitel wurde die Extraktion der Derivate aus dem Headspace untersucht,
die anschliefend mit GC-AED bestimmt wurden. Die Extraktion der Proben wurde aus-
schliefllich manuell durchgefiithrt. Demgegeniiber wurden die Proben in Kap. 7.4 mit
einem Autosampler direkt extrahiert und die Derivate mit GC-MS bestimmt. Die Opti-
mierung der Bedingungen fiir die Headspace-Extraktion erfolgte fiir die in Tab. 19 auf
Seite 89 aufgefithrten Analyten unter den in Tab. 18 genannten chromatographischen

Bedingungen (vgl. Seite 87).

7.3.3.1 Aufbau und Durchfithrung

Fiir die manuelle Festphasenmikroextraktion aus dem Headspace wurde eine Apparatur
entwickelt, die im wesentlichen aus einem Heizriithrer und einem Wasserbad bestand.
Dieses wurde iiber einen Riihrer umgewéilzt und die Temperatur iiber einen externen
Regler mit Temperaturfiihler eingestellt (vgl. Abb. 25). Uber Stativklemmen konnten
Probe und SPME-Faserhalter exakt positioniert werden. Die Fiihrungshilfe sorgte fiir

I
MOTOR

Riihrer - Temperaturregler

E@ - SPME-Faserhalter

Fﬁhrungshilfe
E@':dj Temperaturfiihler
....................... LOChkappe
Wasserbad [ e
Magnetrithrer =" [

Abbildung 25: Apparatur fiir die manuelle Festphasenmikroextraktion
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eine genaue Platzierung der SPME-Faser in der Probe und liel sich fiir die direkte
bzw. Extraktion aus dem Headspace frei einstellen. Es wurden 17 mL Probenflaschchen

verwendet. Durch den einfachen, flexiblen Aufbau lésst sich dieser leicht modifizieren.

Durch Verwendung eines geriihrten Wasserbades kann die Temperatur {iber einen weiten
Temperaturbereich mit einer Abweichung von weniger als +1°C eingestellt werden. Eine
Extraktionstemperatur von 60°C erwies sich hierbei als zweckmifig (vgl. Kap. 7.3.3.3).
Zudem ist gegeniiber kommerziellen Geréten, bei denen die Probe in einen Metallblock

gebracht wird, der Warmetransfer durch den unmittelbaren Kontakt zum Wasser besser.

Fiir die Extraktion wurde nach der Derivatisierung die Schraubkappe des Vials durch
eine Lochkappe mit Septum ersetzt und ein Riihrfisch zugefiigt. Dazu musste das Gefaf3
nur kurz gedffnet werden und Verluste durch Umfiillen in entsprechende Autosamplerfla-
schen wurden so minimiert. Um eine rasche Gleichgewichtseinstellung zu erzielen, wurde
die Probe bei maximaler Riithrgeschwindigkeit (1250 U/min) besténdig und gleichméBig
durchmischt. Vor der Extraktion wurde die Probe 4 min auf die Temperatur des Was-
serbades vorgewéarmt. Die Extraktionszeit wurde mit 25 min an die Dauer des GC-Laufs
angepasst (vgl. Kap. 18) und geniigte bei vielen Analyten zum Erreichen des Gleichge-
wichts (vgl. Kap. 7.3.3.4). Nach der Extraktion wurde die Faser aus der Probe entfernt
und im Injektor des GC fiir 5 min thermodesorbiert, wihrend gleichzeitig die néchste
Probe im Wasserbad vorbereitet wurde. Trotz des einfachen Aufbaus lielen sich so mit
manueller Extraktion sehr gute Reproduzierbarkeiten erzielen (vgl. Kapitel 7.3.3.8). Die

optimierten Extraktionsbedingungen sind in Tab. 20 zusammengefasst.

Tabelle 20: Optimierte Bedingungen zur Extraktion der Derivate aus dem Headspace

Faserbeschichtung 65 um PDMS/DVB

Probevolumen 5 mL zzgl. Reagenzien

pH-Wert ~ 5

Salzzugabe keine

Extraktion 25 min bei 60°C und Riihren mit 1250 U/min

Desorption 5 min bei 250°C
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7.3.3.2 Vergleich der SPME-Fasern

Aromatische Todide, die Reaktionsprodukte der Derivatisierung, wurden bislang noch
nicht mit Headspace-SPME untersucht. Da keinerlei Erfahrungen mit dieser Substanz-
klasse zu Grunde gelegt werden konnten, wurden die Extraktionsbedingungen sorgfiltig
optimiert. Entsprechend wurden 6 SPME-Fasern mit unterschiedlicher Beschichtung
(65 um PDMS/DVB, 70 um CW/DVB, 50/30 um DVB/Car/PDMS, 100 um PDMS,
85 um PA und 75 pm Car/PDMS) auf ihre Eignung zur Anreicherung der Verbindungen

untersucht.

Dazu wurden in 17 mL Vials zunéchst 24 Proben mit einem Volumen von jeweils 5 mL
hergestellt, die die Analyten in einer Konzentration von 2,5 ng/L enthielten, und, wie in
Kap. 7.1.1 beschrieben, derivatisiert. Die Extraktion erfolgte manuell (vgl. Kap 7.3.3.1).
Zu Beginn der Optimierung wurden die Proben auf 40°C thermostatisiert und mit
1250 U/min geriihrt. Die SPME-Fasern wurden zuvor entsprechend der Empfehlun-
gen des Herstellers konditioniert. Zu Beginn jeder Messreihe wurde eine Blindprobe
auf Storpeaks untersucht. Mit Ausnahme von PDMS (n= 3) wurden mit jeder Faser
im Anschluss 4 Proben fiir jeweils 25 min extrahiert. Bei allen Messungen erfolgte die
Desorption der Analyten unter identischen Bedingungen bei 250°C im isothermen Injek-
tor. Die Bestimmung der Derivate erfolgte mit GC-AED iiber die lod-Spur 1183 unter

den in Tab. 24 auf Seite 121 aufgefithrten Bedingungen.

In Abb. 26 sind Ausschnitte der Chromatogramme aller 6 Fasern dargestellt. Die Reten-
tionszeiten der Analyten unterscheiden sich dabei von Faser zu Faser nur geringfiigig. Ei-
ne Ausnahme bildet die Car/PDMS-Faser, bei der durchschnittlich um 0,01 min gréere
Retentionszeiten beobachtet wurden. Diese sind auf starke Wechselwirkungskréfte der
Analyten mit dem Carboxen zuriickzufithren, wie bereits frither bei GCB beobachtet
wurden [312]. Infolge dessen erfolgt die Desorption nur langsam und fithrt zu dem star-
ken Tailing, das in geringerem Mafle auch bei DVB/Car/PDMS zu beobachten ist. Die
Peakform bei Verwendung der PDMS- bzw. PA-Faser ist besser, lidsst aber gleichfalls
bei einigen Analyten wie 2,4DCA und 2,6DAT Tailing erkennen. Demgegeniiber zeich-
nen sich PDMS/DVB und CW/DVB durch eine sehr gute Peakform aus. Zwar kann die

Desorption durch eine hohere Injektortemperatur beschleunigt werden, dadurch verkiirzt
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Abbildung 26: Ausschnitte aus den Chromatogrammen, die beim Faservergleich aufge-
zeichnet wurden. Die Proben mit einer Analytkonzentration von 2,5 ug/L wurden nach
Derivatisierung bei 40°C 25 min mit a) einer 65 pm PDMS/DVB-Faser, b) einer 70 um
CW/DVB-Faser, c) einer 50/30 um DVB/Car/PDMS-Faser, d) einer 100 pm PDMS-
Faser, e) einer 85 pum PA-Faser und f) einer 75 ym Car/PDMS-Faser aus dem Headspace
extrahiert. Alle Chromatogramme sind gleich skaliert und lediglich vertikal verschoben.

Dargestellt ist die lod-Spur 1183 des GC-AED.

sich jedoch die Lebensdauer der SPME-Faser. So wurde bei CW/DVB und PA bereits
im Laufe der 5 Extraktionen eine deutliche Braunfarbung der Beschichtung beobachtet,

wohingegen beispielsweise PDMS/DVB und PDMS nahezu unverindert wirkten.
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Beim Vergleich der Peakflachen werden die besten Ergebnisse von Fasern auf DVB-Basis
erzielt (vgl. Abb. 27). Die Unterschiede treten beispielsweise bei den chlorierten Verbin-
dungen deutlich hervor. Beim Vergleich der drei DVB-basierten Fasern untereinander
schneidet DVB/Car/PDMS am besten ab. Dies gilt insbesondere fiir die alkylierten und
chlorierten Verbindungen. Demgegeniiber ist die CW/DVB-Faser bei den spéter eluier-
ten bicyclischen Verbindungen ebenso wie bei den nitrierten Derivaten leicht im Vorteil.
Die PDMS/DVB-Faser zeigt geringfiigig schlechtere Resultate, erweist sich aber eben-
falls fiir alle Verbindungen als geeignet. Diesen Fasern gemein ist das DVB-Material, das

ihnen adsorptive Eigenschaften verleiht.

Deutlich geringer sind die Peakflichen bei den reinen Verteilungsfasern PA und PDMS.
PA und PDMS liefern insgesamt einander vergleichbare FErgebnisse, obgleich die
PA-Faser als deutlich polarer beschrieben ist (vgl. Kap. 4.3.1). Wahrend PDMS fiir
alkylierte Verbindungen geringfiigig im Vorteil ist, werden mit PA bei den Derivaten
chlorierter und nitrierter aromatischer Amine bessere Resultate erzielt. Beim Vergleich
der Verteilungsfasern mit den DVB-basierten Fasern wird deutlich, dass die Polaritét
der Faser allein nicht ausschlaggebend ist. Ebenso wichtig ist der auf Verteilung bzw.

Adsorption beruhende Extraktionsmechanismus.

Die schlechtesten Ergebnisse wurden mit der Car/PDMS-Faser erzielt. Lediglich das
Derivat von Anilin lie§ sich damit hinreichend extrahieren. Dieses Ergebnis sollte
jedoch angesichts hoher Standardabweichungen nicht iiberbewertet werden. Obwohl die
Extraktion bei dieser Faser ebenfalls auf Adsorption beruht, kann sie die Ergebnisse
der DVB-Fasern nicht erreichen. Dies lasst sich auf das mikroporése Carboxen-Material
zuriickfithren, das verglichen mit DVB deutlich geringere Porengréfien aufweist und

vom Hersteller nur fiir niedermolekulare Verbindungen bis 275 g/mol empfohlen wird.

Die untersuchten nitrosubstituierten Verbindungen sowie 4,4’MDA wurden unter den
gewihlten Bedingungen nur von einzelnen Fasern in geringem Mafle extrahiert. Aus

diesem Grunde wurden sie nicht weiter in die Bewertung einbezogen.

Zur Beurteilung der einzelnen Fasern miissen dariiber hinaus die auftretenden
Storpeaks berticksichtigt werden. Diese machten sich besonders bei CW/DVB, PA und
DVB/Car/PDMS sowie bei Detektion iiber die Kohlenstoff-Spur C179 bemerkbar. Da es
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Abbildung 27: Vergleich verschiedener Fasern bei Headspace-SPME anhand der Peak-
flichen der Analyten. Ausgehend von einer Analytkonzentration von 2,5 ug/L wurden
die Verbindungen nach Derivatisierung unter Riihren bei 40°C aus dem Headspace ex-
trahiert. Abgesehen von PDMS (n= 3) handelt es sich bei den Werten jeweils um die

Mittelwerte von n= 4 Messungen.
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sich bei CW/DVB und PA um die Fasern handelt, die bereits durch eine rasche Alterung
auffielen, sind die entsprechenden Signale vermutlich auf thermische Zerfallsprodukte

des polymeren Materials zuriickzufiihren.

Fiir alle weiteren Experimente wurde die PDMS/DVB-Faser ausgewéhlt, obwohl die ex-
trahierten Stoffmengen bei DVB/Car/PDMS und CW/DVB besser sind. Demgegeniiber
zeichnet sich die PDMS/DVB-Faser durch bessere chromatographische Eigenschaften
und eine hohe Haltbarkeit aus. So konnte die PDMS/DVB-Faser bei Headspace-SPME

und sorgfaltiger Handhabung bis zu 100mal wiederverwendet werden.

7.3.3.3 Einfluss der Extraktionstemperatur

Die Verteilungskoeffizienten bei der Extraktion aus dem Headspace konnen iiber die
Extraktionstemperatur beeinflusst werden. Dies ist besonders fiir Verbindungen inter-
essant, die aufgrund niedriger HENRY-Konstanten nur in geringem Mafle angereichert
werden. Die Notwendigkeit zur Erhohung der Extraktionstemperatur zeigte sich bereits

in Kap. 7.3.3.2, da Verbindungen wie 4,4'MDA bei 40°C nicht nachweisbar waren.

Fiir die Variation der Extraktionstemperatur wurden insgesamt 24 Proben hergestellt.
Diese enthielten die Analyten in einer Konzentration von 2,5 ug/L. In 17 mL Vials wur-
den dazu 5 mL Wasser mit den Analyten versehen und anschliefend, wie in Kap. 7.1.1
beschrieben, derivatisiert. Vor der Extraktion wurden die Vials im Wasserbad 4 min
thermostatisiert. Anschliefend wurden die Proben 25 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-
Faser aus dem Headspace extrahiert. Beginnend mit einer Temperatur von 30°C wurde
die Extraktionstemperatur in 10°C-Schritten auf 80°C erhoht. Fiir jede der Tempera-
turen wurden 4 Proben untersucht. Die Bestimmung erfolgte mit GC-AED iiber die
Iod-Spur 1183 unter den in Tab. 24 auf Seite 121 zusammengefassten Bedingungen. Auf-
grund technischer Probleme konnten von den Messungen bei 30°C und 40°C nur 2 bzw.

3 verwendet werden.

Die Auswertung erfolgte iiber die Mittelwerte der Peakflachen, die in Abb. 28 fiir einige
ausgewahlte Analyten dargestellt sind. In Tab. 21 sind die relativen Peakflachen bezogen

auf den jeweiligen Maximalwert des Analyten dargestellt. Die Temperatur hat auf die
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Abbildung 28: Einfluss der Temperatur auf die Extrahierbarkeit der Derivate aus dem
Headspace. Dargestellt sind die mittleren Peakflichen in Abhéngigkeit von der Tempe-
ratur. Die Verbindungen sind nach zunehmender Retentionszeit geordnet. Die Proben
wurden fiir 25 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser extrahiert und mit GC-AED

bestimmt.

Extraktion einer jeden Verbindung einen grofien Einfluss. Die Peakflichen nehmen
mit der Extraktionstemperatur zu, durchlaufen ein Maximum und gehen anschliefend
zuriick. Dieser Kurvenverlauf ist fiir alle Analyten gleich, auch wenn bei einigen
Verbindungen das Maximum bei 80°C noch nicht erreicht ist. Durch die Erhchung
der Temperatur nimmt die HENRY-Konstante und mit dem Verteilungskoeffizienten
zwischen Probe und Headspace Ky auch die extrahierte Stoffmenge zu. Zudem wird
das Gleichgewicht durch raschere Diffusion schneller erreicht. Gleichzeitig ist der Ver-
teilungskoeffizient zwischen Faserbeschichtung und Headspace Ky, temperaturabhéingig.
Dieser nimmt mit zunehmender Temperatur ab und erkldart so die Abnahme der

Peakflachen.
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Tabelle 21: Finfluss der Extraktionstemperatur auf die Peakfliche der Derivate. Fiir jede der
Temperaturen wurden 2 - 4 Proben mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser 25 min aus dem Head-
space extrahiert. Die Mittelwerte sind bezogen auf den Maximalwert jedes Analyten dargestellt.

In der Tabelle sind die Derivate nach zunehmender Retentionszeit geordnet.

Analyt tg ¢ Relative Peakfliche /%
/min 30°C ¢ 40°C°" 50°C*c 60°C°c 70°C°¢ 80°C°

Anilin 6,45 69,9 100 71,0 47,8 30,0 18,7
4AT 7,60 77,6 100 97,7 84,5 55,1 40,2
2,6DMA 8,79 79,2 100 95,7 84,5 61,5 45,7
3,5DMA 8,88 81,4 99,8 100 94,6 71,6 53,8
41PA 9,62 72,6 95,0 100 99,8 69,3 56,5
4C2MA 9,73 68,0 94,4 100 95,6 72,5 60,6
2M6EA 9,84 77,6 99,9 100 88,2 71,8 58,6
2,4,6TMA 10,33 70,3 96,1 98,2 100 72,1 63,3
2,4DCA 10,62 52,7 83,6 94,7 100 84,2 73,0
2,6DEA 10,94 85,6 99,3 97,0 100 79,1 65,9
2,6DCA 11,49 35,2 69,8 89,9 100 88,8 79,7
2,4DAT 13,15 37,5 71,7 88,5 100 96,4 89,8
2,6DAT 13,26 36,2 73,0 90,4 100 95,6 84,6
2A6NT 14,10 15,6 23,9 40,3 55,7 84,5 100
4A2NT 14,52 0,0 11,5 21,3 55,6 66,7 100
INaA 14,69 178 406 675 884 940 100
2AB 15,35 17,5 40,0 62,0 87,9 93,3 100
2A4ANT 15,85 0,0 15,9 23,4 479 62,0 100
IAB 18,24 10,1 259 473 721 830 100
2,4DA6NT 20,20 0,0 14,6 26,7 31,6 63,9 100
1,5bDANa 21,05 9,3 23,1 42,7 60,2 85,6 100
4, 4MDA 22,82 4.8 9,7 21,2 42,8 72,9 100

@ n=2,%n= 3, © n= 4 Proben; ¢ GC-Parameter vgl. Tab. 24 auf Seite 121; Ausgangskonzentration
2,5 ug/L, 7 mL Probevolumen im 17 mL Vial nach Derivatisierung.
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Die Analyten unterscheiden sich in der Lage des Maximums. Wiéhrend sich bei den
Derivaten von Anilin und 4AT 40°C als ausreichend erwies, erforderten 4C2MA und
2,6DCA 50°C bzw. 60°C fiir eine optimale Extraktion. Demgegeniiber lieSen sich
Analyten wie 1,5DANa und 4,4°’MDA am besten bei der Maximaltemperatur von
80°C extrahieren (vgl. Abb. 28). Diese Unterschiede koénnen auf die verschiedenen
HEeENRY-Konstanten der Derivate zuriickgefiithrt werden. Als Kompromiss wurde fiir alle

weiteren Experimente eine Extraktionstemperatur von 60°C gewahlt.

Die optimalen Extraktionstemperaturen nehmen mit der Retentionszeit der Derivate zu,
da in beiden Fillen Gleichgewichte zwischen fliissiger und gasféormiger Phase auftreten,
die sich mit steigender Temperatur zugunsten der Gasphase verschieben. So nimmt die
Konzentration der Analyten in der Gasphase mit der Temperatur zu und begiinstigt
damit sowohl die Extraktion wie die Elution von der GC-Saule. Obwohl es sich im einen
Fall um ein Zweiphasen- im anderen um ein Dreiphasen-System mit unterschiedlichen
chemischen Zusammensetzungen handelt, wurde eine gute Ubereinstimmung beobach-
tet. Auf einen Zusammenhang zwischen Retentionszeit und Verteilungskoeffizienten bei
SPME wiesen bereits SCHAFER et al. hin [313, ]: Bei einem Zweiphasen-System
Faser/Gas konnten sie zeigen, dass auch die logarithmischen Verteilungskoeffizienten

log Ky, proportional zu den von KovAcs entwickelten Retentionsindices [315] zunehmen.

7.3.3.4 Variation der Extraktionszeit

Da sich bei SPME ein Gleichgewicht zwischen Beschichtung und Probe ausbildet, spielt
die Extraktionszeit eine besondere Rolle. Unter Gleichgewichtsbedingungen wird die
maximale Empfindlichkeit erreicht und Schwankungen der Extraktionszeit kénnen ver-

nachlassigt werden.

Zur Erfassung der Aquilibrierungskurven wurde deshalb die Extraktionszeit zwischen 5
und 120 min variiert. Dazu wurden in 17 mL Vials Proben mit einem Volumen von 5 mL
hergestellt, die die Analyten in einer Konzentration von 2,5 pg/L enthielten. Die Analy-
ten wurden derivatisiert und anschlieend bei 60°C mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser

aus dem Headspace extrahiert. Die Messung erfolgte mit GC-AED iiber die selektive
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Detektion der Tod-Spur 1183.

Abgesehen von 5 min Extraktionszeit (n= 4) wurden fiir jede Extraktionszeit jeweils
n= 3 Proben untersucht. Geordnet nach zunehmender Extraktionszeit wurden jeweils
die Proben gleicher Extraktionszeit zusammen untersucht. Extraktion und Messung wur-
den so aufeinander abgestimmt, dass der GC-Lauf unmittelbar nach Ende der Extraktion
erfolgen konnte. Von den Mehrfachmessungen wurden jeweils die Mittelwerte gebildet
und gegen die Extraktionszeit aufgetragen. Die so erhaltenen Aquilibrierungskurven sind
in Abb. 29 aufgetragen. Bei allen Proben ist eine Zunahme der Peakfliche mit der Ex-
traktionszeit und eine Annéherung an den Gleichgewichtszustand zu beobachten. Beim
Vergleich von Abb. 29a) - ¢) fallen dariiber hinaus deutliche Unterschiede zwischen den

Aquilibrierungszeiten der Analyten auf.

Zur Bestimmung der Aquilibrierungszeit wurde eine Ausgleichsrechnung unter Verwen-

dung von (23) vorgenommen.

y:yo—i—A-e_% (23)

Die Fit-Funktion wurde verglichen mit A1 [158] um eine Konstante erweitert, so dass die
Kurve den Ursprung nicht zwingend schneidet, um so den experimentellen Gegebenhei-
ten besser gerecht zu werden. Auf diese Weise konnten auch die Aquilibrierungszeiten
von Analyten bestimmt werden, fiir die das Gleichgewicht nicht innerhalb der untersuch-
ten 120 min erreicht wurde. Die entsprechenden Aquilibrierungszeiten sind in Tab. 22

zusammen mit den Korrelationskoeffizienten zusammengefasst.

Die Korrelationskoeffizienten R? bewegen sich im Bereich zwischen 0,732 und 0,998.
Mit den Aquilibrierungszeiten nehmen die Korrelationskoeffizienten zu, weil in dem
Fall die Kurve bis zum Erreichen des Gleichgewichts durch mehr Punkte beschrieben
wird. Dariiber hinaus sind hiufig bei Analyten mit kurzen Aquilibrierungszeiten
Schwankungen (Anilin) oder eine Abnahme der Peakfliichen nach Uberschreitung des
Gleichgewichtzustandes zu beobachten (4CA und 3C4FA). Aus diesem Grunde wurden
fiir die letzt genannten Analyten nur die Messungen zwischen 5 und 45 min Extrakti-

onszeit beriicksichtigt. Die SPME-Faser hat zu Beginn der Extraktion Raumtemperatur
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Abbildung 29: Aquilibrierungskurven aromatischer Amine nach Derivatisierung bei

Extraktion aus dem Headspace. Aufgetragen sind jeweils die mittleren Peakflichen

als Funktion der Extraktionszeit. Die Proben wurden bei 60°C mit einer 65 um

PDMS/DVB-Faser extrahiert. Die Ausgleichskurven wurden gemaf Gleichung (23) be-

rechnet.
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Tabelle 22: Aquilibrierungszeiten aromatischer Amine nach Derivatisierung bei Extrak-

tion aus dem Headspace. Extrahiert wurde mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser bei 60°C.

Die Korrelationskoeffizienten R? beziehen sich auf die Ausgleichsrechnung nach (23). Die

Aquilibrierungszeiten wurden fiir y = 0,95y, bestimmt.

Analyt tg /min ® R? Aquilibrierungszeit /min
Anilin 6,45 0,732 11
AAT 7.60 0,954 12
ACA 8,20 0,897 18 a
3C4FA 8,28 0,835 10 .
2,6DMA 8,79 0,954 9
3,5DMA 8,88 0,953 13
41PA 9,62 0,873 24
4C2MA 9,73 0,937 15
IMEEA 9,84 0,937 9
2,4, 6TMA 10,33 0,911 20
2,4DCA 10,62 0,971 26
2,6DEA 10,94 0,879 12
2,6DCA 11,49 0,985 41
2F5NA 12,91 0,974 181
2, 4DAT 13,15 0,955 38
2,6DAT 13,26 0,946 35
2A6NT 14,10 0,995 383
4A2NT 14,52 0,978 200
1NaA 14,69 0,991 81
2AB 15,35 0,991 71
2A4ANT 15,85 0,993 285
4AB 18,24 0,998 116
2,4DA6GNT 20,20 0,979 644
1,5DANa 21,05 0,994 156
4,4 MDA 22,82 0,995 351

¢ nur mit 6 Werten (5 - 45 min Extraktionszeit); ® GC-Parameter vgl. Tab. 24 auf Seite 121.
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und nimmt nur allméhlich die Temperatur der Probe an. Da diese Einfluss auf das
Gleichgewicht zwischen Headspace und Beschichtung hat (vgl. Kap. 7.3.3.3), nimmt

mit der Erwdrmung die extrahierte Stoffmenge ab [159].

Bereits bei einer Extraktionszeit von 25 min wird das Gleichgewicht fiir viele Analyten
erreicht. Dazu zahlen alle alkylierten bzw. monochlorierten Amine. Fiir die Dichlorani-
line sowie die Diaminotoluole wird das Gleichgewicht annédhernd erreicht. Dagegen sind
fiir die bicyclischen Systeme und besonders fiir nitrosubstituierte Analyten deutlich
lingere Aquilibrierungszeiten erforderlich. Insofern erscheint eine Extraktionszeit von
25 min als angemessener Kompromiss zwischen Empfindlichkeit und Probendurchsatz,
zudem eine Anpassung der Extraktionszeit an letztgenannte Analyten nicht praktikabel
erscheint. Mit 25 min ist die Extraktionszeit optimal an die Dauer eines GC-Laufs incl.

Abkiihlzeit angepasst.

Die Relativen Standardabweichungen der Mehrfachmessungen gehen mit zunehmender
Extraktionszeit zuriick. Dies gilt auch fiir Analyten, die den Gleichgewichtszustand
bereits erreicht haben. Besonders hohe Relative Standardabweichungen sind fiir kurze
Extraktionszeiten zwischen 5 und 15 min zu beobachten (im Mittel 26,9 %, 22,6 %
bzw. 21,2 %), wahrend dariiber hinaus deutlich bessere Reproduzierbarkeiten erreicht
werden (im Durchschnitt 14,4 %, 11,8 %, 8,7 %, 10,6 % bzw. 5,5 % fiir 20 bis 120 min
Extraktionszeit). Zum einen lésst sich die Extraktionszeit bei manueller SPME nicht
exakt einhalten, was sich besonders bei kurzen Extraktionszeiten bemerkbar macht. Zu-
dem gleichen sich Temperaturschwankungen iiber lingere Zeitrdume besser aus. Daran
wird deutlich, wie wichtig eine gute Thermostatisierung der Probe mit reproduzierbarer

Durchmischung ist.
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7.3.3.5 Bedeutung der Salzzugabe

Die Zugabe von Salzen wie Natriumchlorid, Natriumsulfat, Ammoniumsulfat oder Kali-
umcarbonat kann dazu verwendet werden, die Verteilungskoeffizienten K¢ und damit die
extrahierte Stoffmenge zu vergroflern. Da die prizise Einwaage des Salzes fiir jede einzel-
ne Probe aufwendig ist, wurde stattdessen eine konzentrierte Losung im Anschluss an die
Derivatisierung zugegeben, um die Reaktion nicht zu beeinflussen. Mit Lihtiumchlorid
wurde ein Salz mit einer hohen Léslichkeit gewéhlt, das gleichzeitig keinen Einfluss auf

den pH-Wert der Lésung hat.

Dazu wurden in 17 mL Vials 15 Proben mit einem Volumen von 5 mL hergestellt, die
die Analyten in einer Konzentration von 2,5 pg/L enthielten. Die Proben wurden wie
in Kap. 7.1.1 beschrieben derivatisiert und jeweils drei mit 0 mL, 0,5 mL, 1 mL, 2 mL
bzw. 3 mL einer Lithiumchlorid-Losung (10 mol/L) versehen. Durch Zugabe von Was-
ser wurden die Proben auf ein einheitliches Volumen von 10 mL aufgefiillt. Dadurch
verfiigten alle iiber das gleiche Headspace-Volumen und konnten auch bei intensivem
Riihren ohne Kontamination der Faser extrahiert werden. Der Lithiumchlorid-Gehalt in
den Proben betrug entsprechend 0, 2,1 %, 4,2 %, 8,5 % bzw. 12,7 % (M/M). Beginnend
mit den Proben mit geringstem Salzgehalt, erfolgte die Anreicherung mit einer 65 pum
PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace bei 60°C, wobei die Probe unter Riihren 25 min
extrahiert wurde. Die Bestimmung erfolgte mit GC-AED iiber die Iod-Spur 1183 unter

Verwendung des in Tab. 24 auf Seite 121 aufgefiihrten Trennprogramms.

Die Ergebnisse fiir einige ausgewihlte Verbindungen sind in Abb. 30 zusammengefasst.
Im untersuchten Bereich von 0 bis 12,7 % ist mit dem Salzgehalt eine Zunahme der
extrahierten Stoffmenge zu beobachten. Diese ist bei den alkylierten Verbindungen nur
schwach ausgeprigt. Demgegeniiber nehmen die Peakflichen bei den nitrierten Deriva-
ten sowie den bicyclischen Verbindungen um durchschnittlich 72 % zu. Diese Resultate
stimmen mit den Beobachtungen von KELZ iiberein, der bei direkter Extraktion mit

einer PDMS/DVB-Faser NaCl-Konzentrationen von 0 und 18 g/L verglich [119].

Bei der Beurteilung der Ergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass infolge der Deri-
vatisierung bereits verschiedene Salze eingebracht wurden. Durch die Salzzugabe wird

nach LORD et al. die Hydratation der Analyten beeinflusst und eine Verteilung in andere
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Abbildung 30: Einfluss der Lithiumchlorid-Konzentration auf die extrahierten Stoffmen-
gen. Dargestellt sind die mittleren Peakflichen ausgewéhlter Analyten fiir verschiedene
Salzkonzentration angegeben in Gewichtsprozenten. Fiir jede Konzentration wurden 3
Proben mit einer 65 gm PDMS/DVB-Faser bei 60°C aus dem Headspace extrahiert. Die
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken aufgefiihrt.

Phasen begiinstigt [99]. Dies macht sich vor allem bei Analyten bemerkbar, bei denen
das Gleichgewicht stark auf der Seite der wissrigen Phase liegt. Aus diesem Grunde
macht sich der Aussalzeffekt besonders bei den weniger fliichtigen nitrosubstituierten
und den bicyclischen Verbindungen bemerkbar. Bei diesen handelt es sich zugleich um
die spat eluierenden Verbindungen, da der Dampfdruck gleichfalls einen Einfluss auf die
Retentionszeiten bei der Chromatographie besitzt. Der Riickgang der Peakflichen bei
hohen Salzkonzentrationen, wie er bei 4,4’MDA zu beobachten ist, kann nach LORD et
al. auf elektrostatische Wechselwirkungen der Analyten mit den lonen zuriickgefiihrt

werden (vgl. Abb. 30) [99].
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Weiterhin ist mit Zunahme des Salzgehalts eine Abnahme der mittleren Relativen
Standardabweichungen zu beobachten. Wéihrend anfianglich durchschnittlich 185 %
Relative Standardabweichung auftraten, geht diese bei Salzzugabe stetig auf bis zu 5,2 %
bei 8,5 % Lithiumchlorid zuriick. Infolge der Derivatisierung kénnen Schwankungen der
Zusammensetzung jeder einzelnen Probe auftreten, die bei hohen Salzkonzentrationen
weniger ins Gewicht fallen. Besonders bei Realproben lassen sich durch die Zugabe von
Salz diese Unterschiede ausgleichen. Obwohl die Vorteile der Salzzugabe bei Extraktion
aus dem Headspace iiberwiegen, wurde fiir die qualitative Analyse angesichts des

zusitzlichen Arbeitsschrittes auf die Salzzugabe verzichtet.

7.3.3.6 Position der SPME-Faser in der Probe

Es wurde untersucht, welchen Einfluss die Position der SPME-Faser in der Probe hat.
Dies ist ein Aspekt, der bislang kaum Beachtung gefunden hat, aber besonders fiir die
manuelle Extraktion, bei der die Faser weniger prézise positioniert werden kann, von

Bedeutung ist.

Ausgehend von einem Volumen von 10 mL wurden Proben hergestellt, die die Analyten
sowie 3C4FA als Internen Standard in einer Konzentration von 2,5 pg/L enthielten. Die
Analyten wurden derivatisiert und anschliefend mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser fiir
jeweils 30 min direkt extrahiert. Dabei wurde die Faser bei n= 4 Proben mittig positio-
niert und bei n= 8 Proben das Septum am Rand durchstochen. Die Messung erfolgte

mit GC-AED iiber die selektive Detektion der Iod-Signale.

Die mittleren Peakflichen der einzelnen Analyten sind in Abb. 31a) mit den Standard-
abweichungen als Fehlerbalken dargestellt. Bei Extraktion am Rand sind die Peakflichen
durchschnittlich um etwa 50 % grofier als bei Extraktion aus der Mitte. Zuriickzufithren
ist dies auf die héhere Stromungsgeschwindigkeit am Rand. Folglich ist die Diffusions-
schicht geringer und gestattet eine raschere Gleichgewichtseinstellung. Demzufolge ist
eine exakte Position der Faser in der Probe zum einen in Hinblick auf die Empfindlich-

keit aber auch fiir die Reproduzierbarkeit von grofier Bedeutung.
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Abbildung 31: Position der Faser in der Probe. Verglichen wurde die Extraktion aus der Mitte (n= 4) mit der am Rand (n= 8)
a) ohne und b) mit Internem Standard. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken aufgetragen. Die direkte Extraktion der

Derivate erfolgte mit einer 65 yum PDMS/DVB-Faser fiir 30 min. Die Analytkonzentration und die des Internen Standards betrugen

2,5 ug/L.
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Da in diesem Falle alle Analyten gleichermaflen betroffen sein sollten, wurde die Eignung
eines Internen Standards zur Kompensation gepriift. Dazu wurden die Peakflichen der
beiden Gruppen auf die von 3C4FA bezogen und die Mittelwerte miteinander vergli-
chen. Die mittleren relativen Peakflichen sind in Abb. 31b) fiir die einzelnen Analyten
dargestellt. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung, welche als Fehlerbalken
dargestellt ist, lasst sich kein signifikanter Unterschied feststellen. Demzufolge kann die
unterschiedliche Position der SPME-Faser in der Probe sehr gut durch Verwendung

eines Internen Standards kompensiert werden.

Dieser macht sich dariiber hinaus bei der Reproduzierbarkeit positiv bemerkbar.
Waéhrend bei Extraktion am Rand ohne Internen Standard die durchschnittliche
Relative Standardabweichung 8,5 % betrégt, geht sie durch Verwendung von 3C4FA
auf 7,0 % zuriick. Somit erweist sich die generelle Verwendung eines Internen Stan-
dards, ohne dass eine Ahnlichkeit bzgl. der chemischen Eigenschaften abgesehen vom
Anilin-Grundkorper besteht, fiir alle Analyten von Vorteil. Kompensieren lassen sich
so Fehlerquellen, die alle Analyten gleichermaflen betreffen wie beispielsweise eine

Verdnderung der Extraktionstemperatur oder der Position der Faser im Injektor.

7.3.3.7 Vergleich von direkter Extraktion und Headspace-SPME

In einem abschliefenden Vergleich wurden direkte Extraktion und Headspace-SPME
unter optimierten Bedingungen gegeniibergestellt. Dazu ist es erforderlich, ein Probe-
volumen zu wéhlen, dass gleichermaflen fiir Headspace und direkte Extraktion geeignet
ist. Um die Mengenverhéltnisse der Reagenzien bei der Derivatisierung beibehalten zu
konnen, wurde von 5 mL Probe im 17 mL Vial ausgegangen und erst im Anschluss an
die Umsetzung (vgl. Kap. 7.1.1) mit 3 mL Wasser auf 10 mL aufgefiillt. Bei diesem Volu-
men kann die Faser bei direkter Extraktion auch bei starkem Riihren sicher eintauchen
und kommt umgekehrt bei Extraktion aus dem Headspace nicht mit der Fliissigkeit in

Kontakt.

Auf diese Weise wurden 13 Proben hergestellt, von denen 7 direkt und 6 aus dem Head-

space extrahiert wurden. Die Analyten wurden den Proben zuvor in einer Konzentration
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Tabelle 23: Vergleich von direct- und Headspace-SPME anhand der Peakflichen mit den
Relativen Standardabweichungen RSD ohne und mit Internem Standard (in Klammern). Die

Derivate sind nach zunehmender Retentionszeit geordnet.

Analyt direct-SPME ¢ Headspace-SPME °

Peakfliche RSD (RSD)° Peakfliche RSD (RSD)°
/(Counts*s) /% (/%) /(Counts*s) /% (/%)

Anilin 11,17 11,8 (13,0) 12,82 160  (13,0)
AAT 7,95 10,3 (82) 23,93 9,3 (5,4)
ACA 51,91 14,9  (1838) 67,47 120  (10,2)
3CAFA 28,80 57 (10,9) 52,34 9,9 (9,1)
2,6DMA 11,98 59  (2,1) 43,11 5,2 (1,7)
3,5DMA 11,46 61  (3.2) 49,64 5,1 (1,3)
ATPA 7,70 10,9  (6,8) 40,13 6,5 (2,3)
AC2MA 11,91 58  (53) 47,99 5,2 (1,5)
2E6MA 9,02 69  (56) 42,45 4,3 (1,1)
2,4,6TMA 12,02 7.3 58,53 5,0

2,4DCA 14,43 38 (54) 54,17 5,2 (2,3)
2,6DEA 6,26 75 (25) 36,17 5,2 (2,8)
2,6DCA 14,68 38 (53 44,13 5.4 (3,7)
2,4DAT 13,22 80  (4,9) 57,22 5,0 (4,5)
2,6DAT 22,31 68  (2,1) 98,77 4,0 (2,7)
2A6NT 15,89 46  (6,4) 10,48 6,6 (5,6)
AA2NT 32,03 42,3 (38,7) 16,95 30,7 (29,0)
INaA 20,16 13,0  (10,0) 44,02 3.4 (4,0)
2AB 16,34 49  (58) 48,39 3,2 (4,4)
2A4ANT 14,92 56  (8,3) 5,48 74 (11,2)
4AB 10,90 50  (34) 25,36 5.4 (6,8)
4A2,6DNT 3,65 98  (10,6)

2,4DA6NT 10,85 41 (6,7 4,06 9,3 (10,5)
2A4,6DNT 4,31 11,0 (7,9)

1,5DANa 17,88 49  (51) 33,63 3,9 (6,6)
4,4 MDA 9,25 79  (7,9) 15,73 9,2 (10,9)

@ Mittelwert von n= 7 bzw. ® n= 6 Bestimmungen; in beiden Fillen 25 min Extraktion mit einer
65 pum PDMS/DVB-Faser, @ bei 27°C, ® bei 60°C; © mit 2,4,6TMA als Interner Standard; Ausgangs-

konzentration aller Analyten 2,5 pg/L, 10 mL Probevolumen im 17 mL Vial nach Derivatisierung.
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von 2,5 ug/L zugegeben. In beiden Fallen wurde mit derselben 65 um PDMS/DVB-Faser
25 min extrahiert. Vor der Extraktion wurden die Proben 4 min im Wasserbad thermo-
statisiert. Die Anreicherung erfolgte bei direkter Extraktion bei Raumtemperatur und
aus dem Dampfraum bei 60°C. Die Faser wurde dazu am Rand des Septums eingebracht
(vgl. Kapitel 7.3.3.6) und die Proben mit 1250 U/min intensiv geriihrt. Die Bestimmung
erfolgte anschlieBend mit GC-AED iiber die lod-Spur 1183 unter den in Tab. 24 auf Seite

121 aufgefithrten Bedingungen.

Die mittleren Peakflichen fiir die direkte und die Headspace-Extraktion sind in Tab. 23
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Abbildung 32: Vergleich von direkter und Headspace-Extraktion. Dargestellt sind die
mittleren Peakflichen der Analyten fiir n= 7 (direct-SPME) bzw. n= 6 Extraktionen
(Headspace-SPME) mit den Standardabweichungen als Fehlerbalken. Bei direkter Ex-
traktion wurden die Proben bei 27°C angereichert, aus dem Headspace bei 60°C. In
beiden Fillen wurden 10 mL Probe 25 min mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser extra-
hiert.
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zusammen mit den Relativen Standardabweichungen RSD aufgefithrt. Zum besseren
Vergleich sind die mittleren Peakflichen der Analyten in Abb. 28 fiir direkte Extraktion
und Headspace-SPME nebeneinander aufgetragen. Zusétzlich sind die Standardabwei-
chungen als Fehlerbalken dargestellt. Fiir die Mehrzahl der Analyten werden bei der
Headspace-Extraktion deutlich bessere Resultate erzielt. Diese liegen im Durchschnitt
um Faktor 2,7 iiber der direkten Extraktion. Ausnahmen bilden nur die nitrosubstituier-
ten Analyten. Die Derivate der Aminodinitrotoluole waren im Headspace nicht nachweis-
bar und die Aminonitrotoluole sowie 2,4DA6NT erreichen verglichen mit der direkten

Extraktion lediglich 48 %.

Die Unterschiede sind weniger auf hohere Verteilungskoeffizienten Kg sondern viel-
mehr auf die raschere Aquilibrierung bei 60°C zuriickzufithren. Wihrend bei direkter
Extraktion fiir viele der Verbindungen das Gleichgewicht nach 25 min noch nicht
erreicht ist (vgl. Tab. 37 auf Seite 182), erfolgt bei 60°C fir viele der Derivate die
Anreicherung bereits unter Gleichgewichtsbedingungen (vgl. Tab. 22 auf Seite 108).
Da bei der Extraktionstemperatur ein Maximum durchlaufen wird, werden die grofiten
Verhiltnisse von Headspace- zu direkter Extraktion mit Verbindungen erzielt, deren
Temperaturoptimum im Bereich von 60°C liegt (vgl. Kapitel 7.3.3.3). Dazu zéhlen
neben den Derivaten der beiden Diaminotoluole und Dichloraniline die alkylierten

aromatischen Amine.

7.3.3.8 Reproduzierbarkeit

Die Ergebnisse des Vergleichs von direkter und Headspace-Extraktion wurden herange-
zogen, um die Reproduzierbarkeit der manuellen Extraktion zu beurteilen. Dazu wurden

die Relativen Standardabweichungen RSD in Tab. 23 fiir n= 7 (direct-SPME) bzw. n= 6
Messungen (Headspace-SPME) verwendet.

Bei manueller Extraktion betragen die Relativen Standardabweichungen durchschnittlich
8,8 %. Abgesehen von 4A2NT, das aufgrund starken Tailings verbunden mit Koelution
bei dieser Messreihe nur schlechte Resultate erzielte, liegen die Relativen Standardab-

weichungen unter 15 %. Insgesamt ist die Reproduzierbarkeit bei Anreicherung aus dem
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Headspace mit durchschnittlich 7,6 % besser. Lediglich Anilin, 4CA und 4A2NT weisen
Relative Standardabweichungen iiber 10 % auf. Obwohl sich bei manueller Extrakti-
on die Extraktions- und Desorptionszeit weniger genau einhalten ldsst und die exakte
Positionierung der Faser schwieriger ist, werden fiir viele Analyten sehr gute Reprodu-
zierbarkeiten erzielt. Dabei ist zu bedenken, dass angesichts der grofien Zahl an Analyten
die Extraktionsbedingungen stets einen Kompromiss darstellen. Die Reproduzierbarkei-
ten sind mit den Werten vergleichbar, die von SAKAMOTO et al. fiir die Extraktion von

Pestiziden dhnlicher Fliichtigkeit mit einem automatisierten System beschrieben wur-

den [310].

Diese Resultate sind wesentlich mit der Extraktionstemperatur verbunden: Zu der gu-
ten Reproduzierbarkeit der direkten wie der Headspace-Extraktion tragt der verwen-
dete Aufbau bei, bei dem durch Riihren das Wasserbad gleichméflig thermostatisiert
werden kann. Da der verwendete Heizriithrer in Intervallen heizt und dabei stets grofie
Wéarmemengen freisetzt, lassen sich hohere Temperaturen besser einstellen, wohingegen
bei niedrigen stéirkere Schwankungen auftreten. Bei Raumtemperatur fithrt das Riithren
der Probe bei hoher Umdrehungszahl zudem zu einer allméhliche Erwérmung des Was-
serbades. Dariiber hinaus muss als wesentlicher Unterschied zwischen direkter Extraktion
und Headspace-SPME die Bedeutung der Temperatur auf die Gleichgewichtseinstellung
beriicksichtigt werden. Wahrend bei Raumtemperatur die Anreicherung noch nicht un-
ter Gleichgewichtsbedingungen erfolgt, befinden sich bei 60°C bereits viele Analyten im
Gleichgewicht. Dadurch verlieren Schwankungen der Extraktionszeit sowie Unterschiede
bei der Durchmischung der Probe und Positionierung der Faser an Bedeutung und er-

kldaren die bessere Reproduzierbarkeit der Headspace-Extraktion.

Auflerdem sind in Tab. 23 die Relative Standardabweichungen unter Verwendung ei-
nes Internen Standards in Klammern aufgefithrt. Wie die Ergebnisse am Beispiel von
2,4,6TMA als Internem Standard zeigen, lassen sich mit einer geeigneten Verbindung die
Relativen Standardabweichungen weiter verbessern. Temperaturschwankungen und ei-
ne Verdnderung der Faserkapazitét lassen sich auf diese Weise ausgleichen. Wihrend die
Relative Standardabweichung bei direkter Extraktion auf durchschnittlich 8,1 % zuriick-
geht, lassen sich bei Headspace-SPME im Mittel 6,5 % erzielen. Dabei spielt die Art des
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Internen Standards eine Rolle, denn eine Verbesserung ist fiir all die Verbindungen zu
beobachten, die dhnliche Retentionszeiten aufweisen wie der Interne Standard, wohin-
gegen 2,4 6TMA fiir einige Verbindungen wie 2AB, 2A4NT und 1,5DANa von Nachteil
ist. Folglich empfiehlt sich fiir optimale Ergebnisse die Verwendung mehrerer Interner

Standards.
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7.3.4 Aromatische Amine in Proben von Riistungsaltlasten

Das Verfahren wurde auf Riistungsaltlasten angewendet, deren Abwasser auf aromati-
sche Amine untersucht wurde. Die Proben wurden von Prof. Engewald zur Verfiigung
gestellt und stammten von der Riistungsaltlast Elsnig. Hier wurden wéahrend des 2.
Weltkrieges von der Westfélisch-Anhaltinischen Sprengstoff AG (WASAG) auf einem
700 ha groBen Gelédnde in etwa 7000 Gebduden monatlich bis zu 2950 t Sprengstoff pro-
duziert. Aufgrund der Bedeutung der Region fiir die Trinkwassergewinnung wurde der
Standort in der Vergangenheit intensiv erforscht und eine Vielzahl von Verbindungen
nachgewiesen. Zur Zeit laufen Projekte zur Aufbereitung des kontaminierten Wassers.
Das Drainagewasser wird dazu in einer Pilotanlage zunéchst durch Adsorption an einem
Polymer mit rdumlich globularer Struktur (RGS-Polymer) gereinigt. Das Material wird
anschliefend mit Methanol regeneriert und in einer zweiten Stufe das Losungsmittel mit

den Sprengstoff-Verbindungen mikrobiologisch abgebaut.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob nach Durchlaufen der Anlage noch aro-
matische Amine nachgewiesen werden konnen. Dazu wurde Drainagewasser vor Pas-
sieren der Anlage (Rohwasser 227-110-00, Rohwasser UTT 08102003, Rohwasser UTT
Probe 2) sowie nach mikrobiologischem Abbau unter aeroben (Bioabbau 2003 11 21
- 13.46, Bioabbau 2003 11 19 - 13.43) bzw. anaeroben Bedingungen (Bioabbau 2003
11 21 - 14.46, Bioabbau 2003 11 19 - 14.43, Bioabbau 2003 11 19 - 14.44) untersucht.
Alternativ zum RGS-Polymer erfolgt die Aufbereitung in einer anderen Anlage iiber
ein Aktivkohle-Mehrschichtfilter, von der eine Probe nach dem Passieren zur Verfiigung

stand (Rohwasser n.MF HGN 08102003).

Die aromatischen Amine entstehen im Boden durch mikrobiologischen Abbau. Threr
Uberwachung kommt besondere Bedeutung zu, da sie verglichen mit den Ausgangs-
verbindungen deutlich polarer sind und schlechter von Adsorbentien zuriick gehalten
werden. Da am Standort Elsnig vorwiegend TNT produziert wurde, konzentrieren sich
die Untersuchungen auf Abbauprodukte des 2,4,6-Trinitrotoluols sowie der als Neben-

produkte anfallenden Dinitrotoluole, Nitrotoluole, Trinitrobenzole und Dinitrobenzole.

Es wurde ein Standard in Methanol hergestellt, der 19 aromatische Amine in einer Kon-

zentration von 10 mg/L enthielt. Zur Methodenentwicklung wurden 10 mL Wasser mit
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Tabelle 24: Parameter zur Trennung und Detektion nitroaromatischer Amine nach

Derivatisierung-SPME mit GC-AED

Geriét GC-AED mit HP 6890 und AED G 2350

Trennséule Stx-CLPesticides, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 wm Filmdicke
Injektor Split/splitless mit 0,8 mm SPME-Liner

Injektortemperatur  250°C isotherm

Split nach 4 min Splitventil 6ffnen (Verhéltnis 1:20)

GC-Programm 40°C fir 3 min, mit 30°C/min auf 110°C heizen, mit 5°C/min

auf 180°C heizen, mit 30°C/min auf 260°C heizen, 1 min halten
(Gesamtdauer: 23 min)

Tragergas Helium, 2 mL/min

Detektion Elementspuren 1183, C179, C193
Reaktandgase: Oq: 15 psi, Ha: 10 psi, Makeup-Flow: 43 mL/min
Helium Supply Pressure: 30 psi, Cavity Pressure: 2,0 psi
Cavity-, Transferline-Temperatur: 250°C, 260°C

250 pL des Standards sowie jeweils 100 uL IPFB (50 mg/L), 2TFMIB (50 mg/L),
3C4FA (25 mg/L) und 2F5NA (25 mg/L) versehen. Die Losung wurde derivatisiert
und mit 1 mL n-Hexan extrahiert. Die Derivate wurden unter Verwendung einer Stx-
CLPesticides-Séaule mittels GC-AED getrennt und iiber die ITod-Spur 1183 detektiert.
Abb. 33 zeigt ein Chromatogramm, das unter den in Tab. 24 aufgefiihrten Bedingungen
aufgenommen wurde. Aufgegeben wurde dazu jeweils 1 pL. des Hexan-Extraktes. Die un-
tersuchten Verbindungen mit den verwendeten Abkiirzungen sind in Tab. 25 angegeben.
Angesichts vieler Isomere und einer engen strukturellen Verwandschaft der Verbindun-
gen ist die Trennung als sehr gut zu bezeichnen. Auch bei den nitroaromatischen Aminen
ist durchweg eine gute Peakform mit schmalen Signalen und wenig Tailing zu beobach-
ten. Die Einstellungen fiir Trennung und Detektion wurden ohne Verénderungen fiir die

Festphasenmikroextraktion iibernommen.

Die Extraktion der Derivate erfolgte mit SPME direkt aus der Probe, da die nitrosub-
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stituierten Verbindungen weniger gut fiir die Extraktion aus dem Headspace geeignet
waren. Die Probe wurde dazu mit 1250 U/min geriihrt und mit einer 65 pm PDMS/DVB-
Faser 30 min extrahiert. Fiir die Zuordnung der Signale unbekannter Proben wurden die
Peaks mit einem Standard verglichen, der in gleicher Weise derivatisiert und extrahiert
wurde. Standard wie Realprobe wurden zuvor mit verschiedenen Internen Standards in
Konzentrationen von 2,5 pg/L (3C4FA, 2F5NA) bzw. 5 pg/L (IPFB, 2TFMIB) ver-
setzt. Verschiebungen der Retentionszeiten, wie sie durch verzégertes manuelles Starten
des GC-Laufs auftreten konnten, lieen sich kompensieren, indem die Retentionszeiten
relativ zu den Internen Standards verglichen wurden. Zudem konnten so fiir Proben, in

denen keine aromatischen Amine gefunden wurden, Fehler bei Derivatisierung (3C4FA,
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Abbildung 33: Chromatogramm eines Standards der untersuchten Verbindungen nach
Derivatisierung und Extraktion mit n-Hexan. Die Trennung erfolgte mit einer Stx-
CLPesticides Séaule unter den in Tab. 24 abgedruckten Bedingungen. Von jedem Derivat
wurden zwischen 3,9 und 7,6 ng aufgegeben. Gezeigt ist die lod-Spur 1183 fiir die 23 in
Tab. 25 aufgefiihrten Verbindungen
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Tabelle 25: Retentionszeiten der Derivate nitroaromatischer Amine fiir das Screening

von Riistungsaltlasten. Angegeben sind die Ausgangsverbindungen vor Derivatisierung

Analyt Abkiirzung  tg /min ¢
lodpentafluorbenzol (IS) IPFB 6,33
2-Trifluormethyliodbenzol (IS) 2TFMIB 7,27
Anilin A 6,45
4-Aminotoluol 4AT 7,61
3-Chlor-4-fluoranilin (IS) 3C4FA 8,29
3-Nitroanilin 3NA 13,08
3,5-Dinitroanilin 3,5DNA 19,99
2-Fluor-5-nitroanilin (IS) 2F5NA 12,91
2-Amino-3-nitrotoluol 2A3NT 15,54
2- Amino-4-nitrotoluol 2A4NT 15,87
2-Amino-5-nitrotoluol 2A5NT 15,45
2- Amino-6-nitrotoluol 2A6NT 14,13
4-Amino-2-nitrotoluol 4A2NT 14,54
4-Amino-3-nitrotoluol 4A3NT 15,76
2,5-Dimethyl-4-nitroanilin 2,5DM4NA 16,71
3,5-Dimethyl-4-nitroanilin 3,5DM4NA 14,72
2- Amino-4,6-dinitrotoluol 2A4,6DNT 20,85
4-Amino-2,6-dinitrotoluol 4A2,6DNT 19,85
2,4-Diamino-6-nitrotoluol 2,4ADA6NT 20,21
2,6-Diamino-4-nitrotoluol 2,6DA4NT 21,08
1,3-Diaminobenzol 1,3DAB 11,13
2,4-Diaminotoluol 2,4ADAT 13,16
2,6-Diaminotoluol 2,6DAT 13,27

@ Messbedingungen vgl. Tab. 24.
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2F5NA) bzw. Extraktion (IPFB, 2TFMIB) als Erkldrung ausgeschlossen werden. Eine
Substanz galt als identifziert, wenn sie gegeniiber dem Standard eine Abweichung von

maximal +0,01 min zeigte.

Zudem wurde das Verfahren auf Storpeaks untersucht. Ein Blank, bestehend aus einer
Wasserprobe, die nicht derivatisiert aber in gleicher Weise extrahiert wurde, zeigte ledig-
lich einige sehr kleine Systempeaks (vgl. Abb. 34e). Die Chromatogramme des Standards
und der Blindprobe lassen erkennen, dass keinerlei Artefakte der Derivatisierung auftre-
ten, die das Verfahren storen. (vgl. Abb. 34a und c¢). Nahezu alle Peaks der Iod-Spur
[183 liefen sich auf Verbindungen zuriickfiithren, die der Probe zuvor zugesetzt wurden.
Dariiber hinaus wurden die Realproben auch ohne Derivatisierung auf bereits enthaltene
[od-Verbindungen untersucht. In allen Proben wurden allenfalls kleine Peaks beobachtet,

die die Identifikation aromatischer Amine nicht beeintriachtigten.

Auf diese Weise wurden die genannten Proben der Riistungsaltlast Elsnig sowie zwei
Proben vom Standort Stadtallendorf (ASB 3 und P 2) untersucht. Abgesehen von
einigen kleinen Peaks lassen sich alle Signale anhand der Retentionszeit zuordnen (vgl.
Abb. 34 und Anhang 12 auf Seite 275). Die Selektivitdt der Iod-Detektion mindert
zudem das Risiko einer fehlerhaft positiven Identifikation. Die Ergebnisse sind in
Tab. 26 zusammengefasst. Besonders héufig wurden nitrierte Verbindungen nachgewie-
sen, wihrend vollstandig reduzierte selten auftraten. Auf Xylol basierende aromatische
Amine konnten dagegen nicht identifiziert werden. Unter den Aminonitrotoluolen
dominierten solche Verbindungen, bei denen die Amino- und Nitrogruppe infolge der

Produktionsbedingungen metastéindig sind (vgl. Abb. 34 b).

In den Bioabbau-Proben konnten keinerlei aromatische Amine nachgewiesen werden.
Dariiber hinaus traten keine neuen Verbindungen durch (unvollstdndigen) Abbau auf.
Interessanterweise scheint der Aktivkohle-Mehrschichtfilter nicht in der Lage zu sein, die
aromatischen Amine vollstdndig zu entfernen. Die beiden isomeren Aminodinitrotoluole

sowie 2A6NT und 4A2NT sind deutlich zu erkennen (vgl. Anhang 12.2 ab Seite 282).

Die Bestimmung der nachgewiesenen aromatischen Amine erfolgte in Kap. 7.4.5.
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Abbildung 34: Chromatogramm a) eines Standards nitroaromatischer Amine, b) einer
Realprobe (Rohwasser 227 - 110 - 00), c¢) einer Blindprobe, d) der gleichen Realprobe
ohne Derivatisierung und e) eines Blanks. Die Proben in a) - ¢) wurden mit 3C4FA,
2F5NA, IPFB und 2TFMIB versetzt und derivatisiert. Bei d) und e) erfolgte keine Deri-
vatisierung. Alle Proben wurden 30 min mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser extrahiert.
Die Trennung erfolgte unter den in Tab. 24 aufgefithrten Bedingungen. Dargestellt ist
die Tod-Spur 1183. Alle 5 Chromatogramme sind gleich skaliert und lediglich vertikal

gegeneinander verschoben.
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Tabelle 26: Ubersicht tiber die in Realproben nach Derivatisierung mit SPME-GC-AED nach-

gewiesenen aromatischen Amine

™
o
S
a
o
2= 7 %8 % 3 2 3
c a2 S M+ 8 4
= N — — — — —
1 _8 e} CZD ! ! 1 1 I
o o) — — — =) < =
= 4 8 T 2 2 2 2 2 ¢
, —~ — — — — — — S
N . ) @) (e ) ) ) (@)
I - - = S S - S S ~ ~
. . . e O a e o a5 =
<] ] 5} <] )
= 2 £ £ 2 %2 %2 %2 % & +@©
< 5§ 5§ £ £ & & § 8 § o
Analyt tp /min ~ ~ M~ M~ M M M M M < Qo
Anilin 6,45 nm nn nn nn nn o nn o nn o nn onn YV nn
4AT 7,61 nn nn nn v nNn nNn NN nNn nn nn o nn
1,3DAB 11,13 nm nn v Vv nn nn nn nn nn v nn
2,4DAT 13,16 nm nn nn NN NN Nn NN NN NN nn nn
2,6DAT 13,27 nn NN NN NN NN NN nNn NN nn nn nn
3NA 13,08 v v vV Tn nn nn nn nn nn nn - nn
3,5DNA 19,99 v VvV VvV mn nn nn nn nn nn nn @V
2A3NT 15,54 nh NN nNn nNn NN nNn NN NN nn nn nn
2A4NT 15,87 vVi , vV VvV nn nn nn nn nn nn  nn v
2A5NT 15,45 v vV Vv mtn nn nn nn nn nn nn YV
2A6NT 14,13 v Vv Vv VvV nmn mn nn nn nn nn YV
4A2NT 14,54 v v Vv VvV nn nn nn nn nn nn  nn
4A3NT 15,76 nn Vv vV nmn nn nn nn nn nn nn v
2,5DM4NA 16,71 nn nn nn nNn nNn nNn nn nn nn nn nn
3,5DM4NA 14,72 nn nn NN NN NN NN NN NN nn nn nn

2A4,6DNT 20,85 v v Vv Vv nn nn nn nn nn YV v
4A2,6DNT 19,85 v Vv Vv VvV nn nn nn nn nn YV
24DA6NT 20,21 v vV VvV mn nn nn nn nn nn nn oV
2,6DAANT 21,08 v vV VvV nn nn nn nn nn nn  nn o nn

Q\

nn - nicht nachgewiesen; Messbedingungen vgl. Tab. 24.
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7.3.5 Aromatische Amine im Urin

Im weiteren wurde das Verfahren auf komplexere Matrices erweitert. Angesichts der
Toxizitét der Verbindungen in Kombination mit diversen Quellen entféllt ein Grofiteil
der Literatur auf die Bestimmung aromatischer Amine in Blut und Urin. Da letzterer
leichter und in groBeren Mengen verfiigbar ist, bietet sich Urin fiir die Ubertragung des
Verfahrens auf biologische Matrices an. Die allgemeine Vorgehensweise wird an dieser
Stelle vorgestellt und im folgenden Kapitel die einzelnen Schritte néher erldutert, bevor

in den Kapiteln 7.3.5.5, 7.3.5.6 und 7.3.5.7 Anwendungen gezeigt werden.

Da die Amine zumeist als Addukte vorliegen (vgl. Kap. 2), muss die bisherige Pro-

20 mL Probe mit 3C4FA als IS

J L

Ansduern mit 10 mL konz. HCI

12 h auf 110°C erhitzen

Nach dem Abkiihlen Zugabe von 20 mL NaOH (10 mol/L)

Abtrennen des Niederschlags iiber Filterpapier

— —
3x Extraktion mit je 5 mL Diethylether

— —
Vereinigte org. Phase mit 2 mL NaOH (0,1 mol/L) waschen

‘ 7
Riickextraktion mit 5 mL Wasser + 100 puL konz. HCI

Abtrennen der org. Phase und Entfernen von
Losungsmittelresten im N,-Strom

Abbildung 35: Vorbereitung der Urinproben durch Hydrolyse, Filtration und Fliissig-

fliissig-Extraktion mit Riickextraktion.
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benvorbereitung (vgl. Kap. 7.1.1) entsprechend ergénzt werden (vgl. Abb. 35). Fiir die
Hydrolyse wurden zunéchst 20 mL Urin, der mit 25 ng 3C4FA als Internem Standard
versehen wurde, mit 10 mL konz. Salzsédure angesiduert und im gut verschlossenen Vial
12 h bei 110°C erhitzt. Die Losungen verfiarbten sich rasch dunkel und es entstand ein
feiner schwarzer Niederschlag, der teilweise an der Oberfliche schwamm und nur schwer

durch Zentrifugieren abgetrennt werden konnte.

Um die Identifizierung der Amine zu erleichtern, wurde ein Grofiteil der Matrixverbin-
dungen durch LLE abgetrennt, wobei die Basizitéit der Amine ausgenutzt wurde. Dazu
wurde die Probe zunéchst durch Zugabe von 20 mL Natronlauge (10 mol/L) alkalisch
gemacht. Der pH-Wert der Losung betrug etwa 12,5, so dass die Amine in ihrer ungela-
denen Form vorlagen. Dabei bildete sich weiterer Niederschlag, der bei der Extraktion
stort und iiber ein Papierfilter abgetrennt wurde. AnschlieBend wurde die Probe 3x mit
jeweils 5 mL Diethylether extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte dabei mitunter nur
langsam. Die vereinigten organischen Phasen wurden nochmals mit 2 mL Natronlau-
ge (0,1 mol/L) gewaschen, bevor die Amine zuriick in die wéssrige Phase extrahiert
wurden. Dazu wurde der Diethylether mit 5 mL Wasser und 100 pL. konz. Salzsdure
ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde verworfen und verbliebener Diethylether bei
60°C 5 min im Stickstoff-Strom ausgetrieben. Der Ether stért bei der anschlieSenden
Derivatisierung, da sich das Iod sehr gut darin 16st. Mit der Fliissig-fliissig-Extraktion
ist eine weitere Aufkonzentrierung der Proben um Faktor 4 verbunden. Die Extraktion
dient jedoch in erster Linie der selektiven Abtrennung der aromatischen Amine von Ma-

trixbestandteilen.

Nach dieser erweiterten Probenvorbereitung lieff sich die Derivatisierung, wie in
Kap. 7.1.1 beschrieben, durchfiithren. Anschlieend wurden die Derivate durch
Headspace-SPME mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser bei 60°C extrahiert (vgl. Tab. 20
auf Seite 97) und mit GC-AED bestimmt (vgl. Tab. 24 auf Seite 121). Soweit nicht an-
ders beschrieben, werden im folgenden alle Proben wie in Abb. 35 dargestellt hydrolysiert

und ausgeschiittelt.
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7.3.5.1 Probenahme und Aufbewahrung

Da die Probenahme in der Literatur héchst unterschiedlich beschrieben ist, wurden ver-
schiedene Ansétze aufgegriffen. Wihrend die Proben meist ohne weitere Zusétze gekiihlt
gelagert werden, werden die Proben bei Untersuchung von Diaminotoluolen vor dem Ein-
frieren angeséuert [23-20]. GRIMMER et al. weisen darauf hin, dass bei der Probenahme
eine Stabilisierung der Amine durch Zugabe von 4AT erforderlich ist [10]. Dies konnte
erklaren, warum WEISS et al. nur in einer Probe 4AB und in keiner der 200 unter-
suchten Urinproben 1NaA nachweisen konnten [60]. Auch RIFFELMANN et al. konnten
nur in einer von 45 Urinproben 4AB nachweisen, wohingegen die Bestimmung iiber die

Hamoglobin-Addukte im Blut keine Probleme bereitete [57].

Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Probenahmen verglichen. In Anlehnung an
SKARPING et al. [23] und GRIMMER et al. [10] wurden in den verwendeten Probenahme-
geféBen vor der Entnahme 5 mL Salzsdure (6 mol/L) je 100 mL Urin bzw. 5 mL Salzsiure
(6 mol/L) mit 50 pug 4AT vorgelegt und mit einer Probe ohne Zusétze verglichen. Die
drei Proben wurden unmittelbar nacheinander entnommen, danach eingefroren und bei
-20°C gelagert. Fiir die Bestimmung wurden von dem Urin nach dem Auftauen jeweils
20 mL entnommen, mit 10 mL konz. Salzsdure, wie in Kap. 7.3.5 beschrieben, hydro-
lysiert und anschliefend extrahiert. Nach Derivatisierung wurden die Verbindungen mit

einer 65 pm PDMS/DVB-Faser 25 min bei 60°C aus dem Headspace angereichert.

Abb. 36 zeigt die mit GC-AED aufgezeichneten Chromatogramme der Iod-Spur 1183.
In allen Proben treten die gleichen Peaks unabhéngig von der Probenvorbereitung auf.
Unter den gewéhlten Bedingungen scheint die Probenvorbereitung keine mafigebliche
Rolle zu spielen. Im Gegensatz zu WEISS et al. [60] und RIFFELMANN et al. [57] sind
in allen drei Féllen sowohl 2NaA als auch 2AB und 4AB deutlich und ohne gravierende
Unterschiede bei der Peakhohe zu erkennen. Aus diesem Grunde finden sich in den folgen-
den Kapiteln Beispiele fiir die drei beschriebenen Probenvorbereitungen. Unterschiede
bei den Peakgréfien sind auf Schwankungen der Zusammensetzung bei der Entnahme
zuriickzufiihren. Diese waren bei der beschriebenen Vorgehensweise unvermeidlich, bei

der durch sofortiges Anséduern eine Reaktion unterdriickt werden sollte.
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Abbildung 36: Einfluss der Probenvorbereitung auf die Stabilitdt aromatischer Amine
in Urin. Die Proben wurden bei der Entnahme a) nicht behandelt, b) mit 5 mL HCI
(6 mol/L) bzw. ¢) 5 mL HCI (6 mol/L) und 50 pug 4AT je 100 mL Urin versetzt und
anschliefend bei -20°C gelagert. Die Bestimmung erfolgte mit GC-AED nach Hydrolyse,
LLE, Derivatisierung und Headspace-SPME.
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7.3.5.2 Hydrolyse

Zur Spaltung der Addukte aromatischer Amine in Urin (vgl. Kap. 2) werden in der
Literatur vorwiegend eine saure [15, 19, 20, 23, 25 26, 57, 61, &1] aber auch eine
basische [22, 24, 27, 55, 82] und selten eine enzymatische Hydrolyse [10, 66] mit (-
Glucuronidase/Arylsulfatase verwendet. Da die Derivatisierung bereits im sauren Milieu
stattfindet, wurde untersucht, ob eine Hydrolyse unter diesen Bedingungen noch erfor-
derlich ist. Nach Einstellen des pH-Werts wird bei saurer bzw. basischer Hydrolyse die
Probe in der Regel 2 h auf 80°C erwérmt. Weil SKARPING et al. bei saurer Hydrolyse
in Salzsdure (4 mol/L) auch nach 240 h bei 100°C noch kein Maximum erreichten [23],
wurden die Proben 12 h bei 110°C hydrolysiert.

Dazu wurden 20 mL der Urinprobe eines Rauchers mit 3C4FA als Internem Standard
versehen. Nach Anséduern mit 10 mL konz. Salzsdure wurde die Probe, wie in Kap. 7.3.5
beschrieben, hydrolysiert und danach extrahiert und derivatisiert. Zum Vergleich wurden
5 mL der gleichen Probe ebenfalls mit 3C4FA versehen und ohne Probenvorbereitung auf
die gleiche Weise derivatisiert. Beide Proben wurden bei 60°C 25 min mit einer 65 pm

PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace extrahiert.

In Abb. 37 werden die Chromatogramme der Iod-Spur 1183, die mit GC-AED aufgenom-
men wurden, verglichen. Ungeachtet des 4fach hoheren Probevolumens mit Hydrolyse
sind die Peaks in diesem Fall unverhéltnisméfiig gro. Ohne Hydrolyse sind, abgesehen
vom Internen Standard 3C4FA, nur die in Abb. 37b) in hoher Konzentration enthaltenen
Verbindungen erkennbar. Eine Hydrolyse ist folglich auch bei dieser Methode zwingend
erforderlich. Zudem scheinen alle aromatischen Amine unabhéngig von der Struktur in
irgendeiner Weise gebunden vorzuliegen, da nahezu keine freien Aniline detektiert wur-

den.

Beim Vergleich von saurer und basischer Hydrolyse fanden SKARPING et al. bei basi-
scher Hydrolyse zweimal mehr 2,4- und 2,6DAT als nach saurer [23, 317]. Da acylierte
Verbindungen unter beiden Bedingungen gespalten werden konnen, wurde die Eignung

der basischen mit der sauren Hydrolyse verglichen.

Jeweils 5 mL einer Urinprobe, versehen mit 2,5 ug/L 3C4FA, wurden dazu einerseits mit
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Abbildung 37: Bestimmung aromatischer Amine in Urin a) ohne und b) mit Hydrolyse.
Dazu wurden 20 mL Probe mit 10 mL konz. HCI versetzt und 12 h auf 110°C erhitzt.
Anschlieend wurden beide Proben vor der Bestimmung mit GC-AED ausgeschiittelt,
derivatisiert und mittels Headspace-SPME extrahiert. Chromatogramm a) ist gegeniiber

b) um Faktor 10 vergrofert.

5 mL Salzsdure (6 mol/L) und zum anderen mit 5 mL Natronlauge (10 mol/L) versetzt.
Die Proben wurden 12 h bei 110°C erhitzt, nach dem Abkiihlen durch Versetzen mit
5 mL Natronlauge (10 mol/L) bzw. 5 mL Salzsdure (6 mol/L) auf den gleichen pH-Wert
eingestellt und, wie in Kap. 7.3.5 beschrieben, extrahiert. Die Proben wurden gemein-
sam derivatisiert und anschlieBend mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser bei 60°C 25 min
aus dem Headspace extrahiert. Die Derivate wurden mit GC-AED bestimmt und die
auftretenden Peaks anhand eines Standards (vgl. Kap. 7.3.1) iiber die Retentionszeiten

identifiziert.
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Abbildung 38: Vergleich einer Urinprobe nach b) basischer und c¢) saurer Hydrolyse mit
a) einem Standard. Die Probe wurde bei der Entnahme mit 50 pug 4AT sowie 5 mL
HCI (6 mol/L) je 100 mL stabilisiert und jeweils 5 mL 12 h bei 110°C sauer bzw.
basisch hydrolysiert. Nach Derivatisierung erfolgte die 25miniitige Extraktion aus dem
Headspace bei 60°C mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser. Dargestellt ist die Tod-Spur
1183 des GC-AED.
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In Abb. 38 sind die Chromatogramme fiir saure und basische Hydrolyse gegeniiberge-
stellt. Nach saurer Hydrolyse finden sich deutlich mehr Peaks als nach basischer Behand-
lung. Interessanterweise treten unter den gewéhlten Bedingungen lediglich nach saurer
Hydrolyse Peaks von 1NaA und 2AB deutlich hervor. In Hinblick auf eine Anwendung

als Screening-Verfahren wurde deshalb die saure Hydrolyse weiter verfolgt.

Die Unterschiede zwischen saurer und basischer Hydrolyse deuten darauf hin, dass die
Bindungsverhéltnisse komplexer sind, als in Kap. 2 dargestellt. So sollte die Hydrolyse
acylierter Verbindungen, die als Hauptausscheidungsprodukte gelten, unter den gewahl-
ten Bedingungen gleichermaflen sauer wie basisch erfolgen. Dariiber hinaus laufen bei
der Hydrolyse mehr Reaktionen ab, als bislang bekannt. So berichteten bereits SKAR-

PING et al. von einem Riickgang der frei gesetzten Amine bei zu langer Hydrolyse [23].

Dies wurde auch bei einer dotierten Urinprobe sowie beim Vergleich eines Standards mit
und ohne Hydrolyse beobachtet. Dazu wurden 20 mL einer Urinprobe sowie 20 mL. Was-
ser mit jeweils 100 puL eines Standards versehen, der die Analyten in einer Konzentration
von 250 pg/L enthielt. Die Proben wurden mit 10 mL konz. Salzsdure angeséuert, 12 h
bei 110°C hydrolysiert und anschlieflend extrahiert. Verglichen wurden die Proben mit
einem Standard, der die gleiche Menge an aromatischen Aminen enthielt, aber nicht
hydrolysiert und ausgeschiittelt wurde. Die drei Proben wurden zusammen derivatisiert
und mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser bei 60°C 25 min aus dem Headspace extrahiert.
Die Derivate wurden mit GC-AED iiber die Iod-Spur 1183 bestimmt.

Die Chromatogramme der Proben mit Hydrolyse sind in Abb. 39 gegeniiber dem
Standard 3fach vergroflert dargestellt. Verglichen mit dem Standard ohne Hydrolyse
sind die Peaks im Chromatogramm der Urinprobe deutlich kleiner. Die Unterschiede
sind derart ausgepréigt, dass sie nicht mit einer unvollstdndigen Extraktion erkléart
werden kénnen (vgl. Tab. 27 auf Seite 139). Da infolge der Hydrolyse gleichzeitig auch

Amine freigesetzt werden, ist nur eine qualitative Beschreibung maglich.

Die Beobachtungen lassen sich nicht auf Reaktionen mit Matrixbestandteilen des
Urins zuriickfithren, da bei dem Standard, der gleichermaflen hydrolysiert wurde,
der Riickgang ebenfalls zu beobachten ist (vgl. Abb. 39b). Zudem konnten in der
Kohlenstoff-Spur C193 keine Peaks ausgemacht werden, die als mogliche Reaktions-
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Abbildung 39: Vergleich b) eines Standards und c) einer Urinprobe nach Hydrolyse und
Ausschiitteln mit a) einem Standard ohne Behandlung. Die anfangs zugesetzte Menge
an aromatischen Aminen ist in allen drei Féllen gleich. Im Anschluss wurden die Proben
derivatisiert und mit einer 65um PDMS/DVB-Faser 25 min bei 60°C aus dem Headspace
extrahiert. Dargestellt ist die Iod-Spur des GC-AED, wobei b) und c) gegeniiber a)

dreifach vergroflert sind.
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produkte in Frage k&men. Ein derartiges Verhalten ist &uflerst ungewohnlich und
zum jetzigen Stand nicht mit géngigen Lehrbuch-Reaktionen in Einklang zu bringen.
Die Amine, deren Reaktionen zumeist vom nucleophilen Stickstoff ausgehen, verlieren
unter den sauren Bedingungen mit der Protonierung weitgehend ihre Reaktivitét.
Ebenso scheidet in Anbetracht der geringen Amin-Konzentration die Bildung von
schwerloslichen Hydrochloriden wahrend der Hydrolyse aus. Die Bedingungen sind fiir
einen qualitativen Nachweis geeignet, fiir weiterfithrende Arbeiten bedarf es aber einer

systematischen Untersuchung der Hydrolyse.

7.3.5.3 Ausschiitteln

Die Urinproben werden nach der Hydrolyse ausgeschiittelt, um die Zahl der auftretenden
Matrix-Verbindungen zu verringern. Diese erschweren einerseits die Identifizierung und

konnen sich dariiber hinaus bei der Derivatisierung negativ bemerkbar machen.

Um dies zu verdeutlichen wurden 20 mL einer Urinprobe, wie in Kapitel 7.3.5 beschrie-
ben, hydrolysiert. 5 mL der insgesamt 30 mL wurden abgetrennt, wéhrend der Rest nach
Einstellen des pH-Werts und Filtration mit Diethylether extrahiert wurde. Nach Riick-
extraktion in 5 mL Wasser wurde die Probe und die verbliebenen 5 mL der Urinprobe
derivatisiert. Diese wurden zuvor lediglich neutralisiert und filtriert. Beide Proben wur-
den bei 60°C 25 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace extrahiert.
Die Derivate wurden mit GC-AED/MS bestimmt (vgl. Tab. 28).

Abb. 40 zeigt die Chromatogramme der Iod-Spur 1183 a) ohne und b) mit Extraktion.
Als wesentlichster Unterschied treten ohne Ausschiitteln mehrere sehr grofie Peaks bei
12,125 min, 14,252 min, 19,007 min und 21,508 min auf, die beim Ausschiitteln verloren
gehen. Ansonsten treten in beiden Fillen viele Peaks auf, wenn auch infolge der Extrak-
tion in unterschiedlicher Grofle. Infolge der Extraktion lassen sich die Intensitdten nur
schwer vergleichen. Auffallig ist, dass ohne Extraktion einige Peaks dhnlich grofl sind wie
mit Extraktion, obwohl im letzteren Fall von 5x mehr Probe ausgegangen wurde. Dies

deutet auf deutliche Verluste bei der Extraktion hin (vgl. Tab. 27 auf Seite 139).

Der entscheidende Unterschied zeigt sich beim Vergleich der Kohlenstoff-Spuren C193,
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Abbildung 40: Bedeutung des Ausschiittelns. Anhand einer Urinprobe, die nach der
Hydrolyse geteilt wurde, werden Chromatogramme der Iod-Spur 1183 a) ohne und b)
mit Ausschiitteln verglichen. Die Proben wurden zuvor derivatisiert und mit SPME aus
dem Headspace extrahiert. Diinn hinterlegt ist die Kohlenstoff-Spur C193 in 7facher
Verkleinerung gezeigt. Die Chromatogramme wurden mit GC-AED/MS aufgezeichnet
(vgl. Tab. 28 auf Seite 149).
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die in Abb. 40 diinn hinterlegt sind: Trotz Extraktion aus dem Headspace treten ohne
Ausschiitteln erheblich mehr Matrixbestandteile auf. Wahrend bei der extrahierten Pro-
be leicht jedem Iod-Peak das entsprechende Kohlenstoff-Signal zugeordnet werden kann,
ist dies ohne Extraktion deutlich schwerer. Dies gilt gleichermaflen fiir die massenspek-

trometrische Detektion und erschwert die Identifizierung unbekannter Verbindungen.

Insgesamt ist die Extraktion der Amine weitaus problematischer und arbeitsaufwendiger
als die der Derivate. Andererseits tragt die Fliissig-fliissig-Extraktion mafigeblich dazu

bei, Matrixbestandteile abzutrennen und damit die Identifizierung zu erleichtern.

Zur Uberpriifung der Fliissig-fliissig-Extraktion wurden die Wiederfindungsraten der
aromatischen Amine bestimmt. Um die Werte besser vergleichen zu kénnen, wurden
die Proben zuvor nicht hydrolysiert. Die 7 Wasserproben und 8 Urinproben mit einem
Probevolumen von jeweils 5 mL. wurden einheitlich mit einem Standard versehen. Den
Proben wurden iiber einen Standard 12,5 ng jedes Amins zugesetzt. Zusétzlich wurden
zwei Blindproben untersucht, bei denen der Urin nicht dotiert wurde. Nach Zugabe von
100 pL Natronlauge (10 mol/L) wurden die Proben mit 5 mL Diethylether extrahiert.
Die organische Phase wurde nach der Phasentrennung abgenommen und in 17 mL Vials
mit 5 mL Wasser versetzt, das mit 200 puLL konz. Schwefelsédure angesduert wurde. Nach
dem Ausschiitteln wurde die organische Phase verworfen und Losungsmittelreste 5 min
bei 60°C im Stickstoff-Strom entfernt. Die Proben wurden, wie in Kap. 7.1.1 beschrieben,
derivatisiert und bei 60°C mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser 25 min aus dem Head-
space extrahiert. AnschlieBend wurden die Derivate mit GC-AED {iber die Iod-Spur 1183
bestimmt. Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten wurden zusétzlich 8 Wasserproben

untersucht, die abgesehen von der LLE in gleicher Weise vorbereitet wurden.

In Tab. 27 sind die Wiederfindungsraten als Mittelwerte der 7 bzw. 8 Proben mit den
zugehorigen Relativen Standardabweichungen fiir Wasser und Urin zusammengefasst.
Da in der Urinprobe auch ohne Hydrolyse 4AT, 4C2MA und 2AB nachgewiesen werden
konnten, wurden die Wiederfindungsraten anhand der Blindproben entsprechend korri-
giert. Die Wiederfindungsraten betragen in Wasser durchschnittlich 53,3 % und in Urin
59,2 %. Die Werte fiir 2,4DA6NT wurden dabei nicht beriicksichtigt, da hier vermutlich

Koelution mit einem Matrixbestandteil die Ergebnisse verfélscht. Auch bei den Relati-
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Tabelle 27: Wiederfindungsraten und Relative Standardabweichungen nach einmaliger LLE
mit Diethylether. Nach Riickextraktion in die wéssrige Phase wurden die Analyten derivatisiert

und mit HS-SPME-GC-AED bestimmt.

Analyt pK, log Wasser © Urin ¢
calc. * exp. Kow Rec. (RSD) Rec. (RSD)
/% (/%) /% (/%)
Anilin 461 +02 461° 0,92 184 (195 318  (16,7)
AAT 504 +02 515°¢ 141 27,3 (11,9) 432 (17,0)
96DMA 431402 389° 1,81 426 (12,7 497 (32)
3 5DMA 484+ 02 491°¢ 1,91 496  (10,7) 512 (4.8)
2.4,6TMA 4,74 + 0,2 231 436 (16,7 46,3 (7.4)
ATPA 501 +02 485/ 231 430 (17.4) 53,7 (5,5)
2EG6MA 422 + 0,2 234 506 (151)  6L9  (43)
2,6DEA 4,13 £ 0,2 287 614 (160) 782  (56)
4CA 3,97+ 0,2 4,05° 1,91 67,5  (24,4) 73,4 (9,1)
AC2MA 381+02 375° 236 41,9 (11,3) 460  (6,3)
2,.4DCA 2,02+ 02 2,00° 2,72 62  (81) 6,3  (10.2)
2.6DCA 0,71 £ 02 042/ 2,72 0,0 (0,0 0,0 (0,0
2A4NT 234402 235/ 1,71 836  (9,0) 726 (2,0)
2AGNT 2,31 + 0,2 163 819 (51) 699  (5.2)
4A2NT 206+ 02 2,96 ¢ 1,68 61,3 (13,7) 51,7 (13,0)
1NaA 3,94 +02 396° 209 856 (58) 88,7 (3.8)
2AB 381402 38° 28 781  (4,1) 694  (4,9)
4AB 426 +£02 438° 280 112 (4,) 109 (3.8)
2,ADAT 5,12 + 0,2 0,14 359 (169) 682  (7.9)
2,6DAT 474 + 0,2 0,00 228 (164) 371  (62)
24ADAGNT 3,32 + 0,2 058 155  (6,1) 257 (19.3)
1,5DANa 453402 4447 08 950  (6,7) 120 (3.3)
44MDA 5,32 + 0,2 1,76 625 (155) 752 (3,5)

@ berechnet mit ACD/Labs Version 4.67 bzw. ® clogP von Daylight Chemical Information

Systems (http://www.daylight.com), ¢ n= 7, ¢ n= 8, ¢ Ref. |

], ¥ Ref. |
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ven Standardabweichungen wurden mit durchschnittlich 7,4 % bei Urin verglichen mit
12,2 % bessere Werte erzielt. Diese lassen sich vermutlich auf den durch Matrixbestand-
teile hervorgerufenen Aussalzeffekt zuriickfithren, der zu besseren und gleichméfigeren

Ergebnissen fiihrt.

Zur Beurteilung der Wiederfindungsraten sind in Tab. 27 zusétzlich die log Kow-Werte
als Maf} fiir die Polaritéit sowie die Sdurekonstanten als pKg-Werte der Aniliniumionen
angegeben. Die Wiederfindungsraten nehmen mit zunehmenden log Kow-Werten zu, wie
anhand der alkylierten aromatischen Amine Anilin, 4AT, 2,6DMA, 3,5DMA, 2,4,6TMA,
4TPA, 2E6MA und 2,6DEA zu erkennen ist. Die Polaritét ist ein wichtiges Kriterium
fiir die Extraktion in die Diethylether-Phase und erklért die geringen Wiederfindungsra-
ten der polarsten Verbindungen. Zur Verbesserung der Wiederfindungsraten der polaren

Diamine wurde deshalb im weiteren 3x mit je 5 mL Diethylether extrahiert.

Umgekehrt zeigen die nitrosubstituierten Amine durchschnittlich hohere Wiederfin-
dungsraten als die alkylierten und chlorierten Aniline. Diese Resultate lassen sich mit
den Saurekonstanten erklaren: Wie Tab. 27 anhand der pKs-Werte zeigt, liegen die Ami-
ne bei der basischen Extraktion vollstdndig ungeladen vor. Umgekehrt reicht bei der
sauren Riickextraktion pH= 0 nicht aus, um auch die aromatischen Amine mit gerin-
ger Basizitdt und dementsprechend kleineren pKgs-Werten wie 2,4- und 2,6DCA zuriick
in die wissrige Phase zu extrahieren. Aus diesem Grunde nehmen bei den chlorierten
Analyten die Wiederfindungsraten ab. Da hierfiir ein verglichen mit dem pKy-Wert um
2 GroBenordnungen geringerer pH-Wert gewdhlt werden sollte, liegen diese Analyten
nur teilweise protoniert vor und verbleiben beim Ausschiitteln in der organischen Phase.
Trotz vergleichbarer Basizitéit sind bei den Aminonitrotoluolen die Wiederfindungsraten
deutlich besser. Da diese mit um eine Gréfenordnung geringeren Kqow-Werten wesentlich
polarer sind als die halogenierten Verbindungen, lassen sie sich auch in der ungeladenen
Form bereits in die wéssrige Phase extrahieren. Durch stéarkeres Anséduern lésst sich die
Extrahierbarkeit der wenig basischen Amine verbessern. Da der pH-Wert einen Einfluss
auf die anschliefende Derivatisierung hat (vgl. Kap. 7.1.3), und die gefundenen Wieder-

findungsraten fiir ein qualitatives Screening geniigen, wurde aber darauf verzichtet.
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7.3.5.4 Extraktion der Derivate mit SPME

Wie die Ergebnisse in Kap. 7.3.3.7 gezeigt haben, lassen sich die Derivate sehr gut aus
dem Headspace extrahieren. Um die SPME-Faser zu schonen, erfolgte bei der Unter-
suchung von Urinproben die Extraktion ebenfalls aus dem Headspace. Da hier mogli-
cherweise auch Verbindungen auftreten, die nicht fiir die Headspace-Extraktion geeignet

sind, wurden beide Extraktionstechniken verglichen.

Ausgehend von jeweils 20 mL Urin, der, wie in Kap. 7.3.5 beschrieben, hydrolysiert

und extrahiert wurde, wurden beide Proben in 17 mL Vials gleichermaflen derivatisiert.
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Abbildung 41: Vergleich von a) Headspace- und b) direkter Extraktion. Beide Male
wurde von 20 mL Urin ausgegangen, der hydrolysiert, ausgeschiittelt sowie derivatisiert
(vgl. Abb. 35 auf Seite 127) und fiir die direkte Extraktion zusétzlich mit 5 mL Wasser
versehen wurde. Die Derivate wurden mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser 25 min bei

Raumtemperatur direkt bzw. bei 60°C aus dem Headspace angereichert.
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Erst danach wurde eine Probe mit weiteren 5 ml. Wasser versehen, um fiir die direkte
Extraktion die nétige Eintauchtiefe zu erreichen und den Headspace zu verringern.
Beide Proben wurden 25 min bei Raumtemperatur direkt bzw. bei 60°C aus dem
Headspace mit der gleichen 65 pum PDMS/DVB-Faser extrahiert. Die Derivate wurden
mit GC-AED bestimmt.

In Abb. 41 sind die Tod-Spuren 1183 beider Chromatogramme gezeigt. Die auftretenden
Peaks stimmen in den meisten Féllen iiberein. Bei Extraktion aus dem Headspace wird
wie in Kap. 7.3.3.7 eine deutlich bessere Empfindlichkeit erreicht. Dies gilt in beson-
derem Mafe fiir die friith eluierenden Analyten. Lediglich unter den spét eluierenden
Verbindungen sind einige, die bei Headspace-Extraktion nicht oder nur in geringem
Mafle auftreten. Wie bereits in Kap. 7.3.3.3 gezeigt, bedarf es fiir derartige Verbindungen
hoherer Extraktionstemperaturen. Da vergleichsweise wenige Verbindungen betroffen
sind und die Vorteile iiberwiegen, wurde im folgenden an der Headspace-Extraktion

festgehalten.

7.3.5.5 Bestimmung mit GC-AED

Fiir die Identifizierung aromatischer Amine nach Derivatisierung miissen besonders fiir
komplexe Matrices mehrere Voraussetzungen erfiillt sein: Neben den bereits in Kap. 7.1.3
angesprochenen Aspekten hinsichtlich der Reaktivitdt in wassriger Losung ist es erfor-
derlich, dass die Reaktion selektiv verlduft. Nebenreaktionen, die ebenfalls zu iodierten
Verbindungen fiihren, miissen zunichst ausfindig gemacht werden. Diese kénnen vom
Iodid ausgehen, das beispielsweise als Nucleophil in Substitutionsreaktionen auftreten
kann. Dariiber hinaus werden unter den gewihlten Bedingungen auch aliphatische Ami-
ne diazotiert. Es ist zu kldren, ob diese zu lod-Verbindungen umgesetzt werden, die bei
dem Verfahren storen. Weiterhin ist es grundsétzlich erforderlich, fiir die Umsetzung mit

lodid das Auftreten biogener lod-Verbindungen zu untersuchen.

Iod gehért zu den essentiellen Elementen und tritt in Form des physiologisch wichti-
gen Schilddriisenhormons Thyroxin auf. lod-haltige Verbindungen werden als Réntgen-

kontrastmittel eingesetzt [320), |. Dariiber hinaus sind nur wenige organische Iod-
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Verbindungen bekannt, die in biologischem Material auftreten [322]. Weiterhin sind
Storungen durch aliphatische Iod-Verbindungen denkbar, wie sie von SLAETS et al. im

Meerwasser nachgewiesen wurden [304].

Zum Nachweis biogener Iod-Verbindungen wurden 60 mL Urin, wie in Kap. 7.3.5 be-
schrieben, sauer hydrolysiert. Anschliefend wurde der pH-Wert durch Zugabe von 35 mL
Natronlauge (10 mol/L) sowie 5 mL geséttigter Natriumacetat-Losung auf pH 6 einge-
stellt. Nach der Filtration iiber Filterpapier wurden jeweils 10 mL Aliquote in 17 mL
Vials gegeben. Die Proben wurden bei 60°C jeweils 25 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-
Faser aus dem Headspace extrahiert und die angereicherten Verbindungen mit GC-AED
bestimmt. Neben Iod iiber die Iod-Spur 1183 wurden gleichzeitig C179 und S181 de-
tektiert. Weitere Proben wurden fiir die Detektion von Cl479 und Br478 sowie O171

verwendet, die nicht simultan gemessen werden konnten.

Abb. 42 zeigt die jeweiligen Chromatogramme, wobei O171 um Faktor 10 und die Ha-
logene um Faktor 25 vergréflert sind. Die Chromatogramme der Kohlenstoff- und der
Sauerstoff-Spur in Abb. 42a) und b) verdeutlichen, dass trotz der Extraktion aus dem
Headspace eine Vielzahl von Verbindungen auftreten. Auf diese Weise erscheint es oh-
ne Derivatisierung unmoglich, aromatische Amine in Urin iiber Kohlenstoff, Wasserstoff
oder Stickstoff selektiv neben der groflen Zahl an Matrixkomponenten zu detektieren.
Ebenso scheiden weitere der in Abb. 12 auf Seite 60 vorgestellten Derivate aus: Zwar
konnen schwefelhaltige Verbindungen empfindlich detektiert werden, die grofle Zahl bio-
gener Schwefel-Verbindungen macht jedoch ein Screening unmdéglich. Ebenso lassen sich
auch einige Halogen-Verbindungen nachweisen, deren Anzahl aber in der Reihe Cl1-Br-I
abnimmt. Da zudem die Iod-Spur 1183 von den drei Halogenen als die empfindlichste

gilt [323], bietet sich eine Derivatisierung, wie in Kap. 7.1.1 beschrieben, an.

Um Nebenprodukte der Umsetzung mit lodid zu identifizieren, wurde die Derivatisie-
rung ohne Nitrit durchgefiihrt. Dazu wurden 20 mL Urin, wie in Kap. 7.3.5 beschrieben,
hydrolysiert und extrahiert. Bis auf die Zugabe von Nitrit, wurde die Derivatisierung,
wie in Kap. 7.1.1 beschrieben, durchgefiihrt. AnschlieBend wurde bei 60°C 25 min mit
einer 65 pm PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace extrahiert und die iodhaltigen Ver-
bindungen mit GC-AED bestimmt.
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Abbildung 42: Chromatogramme einer Urinprobe ohne Derivatisierung. Nach saurer Hy-
drolyse wurde mit einer PDMS/DVB-Faser bei 60°C 25 min aus dem Headspace extra-
hiert. Die Detektion erfolgte mit GC-AED a) iiber C179, b) O171, ¢) S181, d) Cl479
e) Bra78, f) I1183. Die Chromatogramme sind vertikal verschoben und b) um Faktor 10

sowie d), e), f) um Faktor 25 vergrofiert.
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Zum Vergleich wurden zwei Proben untersucht, die gleichermafien hydrolysiert und aus-
geschiittelt wurden, wobei im einen Fall die Derivatisierung wie iiblich erfolgte (vgl.
Abb. 43a), wihrend bei der anderen auf diese verzichtet wurde (vgl. Abb. 43¢). Ohne
Nitrit (vgl. Abb. 43b) treten nur sehr wenige und zudem sehr kleine Peaks auf verglichen
mit der derivatisierten Probe. Da einige der Verbindungen in der derivatisierten Probe in
wesentlich groflerer Menge auftreten, sind diese vermutlich verschleppt worden. Dariiber
hinaus gibt es keinerlei Anzeichen, dass durch das Iodid Nebenreaktionen auftreten,
die das beschriebene Verfahren (vgl. Kap. 7.1.1 und 7.3.5) storen. Nebenreaktionen, die
gleichermaflen diazotierte aliphatische Amine eingehen, lassen sich so allerdings nicht

aufkldren. Diese wurden mit GC-AED/MS néher untersucht (vgl. Kap. 7.3.5.6).

a)
200
1751
150
§ 1251
S 1 Mmm
£ 1001
b
S 75
50
c)
251

8 10 12 14 16 18 20 D
Retentionszeit tp/min

Abbildung 43: Stérung der Derivatisierung durch Nebenreaktionen in Urin. Die Chro-
matogramme zeigen die Probe a) mit bzw. c¢) ohne Derivatisierung sowie b) ohne Zugabe
von Nitrit. Die Proben wurden zuvor hydrolysiert und ausgeschiittelt. Die Bestimmung
erfolgte mit GC-AED {iber die lod-Spur 1183 nach Extraktion mit Headspace-SPME.

Die Chromatogramme b) und c) sind gegeniiber a) um Faktor 50 vergrofert.
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Zum Nachweis aromatischer Amine in Urin wurden die Proben wie in Kap. 7.3.5 be-
schrieben zunéchst sauer hydrolysiert, ausgeschiittelt und derivatisiert. Anschlieend
wurden die Verbindungen bei 60°C 25 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser aus dem
Headspace extrahiert und mit GC-AED iiber die lod-Spur 1183 bestimmt.

In Abb. 44 werden so die Urinproben eines Rauchers, eines Nichtrauchers sowie eines
Passivrauchers mit einem Standard verglichen. Bei dem Passivraucher handelt es sich
um eine Person, die am Tag zuvor iiber mehrere Stunden Zigarettenrauch ausgesetzt
war. Auf diese Weise lassen sich rasch Unterschiede hinsichtlich der individuellen
Belastung mit aromatischen Aminen aufzeigen: Verglichen mit der Probe des Rauchers,
treten beim Nichtraucher weit weniger aromatische Amine auf. Jedoch sind auch ohne
konkrete Expositionsquelle wie Rauchen oder berufsbedingten Umgang mit Aminen,
noch eine Vielzahl von Verbindungen nachweisbar. Die Ergebnisse stimmen darin mit
den Beobachtungen von WEISS et al. iiberein, die im Urin der Allgemeinbevolke-
rung durchschnittlich (n= 200) 1,51 pg/L Anilin, 0,44 pg/L 2AT, 0,28 pg/L 3AT,
1,20 pg/L 4AT und 0,54 ug/L 3,5DCA bestimmten [60]. Ebenso wurden im Urin von
Nichtrauchern von RIFFELMANN et al. Anilin, 4AT, 4C2MA und 2NaA nachgewiesen,
jedoch war die Belastung der Raucher signifikant hoher und umfasste ein breiteres
Substanzspektrum [57]. Demgegeniiber fanden GRIMMER et al. in allen Proben 1NaA,
2NaA, 2AB und 4AB, doch nur die Belastung mit 1NaA war bei Rauchern stark
erhoht [10].

Verglichen damit ist die Zahl und die Konzentration aromatischer Amine in der Probe
des Passivrauchers erheblich hoher (vgl. Abb. 44). Die Ergebnisse unterscheiden sich
kaum von denen des Rauchers. Die Unterschiede zwischen direkter Inhalation und der

Aufnahme der Aniline aus der Umgebungsluft sind erstaunlich gering, bedenkt man die

Abbildung 44 (gegeniiberliegende Seite): Vergleich verschiedener Urinproben mit GC-
AED (vgl. Tab. 24 auf Seite 121). Die Chromatogramme der Iod-Spur 1183 zeigen a)
einen Standard (S= 2,5 ug/L je Amin), b) die Urinprobe eines Rauchers, c) eines Pas-
sivrauchers und d) einer Person ohne bekannte Exposition. Die Proben fiir b) - d) wurden

zuvor hydrolysiert, ausgeschiittelt, derivatisiert und mit Headspace-SPME extrahiert.
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vergleichsweise geringe Fliichtigkeit der Verbindungen.

Eine gute Ubereinstimmung der Retentionszeiten findet sich neben Anilin, 4AT und
4CA bei 2,6DMA, 3,5DMA, 4IPA, 4C2MA und 2E6MA, die in allen drei Proben in
unterschiedlicher Menge auftreten (vgl. Abb. 44). Dariiber hinaus konnten 2AB, 4AB,
1NaA sowie 2NaA nachgewiesen werden, das zwischen 4A2NT und 1NaA eluiert.
Angesichts der groflen Anzahl auftretender Verbindungen ist die Identifizierung anhand
von Standard-Verbindungen schwierig. Im Gegensatz zu den Riistungsaltlasten (vgl.
Kap. 7.3.4) geniigt hier die Retentionszeit nicht, um die Verbindungen eindeutig zu
identifizieren. So ist zwar bei 4A2NT eine gute Ubereinstimmung zu beobachten.
Allerdings ist das Auftreten von 4A2NT angesichts der geringen Fliichtigkeit des
Derivats und des Fehlens der anderen Aminonitrotoluole eher unwahrscheinlich. In
einem weiteren Versuch mit einer anderen chromatographischen Saule konnte gezeigt

werden, dass es sich nicht um 4A2NT handelt (vgl. Kap. 7.3.5.6).

Verglichen mit der Zahl der Amine, die sich iiber die Retentionszeit identifizieren lassen,
bleibt der iiberwiegende Teil der Verbindungen unbekannt. Auf diese Weise ldsst sich
nicht kliaren, ob die auftretenden Peaks auf aromatische Amine zuriickgefithrt werden
kénnen oder ob es sich um Artefakte der Derivatisierung handelt. Wie am Beispiel
von 4A2NT gezeigt wurde, ist es dariiber hinaus erforderlich, auch die identifizierten
Verbindungen abzusichern. Aus diesem Grunde erfolgte die Detektion in den folgenden

Kapiteln massenspektrometrisch.
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7.3.5.6 Bestimmung mit GC-AED/MS

Die Identifizierung der auftretenden iodhaltigen Verbindungen wurde mit GC-AED/MS
durchgefiihrt. Durch die parallele Detektion lassen sich die Selektivitdt des Atomemis-
sionsdetektors mit dem hohen strukturellen Informationsgehalt des Massenspektrome-
ters verbinden. Die exakte Zuordnung einer Struktur zu einem bestimmten Peak des

anderen Detektors ist so einfach und zuverléssig.

Die Proben wurden dazu ausgehend von jeweils 20 mL Urin, wie in Kap. 7.3.5 be-

schrieben, mit 10 mL konz. Salzsdure 12 h bei 110°C hydrolysiert, anschliefend aus-

Tabelle 28: Parameter zur Bestimmung aromatischer Amine mit GC-AED/MS

Gerat GC-AED/MS mit Agilent GC 6890, AED 2350A, MSD 5973inert
Trennséule DB-5, 60 m, 0,32 mm ID, 0,25 pm Filmdicke

Transfersdule MSD: 1 m, 0,1 mm ID; AED: 6 m, 0,25 mm ID

Injektor UNIS 2100 PTV-Injektor

Injektortemperatur  250°C isotherm

Split nach 4 min Splitventil 6ffnen (69 mL/min)

GC-Programm 40°C fiir 3 min, mit 30°C/min auf 110°C heizen, mit 5°C/min

auf 180°C heizen, mit 30°C/min auf 310°C heizen und 1,34 min
halten (Gesamtdauer: 25 min)
Triagergas Helium, 4 mL/min
Detektion AED Elementspuren 1183, C179, C193
Reaktandgase: Os: 20 psi, Hy: 10 psi
Cavity-, Transferline-Temperatur: 300°C, 280°C
Helium Supply Pressure: 30 psi, Cavity Pressure: 1,5 psi
Purge Vent: 35 mL/min, Cavity Vent: 60 mL/min
Detektion MSD EI, 70 eV, Scanbereich: 30-550 u
Multiplier-Spannung: 1200 V, Scan time: 0,60 s

Ionenquelle, Transferline-Temperatur: 230°C, 260°C
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geschiittelt und derivatisiert. Nach 25miniitiger Extraktion aus dem Headspace mit einer
65 pm PDMS/DVB-Faser bei 60°C wurden die Derivate mit GC-AED/MS bestimmt
(vgl. Tab. 28). Der Triagergasstrom wurde dazu nach der chromatographischen Saule
mit einem Y-Stiick geteilt. Uber eine 1 m lange Transfersiule mit 0,1 mm ID wurde das
Massenspektrometer gespeist und iiber eine 6 m lange Sdule mit 0,25 mm ID wurde der
andere Teil der eluierenden Verbindungen simultan zum AED geleitet. Die Langen und

ID beriicksichtigen dabei die unterschiedlichen Driicke in den beiden Detektoren.

Abb. 45 zeigt zwei auf diese Weise aufgenommene Chromatogramme. In Abb. 45a) ist die
Iod-Spur 1183 des AED dargestellt und in 45b) die entsprechende Massenspur 127 m/z
des MSD. Die Retentionszeiten der Peaks sind beim massenspektrometrischen Detektor
0,125 min kiirzer als beim AED, weshalb die Chromatogramme in Abb. 45 entsprechend
verschoben wurden. Diese Abweichung ist auf die Einstellungen der Firma JAS zuriick-
zufithren, die das Gerét zur Verfiigung stellte. Das Verhéltnis von 1 m MS-Transfersaule
mit 0,1 mm ID zu 6 m AED-Transfersdule mit 0,25 mm ID wurde von ihnen gewéhlt,
um ca. 80 % des Eluats zum AED zu leiten, fiihrt aber gleichzeitig zu unterschiedlichen
Retentionszeiten. Abgesehen von dieser Korrektur stimmen die Peaks iiber das gesamte
Chromatogramm sehr gut iiberein. Eine Verzerrung infolge des Temperaturprogramms

ist nicht zu beobachten.

Wie Abb. 45 zeigt, lassen sich alle AED-Peaks zuordnen und mittels MS identifizieren.
Die Zuordnung ist durch Vergleich des lod-Signals 1183 mit der entsprechenden Mas-
senspur 127 m/z sehr einfach und bedarf nicht der jeweiligen Kohlenstoff-Spur bzw. des
Totalionenstroms. Allerdings ist die Intensitéit der Peaks bei Verwendung der Massen-
spur 127 m/z hiufig gering, da die Derivate unter den Bedingungen meist nur wenig
fragmentieren und I'*-Fragmente mit nur geringer Intensitét auftreten (vgl. Kap. 7.1.7).

Die Signalverhéltnisse von AED und MS stimmen somit nur bedingt iiberein.

Wihrend das AED-Signal unabhéngig von der Verbindung proportional der aufgegebe-
nen Stoffmenge ist, hdngt das MS-Signal von der individuellen Ionisierung und Fragmen-
tierung der Derivate ab. Hinzu kommt, dass die Massenspur 127 m/z nicht iodspezifisch
ist: So hat das Derivat von Naphthylamin nach Abspaltung von Iod [M-127]" gleichfalls
die Masse 127 und fiihrt in Abb. 45b) zu einem iiberdurchschnittlich grofien Signal bei
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Abbildung 45: Vergleich von AED und MS anhand der Urinprobe eines Rauchers, die
nach Hydrolyse, LLE und Derivatisierung mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser 25 min
bei 60°C aus dem Headspace extrahiert wurde. Dargestellt sind a) die Iod-Spur 1183 des
AED und b) die Massenspur 127 m/z des MS. Die Chromatogramme wurden simultan
mit GC-AED /MS aufgezeichnet (vgl. Tab. 28). Das Chromatogramm in b) ist gegeniiber
a) um 40,125 min verschoben. Die Zahlen der identifizierten Verbindungen beziehen sich

auf Tab. 30 auf Seite 158.

20,37 min. Abgesehen davon treten aber nur wenige Verbindungen auf, die ebenfalls ein

Fragmention der Masse 127 bilden und damit die Zuordnung erschweren.

Bei den iodhaltigen Verbindungen in Abb. 45 handelt es sich ausnahmslos um die Deriva-

te aromatischer Amine, obwohl auch aliphatische Amine diazotiert werden. Im Gegensatz
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zu den aromatischen sind sie nur in geringem Mafle mesomeriestabilisiert. Angesichts der
hoheren Reaktivitét reagieren sie rasch mit Wasser, das verglichen mit dem Iodid in et-
wa 3b0facher Konzentration vorliegt, so dass nur ein geringer Bruchteil zu aliphatischen

[od-Verbindungen fiihrt.

Dagegen sind die Diazonium-Verbindungen von a-Aminoséuren und den davon abgelei-
teten Peptiden {iber die Carbonylgruppe mesomeriestabilisiert. Sie dhneln in ihrer Re-
aktivitdt eher den aromatischen Diazonium-Verbindungen und reagieren selektiver mit
Nucleophilen als die aliphatischen Diazonium-Ionen. Das Fehlen entsprechender iodierter
Derivate kann abgesehen von der Umsetzung mit Wasser auf das Ausschiitteln zuriick-
gefithrt werden, bei dem amphotere Verbindungen wie Aminoséuren abgetrennt werden.
Zudem eignen sich mangels Fliichtigkeit selbst kleinste Peptide nach Derivatisierung we-
der fiir die Headspace-Extraktion noch fiir eine gaschromatographische Bestimmung und

lassen sich so zuriickhalten.

Bei sekundéren aromatischen Aminen bleibt die Diazotierung auf der Stufe von Nit-
rosaminen stehen, tertiire Amine werden unter den Bedingungen (pH<2) nicht um-
gesetzt [279]. Das Verfahren ist somit fiir Urin geeignet. Eine Vielzahl primérer aro-
matischer Amine ldsst sich aufler in Wasser auch in Urin zu den aromatischen lod-
Verbindungen derivatisieren, ohne dass Storungen durch andere Aminoverbindungen
oder Nebenreaktionen auftreten. Wie Abb. 45 zeigt, lassen sich so in einer komplexen
Matrix wie Urin aromatische Amine nach Derivatisierung sehr selektiv iiber die lod-Spur

1183 bzw. die Massenspur 127 m/z nachweisen.

In Abb. 45b) sind die identifizierten Derivate aromatischer Amine fiir die intensivsten
Peaks angegeben, wobei sich die Nummern auf die in Tab. 30 auf Seite 158 aufgefiihrten
Verbindungen beziehen. Mit wenigen Ausnahmen stammen die intensivsten Peaks von
alkylierten und chlorierten aromatischen Aminen. Daneben treten auch Aminobiphenyle
und Naphthylamin deutlich hervor. Uberraschend grofie Peaks liefern dazu noch die al-
kylierten Naphthylamine (20) und (28), von deren Existenz in Urin bislang noch nicht

berichtet wurde.

Um die Dominanz alkylierter aromatischer Amine zu demonstrieren, wurde in Abb. 46a

die Tod-Spur 1183 den Massenspuren der Derivate 46b der Aminotoluole, 46¢ der
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Abbildung 46: Identifizierung alkylierter aromatischer Amine in einer Urinprobe nach

Hydrolyse, LLE, Derivatisierung und SPME aus dem Headspace. Dargestellt sind a)

232 m/z (Cy-Anilin), d)

, €)

(AT)

218 m/z

246 m/z (C3-Anilin) und e) 260 m/z (C4-Anilin). Die Chromatogramme wurden mit GC-

die Iod-Spur 1183 bzw. die Massenspuren b)

AED/MS aufgezeichnet (vgl. Tab. 28). Die Chromatogramme in b) - e) sind gegeniiber

a) um +0,125 min verschoben.
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Cy-Aniline, 46d der Csz-Aniline und 46e der Cy-Aniline gegeniibergestellt. Beim
Vergleich mit der lod-Spur [183 wird deutlich, wie viele der Peaks auf alkylierte
aromatische Amine zuriickzufithren sind. Mit dem Grad der Alkylierung nimmt in
der homologen Reihe die Zahl der Isomere und die Retentionszeit zu. Gleichzeitig
nimmt deren Intensitéit in der Reihe ab. Cs-Aniline oder hohere wurden allenfalls in
Spuren beobachtet. Interessanterweise treten trotz zunehmender Zahl von Isomeren fiir
jedes Homologe jeweils zwei Peaks mit deutlich hoherer Intensitdt hervor, obwohl alle
einen intensiven Molpeak zeigen. Wie das Fehlen eines [M-15]"- bzw. [M-29]"-Peaks
andeutet, sind diese bei den C; - Csz-Anilinen ausschliefilich methylierte Isomere. Bei
den Cj-Anilinen dagegen kann anhand des [M-15|T-Peaks in Verbindung mit dem
Fehlen von [M-29]*- wie [M-43]"-Peaks auf Isomere geschlossen werden, die zumindest

iiber einen Ethyl-Substituenten verfiigen.

Da das Signal des AED von der jeweiligen Verbindung unabhéngig und nur der aufge-
gebenen Stoffmenge proportional ist, kénnen die Peaks unmittelbar verglichen werden.
Eine Abschitzung der Konzentration in der Probe ist dennoch schwierig, da sowohl beim
Ausschiitteln wie bei SPME Unterschiede zwischen den Verbindungen auftreten. Unter
Vernachlissigung dieser Aspekte enthalten die Proben neben Anilin grofe Mengen an
Aminotoluolen und Chloranilinen, wohingegen bereits die Cy-Aniline in geringerer Kon-
zentration auftreten (vgl. Abb. 45). Die Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von
BRYANT et al. sowie FALTER et al. iiberein, die die Himoglobin-Addukte von Ethyl- und

Dimethylanilinen in wesentlich geringerem Mafle fanden als die der Aminotoluole [56, 63].

7.3.5.7 Bestimmung mit GC-MS

Mit GC-AED/MS wurden den Iod-Signalen die entsprechenden Verbindungen zugeord-
net. Dabei wurden bereits zahlreiche aromatische Amine identifiziert. Wéhrend das In-
teresse in Kap. 7.3.5.6 den intensivsten lod-Signalen galt, soll in diesem Kapitel die

Breite der auftretenden Verbindungen méglichst vollstandig erfasst werden.

Die Urinproben wurden gleichermaflen, wie in Kap. 7.3.5 beschrieben, sauer hydrolysiert,

ausgeschiittelt und derivatisiert, bevor sie bei 60°C 25 min mit einer 65 pum PDMS/DVB-
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Tabelle 29: Parameter zur Bestimmung aromatischer Amine mit GC-MS

Gerit Quadrupol-GC-MS Trace DSQ von Thermo Finnigan
Trennséule DB-5, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke
Injektor PTV-Injektor, Siltek-Liner mit 2 mm ID

Injektortemperatur  250°C isotherm

Split nach 4 min Splitventil 6ffnen (10 mL/min)

GC-Programm 40°C fiir 3 min, mit 30°C/min auf 100°C heizen, mit 5°C/min
auf 180°C heizen, 1 min halten, mit 30°C/min auf 280°C heizen
und 1 min halten (Gesamtdauer: 26,3 min)

Triagergas Helium, 2 mL/min

Detektion EI, 70 eV, Scanbereich: 50-500 u
Multiplier-Spannung: 1000 V, Scan time: 0,92 s
Transferline-, Ionenquellen-Temperatur: 250°C, 220°C

Faser aus dem Headspace extrahiert wurden. Die anschlieSende Bestimmung der Derivate

erfolgte mit einem GC-MS mit Quadrupol-Massenspektrometer im fullscan-Modus (vgl.

Tab. 29).

In Abb. 47 ist ein Chromatogramm der Massenspur 127 m/z gezeigt, in dem die zu-
geordneten Verbindungen fiir die intensivsten Peaks gezeigt sind. Im Anhang 12.3 sind
zwei Ausschnitte des gleichen Chromatogramms aufgefiihrt, in denen alle verbleibenden
Verbindungen zugeordnet sind. Die Nummern beziehen sich auf Tab. 30 auf Seite 158, in

der die identifizierten aromatischen Amine nach zunehmender Molmasse geordnet sind.

Fiir die Zuordnung wurde von der Massenspur 127 ausgegangen, anhand derer die De-
rivate aromatischer Amine im Chromatogramm ausfindig gemacht wurden. Mit Hilfe
der Molmassen der zugehorigen Verbindungen konnten héufig weitere Isomere ermit-
telt werden. Da fiir die meisten Derivate keine Eintrége in der NIST Spektrenbibliothek
verfiighar waren [324], wurden Strukturvorschlidge ausgehend von #hnlichen Verbindun-

gen entwickelt. Diese stiitzen sich neben der Molmasse der Derivate auf charakteristische
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Fragmentionen und Isotopenmuster. Weil die Massenspektren der Isomere héufig sehr
dhnlich waren, wurde die genaue Substitution nicht berticksichtigt (vgl. Tab. 30). So
lief} sich im Detail nicht klédren, ob beispielsweise ein Csz-Anilin dreifach methyliert war,
einen Propyl-Substituenten trug oder mit Methyl- und Ethyl-Gruppen gemischt substi-
tuiert war. Zudem war auf diese Weise eine Unterscheidung von Positionsisomeren nicht

moglich.

Die Massenspektren der beobachteten aromatischen Iodide haben einen intensiven Mo-
lekiilionenpeak, der héufig identisch mit dem Basispeak ist. Neben dem charakteristi-
schen Fragment 127 m/z lassen sich die Isomere aufgrund ihrer hohen Molekiilmasse
infolge der Iod-Substitution leicht entdecken. Besonders der Molekiilionenpeak ist sehr
hilfreich, da er wesentlich intensiver als das Fragmention 127 ist und auflerhalb unspe-
zifischer Fragmentionen liegt. Anhand der Fragmentierung des Rings mit den typischen
Ionenserien 91 m/z, 77-79 m/z, 63-67 m/z, 50-52 m/z etc. kann zudem leicht auf den
aromatischen Ursprung der Derivate geschlossen werden. Die Derivate zeigen in der Re-
gel nur wenig Fragmentierung, die hiufig von der Abspaltung von Iod ausgeht und zu

einem typischen [M-127]"-Peak fiihrt.

Zudem stiitzen die anderen Derivate die Strukturvorschlége: So treten heteroaromatische
Amine stets kurz nach den entsprechenden homoaromatischen Kohlenstoff-Verbindungen
auf. Dies zeigt sich beispielsweise bei den Derivaten von Anilin (1) und Aminopyridin (2)
sowie Naphthylamin (13) und Aminochinolin (14). Fiir viele Verbindungen konnten Ho-
mologe identifiziert werden, deren Masse um x-(14 m/z) entsprechend (CHs)y verschoben
ist. Beispiele hierfiir sind Verbindungen, die von Anilin, Diaminobenzol, Aminobiphenyl
und Naphthylamin ausgehen. Weiterhin sind die Strukturvorschlége mit der Zahl der

moglichen Isomere vereinbar, die in den homologen Reihen zunimmt.

Abbildung 47 (gegeniiberliegende Seite): Chromatogramm der Urinprobe eines Rauchers,
die sauer hydrolysiert, ausgeschiittelt und derivatisiert wurde (vgl. Kap. 7.3.5). Die De-
rivate wurden bei 60°C 25 min mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace
extrahiert und mit GC-MS bestimmt (vgl. Tab. 29). Dargestellt ist die Massenspur
127 m/z. Die Nummern der Verbindungen beziehen sich auf Tab. 30 auf Seite 158.
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Tabelle 30: Ubersicht iiber die in Urin identifizierten Verbindungen zusammen mit den Mo-

lekiilmassenzahlen MZ und den Retentionszeiten tgr der Derivate (vgl. Tab. 29).

Nr. Substanz MZ Retentionszeiten der Isomere tg/min
1 Anilin 204 6,35
2 Aminopyridin 205 7,03
3 Aminotoluol 218  7,80; 7,89
4 Aminophenol 220 841
5  Co-Anilin 232 9,09; 9,33; 9,50; 9,58; 9,64; 9,72; 10,18
6  Anisidin 234 10,42; 10,52; 10,24
7 Chloranilin 238  8,83; 8,93; 9,26
8  Aminoindan 244 12,19; 12,42; 13,01; 13,51
9  (Csz-Anilin 246 10,01; 10,39; 10,69; 11,08; 11,25; 11,36; 11,47,
11,81; 11,93; 12,28; 12,51; 12,99; 13,13
10 Csz-Aminopyridin 247 13,08; 15,89
11 Aminothioanisol 250  13,99; 14,28; 14,57
12 Chlormethylanilin 252 10,84; 10,96; 11,45; 11,55
13 Naphthylamin 254 16,71; 16,75
14 Aminochinolin 255 17,17
15 Chlorfluoranilin (IS) 256 8,76
16  Tetrahydronaphthylamin 258 14,40; 14,68; 14,77; 15,49; 16,20; 16,51
17 Cy4-Anilin 260  11,95; 12,10; 12,38; 12,48; 12,68; 12,84; 12,90;
13,27; 13,36; 13,57; 13,71; 13,82; 13,96; 14,17;
14,30; 14,47; 14,51; 14,65; 14,96; 15,37; 15,43;
15,54; 15,83; 16,16; 16,57
18  Cy-Chloranilin 266 12,54; 13,21; 13,31; 13,47; 13,87; 13,91; 14,08;
14,45; 14,62
19  Chlormethoxyanilin 268 13,87; 14,07; 14,19
20 Methylnaphthylamin 268 18,94; 19.24; 19,54, 19,64; 19,72
21 Methylaminochinolin 269 19,60; 21,96
22 Dichloranilin 272 12,24; 12,31
23 Methyltetrahydro- 272 15,865 16,25; 16,29; 16,54; 16,80; 16,95; 17,00;
naphthylamin 17,09; 17,31; 17,57; 17,62; 17,85; 18,12; 18,71,
18,77; 18,86; 19,34; 19,43
24 Cs-Anisidin 276 14,94; 18,52
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Ubersicht iiber die in Urinproben identifizierten Verbindungen (Forts.).

Nr. Substanz MZ Retentionszeiten der Isomere tg/min

25  Cs-Chloranilin 280 13.,42; 13,50; 14,74; 14,86; 15,30; 15,36; 16,54;
18,00; 19,09

26 Aminobiphenyl 280 18,25; 20,75; 21,09

27  Bromanilin 282 10,58; 10,65; 11,04

28  (Cy-Naphthylamin 282 21,38; 21,87; 22,04, 22,18; 22,39

29  Cy-Aminochinolin 283  21,93; 22,52

30  Cq-Tetrahydro- 286  17,03; 17,37; 17,92; 18,28; 18,54; 18,64; 19,41,

naphthylamin 19,64; 19,81; 20,13; 20,40; 20,52; 21,76; 22,09;

22,19; 22,44

31  C4-Chloranilin 294 15,73; 15,79

32 Methylaminobiphenyl 294 20,57; 20,63; 21,24

33  Brommethylanilin 296 12,88

34  Cz-Naphthylamin 296 22,85; 23,38; 23,42; 23,45; 23,64; 23,68; 23,77,
23,90; 24,02

35  (Cs-Tetrahydro- 300 20,01; 20,07; 20,43; 22,46; 22,59; 22 ,85; 22,95;

naphthylamin 22,99; 23,25; 24,05

36  Cy-Aminobiphenyl 308  23,04; 23,90; 24,04

37  Diaminobenzol 330 13,105 13,16; 13,60

38  Diaminotoluol 344 15,45; 15,57; 15,65; 15,76; 16,09; 14,66

39  (Cy-Diaminobenzol 358  17,97; 18,17; 18,54

40  Chlordiaminobenzol 364 17,20; 17,26; 17,35

41  Cs-Diaminobenzol 372 17,85; 19,47; 21,55

42 Cs-Diaminopyridin 373 22,35

43  Diaminonaphthalin 380 24,07

44  Cy-Diaminobenzol 386 20,07; 20,50

45  Methyldiaminonaphthalin 394 24,77

46  Benzidin 406 24,36

47  Bromdiaminobenzol 408 18,63

48  Cy-Diaminonaphthalin 408 25,48

49  Cy-Diaminochinolin 409 25,28

50  Methylendianilin 420  24,47; 24,99; 25,59

51  Triaminotoluol 456 22,38
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® (52) (33) (34) (35)

Wiéhrend fiir die meisten Verbindungen auf diese Weise eine schliissige Identifizierung
moglich ist, ergeben sich fiir die Substanzen (8), (16), (23), (30) und (35) mehrere
Strukturisomere. Zudem ist die angegebene Struktur wie im Falle von Aminoindan (8)
nicht immer mit der Zahl mdéglicher Positionsisomere vereinbar. Zwar sind vier isomere
Amine denkbar, aber nur zwei aromatisch. Die Bildung der anderen beiden Isomere
ist nicht mit den Erfahrungen der Derivatisierung vereinbar, die selektiv zur Bildung
aromatischer Iodide fiithrt. Bei vergleichbaren substituierten Indanen ist anders als bei
den beobachteten Massenspektren der Molekiilionenpeak wenig intensiv. Dies fiihrt zu
der Annahme, dass zumindest zwei [somere auf Verbindungen mit anderem Grundgeriist

entfallen. In Frage kommen hierfiir die folgenden Verbindungen:

Abgesehen von a-Methylstyren (55) haben die entsprechenden reinen Kohlenwasser-
stoffe sehr dhnliche Massenspektren, wéhrend nur bei (55) die Abspaltung einer Me-
thylgruppe und die Bildung eines [M-15]*-Fragments zu beobachten ist. Mangels dieses
Fragments beschrinkt sich die Auswahl auf die verbleibenden 4 Verbindungen, von de-
nen das Methyl-Styren (54) ebenfalls nicht in Frage kommt, da das zugrunde liegende
Styren ohne Methyl-Substitution selbst nicht auftritt. Deshalb ist davon auszugehen,
dass sich die beobachteten 4 Verbindungen neben Aminoindan (8) auf die beiden iso-

meren Propenylaniline (52) und (53) verteilen.

Ahnlich verhilt es sich bei den Tetrahydronaphthylaminen (16), (23), (30) und (35),
bei denen die grofle Zahl an Isomeren mit homologen Aminoindanen und Propenyla-
nilinen erkldrt werden kann. Schlussendlich sind dies jedoch nur Strukturvorschlage,
die mit weiteren MS-Experimenten abgesichert werden miissen. Mit Hilfe hochauflésen-
der Massenspektrometrie konnten so die Summenformel verifiziert und mit MS/MS-

Experimenten wichtige Informationen zur Strukturisomerie erhalten werden.

Insgesamt wurden so iiber 200 Derivate aromatischer Amine im Urin von Rauchern iden-



7.3  Screening 161

tifiziert (vgl. Tab. 30), die sich auf 50 Strukturen verteilen. Eine Vielzahl entfallt auf
alkylierte aromatische Amine. Damit stimmen die Ergebnisse mit den Arbeiten von FAL-
TER et al. sowie BRYANT et al. iiberein, die neben Aminotoluolen bereits die Ethyl- und
Dimethylaniline als Himoglobin-Addukte nachweisen konnten [56, 63]. Die mit dem neu-
en Verfahren nachgewiesenen Amine {iberschreiten die Zahl der bislang bekannten Ver-
bindungen jedoch bei weitem. Es treten weitaus mehr Homologe auf als bislang bekannt.
Erstmals konnten auch substituierte Aminobiphenyle und Naphthylamine nachgewiesen
werden. Weiterhin wurden neben den bereits bekannten Diaminotoluolen [23-26, 57]

auch hohere Homologe gefunden.

Verglichen mit zahlreichen Chloranilinen treten nur wenige Bromaniline auf. Dies deckt
sich mit der unterschiedlichen Verbreitung von Chlor und Brom in der Umwelt und de-
ren Bedeutung fiir den Menschen [14]. Dariiber hinaus konnten einige heteroaromatische
Amine nachgewiesen werden, die als Bindeglied zu den hoch toxischen heterocyclischen
aromatischen Aminen angesehen werden kénnen. Interessant ist auch das Auftreten von
Triaminotoluol, wihrend Triaminobenzol nicht nachgewiesen werden konnte. Die umge-
kehrten Verhéltnisse findet man bei den analogen Diamino-Verbindungen: Hier dominie-

ren Diaminobenzole, wihrend die Diaminotoluole erheblich kleinere Peaks liefern.

Bis auf wenige Ausnahmen konnten allen Peaks der Massenspur 127 m/z aromatische
Amine zugeordnet werden. Nur in einigen Fillen wie beim Biphenyl (tg= 12,02 min)
konnte das Fragmention 127 m/z nicht auf Iod zuriickgefiihrt werden. Stérungen durch

aliphatische Iodide wurden nicht beobachtet.

Um Unterschiede bei der Exposition der Testpersonen aufzuzeigen, wurden mehrere Pro-
ben verglichen. Die Proben wurden gleichermaflen hydrolysiert, ausgeschiittelt sowie de-
rivatisiert und ebenfalls vor der Bestimmung mit GC-MS mit einer 65 um PDMS/DVB-
Faser 25 min bei 60°C extrahiert.

Abb. 48 zeigt die Chromatogramme der Urinproben von Passivrauchern und Rauchern.
Bei allen Proben ist ein &dhnliches Muster zu erkennen, bei dem stets die gleichen
Verbindungen auftreten. Weiterhin sind auch die Intensitétsverhéltnisse nur geringen
Schwankungen unterworfen: Es dominieren iiberwiegend die gleichen Isomere, wéhrend

andere stets nur in geringer Konzentration vertreten sind. Dies iiberrascht, bedenkt
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man die starken Schwankungen, denen die Zusammensetzung des Urins unterworfen ist.
So nannten GRIMMER et al. fiir die Bestimmung von 2AB, 4AB, 1NaA und 2NaA im
Urin von Rauchern (n= 12), Nichtrauchern (n= 14) und Passivrauchern (n= 22) jeweils
Relative Standardabweichungen von iiber 100 % [10]. Drastische Unterschiede scheinen
auf wenige Analyten beschriankt zu sein: So ergeben Co-Naphthylamin in Abb. 47e) und
47f) intensive Peaks, wihrend sie in 47a)- d) kaum in Erscheinung treten. Demgegeniiber
sind die Unterschiede zwischen den Proben von Rauchern und Passivrauchern gering. Im
wesentlichen beruhen sie auf einem bei Rauchern stark erhohten Naphthylamin-Peak.
Angesichts der starken Variabilitdt der Zusammensetzung bedarf es weiterer Proben,

um die Unterschiede besser aufzeigen zu kénnen.

Abbildung 48 (gegeniiberliegende Seite): Vergleich der Urinproben von a), b) Passivrau-
chern mit denen von c) - f) Rauchern. Alle Proben wurden, wie in Kap. 7.3.5 beschrieben,
hydrolysiert, ausgeschiittelt und derivatisiert. Nach 25miniitiger Extraktion aus dem
Headspace bei 60°C mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser wurden die Proben mit GC-MS
bestimmt (vgl. Tab. 29 auf Seite 155). Den Proben a) - d) wurde vor der Lagerung 5 mL
HCI (6 mol/L) und 50 ug 4AT je 100 mL zugesetzt. Gezeigt ist die Massenspur 127 m/z.
Die Nummern beziehen sich auf die Verbindungen in Tab. 30 auf Seite 158.
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7.4 Quantifizierung

In diesem Kapitel wurden die Derivate aromatischer Amine mit GC-MS bestimmt. Statt
aus dem Headspace wie in Kap. 7.3.3 wurden die Verbindungen mittels Autosampler
direkt extrahiert. Die Optimierung der FExtraktionsbedingungen ist in Kap. 7.4.2
und die Bestimmung der Verfahrensparameter in Kap. 7.4.3 beschrieben. Das in-situ
Derivatisierung-SPME-GC-MS-Verfahren wurde abschlieend zur Bestimmung aroma-

tischer Amine im Abwasser von Riistungsaltlasten verwendet (vgl. Kap. 7.4.4 bzw. 7.4.5).

7.4.1 Trennung und Identifizierung der Substanzen
7.4.1.1 Gaschromatographische Trennung der Derivate

Fiir die Trennung der Analyten wurde ein Gaschromatograph der Firma Varian (Mo-
dell Star 3800) verwendet. Die Derivate wurden massenspektrometrisch mit einem Sa-
turn 2000 Ion-trap-Massenspektrometer (Firma Varian, vgl. Kapitel 7.4.1.3) detektiert.
Die Verdampfung der Proben erfolgte in einem PTV-Injektor (Modell 1079, Fa. Varian).
Hierbei wurde bei Fliissiginjektion ein Fokus-Liner mit 3,4 mm ID gefiillt mit Quarz-
wolle und fiir SPME ein Insert-Liner mit 0,8 mm ID benutzt (vgl. Tab. 31). Fiir die
Probenaufgabe bei Fliissiginjektion wie SPME sorgte ein Autosampler der Firma Vari-

an (Modell 8200CX).

Versuche zur Verbesserung der chromatographischen Bedingungen wurden mit einem
Standard der Derivate in Essigsdureethylester durchgefithrt: Zu 10 mL Wasser wurde
1 mL eines methanolischen Standards der Analyten (6= 10 mg/L) gegeben. Es wurde,
wie unter Kapitel 7.1.1 beschrieben, derivatisiert. Anschliefend wurden 2 mL Essigsiure-
ethylester zugegeben und 5 min geschiittelt. Ein Aliquot der organischen Phase wurde
in ein 1,5 mL Vial transferiert. Fiir die Optimierung wurde jeweils 1 pL injiziert. Diese
Menge erwies sich als ausreichend fiir alle Optimierungen und stabil iiber die gesamte

Zeit der Messungen.

Die Verwendung eines PTV-Temperaturprogramms war von Vorteil, da so eine explo-

sionsartige Verdampfung des Losungsmittels verhindert werden konnte (vgl. Tab. 31).
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Dies gilt auch fiir SPME, da eingeschlossenes und anhaftendes Wasser sich negativ auf

die Lebensdauer der Faser auswirkt [119].

Bei der Auswahl der chromatographischen Saule konnte zum einen auf frithere Ergebnisse

zuriickgegriffen werden: Gute Resultate wurden mit einer DB5-Saule [175, 271, 325] oder
Séulen vergleichbarer Polaritiat gemacht [119]. Zum anderen lagen positive Erfahrungen
mit einer Stx-CLPesticides-Saule vor [320]. Diese verfiigt neben einer d&hnlichen Polaritét

iiber eine spezielle Siltek-Deaktivierung, die fiir thermisch labile Verbindungen durch
Verminderung des Zerfalls eine hohere Empfindlichkeit gewéhrleisten soll. Angesichts des
erwahnten Vorteils zusammen mit einer der DB5 vergleichbaren Polaritit wurde diese
Séaule fiir die Trennung verwendet. Die Trennsaule wurde mit Vorsdule bzw. Transferline

installiert (vgl. Tab. 31).

An das GC-Programm wurde der Anspruch gestellt, die Analyten moglichst vollstéandig
zu trennen. Zwar ist bei massenspektrometrischer Detektion im fullscan-Modus auch
eine Unterscheidung iiber charakteristische Fragmentionen moglich. Diese Moglichkeit

scheidet aber aus, wenn wie in diesem Fall Isomere mit sehr &hnlichen Massenspek-

Tabelle 31: Optimierte Bedingungen zur Trennung der Derivate mit GC-MS mit Stx-
CLPesticides-Séule

Gerit GC-MS Varian Star 3800 mit Ton-trap Saturn 2000
Trennséule Stx-CLPesticides, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 wm Filmdicke
Vorséule, Transferline je 1,5 m desaktivierte fused-silica Kapillare, 0,25 mm ID
Injektor 1079 PTV-Injektor (Fa. Varian) mit 0,8 mm ID SPME-Liner
Injektortemperatur 50°C fiir 0,2 min halten, mit 200°C/min auf 250°C heizen
Split nach 3 min Splitventil 6ffnen (Verhéltnis 1:100)

Triagergas Helium, 2 mL/min

GC-Programm 40°C fur 3 min halten; mit 15°C/min auf 130°C heizen; mit

30°C/min auf 160°C heizen, 5 min halten; mit 30°C/min auf
200°C heizen; mit 20°C/min auf 250°C heizen, 0,17 min hal-

ten (insgesamt: 19 min)
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Abbildung 49: Chromatogramm eines Standards nach Derivatisierung, der die in Tab. 32
aufgefithrten Analyten enthielt. Die Trennung erfolgte mit GC-MS mit einer Stx-
CLPesticides-Saule unter Verwendung des in Tab. 31 beschriebenen Temperaturpro-
gramms. Injiziert wurde 1 pul. des Essigsdureethylester-Extrakts. Von jedem Derivat
wurden zwischen 7,8 und 14,1 ng aufgegeben. Das Chromatogramm zeigt den Tota-

lionenstrom.

tren vorliegen. Dariiber hinaus sind viele Analyten strukturell eng verwandt, so dass
hier Verwechslungen und Stérungen auftreten konnen. Mit dem in Tab. 31 aufgefiihr-
ten Temperaturprogramm wurden in dieser Hinsicht gute Resultate erzielt. Abb. 49
zeigt ein Chromatogramm, das mit dem Temperaturprogramm aufgenommen wurde. Es
wurde 1 pL des o.g. Essigsidureethylester-Standards entsprechend 5 ng jedes Analyten
aufgegeben. Bei Betrachtung des Totalionenstroms konnten die Derivate von Anilin und
Anilin-d5 sowie 2,4DAT, 2,6DAT und 4NA nur unzureichend getrennt werden. Die Re-
tentionszeiten der Analyten sind in Tab. 32 zusammengefasst. Durch Verwendung von
Einzelmassenspuren bei der Quantifizierung kénnen auch die genannten koeluierenden
Substanzen weitestgehend basisliniengetrennt untersucht werden. Dariiber hinaus traten
in dem Chromatogramm einige Peaks auf, die auf Nebenreaktionen zuriickgefiihrt wer-
den konnen (vgl. Kap. 7.1.4). Diese machten sich hier besonders zahlreich bemerkbar,
da die Probe anders als bei den SPME-Experimenten ca. 9 % Methanol enthielt. Einige

weitere Peaks stammten zudem von Verunreinigungen wie Phthalaten.
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Tabelle 32: Im Rahmen der Quantifizierung untersuchte Analyten mit Abkiirzungen. Die
Retentionszeiten der Derivate beziehen sich auf die Bestimmung mit GC-MS mit einer Stx-

CLPesticides- bzw. DB5-ms- Séaule.

Analyt Abkiirzung Retentionszeit tg /min
CLPesticides ¢ DB5-ms °
Anilin-d5 (IS) A-d5 8,35 7,69
Anilin A 8,36 7,73
4-Aminotoluol 4AT 9,54 9,25
4-Chloranilin 4CA 9,98 9,93
3,4-Dichloranilin 3,4DCA 11,55 11,70
2,4,5-Trichloranilin 2,4,5TCA 13,41 14,20
3-Chlor-4-fluoranilin 3C4FA 10,04 9,85
2,4-Diaminotoluol 2,4DAT 13,22 14,22
2,6-Diaminotoluol 2,6DAT 13,31 14,12
2-Naphthylamin 2NaA 14,59 15,20
2-Aminobiphenyl 2AB 15,20 16,67
4- Aminobiphenyl 4AB 16,98 18,82
4-Nitroanilin 4NA 13,22 12,62
3,5-Dinitroanilin 3,5DNA 17,88 18,20
2-Amino-4-nitrotoluol 2A4ANT 15,69 14,87
2-Amino-6-nitrotoluol 2A6NT 14,05 13,47
4- Amino-2-nitrotoluol 4A2NT 14,44 13,65
2-Amino-4,6-dinitrotoluol 2A4,6DNT 18,49 19,24
4- Amino-2,6-dinitrotoluol 4A2,6DNT 17,76 18,32
2,4-Diamino-6-nitrotoluol 2,4DA6NT 18,00 19,61

Messbedingungen vgl. ® Tab. 31 auf Seite 165 bzw. ® Tab. 33 auf Seite 169.

Ein weiterer Vorteil des Temperaturprogramms ist die Elution aller Analyten in nur

19 min. Dadurch wird ein effektives Arbeiten mit hohem Probendurchsatz moglich. Zu-

dem werden die Analyten bereits bei niedrigen Temperaturen eluiert. Das zu hohen
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Abbildung 50: Trennung der Derivate iiber die Einzelmassenspuren. Die Abbildung zeigt
Chromatogramme a) des Totalionenstroms TIC bzw. der Einzelmassenspuren b) 249 m/z

des Derivats von 4NA| ¢) 344 m/z von 2,4DAT und 2,6DAT, d) 308 m/z von 2,4,5TCA.
Die Trennung erfolgte unter den in Tab. 31 auf Seite 165 aufgefiihrten Bedingungen.

Temperaturen zunehmende S&dulenbluten macht sich dadurch kaum stérend bemerkbar.

Die Stx-CLPesticides-Saule wurde fiir alle weiterfithrenden Experimente verwendet. So-
wohl das GC- als auch das PTV-Programm konnten direkt von Fliissiginjektion auf
SPME iibertragen werden, wobei die chromatographischen Eigenschaften der Derivate

unverandert blieben.
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7.4.1.2 Vergleich mit einer anderen Trennsiule

Zum Vergleich wurde neben der Stx-CLPesticides auch eine DB5-ms fiir die Trennung
der Analyten verwendet. Eine Sdule mit derartiger Polaritdt war bereits frither einge-
setzt worden [175, , 325]. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die Filmdicke statt
der iiblichen 0,25 um lediglich 0,1 um betrug. Dies duflerte sich bei gleicher Flussrate
in deutlich geringeren Elutionstemperaturen: Wahrend bei der Stx-CLPesticides 250°C
notwendig waren, erfolgte die Elution aller Analyten mit der DB5-ms bereits bei 200°C
(vgl. Tab. 33). Gleichzeitig fiihrt die Verringerung der Filmdicke zu einer Erhohung des
Phasenverhéltnisses (Verhiltnis von Innenvolumen der Kapillare zum Volumen der Be-
schichtung). Dadurch wird eine hohere Trennleistung erreicht. Diese zeigte sich bei der
teilweisen Trennung der Derivate von Anilin und Anilin-d5 sowie in schmaleren Peaks
(vgl. Abb. 49 und 51 auf den Seiten 166 bzw. 170). Es ist aber auch mit dieser Saule

nicht moglich, alle Peaks vollstédndig zu trennen.

Wie die Chromatogramme in den Abb. 49 und 51 auf den Seiten 166 und 170 zeigen,

dghneln sich die beiden GC-Saulen sehr. Bei vergleichbaren Temperaturprogrammen er-

Tabelle 33: Optimierte Bedingungen zur Trennung der Derivate mit GC-MS mit DB5-

ms- Séule
Gerit GC-MS Varian Star 3800 mit Ton-trap Saturn 2000
Trennsaule DB5-MS, 30 m Lénge, 0,25 mm ID, 0,1 um Filmdicke
Vorséule, Transferline je 1,5 m desaktivierte fused-silica Kapillare, 0,25 mm ID
Injektor 1079 PTV-Injektor (Fa. Varian) mit 0,8 mm ID SPME-Liner
Injektortemperatur 50°C fiir 0,2 min halten, mit 200°C/min auf 250°C heizen
Split nach 3 min Splitventil 6ffnen (Verhéltnis 1:100)
Triagergas Helium, 2 mL/min
GC-Programm 40°C fur 3 min halten; mit 12°C/min auf 110°C heizen; mit

30°C/min auf 140°C heizen, 5 min halten; mit 10°C/min auf
170°C heizen; mit 20°C/min auf 200°C heizen, 1,52 min hal-

ten (insgesamt: 21 min)
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Abbildung 51: Chromatogramm eines Standards nach Derivatisierung, der die in Tab. 32
auf Seite 167 aufgefithrten Analyten enthielt. Die Trennung erfolgte geméafl Tab. 33 mit
GC-MS und einer DB5-ms-Séule. Injiziert wurde 1 plL des Essigsdureethylester-Extrakts.
Von jedem Derivat wurden zwischen 7,8 und 14,1 ng aufgegeben. Das Chromatogramm

zeigt den Totalionenstrom.

fordern die chromatographischen Laufe 19 resp. 21 min (vgl. Tab. 31 und 33 auf den
Seiten 165 bzw. 169). Lediglich die Elutionsreihenfolge einiger Analyten ist angesichts
eines anderen Sdulenmaterials vertauscht. Deshalb wurde die Stx-CLPesticides-Saule

auch fiir die folgenden Untersuchungen verwendet.
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7.4.1.3 Massenspektrometrische Detektion

Die Detektion erfolgte mit einem Saturn 2000 Ion-trap-Massenspektrometer (Fa. Varian).
Die Messdaten wurden im fullscan-Modus in einem Massenbereich von 60 bis 450 m/z
aufgezeichnet (vgl. Tab. 34). So konnten die Analyten jederzeit iiber ihre Massenspektren
identifiziert und die Chromatogramme auf unbekannte Substanzen untersucht werden.

Die ITonisation erfolgte durch Elektronenstoss mit 70 eV.

Zur ldentifizierung wurde eine eigene Spektrenbibliothek erstellt, da fiir viele Derivate
keine Spektren verfiighar sind und diese stark vom verwendeten Gerdt abhéngen (vgl.
Kap. 7.1.7). Die Spektren sind in Anhang 12.1 ab Seite 275 abgedruckt und stammen aus
Chromatogrammen, die mit dem in Kapitel 7.4.1.1 beschriebenen Essigsédureethylester-
Standard aufgenommen wurden. Injiziert wurde jeweils 1 ul. des Standards entsprechend
zwischen 7,8 und 14,1 ng jedes Analyten. Bei koeluierenden Substanzen wurden die ent-
sprechenden Einzelstandards verwendet. In Tab. 35 sind neben dem Molpeak der Basis-

peak sowie weitere charakteristische Massen mit ihren relativen Intensitéaten aufgefiihrt.

Tabelle 34: Parameter der massenspektrometrischen Detektion mit dem Saturn 2000

lon-trap-MS
Geriét Varian Saturn 2000 ion-trap MS
Tonisation EL 70 eV
Massen-Bereich 60 - 450 m/z, fullscan
Scan time 0,35 s/scan
Multiplier-Spannung 1600 V
Emission Current 40 uA
Target Value TIC 20000 counts
Prescan, Max. Ionization Time 100 ps, 25000 ps

Trap-, Transferline- Manifold-Temperatur 200°C, 280°C, 55°C
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Tabelle 35: Charakteristische Fragmentionen der Derivate. Die Verbindungen wurden mit

einem Saturn 2000 ion-trap Massenspektrometer nach gaschromatographischer Trennung de-

tektiert (vgl. Tab. 34). Uber das Fragmention des Basispeaks wurde zugleich auch quantifiziert.

Analyt Basispeak & Molekiilion charakteristische Fragmentionen
Quant.ion  (rel. Int.) (rel. Int.)
Anilin-d5 209 209 (100) 82 (38), 127 (7), 210 (6)
Anilin 204 204 (100) 77 (40), 127 (10), 74 (8), 205 (8)
4AT 218 218 (100) 91 (45), 65 (25), 63 (10), 127 (8)
4CA 238 238 (100) 111 (53), 75 (40), 240 (36), 113 (20)
3,ADCA 272 272 (100) 274 (66), 145 (44), 147 (34), 109 (32)
24,5TCA 306 306 (100) 308 (100), 310 (34), 179 (29), 181 (28)
3C4FA 256 256 (100) 129 (38), 258 (28), 109 (17), 74 (12)
24DAT 344 344 (100) 217 (23), 90 (18), 89 (17), 345 (7)
2,6DAT 344 344 (100) 217 (17), 90 (12), 89 (11), 345 (8)
2NaA 254 254 (100) 127 (45), 126 (11), 255 (10), 74 (6)
2AB 280 280 (100) 152 (23), 153 (12), 281 (9), 151 (7)
4AB 280 280 (100) 152 (19), 281 (16), 153 (8), 151 (8)
ANA 249 249  (100) 6 (57), 219 (57), 203 (37), 191 (19)
2A4ANT 263 263 (100) 0 (28), 89 (27), 63 (14), 105 (12)
2A6NT 246 263 (2) 9 (26), 119 (21), 90 (20), 63 (18)
4A2NT 246 263 (7) 9 (30), 90 (22), 119 (22), 63 (20)
2A4,6DNT 291 308 (5) 164 (20), 89 (16), 63 (16), 62 (7)
4A2,6DNT 291 308 (1) 89 (35), 63 (29), 261 (18), 62 (18)
2,4ADA6NT 372 389 (H) 344 (25), 216 (22), 89 (21), 63 (16)

Die Massenspektren der Derivate sind iiberwiegend einfach und zeigen kaum Fragmentie-

rung. Dies ist fiir die Identifizierung von Nachteil, erhcht aber die Empfindlichkeit. Fiir

die Quantifizierung wurde bei allen Analyten der Basispeak ausgewéhlt. Die Analyten

wurden anhand ihrer Massenspektren zugeordnet. Bei isomeren Verbindungen erfolgte

die Peakzuordnung anhand von Einzelstandards.
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7.4.1.4 Einfluss der Trap-Temperatur

Zur Erorterung der Frage, ob die Trap-Temperatur einen Einfluss auf die Empfindlichkeit
hat, wurden bei 150°C, 200°C und 250°C jeweils 5 Chromatogramme aufgezeichnet. Die
Temperatur wurde dazu auf die genannten Werte geregelt und nach der Aquilibrierung
wurde eine Massenkalibrierung durchgefiihrt. Auf ein Multiplier-Tune wurde verzichtet,
da die Registrierung fiir alle Messungen unverédndert sein sollte. Es wurde jeweils 1 pL
des in Kapitel 7.4.1.1 beschriebenen Essigsiureethylester-Standards injiziert. Die Aus-
wertung erfolgte sowohl iiber die in Tab. 35 aufgefiihrten Einzelmassenspuren als auch

iiber den Totalionenstrom.

Die Mittelwerte der Peakflichen jeder Messreihe (n= 5) sind in Abb. 52 zusammen
mit den Standardabweichungen als Fehlerbalken aufgefiihrt. Die Auswertung erfolgte in
diesem Fall iiber die Einzelmassenspuren. Fiir den Grofiteil der Verbindungen wurden
die groBten Peakflichen mit einer Trap-Temperatur von 150°C erreicht. Demgegeniiber
waren bei hoheren Temperaturen hiufig weniger chemische Ionisation, eine fiir lon-trap-
Geriéte typische Nebenreaktion erkennbar an [M+-1]-Peaks, zu beobachten. Lediglich bei
den spét eluierenden Derivaten liegt das Optimum bei 200°C. Auch der Hersteller emp-
fiehlt die Verwendung einer moglichst niedrigen Trap-Temperatur. Diese kann héaufig
50 bis 75°C unter der GC-Endtemperatur liegen, ohne dass Auflésung oder Empfind-
lichkeit darunter leiden. Dies ist auf die Speichereigenschaften zuriickzufiihren, die bei
hoheren Temperaturen durch ein zunehmendes Mafl an Stoflen verschlechtert werden.
Unter Beriicksichtigung der spét eluierenden Substanzen wurde fiir alle weiteren Mes-

sungen eine Temperatur von 200°C gewé&hlt.

Der Einfluss der Temperatur auf die Fragmentierung konnte dagegen nicht nachgewiesen
werden: Zum Vergleich wurde auch iiber den Totalionenstrom ausgewertet und beide
Werte zueinander in Relation gesetzt. Das Verhéltnis blieb jedoch fiir alle Analyten
konstant. Dies zeigt, dass die mit steigender Temperatur zunehmende Fragmentierung

vernachlassigt werden kann.
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7.4.2 Direct-SPME
7.4.2.1 Durchfithrung

Die Festphasenmikroextraktion wurde in 13 mL Vials durchgefiihrt, die mit Alumini-
umfolie verschlossen wurden. Zusétzlich wurden sie mit Aluminiumfolie vor Lichteinfall
geschiitzt. Die wassrigen Proben zzgl. Reagenzien mit einem Gesamtvolumen von ca.
12,6 mL wurden unmittelbar nach der Derivatisierung in diese Vials umgefiillt und ver-
schlossen. Dadurch stand fast kein Headspace-Raum zur Verfiigung. Das Probevolumen
wurde mit 10 mL so gewéhlt, dass die Reagenzien prézise abmessbar waren, ohne eine
unnotige Verdiinnung zu bewirken. Durch das grofie Probevolumen im Verhé&ltnis zur
Oberfliche wurde nach GORECKI et al. eine eventuelle Sorption an den Glaswandungen

minimiert [156].

Der pH-Wert wurde nach der Derivatisierung durch Zugabe von 400 uL. Natronlauge
(5 mol/L) sowie 250 pL pI-Kaliumhydrogenphosphat-Losung (0,25 mol/L) auf pH 9
eingestellt (vgl. Tab. 36). Der pH-Wert wurde abgepuffert, um eine bessere Repro-
duzierbarkeit zu gewéhrleisten. Zudem eignen sich SPME-Fasern nur fiir geméfigte
pH-Werte. Obwohl der Hersteller einen Arbeitsbereich zwischen pH 2 und 11 empfiehlt,
wurde von MILLS et al. eine Ablésung der Beschichtung bei pH 2 beobachtet [285].

Auf die Zugabe von Salz zur Aussalzung der Analyten wurde verzichtet. Die Einstellung
einer entsprechend hohen Salzkonzentration zieht bei Zugabe einer hochkonzentrierten
Salzlosung einen Verdiinnungseffekt nach sich oder ist durch das Abwiegen fester

Mengen arbeitsaufwendig. Zudem kamen Untersuchungen von KELZ mit aromatischen

Tabelle 36: Optimierte Bedingungen fiir die direkte Extraktion der Derivate mit SPME

Faserbeschichtung 65 um PDMS/DVB

Probevolumen 10 mL zzgl. Reagenzien

pH-Wert ~9

Salzzugabe keine

Extraktion 30 min, Durchmischung durch Vibration der Faser

Desorption 5 min bei 250°C
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Aminen nach Derivatisierung zu uneinheitlichen Ergebnissen [119]: So wirkte sich eine
Salzkonzentration von 18 g/L auf die Extraktion aller nitrosubstituierten Verbindungen
positiv aus, wiahrend sie sich ansonsten nachteilig bemerkbar machte. Weiterhin wurde
bei hohen Salzkonzentrationen die Kontamination von Injektorblock und Vorsaule sowie

die rasche Ablosung der Faserbeschichtung beobachtet [119, , 327].

Zur Extraktion wurde eine PDMS/DVB-Faser mit einer Beschichtungsdicke von 65 pm
verwendet. Diese wurde in die Fliissigkeit eingetaucht (direct-SPME) und durch Vibra-
tion der Faser durchmischt. Die Extraktionszeit wurde mit 30 min an das GC-Programm
angepasst, um einen moglichst hohen Probendurchsatz zu gewéhrleisten. Da die Aquili-
brierungszeiten deutlich grofler sind und somit nicht unter Gleichgewichtsbedingungen
gearbeitet wurde, war eine prézise Einhaltung der Extraktionszeiten notwendig. Dies
wurde durch Verwendung eines Autosamplers (Modell 8200CX mit SPME Kit I1I, Fa.

Varian) realisiert.

Fiir die Desorption im Injektor des GC wurde ein spezielles SPME-Insert mit 0,75 mm 1D
verwendet, um Verluste bei der Desorption zu verringern und eine bessere Fokussierung
zu gewéhrleisten [281]. Zusétzlich verfiigte das Insert {iber eine Siltek-Deaktivierung,

die eine moglichst schonende Desorption garantieren sollte.

Die Faser wurde 5 min im Injektor belassen, um eine vollstindige Desorption zu errei-
chen. Gleichzeitig sollte so einer Verschleppung entgegengewirkt und Matrixbestandteile
entfernt werden. Die Hochsttemperatur des Injektors orientierte sich an dem vom Her-
steller empfohlenen Wert, obwohl VAN DOORN et al. von einer Uberschreitung berichten,
ohne dass die Faser dabei Schaden nahm [210]. Mit Hilfe des PTV-Programms konnte
verhindert werden, dass sich die Faser zu rasch erhitzte und dabei durch explosionsartig

verdampfendes Wasser Schaden nahm (vgl. Kapitel 7.4.1.1).

Die gute Reproduzierbarkeit und die lange Lebensdauer der SPME-Fasern sprechen fiir
die gewéhlten Bedingungen. So konnten die Fasern bis zu 80 mal verwendet werden,
bevor Kapazititsverlust oder Ablosung der Beschichtung eine Weiterverwendung
verhinderten. Zur Fokussierung der fliichtigen Analyten auf der GC-Séule erwies sich
eine GC-Starttemperatur von 40°C als zweckméflig. Als Nachteil der verwendeten

Faser ist das starke Faserbluten zu nennen, das auch nach haufiger Verwendung oder
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langerzeitigem Ausheizen nicht nachlie. Das Faserbluten storte jedoch nicht bei der

Quantifizierung {iber die charakteristischen Einzelmassenspuren.

7.4.2.2 Vergleich verschiedener SPME-Fasern

Die Wahl der optimalen SPME-Faser gestaltet sich haufig schwierig. So sind eine Vielzahl
unterschiedlicher Fasern erhéltlich. Diese unterscheiden sich neben dem Beschichtungs-
material und dessen Polaritét in der Filmdicke, der Oberfliche und dem Sorptionsprinzip

(Verteilung/Adsorption).

Da eine Vorhersage dadurch sehr schwer ist, wird der Faservergleich unverzichtbar.
Dies betrifft in besonderem Mafle unbekannte Verbindungen wie die untersuchten Iod-
Verbindungen, fiir die es bislang kaum Vergleiche gibt [119, , |. Ausgewihlt
wurden Fasern, die zum einen auf Polydimethylsiloxan (PDMS) aufbauen wie PDMS,
PDMS/DVB, DVB/Car/PDMS und Car/PDMS (vgl. Tab. 3), da dieses Material hiufig
fiir unpolare Verbindungen empfohlen wird. Zum anderen wurden mit PDMS/DVB,
CW/DVB und DVB/Car/PDMS Fasern verglichen, die auf DVB aufbauen.

Fiir jede Faser wurden 5 Losungen hergestellt. Dazu wurden je 10 mL der wéssrigen Pro-
be, die die Analyten in einer Konzentration von 0,5 pug/L enthielt, wie in Kapitel 7.1.1
beschrieben, derivatisiert. Fiir jede Faser wurden neue Proben derivatisiert. Vor Beginn
der Messungen wurden neue Fasern geméfl Herstellerangaben fiir 0,5 bis 4 h konditio-
niert. Bereits gebrauchte wurden fiir 30 min bei 250°C im Injektor des GC ausgeheizt.
Abgesehen von den variierenden SPME-Fasern galten die allgemeinen in Tab. 36 auf
Seite 175 aufgefithrten Extraktions- und Desorptionsbedingungen. Da sich die empfoh-
lenen Desorptionsbedingungen fiir die meisten Fasern kaum unterscheiden, wurde eine
einheitliche Injektortemperatur von 250°C gewéhlt, die in allen Fallen mit den Herstel-
lerangaben vereinbar ist. Lediglich bei Car-PDMS ist die Injektortemperatur mit 250°C

am unteren Ende des empfohlenen Bereichs.

Die Mittelwerte der Peakflichen sind in Abb. 53 fiir die einzelnen Analyten dargestellt.
Bei der Faser mit Car/PDMS-Beschichtung zeigte sich eine geringe Eignung: Lediglich
bei den Derivaten von Anilin, Anilin-d5, 4AT, 4CA, 3,4ADCA und 3C4FA erreichte die
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Faser Extraktionsausbeuten > 20 % bezogen auf die PDMS/DVB-Faser (vgl. Abb. 53).
Es féllt auf, dass es sich bei den genannten Analyten um die kleinsten Molekiile han-
delt. Abgesehen von Wechselwirkungskriften spielt hier auch die Gréfle der Analyten
eine bedeutende Rolle. Dies ist auf die Beschaffenheit des Carboxen-Materials zuriick-
zufithren: Es handelt sich um Carboxen 1006, das mit einer ungefidhren Oberfliche von
715 m? /g mikropords ist [92] und vom Hersteller nur fiir Analyten mit einem Molgewicht
bis 275 g/mol empfohlen wird. Obwohl es sich bei Car-PDMS um einen Verbund zwei-
er Materialien handelt, gehen interessanterweise die Eigenschaften des PDMS nahezu
ganzlich verloren und die Extraktion wird mafigeblich durch das Carboxen bestimmt.
Offenbar ist das Carboxen als Schicht auf das PDMS aufgebracht, so dass dieses selbst

kaum zugénglich ist.

Dagegen ist bei der PDMS-Faser die Beschichtung als viskoser Fliissigkeitsfilm aufge-
bracht [97]. Diese ist als stationére Phase fiir die Gaschromatographie bekannt und
eignet sich besonders fiir unpolare Analyten. Dies zeigt sich auch hier: Alle Verbindun-
gen mit log Kow <3,5 wurden nur in geringem Mafle auf der Faser angereichert (vgl.
Abb. 53). Hierbei handelt es sich um alle Nitroverbindungen (abgesehen von 2,4DA6NT)
sowie Anilin und Anilin-d5. Umgekehrt ist die PDMS-Faser fiir die wenig polaren Ver-
bindungen wie 2,4,5TCA, 3,4DCA sowie 2,4DAT und 2,6DAT der PDMS/DVB-Faser
vergleichbar. Fiir letztere scheint sie bei direkter Extraktion eine echte Alternative zu

sein, zudem sie als ausgesprochen robust und bestédndig beschrieben wird [97].

Mit der PDMS/DVB-Faser wurden die besten Ergebnisse erzielt: Bei allen Analyten
wurden die hochsten Extraktionsausbeuten beobachtet (vgl. Abb. 53). Dies gilt ins-
besondere fiir die polaren der untersuchten Analyten. Angesichts dieser einseitigen
Ergebnisse wurde das Experiment mit einer zweiten PDMS/DVB-Faser wiederholt und

bestétigt.

Dieser Faser vergleichbar ist nur die DVB/Car/PDMS-Faser. Die Extraktionsaus-
beuten betragen durchschnittlich 75 % verglichen mit den Extraktionsausbeuten der
PDMS/DVB-Faser (vgl. Abb. 53). Lediglich bei den Derivaten der polaren Analyten

zeigte sie sich mit ca. 40 % weniger gut geeignet.

Die Fasern auf Divinylbenzen-Basis weisen die besten Extraktionsausbeuten auf. Von
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Abbildung 53: Vergleich verschiedener SPME-Fasern bei direkter Extraktion anhand der
Peakflachen der Analyten. Bei einer Analytkonzentration von 0,5 ug/L wurden die Ver-
bindungen nach Derivatisierung mittels Autosampler extrahiert. Es handelt sich jeweils

um den Mittelwert von n= 5 Messungen.
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wenigen Ausnahmen abgesehen, zeigen PDMS/DVB, CW/DVB und DVB/Car/PDMS
fiir alle Analyten stets die besten Ergebnisse. Dies gilt in besonderem Mafle fiir die
Derivate der polareren nitrosubstituierten Analyten wie 2A4,6DNT, 4A2,6DNT und
4ANA. Die Ursache liegt in der speziellen Beschichtung: Grundgeriist sind DVB-Partikel
mit einer Oberfliche von 750 m?/g, die von einer PDMS- bzw. CW-Schicht zusammen-
gehalten werden [92]. Demzufolge beruht die Extraktion weniger auf Verteilung, wie
beispielsweise bei PDMS, sondern auf Adsorption. Damit spielt die Zahl der Sorpti-
onsstellen und die Oberfliche eine entscheidende Rolle und es tritt eine interessante
Parallele zur Festphasenextraktion auf: PS-DVB-Polymere mit einer grofien Oberfliiche
(> 1000 m?/g) erwiesen sich bei der Extraktion polarer Verbindungen als besonders
leistungsfihig [168, , |. Verglichen mit dem gleichen Polymer mit kleinerer
Oberfliiche (ca. 500 m?/g) zeigte das hochvernetzte Material bei der on-line SPE
aufgrund grofierer Durchbruchsvolumina wesentlich bessere Wiederfindungsraten [196].
Auf eine derartige Parallele zwischen SPE und SPME haben bereits DUGAY et al.
hingewiesen [139]. Die Adsorption wurde bei der Theorie der SPME bislang wenig
beriicksichtigt. Welche Rolle die Oberfliche dabei spielt, wurde bislang kaum untersucht.
Ebenso charakterisiert auch der Hersteller die Fasern, abgesehen vom verwendeten

Material, ausschliefllich {iber die Dicke der Beschichtung.

7.4.2.3 Bestimmung der Aquilibrierungszeiten

Fiir die untersuchten Analyten wurden Aquilibrierungskurven zur Bestimmung der Zeit
bis zum Erreichen des Gleichgewichts aufgenommen. Dazu wurden Losungen verwendet,
die die Analyten und Anilin-d5 in einer Konzentration von 0,5 pg/L enthielten. Die
Proben wurden wie unter Kapitel 7.1.1 beschrieben derivatisiert und anschlieflend fiir 5,
10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 min mit einer PDMS/DVB-Faser extrahiert. Fiir jede Messung
wurde eine neue Probe verwendet. Zur Absicherung der Ergebnisse wurde die gesamte
Messreihe anschliefend wiederholt. Die Auswertung erfolgte iiber die Peakflichen unter
Verwendung der in Tab. 35 auf Seite 172 aufgefithrten Quantifizierungsionen. Es wurde

jeweils der Mittelwert der beiden Messreihen gebildet und dieser gegen die Aquilibrie-
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Abbildung 54: Aquilibrierungskurven der Derivate bei direkter Extraktion mit SPME.

Nach der Derivatisierung wurden die Proben mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser extra-

hiert. Die Ausgleichskurven wurden geméf Gleichung (23) bestimmt (vgl. Seite 106).
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rungszeit aufgetragen (vgl. Abb. 54).

Da die Gleichgewichtseinstellung nach 90 min noch nicht erreicht war, wurden die Aqui-

Tabelle 37: Berechnete Aquilibrierungszeiten der Derivate aromatischer Amine bei direk-
ter Extraktion. Die Derivate wurden bei n= 8 verschiedenen Extraktionszeiten zwischen

5 und 90 min mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser mittels Autosampler angereichert.

Analyt R? @ Aquilibrierungszeit /min °
Anilin-d5 0,991 125
Anilin 0,998 165
4AT 0,975 195
4CA 0,992 154
3,4ADCA 0,980 209
2,4 5TCA 0,988 197
3C4FA 0,987 161
2. ADAT 0,981 219
2, 6DAT 0,989 178
2NaA 0,994 203
2AB 0,993 179
4AB 0,987 194
ANA 0,990 382
2A4NT 0,981 145
2A6NT 0,997 196
4A2NT 0,994 192
2A4,6DNT 0,989 178
4A2,6DNT 0,088 175
2,4ADA6NT 0,994 235

@ Korrelationskoeffizient der Ausgleichsrechnung nach Gleichung (23) auf

Seite 106; ® fiir y = 0, 95yg; GC-Parameter vgl. Tab. 31 auf Seite 165.
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librierungszeiten mit einer Ausgleichskurve abgeschétzt. Dazu wurde wie in Kap. 7.3.3.4
vorgegangen. Die Parameter yo, A und t in Gleichung (23) auf Seite 106 wurden durch
Regressionsanalyse fiir jeden Analyten bestimmt. Unter der Annahme, dass 95 % des
Grenzwerts (x — o0) dem Erreichen des Gleichgewichtszustandes entsprechen, gelangte
man zu den in Tab. 54 zusammengefassten Aquilibrierungszeiten. Diese liegen zwischen
2 und 6 h und sind damit vergleichsweise lang. In einer Abschétzung von KELZ wurden
fiir die gleichen Derivate mit einer PA-Faser Zeiten um 2 h ermittelt [119]. Fiir unpolare
Verbindungen wie PAH und PCB wurden derart lange Aquilibrierungszeiten auch von

anderen Autoren berichtet [130, , 284].

Mit Korrelationskoeffizienten R? zwischen 0,975 und 0,998 wurde fiir die Regressions-
kurven eine gute Ubereinstimmung zwischen den berechneten und den experimentellen
Werten gefunden. Zudem sind die extrapolierten Aquilibrierungszeiten mit den Resul-

taten von KELZ fiir die PA-Faser vereinbar [119].

Da die Zeiten bis zum Erreichen des Gleichgewichts zu lang sind fiir ein Routineverfah-
ren, wurde fiir die Methode mit 30 min die Extraktionszeit an die GC angepasst. Wie
die Abschitzung zeigt, konnen so durchschnittlich 37 % der maximalen Substanzmenge
extrahiert werden (vgl. Abb. 54). Abgesehen vom Zeitaufwand spricht auch die hohe
mechanische Belastung der Faser wihrend der Extraktion gegen lange Aquilibrierungs-

zelten.

7.4.3 Validierung
7.4.3.1 Reproduzierbarkeit

Zur Beurteilung der Eignung eines Internen Standards wurden 8 Proben untersucht,
die die Analyten in einer Konzentration von 0,5 pug/L enthielten. Allen Proben wurde
zusitzlich Anilin-d5 in einer Konzentration von 0,5 ug/L zugesetzt. Nach der Deriva-
tisierung (vgl. Kapitel 7.1.1) wurden die Proben, wie in Kapitel 7.4.2.1 beschrieben,
mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser extrahiert und analysiert. Die Auswertung erfolgte
mit den in Tab. 35 auf Seite 172 aufgefithrten Quantifizierungsionen. Die Peakflichen
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Tabelle 38: Reproduzierbarkeit des Verfahrens mit und ohne Internen Standard fiir verschie-

dene Matrices.

Analyt Reproduzierbarkeit /%
Reinstwasser ° Oberflichenwasser © ASB 3 d¢
mit IS ¢ ohne IS mit IS ¢ ohne IS mit IS ¢ ohne IS

Anilin 6,0 14,5 2.9 10,4 13,5 14,5
4AT 43 18,5 7.4 14,9 44 9.3
4CA 3,8 16,3 4.8 11,4 7,9 12,3
3,4ADCA 6,4 17,3 3,0 10,0 9,7 14,5
245TCA 11,2 14,9 44 10,2 8,4 14,2
3C4FA 4.3 16,5 4.7 12,9 6,0 11,6
2,4DAT 11,4 17,2 10,3 10,7 9.8 14,9
2.6DAT 9.2 14,5 7.2 8,7 7.9 13,5
INaA 7.4 19.9 41 10,7 9.7 10,9
2AB 13,8 92.8 5.7 10,1 14,3 17,2
4AB 10,5 9,7 7,3 13,9 12,0 14,7
ANA 19,7 3,7 10,2 4.4 12,4 12,0
2A4NT 16,4 4.3 8,7 3,6 9,1 6,3
2AGNT 14,2 6,2 8.7 5,6 14,7 11,8
4AONT 16,1 5,0 7.6 4,0 4.2 6,3
2A46DNT 20,0 4,2 11,1 6,9 4,0 7.3
4A26DNT 134 10,3 8,7 6.5 8.1 11,2
2,4DA6GNT 15,6 4.5 9,6 8,9 3,6 7,1

@ als Relative Standardabweichung, bestimmt bei einer Analytkonzentration von 0,5 pg/L; ® n= 8,

c d

n= 9 bzw. “ n= 6 untersuchte Proben; © Wasserprobe einer Riistungsaltlast, belastet mit Nitro-

aromaten; / Anilin-d5 in einer Konzentration von 0,5 ug/L.

der ersten 6 Messungen sind fiir einige ausgewéhlte Analyten in Abb. 55a dargestellt.
Fiir die Wiederholungsmessungen wurden die Relativen Standardabweichungen (n= 8)

berechnet und in Tab. 38 zusammengefasst.
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Zum Vergleich wurde die Auswertung mit Anilin-d5 als Internem Standard durchgefiihrt.
Dazu wurden die Peakflichen der Analyten zu der Peakfliche des Internen Standards
ins Verhéltnis gesetzt. Die relativen Peakflichen sind in Abb. 55b aufgefithrt und die
Relativen Standardabweichungen den Werten ohne Internen Standard in Tab. 38 ge-

geniibergestellt.

Ohne Internen Standard erhélt man bei den nitrosubstituierten Verbindungen gute Re-
sultate mit Relativen Standardabweichungen zwischen 3,7 und 10,3 %. Dagegen ist bei
allen Verbindungen ohne Nitrogruppe eine sukzessive Verringerung der Peakflichen zu
beobachten (vgl. Abb. 55). Die Relativen Standardabweichungen sind entsprechend hoch.
Dieses Verhalten kann durch Verwendung von Anilin-d5 als Interner Standard kompen-
siert werden. In diesem Fall erhélt man auch fiir diese Verbindungen Relative Standard-
abweichungen zwischen 3,8 % und 13,8 %, die denen der nitrosubstituierten vergleichbar
sind. Fiir die Derivate mit Nitro-Substituenten ist Anilin-d5 als Interner Standard nicht
geeignet. Die Auswertung iiber den Internen Standard fiihrt hier zu einer deutlichen

Verschlechterung der Resultate.

Es gibt mehrere Faktoren, die fiir die Verringerung der Peakflichen bei den Verbindungen
ohne Nitrogruppe in Frage kommen: Ein Verlust an Faserkapazitit ist auszuschlieflen,
da sich dieser Faktor auch bei den anderen Analyten bemerkbar machen wiirde. Zu-
dem wurden bei spéteren Derivatisierungen immer wieder Peakflachen erzielt, die sich
kaum von den Ausgangswerten unterschieden. Die Alterung der Reagenzien kommt aus
diesem Grunde auch nicht als Erklarungsmoglichkeit in Betracht. Sehr wahrscheinlich
scheint dagegen ein Zerfall der Derivate zu sein. Zudem werden beispielsweise Iodbenzol
und Todwasserstoffsdure mit Stabilisatoren (Silber, Phosphorige Sdure etc.) vertrieben.
Es konnten jedoch in keiner Probe entsprechende Zerfallsprodukte identifiziert werden.
Gleichzeitig erwiesen sich die Derivate im Essigsdureethylester-Standard iiber mehrere
Wochen als stabil. Der pH-Wert spielt dabei, wie sich im Nachhinein gezeigt hat, eine
entscheidende Rolle (vgl. Kap. 7.1.5). Einzig die dabei ablaufende Reaktion bleibt bis-

lang unklar und ist nicht mit den géngigen Reaktionen vereinbar.

Da es sich bei Essigsédureethylester um ein Losungsmittel mit deutlich geringerer Pola-

ritdt handelt, wire es weiterhin moéglich, dass die Derivate in wéssriger Losung an den
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und b) mit Anilin-d5 als Internem Standard ausgewertet.
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Glaswandungen sorbiert werden. Da die Proben in Acetat-Puffer aber stabil waren, er-

scheint diese Erkldarung unwahrscheinlich.

In Anbetracht der ungewohnlichen Reaktion sollten die Schlussfolgerungen mit weiteren

Experimenten bestétigt und Reaktionsprodukte identifiziert werden.

Da fiir die folgenden Experimente des Kap. 7.4 am Phosphat-Puffer festgehalten wurde,
wurde fiir alle weiteren Experimente Anilin-d5 als Interner Standard fiir die Verbindun-
gen ohne Nitrogruppe gewéhlt. Alle nitrosubstituierten Analyten wurden ohne Internen
Standard ausgewertet. Bei diesen Verbindungen wurde auf die Verwendung eines ge-
eigneten Internen Standards verzichtet, da entsprechende markierte Verbindungen sehr
teuer sind. Zudem wurde bereits ohne Internen Standard eine gute Reproduzierbarkeit
erreicht. Fiir zukiinftige Experimente empfiehlt es sich, statt Phosphat- Acetat-Puffer
zu verwenden und sowohl fiir die nitrosubstituierten, die Diamino-Verbindungen sowie

die bicyclischen Amine separate Interne Standards einzufiihren.

7.4.3.2 Bestimmung der Wiederfindungsrate

Die Leistungsfiahigkeit einer Methode wird in grofem Mafle bestimmt von ihrer Eignung
fiir unterschiedliche Matrices. Dies gilt insbesondere fiir SPME, da die Extraktion leicht

durch Matrixbestandteile beeinflusst werden kann.

Deshalb wurden unterschiedliche Proben mit den Analyten versehen und die Ergebnisse
verglichen. Dazu wurden Reinstwasser, Trinkwasser, Oberflichenwasser aus dem Fluss
Ohm bei Grofiseclheim (die Probenahme erfolgte im Mai 2001) sowie Wasser aus dem
Abschoptbrunnen 3 in Stadtallendorf (Probenahme am 6. Februar 2002) verwendet. Fiir
die Wiederholungsmessungen wurden vom Reinstwasser n= 8, von Abschoépfbrunnen
n= 6 und vom Trink- und Oberflachenwasser jeweils n= 9 Proben untersucht. Zu 10 mL
der Probe wurden 100 pL des Standards (5= 50 pg/L, in Wasser) sowie 100 pL des
Internen Standards (Anilin-d5, = 50 pg/L, in Wasser) gegeben, so dass die Konzen-
tration der Analyten und des Internen Standards in den Proben 0,5 pg/L betrug. Die
Derivatisierung wurde, wie in Kapitel 7.1.1 beschrieben, durchgefiihrt. Im Anschluss an
die 30 miniitige direkte Extraktion mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser (vgl. Kapitel
7.4.2.1) erfolgte die Bestimmung mit GC-MS. Fiir die Auswertung wurden die in
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Tabelle 39: Wiederfindungsraten in verschiedenen Matrices mit und ohne Internen Standard.

Die Wiederfindungsraten wurden auf Reinstwasser bezogen.

Analyt Wiederfindungsrate /%

Trinkwasser ° Oberflichenwasser ° ASB 3 4

mit IS ¢ ohne IS mit IS ¢ ohne IS mit IS ¢ ohne IS

Anilin 119,3 1074 93,9 84,2 103,3 69,7
AT 1146 1025 93,0 83.0 1009 682
4CA 102,9 94,5 97,6 87,2 100,7 68,2
3,4ADCA 106,5 97,6 97,5 87,0 103,1 69,8
2,4,5TCA 118,7 109,6 106,5 95,8 102,6 69,6
3C4FA 103,9 95,4 98,4 88,0 100,9 68,3
2,4DAT 86,9 80,2 77,4 69,2 135,0 914
2,6DAT 97,5 89,9 86,6 77,6 121,2 82,1
INaA 104,5 95,1 90,9 81,0 1209 816
2AB 97,3 89,4 77,1 68,7 127.1 87,6
4AB 115,1 106,4 100,9 914 130,6 90,0
ANA 95,3 88,4 99,8 90,8 149.0 100,4
9AUNT 90,4 83,2 94,3 85.5 1491 1006
2A6NT 90,6 83,5 89,9 81,3 137,8 92,6
4A2NT 94,1 86,6 96,5 87,5 145,9 98,4
2A4,6DNT 83,8 77,4 96,4 87.8 ! !
4A2,6DNT 85,6 78,5 1244 112,1 f f
2,4DA6NT 84,6 77,8 103,7 94,1 159,6 107,8

@ bestimmt bei einer Analytkonzentration von 0,5 ug/L; ® n= 9; ¢ n= 6; ¢ Wasserprobe aus dem
Abschopfbrunnen einer Riistungsaltlast, belastet mit Nitroaromaten; ¢ Anilin-d5 in einer Konzen-

tration von 0,5 pg/L; / Verbindung in der Probe bereits enthalten.

Tab. 35 auf Seite 172 genannten Quantifizierungsionen verwendet. Zur Bestimmung der
Wiederfindungsraten wurden die mittleren Peakflichen zu den Werten des Reinstwassers

in Relation gesetzt. Die Wiederfindungsraten mit und ohne Internen Standard sind in
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Tab. 39 und die Relativen Standardabweichungen in Tab. 38 zusammengefasst.

Verglichen mit Reinstwasser bleibt die Reproduzierbarkeit weitgehend erhalten und wird
nicht von der Matrix beeintriachtigt. So betragen die Relativen Standardabweichungen
der nitrosubstituierten Verbindungen ohne Verwendung eines Internen Standards 5,7
bzw. 89 % gegeniiber 5,5 % in Reinstwasser. Ebenso verhalten sich die Werte der
Verbindungen ohne Nitro-Substituenten bei Verwendung von Anilin-d5 als Internem

Standard mit 5,6 bzw. 9,4 % verglichen mit durchschnittlich 8,0 % in Reinstwasser.

Bei den Wiederfindungsraten treten dagegen deutliche Schwankungen auf, die von
den Mittelwerten 92,5 % und 106,9 % nur unzureichend wiedergegeben werden. Die
Unterschiede bei Betrachtung der einzelnen Analyten sind deutlich gréfier und die
Ergebnisse sind uneinheitlich (vgl. Tab. 39). Mit dem pH-Wert, der Salzkonzentration
und dem DOC kommen weitere Variablen hinzu, die das Verhalten eines jeden Analyten
individuell beeinflussen. Abgesehen von der Extraktion wird dadurch auch die Deri-
vatisierung beeinflusst, da sich die Amine in der Reaktivitdt stark unterscheiden. So
wurde bereits in Kap. 7.1.4 gezeigt, dass einige Verbindungen wie die Diaminotoluole
leicht Nebenreaktionen eingehen. Deshalb kann Anilin-d5 als einziger Interner Standard
die verschiedenen Einfliisse nur bedingt kompensieren: Bei Anilin, 4AT, 4CA, 3,4DCA,
2,4,5TCA und 3C4FA ist die strukturelle Verwandschaft zu Anilin-d5 geniigend hoch,
so dass die Abweichungen weniger als 20 % betragen. Die Derivate der Diaminotoluole
sowie der bicyclischen Verbindungen zeigen ein anderes Verhalten, weshalb sich Matri-
xeinfliisse mit Anilin-d5 nur unzureichend kompensieren lassen. Dies gilt auch fiir die
nitrosubstituierten Verbindungen, bei denen die Verwendung des Internen Standards
besonders bei ASB 3 zu Wiederfindungsraten iiber 100 % fiihrt. Fiir diese Verbindungen

wurden die besseren Ergebnisse ohne Anilin-d5 als Internen Standard erzielt.

Die Resultate zeigen, dass die Unterscheidung nach Nitrosubstitution hier nicht mehr
geniigt: Es bedarf weiterer Interner Standards, die den individuellen Strukturmerkmalen
der Verbindungen besser gerecht werden. Interessanterweise wurde die Integration der
Peaks nicht durch Matrixbestandteile erschwert. Ein Indiz dafiir sind auch die verglichen

mit Reinstwasser nahezu unverdnderten Reproduzierbarkeiten.
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7.4.3.3 Einfluss von Reagenzien und SPME-Faser

In diesem Zusammenhang wurde untersucht, wie grofl die Schwankungen von Tag zu Tag
sind. Dazu wurden an drei aufeinander folgenden Tagen jeweils 6 Proben untersucht.
Diese enthielten die Analyten sowie Anilin-d5 in einer Konzentration von 0,5 pg/L. Die
Derivatisierung erfolgte fiir alle Proben in gleicher Weise (vgl. Kapitel 7.1.1). Die Extrak-
tion wurde in allen Féllen mit derselben SPME-Faser durchgefiihrt (vgl. Kapitel 7.4.2.1).
Nach Bestimmung mittels GC-MS wurden die Peakflichen mit den in Tab. 35 auf Seite
172 zusammengefassten Quantifizierungsionen ausgewertet. Fiir jede Messreihe wurden
die Mittelwerte (n= 6) gebildet und die Standardabweichungen berechnet. Diese sind in
Abb. 56 aufgefiihrt, wobei die Standardabweichungen als Fehlerbalken dargestellt sind.
Weiterhin wurden die Relativen Standardabweichungen iiber alle Messungen (n= 18) be-
stimmt. Diese sind in Abb. 56 in numerischer Form angegeben. Fiir alle Analyten wurde

die Auswertung sowohl ohne als auch mit Anilin-d5 als Interner Standard durchgefiihrt.

Ebenso wie bereits in Kapitel 7.4.3.1 dargelegt, ist auch hier bei Auswertung ohne Inter-
nen Standard eine sukzessive Verringerung der Peakflichen zu beobachten. Der Effekt
kann hier jedoch nicht mit einer chemischen Reaktion erklart werden, da an jedem Tag
neu derivatisiert wurde. Der Riickgang der Peakflichen macht sich bei fast allen Ana-
lyten bemerkbar, lédsst sich aber abgesehen von 2AB und 4AB durch Verwendung des
Internen Standards kompensieren. Als Ursache kommen somit lediglich ein allméhlicher

Verlust an Faserkapazitit oder die Alterung der Reagenzien in Betracht.

Um dies zu verifizieren, wurden in einem weiteren Experiment verschiedene SPME-
Fasern mit gleicher Beschichtung untersucht. Bei den Fasern handelte es sich um eine
neuwertige, um eine bereits fiir ca. 20 Extraktionen benutzte sowie um eine mehrere Jah-
re alte PDMS/DVB-Faser. Bei letzterer hatte sich die iiblicherweise weile Beschichtung

bereits braunlich verfarbt.

Am gleichen Tag wurde jede der drei Fasern fiir die Extraktion von 5 Proben verwendet.
Diese enthielten die Analyten sowie Anilin-d5 als Internen Standard in einer Konzentra-
tion von 0,5 pug/L. Nach Derivatisierung geméf Kapitel 7.1.1 wurden die Proben 30 min
mit den PDMS/DVB-Fasern extrahiert. Diese wurden vor Beginn jeder Messreihe geméf

den Herstellerangaben konditioniert. Die Auswertung erfolgte nach Bestimmung mit GC-
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Abbildung 56: Day-to-day- Reproduzierbarkeit. An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden jeweils 6 Wiederholungsmessungen
durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte (n= 6) a) ohne Internen Standard und b) mit Anilin-d5 als Interner Stan-
dard. Als Fehlerbalken sind die Standardabweichungen der einzelnen Messreihen dargestellt. Die Zahlenwerte geben die Relativen

Standardabweichungen iiber alle Messungen wieder (n= 18).
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MS mit Hilfe der in Tab. 35 auf Seite 172 genannten Quantifizierungsionen. Alle Analy-
ten wurden sowohl ohne als auch mit Anilin-d5 als Internem Standard ausgewertet. Es
wurden die Mittelwerte jeder Messreihe gebildet und zusammen mit den Standardabwei-
chungen als Fehlerbalken in Abb. 57 dargestellt. Die Relativen Standardabweichungen

iiber alle Messungen sind als Zahlenwerte iiber den Balken in Abb. 57 abgedruckt.

Nach Anreicherung an der neuen Faser wurden bei der iiberwiegenden Zahl der Ana-
lyten groflere Peakflichen gefunden als nach Extraktion mit der benutzten. Die durch-
schnittliche Zunahme betrigt 10,6 %. Die Ergebnisse sind in Abb. 57 in der Reihenfolge
dargestellt, in der sie gemessen wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die SPME-
Fasern mit der Zeit verandern und an Kapazitit verlieren. Die Unterschiede zwischen
den Fasern sind aber gering und kénnen durch Verwendung eines geeigneten Internen
Standards kompensiert werden (vgl. Abb. 57). Trotz optischer Verdnderung ist die al-
te Faser gleichermaflen geeignet. Die Lebensdauer einer SPME-Faser wird demzufolge
nicht nur durch die plétzliche Ablésung der Beschichtung oder das Abbrechen der Faser
begrenzt, sondern auch durch einen allméahlichen Verlust an Faserkapazitét. Dieser geht
jedoch vergleichsweise langsam vor sich, bedenkt man, dass die benutzte Faser bereits
ca. 20x verwendet wurde. Selbst die Alterung infolge mehrjéahriger Lagerung spielt nur

eine untergeordnete Rolle.

Die iiberdurchschnittlich hohen Relativen Standardabweichungen bei 2A4,6DNT und
4A2,6DNT sind wahrscheinlich auf Storungen des pH-Werts zuriickzufithren, da un-
ter stiarker basischen Bedingungen die Dinitroaromaten nucleophil substituiert werden

konnen [330, 331].
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Abbildung 57: Vergleich verschiedener Fasern mit gleicher Beschichtung. Mit drei unterschiedlich héufig verwendeten PDMS/DVB-
Fasern wurden jeweils 5 Wiederholungsmessungen durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte (n= 5) a) ohne Internen

Standard und b) mit Anilin-d5 als Interner Standard. Als Fehlerbalken sind die Standardabweichungen der einzelnen Messreihen
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7.4.3.4 Verschleppung

Es wurde untersucht, ob ein Verschleppungseffekt auftritt, wie er bereits bei ali-
phatischen lodiden beobachtet worden war [328]. Dazu wurden wiederholt Proben
untersucht, die die Analyten in einer Konzentration von 1 pg/L enthielten. Eine
vergleichsweise hohe Konzentration wurde gewihlt, um auch geringe Verschleppungen
ausreichend empfindlich detektieren zu konnen. Nach 30miniitiger Extraktion mit
einer 65 pm PDMS/DVB-Faser (vgl. Kapitel 7.4.2.1) wurden die Analyten 5 min im
Injektorblock des GC desorbiert. Im Anschluss an die Bestimmung mit GC-MS erfolgte

eine zweite Sminiitige Desorption ohne vorangehende Anreicherung.

Die beobachteten Peakflichen wurden zu denen der ersten Desorption ins Verhéltnis
gesetzt und so das Mafl an Verschleppung bestimmt. Fiir alle Analyten wurde weniger
als 1 % Verschleppung beobachtet. Die bei den aliphatischen Iodiden beobachtete
Verschleppung [328] konnte fiir die aromatischen Verbindungen nicht bestétigt werden

und ist vermutlich auf die unterschiedlichen Messbedingungen zuriickzufiihren.

7.4.3.5 Kalibrierung der Methode

Die Kalibrierung wurde iiber die gesamte Methode durchgefiihrt. Dies schlieffit neben
Trennung und Detektion mittels GC-MS auch die Derivatisierung und die Anreicherung
durch SPME ein. Es wurde im Bereich von 50 bis 5000 ng/L in Reinstwasser kalibriert.
Die Konzentrationen der Kalibrierlésungen betrugen 50, 100, 500, 1000 und 5000 ng/L.

Von jeder Konzentration wurden drei Proben hergestellt und bestimmt.

Fiir die Messungen wurden je 10 mL Reinstwasser mit 100 uL des Standards (8= 1 bis
500 pg/L, in Wasser) versetzt. Auf diese Weise ist der Methanolgehalt in den Proben mit
0,1 % gering und in allen Proben gleich. Dadurch werden Extraktion und Derivatisie-
rung (vgl. Kapitel 7.1.4) kaum beeinflusst und die Unterschiede zwischen Standard- und
Realprobe werden gering gehalten. Anschliefend wurden 100 puL des Internen Standards
(Anilin-d5, = 500 pg/L, in Wasser) zugegeben und die Losungen wie unter Kapitel
7.1.1 beschrieben derivatisiert. Die Proben wurden mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser
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Tabelle 40: Kalibrierung des in-situ Derivatisierung-SPME-GC-MS- Verfahrens. Angegeben

sind die Steigung b und der Achsenabschnitt a der Kalibriergeraden sowie die Verfahrensstan-

dardabweichung s.o, der Verfahrensvariationskoeffizient V,o und der Korrelationskoeffizient R.

Analyt b ¢ a? Sx0 Vo R?
Comiss  /(Countss) /(ng/L) /%

Anilin 0,00200 0,4674 101,60 7,6 0,9974 °
4AT 0,00179 0,0881 59,75 4.5 0,9991 °
4CA 0,00597 0,0520 49,22 3,7 0,9994 °
3,4DCA 0,00448 0,0357 69,45 5,2 0,9988 °
2,4,5TCA 0,00251 0,0263 66,44 5,0 0,9989 °
3C4FA 0,00535 0,1482 55,80 4,2 0,9992 °
2,4DAT 0,00127 0,1277 144,58 13,5 0,9934 °
2,6DAT 0,00380 0,2258 83,90 7,9 0,9978 °
2NaA 0,00569 -0,0049 101,73 7,6 0,9974 °
2AB 0,00874 0,4442 229,18 17,2 0,9871 °
4AB 0,01344 0,2204 85,87 6,5 0,9982 °
ANA 232,21 -7837 255,99 19,2 0,9840 ¢
2A4ANT 426,09 3489 229,88 17,3 0,9870 ¢
2A6NT 382,03 4933 221,69 16,7 0,9879 ¢
4A2NT 369,82 4610 24295 18,3 0,9855 ¢
2A4,6DNT 166,54 -2122 185,52 13,9 0,9915 ¢
4A2 6DNT 89,52 364 175,40 13,2 0,9924 ¢
2,4DA6NT 163,42 69 146,41 11,0 0,9947 ¢

® bei Verwendung des Internen Standards ist die Steigung b in (L/ng) angegeben, der Achsenab-

schnitt a ist dimensionslos; ® mit Anilin-d5 (3= 0,5 ug/L) bzw. ¢ ohne Internen Standard; Kalibrie-

rung mit n= 15 Werten im Bereich von 50 ng/L bis 5000 ng/L.

30 min extrahiert (vgl. Kapitel 7.4.2.1) und mittels GC-MS chromatographiert und de-

tektiert.

Die Auswertung erfolgte iiber die Peakflichen mit den in Tab. 35 auf Seite 172 aufgefiihr-
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ten Quantifizierungsionen. Bei den nitrosubstituierten Analyten wurde die Kalibrierung
ohne Internen Standard durchgefiihrt. Fiir alle anderen Analyten wurde Anilin-d5 als
Interner Standard verwendet, das in allen Proben in einer Konzentration von 500 ng/L
vorlag. Wahrend bei den nitrosubstituierten Verbindungen die Peakfliche gegen die Kon-
zentration der Analyten aufgetragen wurde, wurde hier die relative Peakfliche verwendet.
Dabei handelt es sich um das Verhéltnis der Peakfliche des Analyten zu der des Internen
Standards. Die Datenpaare wurden einer linearen Regression unterzogen. Die Steigung
b und der Achsenabschnitt a der Ausgleichsgeraden sind in Tab. 40 zusammen mit der
Verfahrensstandardabweichung s,y dargestellt. Zur Beurteilung der Methode wurden der

Korrelationskoeffizient R und der Verfahrensvariationskoeffizient Vy herangezogen.

Der Kalibrierbereich orientierte sich an den Vorgaben der Trinkwasserverordnung, die
fiir Pestizide und deren Metaboliten, zu denen auch aromatische Amine zéhlen, einen
Grenzwert von 100 ng/L vorsieht [332]. Die Konzentrationen zwischen 50 und 5000 ng/L

decken einen Bereich von 2 Zehnerpotenzen ab.

Die Korrelationskoeffizienten R? liegen im Bereich zwischen 0,9840 und 0,9994. Die
Variationskoeffizienten sind bei Auswertung mit Internem Standard deutlich geringer:
Wihrend sie im ersteren Fall durchschnittlich nur 7,5 % betragen, wurden ohne Internen
Standard im Mittel 15,7 % beobachtet. Gegeniiber anderen Verfahren zur Bestimmung
aromatischer Amine nach SPME sind die Ergebnisse vergleichbar [205-207]. Die Deriva-

tisierung hat keinen negativen Einfluss auf die Qualitéit der Kalibrierung.

7.4.3.6 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden {iber das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
bestimmt. Dazu wurden 9 Losungen hergestellt, die die Analyten sowie Anilin-d5 in ei-
ner Konzentration von 0,5 pg/L enthielten. Weiterhin wurden 2 Blindproben verwendet,
die lediglich Anilin-d5 in einer Konzentration von 0,5 pug/L enthielten. Die Derivatisie-
rung wurde wie in Kapitel 7.1.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach Extraktion mit einer

PDMS/DVB-Faser (vgl. Kapitel 7.4.2.1) wurden die Analyten mittels GC-MS bestimmt.
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Die Signalintensitét, das Rauschen und das S/N-Verhéltnis wurde mit Hilfe der Software
ySaturn View* Version 5.41 (Fa. Varian) ausgewertet. Es wurden die Mittelwerte der 9

Messungen gebildet und gemiafl KROMIDAS [333] auf ein S/N von 3 (Nachweisgrenze)

Tabelle 41: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen des in-situ Derivatisierung-SPME-

GC-MS- Verfahrens mit direkter Extraktion, berechnet anhand der Signal-zu-Rausch-

Verhéltnisse.
Analyt Nachweisgrenze ¢ Bestimmungsgrenze °
/(ng/L) /(ng/L)

Anilin 4 13
4AT 12 39
4CA 2 7
3,4ADCA 3 11
2,4,5TCA 6 19
3C4FA 3 9
24DAT 13 43
2,6DAT 7 24
2NaA 11 36
2AB 5 16
4AB 9 29
4ANA 3 17
2A4ANT 8 25
2A6NT 2 7
4A2NT 3 9
2A4,6DNT 38 126
4A2,6DNT 27 91
2,4DA6NT 30 99

berechnet fiir ¢ S/N= 3 bzw. ® S/N= 10; Ausgangskonzentration
0,5 pug/L, 10 mL Probevolumen, n= 9 Proben.
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bzw. 10 (Bestimmungsgrenze) extrapoliert.

Die so ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tab. 41 aufgefiihrt. Die
Nachweisgrenzen liegen mit Werten zwischen 2 und 13 ng/L im unteren ng/L-Bereich.
Lediglich die Nachweisgrenzen von 2A4,6DNT, 4A2 6DNT sowie 2,4DA6NT heben sich
mit Nachweisgrenzen von 38 ng/L, 27 ng/L bzw. 30 ng/L von den iibrigen Resultaten ab.
Dies ist weniger auf eine geringere Signalintensitit sondern vielmehr auf ein héheres Rau-
schen infolge des mit der Temperatur zunehmenden S&ulenblutens zuriickzufiithren. Die

Empfindlichkeit bei den spét eluierenden Derivaten lésst sich durch MS/MS-Detektion
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Abbildung 58: Chromatogramm des Derivats von 4-Chloranilin bei einer Konzentration
von 10 ng/L nach Anreicherung mit SPME (vgl. Kapitel 7.4.2.1). Dargestellt ist die Mas-
senspur 238. Neben dem Massenspektrum im Peakmaximum ist das Referenspektrum

abgebildet.
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und Ausblendung des Rauschens auf das Niveau der anderen verbessern.

Da die Software fiir das Rauschen einen Wert neben dem Peakmaximum wéihlte, wur-
den die Werte fiir das Rauschen anhand zweier Blindproben iiberpriift. Mit diesen wur-
de das Rauschen im Peakmaximum bestimmt und eine gute Ubereinstimmung mit den
in Tab. 41 beschriebenen Resultaten beobachtet. Zum Vergleich wurden Proben unter-
sucht, die die Analyten in einer Konzentration nahe der Nachweisgrenze enthielten. Dazu
wurden die S/N-Verhéltnisse bei einer Konzentration von 10 ng/L anhand dreier Proben
bestimmt. Die Ergebnisse stiitzen die zuvor bestimmten Nachweisgrenzen (vgl. Tab. 41).
Bereits bei 10 ng/L findet man eine gute Ubereinstimmung der Massenspektren mit den
Referenzspektren. So wurde fiir das Derivat von 4CA ein Match-Fakor von 909 ermittelt
(vgl. Abb. 58). Neben dem Molpeak, bei dem auch der Isotopenpeak von 37Cl deutlich
zu erkennen ist, ist auch die charakteristische Iod-Spur 127 und ein [M-127]"-Signal vor-
handen. Zum Vergleich ist das Referenzspektrum dargestellt, das bei einer aufgegebenen

Stoffmenge von 5 ng aufgezeichnet wurde.

7.4.4 Untersuchung von Realproben

Es wurden verschiedene Realproben aus Stadtallendorf (Hessen) untersucht. Es handel-
te sich dabei um Proben der Pumpstation P2 und des Abschopfbrunnens ASB3. Die
Probenahme erfolgte am 6. Februar 2002. Weiterhin wurde eine Probe des Tiefbrunnens

S16 in Stadtallendorf untersucht, die bereits am 7. Mai 2001 genommen wurde.

Von allen Proben standen 2 L zur Verfiigung, die in Braunglasflaschen bei 4°C aufbe-
wahrt wurden. Die pH-Werte der Proben lagen zwischen 5 und 5,5. Die Probe P2 war

schwach gelb gefarbt vermutlich aufgrund einer starken Belastung mit Nitroaromaten.

Fiir die quantitative Analyse wurden von den Realproben ASB3 und P2 jeweils n= 5
Wiederholungsmessungen durchgefiihrt. Die Probe S16 wurde nur einmal untersucht.
Die Bestimmung erfolgte durch externe Kalibrierung. Dazu wurden zusammen mit den
Proben 4 Kalibrierstandards verwendet, die einen Bereich von 0,1 bis 5 ug/L abdeckten.
Fiir die Realproben wie die Proben zur Kalibrierung wurde ein einheitliches Volumen

von 10 mL gewéhlt. Die Kalibrierproben wurden wie in Kap. 7.4.3.5 hergestellt.
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Tabelle 42: In Wasserproben der Riistungsaltlast Stadtallendorf iiber in-situ
Derivatisierung-SPME-GC-MS bestimmte aromatische Amine. Angegeben sind die Mit-
telwerte der durch externe Kalibrierung bestimmten Konzentrationen sowie die Relativen

Standardabweichungen.

Analyt ASB 3¢ P2°

c /(ng/L) (RSD) c /(ng/L) (RSD)
Anilin n.n. n.
4AT n.n. 0,25 (9,0)
4CA n.n. n.
3C4FA n.n. n.
2,4DAT n.n. n.
2,6DAT n.n. n.
4NA n.n. 0,27 (10,4)
2A4NT n. 0,61 (3,0)
2A6NT n. 1,32 (4,9)
4A2NT n. 1,40 (5,9)
9A4,6DNT 2,22 (5,1) 6,41 (2,6)
4A2,6DNT 4,44 (6,0) 14,5 (4,4)
2,4DA6NT n. 0,24 (18,6)

@ n= 4 bzw. ® n= 5 Proben; kalibriert mit 4 Proben im Bereich 0,1 bis 5 ug/L; n. -

nachgewiesen, auflerhalb des Kalibrierbereichs; n.n. - nicht nachgewiesen.

Alle Proben wurden mit 100 uL des Internen Standards (Anilin-d5, 5= 50 ug/L, in Was-
ser) versehen und wie in Kapitel 7.1.1 beschrieben derivatisiert. Anschliefflend wurden
nach 30miniitiger Extraktion mit einer 65 um PDMS/DVB-Faser (vgl. Kapitel 7.4.2.1)
die Derivate mittels GC-MS bestimmt. Die Auswertung erfolgte iiber die Peakflichen
unter Verwendung der in Tab. 35 auf Seite 172 genannten Quantifizierungsionen. In
gleicher Weise wie in Kap. 7.4.3.5 wurde eine Ausgleichsgerade bestimmt. Anhand der

Geradengleichung wurden die Konzentrationen der Analyten in den Realproben berech-
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Abbildung 59: Chromatogramm einer stark belasteten Probe (Pumpstation P2).
Dargestellt sind a) der Totalionenstrom und b) ausgewéhlte Einzelmassenspuren
(218+246+4-249+263+291+4372) entsprechend der nachgewiesenen Verbindungen (vgl.
Tab. 42). Identifiziert wurden auflerdem die 3 isomeren Nitrotoluole NT, 5 Isomere des
Nitroxylols NX, 2 Dinitrotoluole DN'T, Trinitrotoluol TNT sowie 3 weitere Isomere des
Aminonitrotoluols ANT.

net. Bei allen nitrosubstituierten Verbindungen erfolgte die Bestimmung ohne Anilin-d5
als Internen Standard, da sich dieser bei Reproduzierbarkeit und Wiederfindung als nach-
teilig erwies (vgl. Kap. 7.4.3.1 und 7.4.3.2). Tab. 42 enthélt neben den Mittelwerten die

Relativen Standardabweichungen (n= 5) der Konzentrationen der Analyten.
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In der Probe P2 wurden Anilin, 4CA, 3C4FA, 2,4DAT und 2,6DAT nachgewiesen, de-
ren Konzentration unterhalb des Kalibrierbereichs lag. Trotz geringer Konzentration
ist das Auftreten von 4CA und 3C4FA {iberraschend, da sie keine Abbauprodukte von
Nitroaromaten sind. Die Derivate konnten sicher anhand der Massenspektren und der
Retentionszeiten identifiziert werden. Da die Verbindungen in allen 5 nacheinander un-
tersuchten Proben auftraten, kann von einer Verschleppung abgesehen werden. Dariiber
hinaus konnten weitere drei Aminonitrotoluole ANT identifiziert werden, die nicht zu
den untersuchten Verbindungen gehoren (vgl. Abb. 59). Daneben wurden die 3 isomeren
Nitrotoluole N'T', 2 Dinitrotoluole DNT und Trinitrotoluol TNT in sehr hoher Kon-
zentration gefunden. In weniger hohen Konzentrationen konnten 5 isomere Nitroxylole

NX nachgewiesen werden (vgl. Abb. 59). Bei P2 wurden im Fall von 2A4,6DNT und
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Abbildung 60: Chromatogramm der Probe aus dem Tiefbrunnen S16 in Stadtallendorf.
Dargestellt ist die Einzelmassenspur 218 des Derivats von 4-Aminotoluol, das in einer
Konzentration von 0,24 pg/L bestimmt wurde. Das gezeigte Massenspektrum gestattet

eine sichere Identifizierung der Verbindung (vgl. Kap. 12.1).
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4A2,6DNT die Konzentrationen nur abgeschétzt, da die Konzentrationen oberhalb des
Kalibrierbereichs lagen. Die hohen Relativen Standardabweichungen bei 2,4DA6NT sind
auf den storenden Einfluss von Trinitrotoluol zuriickzufithren, das mit diesem koeluiert

(vgl. Abb. 59).

In der Probe S16 konnte 4AT in einer Konzentration von 0,24 pg/L nachgewiesen werden.
Abb. 60 zeigt das Chromatogramm der Probe anhand der Einzelmassenspur 218 sowie

das Massenspektrum der identifizierten Verbindung im Peakmaximum.

7.4.5 Vergleich mit Standardaddition

Die in den Wasserproben der Riistungsaltlast Elsnig nachgewiesenen aromatischen Ami-
ne (vgl. Tab. 26 auf Seite 126) sollten quantifiziert werden. Dazu wurde zunéchst ein
Standard hergestellt, der die 17 in Tab. 25 auf Seite 123 aufgefithrten Analyten in ei-
ner Konzentration von 10 mg/L enthielt. Da die Konzentration der Aminodinitrotolu-
ole in den Realproben gewohnlich deutlich héher ist, wurden sie in zehnfach hoherer
Konzentration zugegeben. Durch Verdiinnung wurden fiir die Kalibrierung Proben mit
einem Volumen von 10 mL hergestellt, die die Analyten abgesehen von 2A4,6DNT und
4A2,6DNT in Konzentrationen von 0,2 bis 10 pg/L enthielten (vgl. Kapitel 10.3.3).

Ebenso wurden auch von jeder Realprobe 10 mL verwendet.

Standards und Realproben wurden mit 3C4FA als Internem Standard (f= 2,5 pug/L in
den Proben) versetzt und in gleicher Weise derivatisiert (vgl. Kap. 7.1.1) und extra-
hiert. Beginnend mit den Kalibrierlésungen in aufsteigender Konzentration wurden die
Proben unter Riihren jeweils 30 min bei Raumtemperatur mit einer 65 pm PDMS/DVB-
Faser manuell extrahiert. Die Extraktion erfolgte direkt aus der Probe (direct-SPME).
Die angereicherten Derivate wurden mit GC-AED wie in Kapitel 7.3.1 beschrieben iiber
die Tod-Spur 1183 bestimmt. Die Chromatogramme der Realproben sind im Anhang
(vgl. Seite 275fF) abgedruckt. Zur Auswertung wurden die Peakflichen auf den Internen
Standard bezogen und die Ausgleichsgeraden bestimmt. Anschliefend wurden die Kon-
zentrationen in den Realproben anhand der Daten der linearen Regression berechnet

und in Tab. 43 zusammengefasst.
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Tabelle 43: Ubersicht iiber die in Wasserproben der Riistungsaltlast Elsnig gefundenen aro-
matischen Amine, die mittels externer Kalibrierung bzw. Standardaddition (in Klammern)

bestimmt wurden.

Analyt Konzentration /(pg/L) ¢

a,b a,b

Rohwasser Rohwasser Rohwasser % Rohwasser MF %<

227-110-00 UTT Probe 2 UTT 08 10 2003 HGN 08 10 2003

4AT nn.  (nn) nn. (nn) nn.  (n.n.) 1,02 (0,67)
1,3DAB nn.  (nn) nn. (o) 0,59  (0,21) 0,75  (1,65)
3NA 217 (240) 1,07 (1,18) 039 (0,61)  nn  (nn)
35DNA 840 (10,6) 816 (607) 346 (261)  nn (oo
2A3NT 1,31 (2,37) 1,11 (0,85) nn.  (n.n.) nn.  (nn.)
2AANT 035 (0,38) 071 (044) 026 (027)  nn  (nn)
2A5NT 0,68 (0,66) 0,62 (0,51) 0,18  (0,33) nn.  (n.n.)
2A6NT 855 (9,09) 743 (622) 286 (3,000 053 (0,57)
4ANT 951 (12,0) 451 (452) 328 (186) 075 (0,88)
4A3NT nn. (nn.) 040 (0,44) 0,02 (0,27) nn.  (nn.)
9A4,6DNT 203  (324) 330 (240) 126 (11,0) 1,92 (2,18)
4A2,6DNT 555 (56,7) 603 (49,9) 288 (25,5) 5,93 (4,30)
24DAGNT 096 (1,68) 058 (1,20) 022 (0,57)  nn.  (nn)
26DAINT 150 (294) 1,30 (143) 063 (0,63)  nn  (nn)

@ Externe Kalibrierung im Bereich 0,2 - 10 pg/L (2,0 - 100 pg/L bei ADNT’s) mit 3C4FA als
IS; ® Standardaddition von 5 - 50 ng der Analyten (2A6NT, 4A2NT und 3,5DNA: 10 - 100 ng;
2A4,6DNT: 25 - 250 ng; 4A2,6DNT: 50 - 500 ng) und 3C4FA als IS; ¢ Standardaddition von 2 -
10 ng der Analyten (2A6NT, 4A2NT und 3,5DNA: 5 - 50 ng; 2A4,6DNT: 5 - 50 ng; 4A2,6DNT:
10 - 100 ng) und 3C4FA als IS; ¢ n.n. - nicht nachgewiesen.

Zum Vergleich wurden die Analytkonzentrationen auch durch Standardaddition be-
stimmt. Dazu wurden von jeder Wasserprobe vier 10 mL Aliquote entnommen. Wihrend
eines unbehandelt blieb, wurden den {ibrigen die Analyten in unterschiedlicher Menge

zugesetzt. Dabei wurde das zugegebene Volumen mit 100 uL konstant gehalten und die
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Analytmengen an die Ergebnisse der Externen Kalibrierung angepasst. Dazu wurden
zuvor verschiedene Standards hergestellt, die den Konzentrationsverhéltnissen in den
Proben nahe kamen (vgl. Tab. 43). Je nach Konzentration in der Probe wurden 3 der 4
Standards zugegeben. Da sich die Konzentrationsverhéltnisse in den untersuchten Pro-
ben gleichen, geniigten 4 Standards, von denen je 3 fiir eine Probe verwendet wurden.
Vor der Derivatisierung wurde jeder Probe 3C4FA als Interner Standard in einer Konzen-
tration von 2,5 nug/L zugesetzt. Die Analyten wurden derivatisiert und die Verbindungen
wie oben durch manuelle Extraktion mit einer 65 pm PDMS/DVB-Faser unter Riihren
fiir 30 min angereichert. Die Bestimmung erfolgte anschlieBend mit GC-AED {iber die
lod-Spur 1183. Auch hier erwies sich die Verwendung des Internen Standards als vor-
teilhaft. Durch Vergleich der relativen Peakflichen der Proben mit bzw. ohne Dotierung

wurden die in Tab. 43 aufgefiihrten Konzentrationen bestimmt.

Es findet sich eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Externen Ka-
librierung mit einer durchschnittlichen Abweichung von 31 %. Im Mittel iiber alle
Ergebnisse ist kein Trend zu Mehr- oder Minderbefunden erkennbar. Tendenziell
sind mit abnehmender Analytkonzentration zunehmende Differenzen zu beobachten.
Bei der Beurteilung muss beriicksichtigt werden, dass der Konzentrationsbereich bei
der Standardaddition deutlich kleiner und bereits an die Verhéltnisse in den Proben
angepasst war. Weiterhin geniigt bereits die Verwendung eines Internen Standards
fiir alle Analyten, um auch fiir manuelle SPME sehr gute Ergebnisse zu erzielen.
Schwankungen durch eine weniger prézise Extraktion konnten so vermindert werden.
Wie die gute Ubereinstimmung zwischen Externer Kalibrierung und Standardaddition
zeigt, kann durch Verwendung des Internen Standards gleichfalls der Matrixeinfluss

minimiert werden.
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8 Diskussion

8.1 Derivatisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine in-situ Derivatisierung fiir aromatische Amine vor-
gestellt. Ausgehend von den Vorarbeiten von KELZ wurde die Derivatisierung an die
darauf folgende Festphasenmikroextraktion (SPME) angepasst [119]. Die aromatischen
Amine wurden dazu direkt in wéssriger Losung diazotiert und durch Umsetzung mit
Iodid in aromatische ITodide umgewandelt. Auf diese Weise lieflen sich in weniger als 3 h
etwa 30 Proben derivatisieren. Wahrend die Umsetzung von Hand durchgefiihrt werden
musste, konnte die Bestimmung mit SPME-GC-MS routineméflig mit einem Autosamp-

ler durchgefiihrt werden.

So lie sich eine Vielzahl aromatischer Amine derivatisieren. Die verwendeten Analyten
orientierten sich an den bislang untersuchten Verbindungen und deckten einen weiten
Bereich primérer aromatischer Amine und Diamine ab. Mit der Derivatisierung von
alkylierten und halogenierten aromatischen Aminen sowie Aminobiphenylen und Naph-
thylaminen war das Verfahren fiir alle Aniline geeignet, die iiblicherweise nach Derivati-
sierung erfasst werden. Dariiber hinaus lielen sich auch desaktivierte Verbindungen wie
Dinitroaniline und Dianiline mit guten Stoffumsétzen iiberfiithren. In weiteren Unter-
suchungen ist das Verhalten von Aminophenolen bei der Derivatisierung zu priifen, da
einzelne als Abbauprodukte im Urin gefunden wurden. Ebenso liefle sich das Verfahren
mit Aminobenzoesduren auf amphotere Verbindungen ausdehnen, die bereits von REI-
TERMAYER, PETERSMANN und VOLKWEIN zu Azofarbstoffen gekuppelt wurden [268-

]. Wenig bekannt ist iiber die Eignung des Verfahrens fiir heteroaromatische Amine,

obgleich Aminopyridine vereinzelt auch im Urin gefunden wurden.

Die Eignung der Derivatisierung fiir bestimmte Verbindungen lasst sich exakt nur iiber
die Reaktionsausbeuten beurteilen. Da es dazu der entsprechenden Standards der Deriva-
te bedarf, ist die Bestimmung der Reaktionsausbeuten sehr aufwendig. Aus diesem Grun-
de wurden in dieser Arbeit stattdessen die Stoffumsétze verwendet. Dies war moglich,
da die Nebenreaktionen in der Mehrzahl der Félle nicht ins Gewicht fallen. Alternativ

besteht die Moglichkeit, die Reaktionsausbeuten mit Hilfe des Atomemissionsdetektors
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zu bestimmen, da bei diesem die Signale unabhéngig von der Verbindung sind und einzig
von der aufgegebenen Stoffmenge abhéngen (CIC - compound independent calibration).
Somit kann mit einer beliebigen Iod-Verbindung kalibriert werden, vorausgesetzt diese
verhilt sich bei der Extraktion und Probenaufgabe &hnlich der zu untersuchenden Ver-

bindung.

Die beobachteten Nebenreaktionen beschrinken sich auf Reaktionen der Diazonium-
Ionen mit Nucleophilen wie Wasser (Verkochen der Diazonium-Ionen), wohingegen an-
dere Halogene weit weniger reaktiv sind und erst in hoher Konzentration z.B. durch
Ansduern mit Salzsdure storen [318]. Bei hohen Methanol-Konzentrationen ist die Re-
duktion der Derivate ebenso wie die Bildung von Methylphenylethern zu beobachten.
Dagegen traten diese Verbindungen bei SPME und Methanolgehalten <0,1 % nicht auf.

Die Reaktion ist in hohem Mafe selektiv und fiihrt zu keinerlei Gemischen iodierter Deri-
vate. Demgegeniiber kann die herkémmliche Acylierung stets zu mono- wie bisacylierten
Verbindungen fithren. Allerdings bleibt bei diesen Reaktionen die Aromat-Stickstoff-
Bindung erhalten, wihrend bei der lodierung eine neue Bindung zum Aromaten gekniipft
wird und eine C—-N- durch eine C-I-Bindung ersetzt wird. Bislang wurden jedoch bei der

Derivatisierung keinerlei Isomerisierungen beobachtet.

Zudem ist die Reaktion auf aromatische Amine beschriankt: Zwar lassen sich neben aro-
matischen auch aliphatische Amine diazotieren, diese reagieren jedoch rasch mit Was-
ser, so dass keinerlei storende Iod-Verbindungen zu beobachten waren. Im Vergleich
dazu sind herkommliche Reagenzien zur Derivatisierung aromatischer Amine wie die
Saureanhydride und Chloroformiate sehr elektrophil und reagieren neben aromatischen
auch mit aliphatischen Aminogruppen [334] oder Phenolen [219, , 335-339]. Dagegen
wurden in Urin lediglich die Derivate aromatischer Amine detektiert. Die verwendete
Fliissig-fliissig-Extraktion dient dabei weniger der Abtrennung von Verbindungen, die
gleichermaflen zu iodierten Derivaten fithren kénnen, sondern vielmehr der Aufreinigung
zur Erleichterung der Identifizierung. Mit einer derart selektiven Reaktion wird die Vor-
aussetzung geschaffen, aromatische Amine selektiv nach Derivatisierung zu detektieren

(vgl. Kap. 8.4).

In-situ Derivatisierung-SPME wurde 1997 von PAN und PAWLISZYN zur Bestimmung
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von Fettsauren eingefithrt [310]. Da die Umsetzung direkt in der wéssrigen Probe erfolgt,

bedarf es geeigneter Reagenzien, wodurch die Zahl der Anwendungen stark beschrankt

wird. Neben Essigsaureanhydrid [336-339] wurden Chloroformiate [311-313] sowie Ben-
zylbromid [341, 344], Benzoylchlorid [345] und Dimethylsulfat [346, 347] eingesetzt. Die
Anwendungen konzentrieren sich auf die Derivatisierung von Phenolen [336-339], Car-
bonsduren [341, , , , | und Amphethaminen [313, ]. Fiir aromatische

Amine hat in-situ Derivatisierung-SPME bislang keinerlei Anwendung gefunden. Gene-
rell bilden die Bedingungen einen Kompromiss zwischen Reaktivitdt und Stabilitat des
Reagenzes, bei dem die Hydrolyse des Reagenzes [341, 342], hohe Uberschiisse [341] und
geringe Empfindlichkeit [312] berichtet wurden. Folglich sind die Verfahren auf wenige

Analyten optimiert und nicht fiir desaktivierte elektronenarme Analyten geeignet.

Demgegeniiber wird die Diazotierung mit anschlieSender Iodierung iiblicherweise in
wiassriger Losung durchgefiihrt und ist sehr breit anwendbar. Obwohl die Reaktion eben-
falls auf der Nucleophilie der Amine beruht, konnen selbst dinitrierte Aniline mit guten
Stoffumsétzen iiberfithrt werden. Im Gegensatz zu den herkémmlichen Verfahren kann
iiber den pH-Wert die Reaktivitat des Diazotierungsreagenzes beeinflusst werden, oh-
ne dass Reaktionen mit Wasser etc. bestimmend werden. Wihrend fiir stark basische
aromatische Amine moderate pH-Werte um pHa21 geniigen, wird fiir schwach basische
Amine die Verwendung konzentrierter Sduren empfohlen [280, |. Ein vollstédndiger
Stoffumsatz ist nicht erforderlich, da in gleicher Weise iiber das gesamte Verfahren kali-

briert wird.

Eine Limitierung erfahren die in-situ Derivatisierungsverfahren bei den Probevolumina.
Mit der Vergroflerung der Probevolumina nehmen die Kosten fiir die Reagenzien glei-
chermaflen zu und die Handhabung der Proben bei der Derivatisierung wird aufwendiger.
So ist die verwendete lodwasserstoffsdure als kostenintensivstes Reagenz etwa 30x teurer
als Salzsdure. Angesichts der groflen Probevolumina fiir eine vergleichbare Aufkonzen-
trierung ist die in-situ Derivatisierung nur bedingt kompatibel mit Festphasenextraktion
und Fliissig-Fliissig-Extraktion, eroffnet aber neben der SPME auch interessante Anwen-

dungen fiir die on-line SPE.
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8.2 Extraktion der Derivate

Die Festphasenmikroextraktion hat sich mit zahlreichen Anwendungen neben der
Festphasenextraktion und der Fliissig-fliissig-Extraktion etabliert. Fiir polare Analyten
ist sie aber nur eingeschrinkt und auf Kosten der Empfindlichkeit einsetzbar. Dieser

Limitierung wurde in der Arbeit mit der in-situ Derivatisierung begegnet.

Die Eignung der Derivate fiir die Festphasenmikroextraktion wurde anhand einer Reihe
von Modellverbindungen untersucht. Zum Schutz der SPME-Faser war es erforderlich,
den pH-Wert im Anschluss an die Derivatisierung einfach und zuverléssig einzustellen.
Fiir die Verbindungen wurden die Extraktionsbedingungen optimiert und der Ein-
fluss verschiedener Extraktionsparameter untersucht. Die Anreicherung der iodierten
Derivate erfolgte direkt aus der Probe durch manuelle Extraktion ebenso wie unter
Verwendung eines Autosamplers. Dariiber hinaus wurde die Eignung der Derivate fiir
die Headspace-Extraktion untersucht. Dazu wurde eine Extraktionseinheit entwickelt,

die die prézise Thermostatisierung der Proben ermoglichte.

Bislang war die Anreicherung aromatischer Amine mittels Festphasenmikroextraktion
auf einige alkylierte, chlorierte und nitrierte Aniline beschriankt und die Extraktion
aus dem Headspace wirkte sich negativ auf die Empfindlichkeit aus. Durch die in-situ
Derivatisierung wurde die Polaritdt der Verbindungen gemessen an den Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten Kow um durchschnittlich 1,9 Groflenordnungen vermindert.
Dadurch lie sich neben den alkylierten, halogenierten und nitrierten Anilinen vor allem
die Anreicherung der polareren Dinitroaniline und Dianiline entscheidend verbessern.
Die iiberwiegende Zahl der Derivate war zudem fiir die Headspace-Extraktion geeignet,

mit der auch biologische Matrices zugénglich wurden.

Die Festphasenmikroextraktion erwies sich als wesentlich vielseitiger als die Festphasen-
extraktion. Durch die kleineren Probevolumina konnten biologische Proben einbezogen
werden, aus denen sich die Derivate anders als bei SPE auch aus dem Headspace
anreichern liefen. Zudem war SPME weniger anféllig gegeniiber Matrixbestandteilen,
die auch aufgrund der groflen Probevolumina zu einer Verstopfung der SPE-Kartuschen
fithren konnen. Bei SPME stéren Matrixbestandteile weniger die Durchfithrung der

Extraktion sondern eher die Gleichgewichtseinstellung, indem sie in Konkurrenz zur
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Faser treten und ebenfalls die Analyten binden.

Erst bei der Thermodesorption im heiflen Injektor kénnen anhaftende Matrixbestand-
teile zu einer irreversiblen Schédigung der Beschichtung fithren. Bei Urin wurde dem
durch Extraktion der aromatischen Amine mittels Fliissig-fliissig-Extraktion begegnet.
Da diese aufwendig ist, miissen insbesondere fiir eine Quantifizierung Alternativen er-
arbeitet werden. Im einfachsten Fall lassen sich Matrixbestandteile durch Abspiilen der
Faser entfernen [318, |. Stattdessen kann auch durch Filtrieren, Zentrifugieren oder
enzymatische Hydrolyse Abhilfe geschaffen werden [350]. Eine interessante Alternative

ist dariiber hinaus die von MULLET et al. verwendete grofenselektive SPME-Faser [351].

Dagegen bedarf es bei der Extraktion aus dem Headspace keines zusétzlichen Arbeits-
schrittes und die Faser wird weniger beansprucht. Die Faser konnte so etwa 100x
wiederverwendet werden, wiahrend bei direkter Extraktion von Wasserproben die
Lebensdauer je nach Matrixbelastung auf etwa 30 Zyklen zuriickgeht und bei Urin auf
wenige Extraktionen beschrédnkt ist. Im Gegensatz zur direkten Extraktion erfolgt bei
der Extraktion aus dem Headspace die Gleichgewichtseinstellung aufgrund der héheren
Diffusionskoeffizienten in der Gasphase in der Regel rascher. Wihrend sich die Aquili-
brierungszeiten der Derivate ohne Nitro-Substitutenten bei direkter Extraktion meist
zwischen 2 und 3 Stunden bewegen, findet man bei Headspace-Extraktion fiir die friith
eluierenden Substanzen Aquilibrierungszeiten weit unter einer Stunde. Dabei erfolgte
die Durchmischung der Proben bei direkter Extraktion durch Vibration der Faser,
wéhrend im anderen Fall die Probe geriihrt wurde. Unter optimierten Bedingungen
fithrte die Headspace-Extraktion bei gleicher Extraktionszeit zu einer Verbesserung der
Empfindlichkeit durch Steigerung der extrahierten Stoffmenge. Gleichzeitig wurde be-
reits bei einer Extraktionszeit von 25 min fiir viele Analyten der Gleichgewichtszustand

erreicht, wodurch die Extraktion weniger anfallig gegeniiber Stérungen ist.

Anders als bei direkter hat bei Headspace-Extraktion jeder Analyt seine optimale
Extraktionstemperatur aulerhalb derer die Extrahierbarkeit abnimmt. Deshalb machen
sich die Vorteile der Headspace-Extraktion bei den Analyten bemerkbar, deren Tem-
peraturoptimum mit der Extraktionstemperatur vereinbar ist. Umgekehrt beobachtet

man bei den spét eluierenden Verbindungen mit hoherem Temperaturoptimum eine
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deutlich langsamere Einstellung des Gleichgewichts. Folglich ist dieser zusétzliche
Parameter eine Einschriankung des Verfahrens, wenn wie hier viele unterschiedliche
Analyten detektiert werden. Die Extraktionstemperatur ist stets nur ein Kompromiss,
der in diesem Fall nicht geeignet ist fiir die Extraktion der dinitrierten Verbindungen.
Diese lassen sich auch durch Steigerung der Extraktionstemperatur nicht hinreichend
aus dem Headspace anreichern, wohingegen sich bei den anderen spét eluierenden
Verbindungen die Empfindlichkeit noch deutlich verbessern lasst. Das Erreichen der
optimalen Extraktionstemperatur ist insbesondere fiir 4,4’MDA und 1,5DANa fraglich,
da eine Extrapolation anhand der vorhandenen Daten eine Temperatur iiber 100°C

ergibt.

Die Unterschiede zwischen den einzelnen SPME-Fasern sind sowohl bei direkter als auch
bei Headspace-Extraktion gering. Lediglich zwischen den Verteilungsfasern (PDMS und
PA) und den auf DVB basierenden Fasern mit adsorptiven Eigenschaften sind grofiere
Unterschiede zu erkennen. Aufgrund der grofleren Oberfliche wurden mit letzteren
die besseren Ergebnisse erzielt. Dabei erwies sich die PDMS/DVB-Faser als besonders
robust, wihrend die CW/DVB sich rasch braun verfarbte. Demgegeniiber kénnten sich
die Verteilungsfasern durch den viskosen Fliissigkeitsfilm fiir die direkte Extraktion
von Urinproben als interessant erweisen, da sich makromolekulare Matrixbestandteile

leichter als von der porésen DVB-Beschichtung entfernen lassen.

Die Zugabe von Salz zur Verbesserung der Extrahierbarkeit ist bei direkter Extraktion
kritisch zu beurteilen, da die nétigen hohen Salzkonzentrationen zu Ablagerungen im
Injektor und zu einer raschen Zerstorung der Faser fithren. Dagegen ist die Salzzugabe
interessant fiir die Headspace-Extraktion, um den Einfluss unterschiedlicher Salzkon-

zentrationen bei Realproben zu iiberdecken.

Die komplette Extraktion mit anschlieBender Probenaufgabe lésst sich automatisieren.
Dies wurde fiir die direkte Extraktion gezeigt, wohingegen fiir die Headspace-Extraktion
ein mittlerweile kommerziell erhéltlicher beheizbarer Autosampler nicht zur Verfiigung
stand. Durch die Anpassung der Extraktionszeit an die Dauer des GC-Laufs konnten
bei Verwendung eines Autosamplers mehr als 30 Proben pro Tag analysiert werden,

wohingegen mit manueller Extraktion bis zu 20 Proben untersucht wurden. Mit einem



212 DISKUSSION

derartigen Probenroboter lassen sich auch komplexe Probenvorbereitungen bearbeiten.
Schwierig ist dagegen immer noch die exakte Thermostatisierung der Proben, die bei
den kommerziellen Geréten iiber einen beheizbaren Metallblock erolgt. Die eigene
Extraktionsapparatur verwendet ein geriihrtes Wasserbad, in dem der Wéarmetransfer
zur Probe durch den unmittelbaren Kontakt zum Wasser verbessert und Tempera-
turschwankungen auf weniger als £1°C vermindert wurden. Auf diese Weise liefl sich
auch ohne Internen Standard eine Reproduzierbarkeit erzielen, die der automatisierten

Extraktion vergleichbar ist.

Ein wesentlicher Vorteil des Autosamplers ist die prézise Positionierung der Faser
bei Extraktion und Desorption. Je nach Position der Faser wurden bei Extraktionen
vor Erreichen des Gleichgewichts deutliche Unterschiede beobachtet, die sich durch
Verwendung eines Internen Standards kompensieren lassen. Andererseits wird im
Vergleich zur manuellen Extraktion die Faser beim Durchstechen des Septums mit

einem Autosampler leichter verbogen.

8.3 Depletion-SPME

Die bei der mehrfachen Extraktion einer Probe zu beobachtende exponentielle Abnahme
der Analytkonzentration konnte zur Bestimmung von Extraktionsraten bei SPME ver-
wendet werden. Die experimentellen Ergebnisse zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung
mit der theoretischen Beschreibung. Fiir viele der untersuchten Pestizide erhélt man
eine gute Reproduzierbarkeit und kleine Vertrauensintervalle. Dagegen erwiesen sich
polare Analyten wie Triazine und Pirimicarb unter den verwendeten Bedingungen
als problematisch, da diese nur in geringem Mafle angereichert werden. Dem kann
durch Anpassung der anfinglichen Analytkonzentration und Extraktion unter Gleich-
gewichtsbedingungen begegnet werden. Auf diese Weise wird die extrahierte Stoffmenge
erhoht und Schwankungen der Extrationszeit, -temperatur oder Durchmischung der
Probe vermindert. Umgekehrt wurde bei den Fasern mit adsorptiven Eigenschaften
ein Riickgang der Extraktionsrate mit steigender Analytkonzentration beobachtet. Die

Proportionalitit zwischen Analytkonzentration und extrahierter Stoffmenge ist mit
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beginnender Séttigung der Sorptionsstellen nicht mehr gegeben. Demzufolge miissen
die Extraktionsbedingungen bei der Bestimmung von Extraktionsraten sorgféltig an die

jeweilige Fragestellung angepasst werden.

Das der depletion-SPME zugrunde liegende Modell ist ausgesprochen einfach. Durch
Einbeziehung weiterer Kompartimente lésst es sich an die experimentellen Gegebenhei-
ten anpassen. So kann die Beschreibung verbessert und das Modell zur Untersuchung
komplexer Verteilungsprozesse herangezogen werden. Wahrend nd-SPME die Stérung
des Gleichgewichts vermeidet, kann depletion-SPME durch gezielte Storung weitere

Informationen iiber Verteilungsprozesse liefern.

Depletion-SPME und Fliissiginjektion lassen sich nur bei sorgféltiger Wahl der Injekti-
onsbedingungen vergleichen, da leicht Volumenfehler auftreten konnen. Das tatséchlich
aufgegebene Volumen ist bei der GC nicht bekannt und lasst sich aufgrund des geringen
Volumens nur schwer bestimmen. Dies ist in der Regel auch nicht erforderlich, da
fiir Kalibrierung und Bestimmung gleiche Volumina abgemessen werden und sich
die Abweichungen dadurch aufheben. Bei der Fliissigkalibrierung zur Bestimmung
der Extraktionsrate ist dies nicht der Fall, da hier mit Fliissiginjektion und SPME
unterschiedliche Verfahren miteinander verglichen werden. Dadurch konnen bereits
kleine Volumenfehler von 0,1 uL, wie sie bei den iiblichen 10 uL Spritzen leicht
auftreten konnen, zu Abweichungen von >10 % fithren. Dies verdeutlicht, wie sorgfiltig
bei der Bestimmung von Verteilungskoeffizienten die Injektionsbedingungen bei der
Fliissig-Kalibrierung gewéhlt werden miissen. Zudem ist dies eine plausible Erkldrung
fiir die in der Literatur beschriebenen Verteilungskoeffizienten, die sich bei gleicher

Faser teilweise um mehr als eine Groflenordnung unterscheiden [137, , 352].

Dariiber hinaus ist bei depletion-SPME die Bestimmung der Extraktionsraten ohne
Kenntnis der anfianglichen Konzentration moéglich. Es bedarf lediglich der Probe aber
keiner Referenz-Verbindungen fiir eine Kalibrierung. Damit sind auch unbekannte
Verbindungen zugénglich. Wie am Beispiel der Derivatisierung gezeigt wurde, lassen
sich mit depletion-SPME auch fiir Verbindungen, fiir die kein Standard verfiigbar ist,

Verteilungskoeffizienten bestimmen.
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8.4 Trennung und Identifizierung

Die aromatischen Amine wurden nach Derivatisierung und Extraktion mittels Gaschro-
matographie getrennt. Fiir die anschliefende Detektion kam neben verschiedenen Mas-
senspektrometern ein Atomemissionsdetektor zum Einsatz. Ebenso lieflen sich die Ver-

bindungen mit HPLC-UV trennen und detektieren.

Wihrend die aromatischen Amine nur bedingt fiir die gaschromatogaphische Trennung
geeignet sind, traten bei den iodierten Derivaten keinerlei Probleme auf. Adsorpti-
onsphénomene, die bei den Aminen leicht zu Tailing fithren, wurden durch die Deri-
vatisierung beseitigt. Die Derivate zeigten eine gute Peakform mit wenig Tailing und
erwiesen sich als thermisch stabil. Je nach Anwendung lieen sich bis zu 26 Analyten

innerhalb von 20 min weitestgehend basisliniengetrennt detektieren.

Die Verwendung der Stx-CLPesticides-Séule mit einer speziellen Siltek-Deaktivierung fiir
thermisch labile Substanzen war dafiir nicht zwingend erforderlich, da sich die Derivate
als stabil erwiesen. Die Stx-CLPesticides-Saule verfiigt {iber eine der DB5 vergleichbare
Polaritédt, mit der sich die Derivate ebenfalls sehr gut trennen lielen. Bis auf wenige

Ausnahmen blieb dabei die Elutionsreihenfolge erhalten.

Die Trennung von Isomeren war generell kein Problem. Lediglich bei den kleineren De-
rivaten beispielsweise der Aminotoluole lielen sich die Verbindungen nur unzureichend
trennen. Dagegen lielen sich viele der isomeren Ethyl- und Dimethylaniline auftrennen.
Dies ist insofern von Bedeutung, da die Verbindungen massenspektrometrisch haufig

kaum zu unterscheiden sind.

Der Atomemissionsdetektor lieferte {iber lange Zeit ein stabiles Signal, das keinerlei Drift
zeigte. Bei sachgeméafler Handhabung traten auch bei komplexen Proben keine Ablage-
rungen in der Discharge Tube auf. Der Detektor iiberzeugte durch die hohe Selektivitét,
mit der sich einzelne Elemente gegeniiber anderen detektieren lieen. So war auch bei
Urinproben ohne LLE trotz massiver Matrixbelastung keine Storung des lod-Signals zu
beobachten. Die Empfindlichkeit, die stark von der verwendeten Emissionslinie abhing,
war im Fall von 1183 gut. Alternativ konnte auch die Iod-Linie 1206 mit etwas geringerer

Empfindlichkeit verwendet werden. Dafiir mangelt es dem AED an Strukturinforma-
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tionen, die eine Identifizierung unbekannter Verbindungen ermoglichen. Zwar lédsst sich
neben der Retentionszeit die Elementzusammensetzung der Verbindung ermitteln. Je-
doch reicht diese besonders bei komplexen Proben wie Urin nicht aus, um die Derivate

zu identifizieren.

Die Detektion ist zudem auf wenige Elemente beschrénkt, die simultan erfasst werden
konnen. Insbesondere im Vergleich mit dem massenspektrometrischen Detektor ist der
AED weniger flexibel bei der Einstellung der Mess- und Detektionsbedingungen. Die
Vielzahl der Emissionslinien lédsst sich nicht ausschopfen, da nur ein fester Satz zur
Verfiigung steht. Auflerdem lassen sich die Anregungsbedingungen nicht wie beim Mas-
senspektrometer beeinflussen, so dass eine gezielte Detektion funktioneller Gruppen iiber

Molekiilbanden nicht moglich ist.

Analog dem lod-Signal 1183 des AED kénnen iodhaltige Verbindungen mit dem Massen-
spektrometer iiber das I'"-Fragment mit der Masse 127 ausfindig gemacht werden. AED
und MS liefern dabei sehr dhnliche Chromatogramme, was den Vergleich beider einfach
macht. Da die I*-Fragmente bei der Elektronenstofiionisation im Massenspektrometer
nur in geringem Mafle gebildet werden, ist das Signal des AED empfindlicher. Zudem
kénnen neben lod auch andere Verbindungen zu einem Fragment der Masse 127 fiihren.
Deshalb bietet der AED die bessere Selektivitidt, um in komplexen Matrices iodhaltige

Derivate aufzuspiiren.

Demgegeniiber liefert der massenspektrometrische Detektor wichtige Strukturinforma-
tionen. Da die Derivate einen intensiven Molekiilionenpeak zeigen, ldasst sich die Sum-
menformel fiir die meisten Verbindungen leicht berechnen. Infolge der Derivatisierung
sind die Molekiilmassen um 111 u je Aminogruppe verschoben. Dadurch lieflen sich die
Molekiilionenpeaks wesentlich leichter ausfindig machen, da sie sich aufgrund der héher-

en Masse deutlich von einer Vielzahl unspezifischer Fragmentionen abhoben.

Zudem liefert die Fragmentierung wichtige Informationen. So lielen sich die Derivate
der Aminobiphenyle und der Cs-Chloraniline, die beide die Molekiilmassenzahl 280 ha-
ben, iiber die Fragmentionen leicht unterscheiden. Dies ist bei Isomeren dagegen nur in
einigen Fillen moglich. Besonders bei den alkylierten Derivaten konnte aufgrund zahlrei-

cher Isomere nur selten auf das Substitutionsmuster geschlossen werden. So lieferte die
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Massenspektrometrie zwar wichtige Strukturinformationen, diese reichten aber haufig
nicht fiir eine vollstéindige Identifizierung aus. Dabei sind die mittlerweile sehr umfang-
reichen Spektrenbibliotheken kritisch zu beurteilen: Sie liefern zwar wertvolle Struktur-
vorschldge, die aber ebenso wenig zur Unterscheidung von Isomeren dienen, zumal je
nach verwendetem Gerét die Intensitdten der Fragmentionen teilweise deutliche Unter-

schiede erkennen lief3en.

Fiir eine sichere Identifizierung sind Standard-Verbindungen unerlésslich, die mit der Re-
tentionszeit eine weitere wichtige Information beitragen. Zudem kénnen insbesondere bei
komplexen Proben wie Urin in Anbetracht der Fiille von Verbindungen die hochauflésen-

de Massenspektrometrie sowie MS/MS-Experimente zur Strukturaufklarung beitragen.

8.5 Screening mit paralleler Detektion

Bei vielen analytischen Fragestellungen handelt es sich nicht um einen Analyten sondern
um eine ganze Reihe, meist strukturell eng verwandter Verbindungen, die iiberwacht
werden miissen. So gibt es zahlreiche Pharmazeutika, bei denen sich die Wirkstoffe
vom gleichen Grundgeriist ableiten und sich jeweils nur in wenigen Substituenten
unterscheiden (z.B. Benzodiazepine). Der sensitive Nachweis solcher Substanzen erfolgt
héufig massenspektrometrisch. Da die Detektion im fullscan-Modus gegeniiber dem
SIM-Modus mit Einbuflen bei der Empfindlichkeit verbunden ist, ist sie meist auf

wenige Verbindungen beschréankt [353, 354].

Dagegen braucht es fiir die Uberwachung der ganzen Substanzklasse eines Detektors,
mit dem sich diese selektiv detektieren lédsst. Besonders der AED ist fiir die Detektion
einer Vielzahl von Elementen geeignet, ohne dass eine Beeinflussung des Signals durch
andere Kohlenstoff-Verbindungen zu beobachten ist. Neben Organozinn-, -blei- und
-quecksilber-Verbindungen [355] wurde er hiufig {iber die Heteroatome zum Nachweis
von Pestiziden eingesetzt [307, ]. Triazine lassen sich so selektiv iiber den Chlor-

Substituenten nachweisen.

Abgesehen davon ist die Zahl der Elemente, die sich besonders in komplexen Matrices

selektiv mit GC-AED detektieren lassen, in Anbetracht der Vielzahl inteferierender
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Verbindungen begrenzt. Es ist so nicht mdglich, Verbindungen, die ausschliellich auf
C,H,N,O aufgebaut sind, selektiv zu detektieren. Neue Anwendungen eroffnen sich erst
durch eine Derivatisierung, bei der ein Heteroatom eingefiithrt wird. STEVENS et al.
setzten deshalb isotopen-markiertes Nicotin in Zigaretten ein, um die Verbrennungs-
produkte anhand der Deuterium-Linie ausfindig machen zu kénnen [357]. Die selektive
Detektion von Alkenen neben Alkanen und Aromaten gelang HARDAS et al., indem sie
die untersuchten Benzinproben mit Brom derivatisierten [358]. Ebenso liefen sich Al-
kylphenole nach Derivatisierung mit Ferrocencarbonsaure selektiv in Rohol detektieren,
wobei ROLFES et al. die sehr hohe Empfindlichkeit des AED fiir Eisen ausnutzten [359].
Von ASMUSSEN et al. wurden Glykole zu TMS-Derivaten umgesetzt und selektiv iiber
die Silicium-Linie bestimmt [360]. Bislang hat diese Vorgehensweise nur sehr wenige
Anwendungen gefunden, da sie eine selektive Reaktion der Ausgangsverbindungen

voraussetzt.

In dieser Arbeit wurde die Diazotierung mit anschlieBender Iodierung fiir die Deri-
vatisierung aromatischer Amine verwendet, um die Verbindungen mit GC-AED iiber
die Tod-Spur 1183 nachzuweisen. Die Diazotierung erwies sich als geeignet, um selektiv
Aminogruppen zu diazotieren. Mit dem lodid wurde das Heteroatom eingefiihrt, das
fiir die selektive Detektion erforderlich ist. Besonders in biologischen Proben war zur
Unterscheidung aromatischer Amine von den in grofler Zahl und Menge enthaltenen
aliphatischen Aminen eine hohe Selektivitdt der Reaktion erforderlich. Die Reaktions-
bedingungen wurden so gewéhlt, dass ausschliefilich aromatische Amine zu Iodiden

umgesetzt wurden.

Nach der Extraktion mit SPME konnten auf diese Weise in den Abwissern von
Riistungsaltlasten verschiedene aromatische Amine nachgewiesen werden. Abgesehen
von wenigen kleinen konnten alle Peaks den Derivaten aromatischer Amine zugeordnet
werden. Die Verbindungen wurden mit den entsprechenden Standards anhand ihrer
Retentionszeit identifiziert. Neben verschiedenen Nitro- und Dinitroanilinen wurden
so auch einige vollstindig reduzierte aromatische Amine nachgewiesen. Das Verfahren
eignete sich zudem auch fiir die polaren Dianiline, von denen 2 4DA6NT, 2,6DA4NT

und 1,3DAB nachgewiesen wurden.
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Dagegen traten in den untersuchten Urinproben eine Vielzahl von Kohlenstoff- und
lod-Signalen auf. Um die Identifizierung zu erleichtern, wurden die Proben vor der
Extraktion ausgeschiittelt. Durch LLE unter basischen Bedingungen und anschlieBende
Riickextraktion im Sauren konnte ein Grofiteil der Matrixverbindungen abgetrennt
werden. Wahrend die Zahl der Kohlenstoff-Signale drastisch verringert wurde, blieb
die Zahl der Iod-Signale weitgehend unverdndert. Lediglich einige Verbindungen, die
im nachhinein als Phenole identifiziert wurden, gingen so verloren. Dieser zusétzliche
Schritt war mit einem betrachtlichen Arbeits- und Zeitaufwand verbunden, zudem die
Phasentrennung mitunter nur langsam erfolgte. Versuche ohne LLE deuteten darauf
hin, dass diese fiir die Quantifizierung nicht erforderlich ist, sofern aus dem Headspace
extrahiert wird. Anderenfalls ist eine Aufreinigung der Probe notwendig, um einer

raschen Zerstorung der SPME-Faser entgegenzuwirken.

Auch nach der Aufreinigung durch LLE traten noch eine Vielzahl von lod-Signalen
auf, die nicht vollstéindig getrennt wurden. Fiir derart komplexe Trennungen bedarf es
gekoppelter Techniken (hyphenated techniques, vgl. Review von WILSON et al. [301])
oder zweidimensionaler Chromatographie (GCxGC). Zudem ist die Identifzierung aller
Verbindungen mit den entsprechenden Standards allein nicht moglich. Vielmehr bedarf
es eines massenspektrometrischen Detektors, der durch zusétzliche Strukturinformatio-

nen eine Indentifzierung gestattet.

GC-AED und GC-MS wurden bereits mehrfach gemeinsam eingesetzt, um unbekannte
Verbindungen zu identifizieren, da sie komplementire Informationen liefern [357, —

]. So lésst sich mittels AED die Elementzusammensetzung errechnen, die vom MS
durch Molekiilmasse und Fragmentierung ergédnzt wird. So konnten LANIEWSKI et al.
durch Einsatz der Gaschromatographie mit verschiedenen Detektoren Verunreinigungen
in Pharmazeutika identifizieren [373, |. Dabei werden in der Regel voneinander
unabhédngige Gerdte verwendet. Dies erschwert die Identifizierung, da infolge unter-
schiedlicher Detektordriicke auch bei ansonsten identischen Trennbedingungen die

Retentionszeiten nicht iibereinstimmen.

Da besonders bei komplexen Gemischen eine sehr gute Ubereinstimmung der Reten-

tionszeiten erforderlich ist, wurden verschiedene Ansétze verfolgt. Im einfachsten Fall
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erfolgt die Zuordnung durch den Vergleich der Rentionsindices, bei denen man der
Probe bekannte Substanzen zusetzt, an denen man sich orientieren kann [360, 369-372].
Zudem kann durch Anpassung des Siulenvordrucks eine gute Ubereinstimmung erzielt
werden [357, —368]. Da sich der Fluss mit dem Temperaturprogramm &ndert, ist
eine sehr sorgfiltige Anpassung mit elektronischer Druckkontrolle (electronic pressure
control, EPC) notwendig. Dies ist mit einer speziellen Software iiber das , Retention
Time Locking® mdoglich [365]. Dazu bedarf es lediglich eines Standards, der mit beiden

Geréten bei unterschiedlichen Druckprogrammen analysiert wird.

Am einfachsten ist die Auswertung, wenn nur ein Gerét verwendet wird, das die parallele
Detektion mit beiden Detektoren gestattet [362-3064]. Die aufgegebene Stoffmenge kann
dazu direkt nach der Injektion [362] oder erst nach der chromatographischen Trennung
geteilt werden [363, 3064]. Im ersten Fall bedarf es zweier Trennsdulen, deren Léngen
so angepasst werden, dass die Retentionszeiten {iibereinstimmen. Dagegen wird im
anderen Fall der Split durch die unterschiedlichen Transfersdulen eingestellt. Da hier
die Druckunterschiede grofler sind, ist eine sehr prézise Abmessung erforderlich. Auf
diese Weise konnen die Abweichungen der Retentionszeiten auf < 1s herabgesetzt

werden [364].

Auf ein solches Gerat wurde bei der Identifizierung der Derivate zuriickgegriffen. Die Re-
tentionszeiten waren um 0,125 min gegeneinander verschoben, da durch die Anpassung
der Lénge der Transfersdulen das Splitverhéltnis zugunsten des AED verédndert wurde.
Diese Verschiebung lief§ sich leicht korrigieren, da sie sich {iber den gesamten chroma-
tographischen Lauf nicht verdnderte. Durch Vergleich der beiden Chromatogramme
konnte jedem lod-Signal das zugehorige Massenspektrum zugeordnet werden. Erleichtert
wurde der Vergleich, da bei Verwendung von lod-Linie 1183 und Massenspur 127 m/z
nicht nur die Retentionszeiten sondern auch die Intensitétsverhéltnisse einander dhnlich
sind. Da sich die Derivate aromatischer Amine leicht an typischen Fragmentionen
erkennen lassen, konnte auf diese Weise gezeigt werden, dass jedes lod-Signal auf das
Derivat eines aromatischen Amins zuriickzufithren ist. Es traten keinerlei Stérungen
durch andere Iod-Verbindungen auf. Fiir einige sind die zugeordneten Verbindungen

nur Strukturvorschléage, die mit weiterfithrenden MS-Experimenten untermauert werden
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miissen.

Gefunden wurden so vor allem alkylierte und chlorierte aromatische Amine und
Diamine, die die Chromatogramme nicht nur zahlen- sondern auch mengenméaflig
dominieren. Zudem wurden auch eine Vielzahl bicyclischer Verbindungen identifiziert.
Die Eignung des Verfahrens fiir hoher annellierte aromatische Amine muss gepriift
werden, da unter den Bedingungen keinerlei tricyclische Amine gefunden wurden.
Andererseits deuten die Beobachtungen darauf hin, dass mit der Zahl der Ringe sowohl
die Zahl der Verbindungen als auch deren Menge abnimmt. Ebenso verhielt es sich mit
den heterocyclischen aromatischen Aminen, von denen einige nachgewiesen wurden.
Da nichts iiber ihr Auftreten in Urin bekannt ist, muss geklart werden, inwieweit die

Derivatisierung fiir heterocyclische Verbindungen geeignet ist.

Insgesamt wurde das Substanzspektrum der im Urin nachgewiesenen aromatischen
Amine erheblich erweitert. Neben den bislang bekannten Anilinen konnte zudem eine
groffe Zahl homologer Verbindungen identifiziert werden. So wurden beispielsweise
neben den Aminobiphenylen auch zahlreiche alkylierte Derivate gefunden. Anders als
bei GRIMMER et al. traten bei der Lagerung der Proben keine Probleme auf [10]. Ebenso
wenig decken sich die Ergebnisse mit WEISS et al., die nur in einer der untersuchten

Proben Naphthylamin und Aminobiphenyl nachweisen konnten [61].

Es ist wahrscheinlich, dass die Hydrolyse, deren Einfluss bislang nur wenig untersucht
wurde, eine mafigebliche Rolle spielt. So traten nach saurer Hydrolyse weitaus mehr
Peaks auf als nach basischer. SKARPING et al. fanden unter basischen Bedingungen
doppelt so viel 2,4- und 2,6DAT wie unter sauren [23, |. Jedoch wurden infolge der
basischen Hydrolyse bei dotierten Urinproben 70 % Verlust bei vicinal-substituierten
Diaminen gefunden. Da SKARPING et al. auch nach 240 h keine vollstéandige Hydrolyse
erreichten, ist es unwahrscheinlich, dass die Amine wie bislang angenommen im
wesentlichen acyliert vorliegen [23]. Dariiber hinaus ist es fiir das Verstédndnis des

Metabolismus wichtig, die Bindungsverhéltnisse der aromatischen Amine aufzukléren.

Mit dem Verfahren liefen sich rasch Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrau-
chern aufzeigen. Interessanterweise unterschieden sich Zahl und Menge der auftretenden

Derivate beim Passivraucher kaum von denen des Rauchers. Es bedarf weiterer Un-
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tersuchungen, um Verbindungen ausfindig zu machen, die Raucher von Nichtrauchern
unterscheiden. Auf diese Weise kann dazu beigetragen werden, das bei Rauchern
erhohte Krebsrisiko zu erkliren. Da das Verfahren eine sehr weitreichende Uberwachung
gestattet, ist es moglich, mehr iiber die Quellen aromatischer Amine zu erfahren. So
deutet das Auftreten vieler homologer Verbindungen auf eine wenig spezifische Bildung
hin, wie sie bei allen Arten von Verbrennungsprozessen zu finden sind. Moglicherweise
lassen sich anhand der Verteilung von monocyclischen zu annellierten Verbindungen

weitere Informationen iiber die Entstehungsbedingungen ableiten.

8.6 Quantifizierung

Fiir die Quantifizierung wurde iiber das gesamte Verfahren kalibriert. Dazu wurden die
Proben fiir die Kalibrierung genauso derivatisiert und extrahiert wie die zu bestimmen-
den Proben. Dies ist einerseits in Ermangelung der iodierten Standards erforderlich,
fithrt andererseits aber auch zu guten Resultaten, da sich Unregelméfigkeiten bei Deri-
vatisierung und Extraktion so kompensieren lassen. Im Anschluss an die Derivatisierung
wurden die Verbindungen durch automatisierte direkte Extraktion angereichert und mit
GC-MS bestimmt. Zum Vergleich wurde ebenso manuell extrahiert und die Derivate
mit GC-AED bestimmt. Auf diese Weise wurden verschiedene nitroaromatische Amine

im Abwasser von Riistungsaltlasten mit GC-MS und GC-AED bestimmt.

Bei automatisierter Extraktion erhédlt man fiir die nitrosubstituierten aromatischen
Amine mit durchschnittlich 5,5 % eine gute Reproduzierbarkeit (n= 8), wohingegen
die durchschnittlichen Relativen Standardabweichungen der Verbindungen ohne Nitro-
Substituenten nur 16,6 % betragen. Diese Unterschiede sind auf die Einstellung des
pH-Werts mit Natronlauge und Phosphat-Puffer zuriickzufiithren, die bei den Verbin-
dungen ohne Nitro-Substituenten zu einer allméhlichen Abnahme der Peakflachen fiihrt.
Durch Verwendung eines Internen Standards kehren sich die Verhé&ltnisse um. So betra-
gen die Relativen Standardabweichungen der Verbindungen ohne Nitro-Substituenten
durchschnittlich 16,5 % im Vergleich zu 8,0 % fiir die nitrosubstituierten (n= 8). Folglich

ist Anilin-d5 als Interner Standard nicht gleichermaflen fiir alle aromatischen Amine
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geeignet und es bedarf weiterer Verbindungen, um den individuellen Eigenschaften der

Analyten gerecht zu werden.

Demgegeniiber wurde bei manueller Extraktion der pH-Wert nach der Derivatisierung
durch Zugabe von Acetat-Puffer eingestellt. Statt eines alkalischen pH-Werts wur-
den die Proben einheitlich auf pHa5 eingestellt. Hier konnte anhand der Relativen
Standardabweichungen nicht mehr auf die Nitrosubstitution geschlossen werden.
Ohne Internen Standard wurde fiir die nitrosubstituierten Derivate eine Relative
Standardabweichung von 7,2 % bestimmt, verglichen mit 7,6 % bei den Verbindungen
ohne Nitro-Substituenten (n= 7). Dies gibt zugleich einen Eindruck von der hohen
Qualitdt der manuellen Extraktion, obwohl sich beispielsweise die Extraktionszeit und
die Position der Faser bei Extraktion und Desorption weniger gut regeln lieflen. Zu
der guten Reproduzierbarkeit trigt die verwendete Apparatur bei, mit der die Proben

gleichméfig geriihrt und thermostatisiert werden kénnen.

Die besten Ergebnisse wurden mit der Headspace-Extraktion erzielt. Mit einer durch-
schnittlichen Relativen Standardabweichung von 6,6 % ohne bzw. 5,5 % mit Internem
Standard macht sich die raschere Gleichgewichtseinstellung deutlich bemerkbar (n= 6).
Angesichts der zusétzlichen Derivatisierung sind die guten Reproduzierbarkeiten

gegeniiber herkémmlichen Verfahren um so hoéher zu bewerten.

Matrixverbindungen in Realproben kénnen sowohl die Derivatisierung als auch die
Extraktion beecinflussen (Aussalzeffekt). Die Wiederfindungsraten wichen ohne Inter-
nen Standard in einigen Féllen um mehr als 20 % gegeniiber Reinstwasser ab. Die
Abweichungen nahmen dabei mit zunehmender Matrixbelastung zu. Um diese zu
kompensieren, bedarf es geeigneter Interner Standards, deren Eigenschaften moglichst
gut mit denen der Analyten iibereinstimmen. Wichtig ist hier die Verwendung mehrerer
Verbindungen, da die Analyten unterschiedlich auf eine erhohte Salzkonzentration
ansprechen. Alternativ konnen Matrixeffekte auch durch Salzzugabe zu allen Proben
iiberdeckt werden. Davon ist bei direkter Extraktion abzusehen, da bei den erforder-
lichen Konzentrationen anhaftendes Salz rasch zu Ablagerungen im Insert-Liner und
einer Zerstorung der Faser fithren kann. Da bei Standardaddition eine einheitliche

Matrix zugrunde gelegt wird, lassen sich so Matrixeffekte am besten kompensieren. Bei
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Verwendung eines Internen Standards wurde eine gute Ubereinstimmung von Externer

Kalibrierung und Standardaddition gefunden.

Ausgehend von 10 mL Probe wurden mit automatisierter Extraktion und Bestim-
mung mit GC-MS fiir 15 der 18 Analyten Nachweisgrenzen zwischen 2 und 13 ng/L
erzielt. Lediglich bei 2A4,6DNT, 4A2,6DNT und 2,4DA6NT, die als letzte eluierten,
betrugen die Nachweisgrenzen 38 ng/L, 27 ng/L bzw. 30 ng/L. Dies ist weniger
auf ein vermindertes Signal sondern vielmehr auf ein hoheres Rauschen infolge des
bei den hoheren Temperaturen stiarkeren Saulenblutens zuriickzufithren. Damit sind
die Nachweisgrenzen fiir die chlorierten aromatischen Amine vergleichbar mit an-
deren SPME-Publikationen [205, ]. Fiir die polareren alkylierten und nitrierten
aromatischen Amine ist die Methode zumindest um eine Groéflenordnung empfindli-
cher [209, , |. Viele der Analyten wie die polaren Diaminotoluole wurden erstmals
mit SPME untersucht. Nachweisgrenzen im unteren ng/L-Bereich wurden auch fiir die
Festphasenextraktion berichtet, jedoch ist das benétigte Probevolumen deutlich grofier.
Zudem wurde fiir die Festphasenextraktion der Diamino-Verbindungen aufgrund der

hohen Polaritét ein rasches Durchbrechen berichtet [166, 174, 182].

Die sehr guten Nachweisgrenzen sind im Wesentlichen auf die Derivatisierung zuriick-
zufithren, mit der sich die Extrahierbarkeit der Analyten entscheidend verbessern
lasst. Dariiber hinaus sind die Massen der Derivate um 111 m/z gegeniiber den
Ausgangsverbindungen verschoben. Dadurch wird das Rauschen durch unspezifische
Fragmente vermindert und somit die Empfindlichkeit verbessert. Weiterhin tragen die

hohen Stoffumsétze bei der Derivatisierung zur guten Empfindlichkeit bei.

Angesichts der effizienten Anreicherung konnen die Derivate im fullscan-Modus detek-
tiert werden. Damit steht das gesamte Massenspektrum fiir eine sichere Identifizierung
zur Verfiigung. Ferner lassen sich auf diese Weise auch unbekannte Analyten nachweisen.
Dies ist besonders bei den etablierten Verfahren zur Bestimmung aromatischer Amine
in Urin nicht der Fall. Ublicherweise werden hier 5 mL Urin extrahiert, derivatisiert
und auf =40 pl. konzentriert, wovon 1 pl. aufgegeben werden. Folglich werden nur
2,5 % der zur Verfiigung stehenden Stoffmenge verwendet, weshalb fiir die erforderliche

Empfindlichkeit single ion monitoring (SIM) unabdingbar ist. Eine derart selektive
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Detektion ist fiir unbekannte Verbindungen von Nachteil, da sie so leicht nicht erfasst
und iibersehen werden. Demgegeniiber werden durch die in-situ Derivatisierung je nach
Analyt zwischen 12 und 30 % der Stoffmenge mit SPME angereichert. Diese Effizienz

ist mafgeblich fiir die Leistungsfdhigkeit des Verfahrens verantwortlich.

Mit der Massenspektrometrie mit negativer chemischer Ionisation (NCI-MS) bietet sich
eine Moglichkeit zur weiteren Verbesserung der Empfindlichkeit. Durch Anlagerung
eines Elektrons entstehen dabei zunichst Molekiilanionen, wobei die Empfindlichkeit
entscheidend vom Elektroneneinfangverhalten abhéngt. NCI-MS &hnelt damit der
Detektion mit einem Elektroneneinfangdetektor (electron capture detector, ECD), mit
dem Jod-Verbindungen gegeniiber Brom-, Chlor- und Fluor-Verbindungen die besten

Ergebnisse erzielten [379].

Fiir eine Quantifizierung der aromatischen Amine in Urin muss zunédchst der Einfluss
der Matrix auf Derivatisierung und Extraktion gepriift werden. Falls eine Kompensation
nicht moglich ist, konnen die Derivate {iber Standardaddition bestimmt werden. Da
in Urin sehr viele aromatische Amine auftreten, konnen nicht alle einzeln mit den
entsprechenden Standards quantifiziert werden. Es bleibt zu priifen, ob neben der Be-
schrankung auf die Verbindungen mit der hochsten Toxizitédt Alternativen zur Verfiigung
stehen. Eine Moglichkeit besteht in der Einfiihrung eines Summenparameters, mit dem
die Gesamtmenge lod der Derivate bestimmt wird. Dariiber hinaus bietet der AED
die Moglichkeit der verbindungsunabhéngigen Kalibrierung (compound-independent
calibration, CIC). Mit nur einer Iod-Verbindung lieBen sich so alle anderen bestimmen.
Dies scheitert bei dem présentierten Verfahren an der Festphasenmikroextraktion,
mit der die Verbindungen individuell angereichert werden. Demzufolge bedarf es einer
erschopfenden Extraktion, wie sie sich mit SPE oder Fliissig-fliissig-Extraktion erreichen
ldsst. Andererseits lédsst sich dies auch mit SPME durch mehrfache Extraktion erreichen,

wie die Arbeiten von SCHAFER et al. zur multiplen Headspace-Extraktion zeigen [313].
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Im Mittelpunkt der Arbeit stand die Analytik polarer Verbindungen, die sich nur schwer
extrahieren lassen. Am Beispiel aromatischer Amine wurde ein in-situ Derivatisierungs-
verfahren zur Verbesserung der Extrahierbarkeit entwickelt. Dabei wurden die Verbin-
dungen direkt in wéssriger Losung diazotiert und durch Zugabe von Iodid zu aromati-
schen Tod-Verbindungen umgesetzt. Die Polaritéit der Analyten wurde dadurch gemessen
an den Verteilungskoeffizienten um durchschnittlich 2 Grofenordnungen je Aminogrup-
pe vermindert, so dass selbst polare aromatische Amine sehr gut mit SPME angereichert

werden konnten.

Mit GC-MS wurden fiir die untersuchten aromatischen Amine Nachweisgrenzen im unte-
ren ng/L-Bereich erzielt. Durch die Detektion im fullscan-Modus war neben einer siche-
ren Identifizierung gleichzeitig der Nachweis unbekannter Verbindungen moglich. Dabei
geniigte ein Probevolumen von nur 10 mL, was zugleich die Voraussetzung zur Analyse
biologischer Matrices schaffte. Trotz der zusétzlichen Derivatisierung waren die Repro-
duzierbarkeiten mit denen etablierter Verfahren zur Bestimmung aromatischer Amine
vergleichbar. Durch die Verwendung Interner Standards lief§ sich der Einfluss von Ma-
trixverbindungen auf die Gleichgewichtseinstellung kompensieren. Mit dem Verfahren
konnten zahlreiche aromatische Amine erstmals mit SPME im Abwasser von Riistungs-

altlasten bestimmt werden.

Das Verfahren war auf ein breites Spektrum aromatischer Amine anwendbar, die sich
zusammen derivatisieren und analysieren lieBen. Neben alkylierten und halogenierten
aromatischen Aminen war die Derivatisierung gleichermaflen fiir desaktivierte nitrierte

und dinitrierte sowie Diamino-Verbindungen geeignet.

Die Derivate lieflen sich selektiv iiber den Iod-Substituenten mit GC-AED detektieren,
ohne dass Beeintrichtigungen durch Matrixkomponenten auftraten. Auf diese Weise lie-
Ben sich aromatische Amine schnell und einfach im Abwasser von Riistungsaltlasten

ausfindig machen.

Die Ubertragung auf komplexe Matrices erforderte zum Schutz der SPME-Faser die Ex-

traktion aus dem Headspace. Dabei wurde das Gleichgewicht rascher erreicht, so dass
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bereits nach 25 min die Extraktion vieler Analyten unter Gleichgewichtsbedingungen
erfolgte. Dadurch lielen sich fiir die Mehrzahl der Analyten die Empfindlichkeit und die

Reproduzierbarkeit weiter verbessern.

Mit dem Ziel einer umfassenden Untersuchung aromatischer Amine wurde das in-situ
Derivatisierung-SPME-Verfahren auf Urin angewendet. Nach saurer Hydrolyse wurde
eine Vielzahl iodierter Verbindungen in Urin gefunden. Die Derivatisierung erwies sich
dabei als hochgradig selektiv, da selbst in einer derart komplexen Matrix ausschliefSlich
die Derivate aromatischer Amine auftraten. Bei der Detektion der lod-Verbindungen
iiber GC-AED wurden keinerlei Stérungen durch biogene Iod-Verbindungen oder andere

Amine beobachtet.

Durch die parallele Detektion mit GC-AED/MS konnte anhand der Massenspektren
jedem lod-Signal ein aromatisches Amin zugeordnet werden. Durch den Vergleich der
lod-Spur des AED mit der Massenspur 127 m/z des MS war die Identifizierung be-
sonders einfach. Insgesamt konnte die Zahl der in Urin nachgewiesenen aromatischen
Amine erheblich erweitert werden. So wurden iiber das in-situ Derivatisierungsverfahren
mit GC-MS iiber 200 aromatische Amine als iodierte Derivate identifiziert. Es handel-
te sich vorwiegend um alkylierte und chlorierte Aniline. Neben den bislang bekannten
wurde eine Vielzahl homologer Verbindungen gefunden. Erstmals wurden neben den
Aminobiphenylen und Naphthylaminen zahlreiche alkylierte Homologe identifiziert. Das
Verfahren eignete sich zudem auch fiir die polaren Diamino-Verbindungen ebenso wie fiir
Aminophenole, von denen einige in Urin nachgewiesen wurden. Gleichzeitig wurden mit

Aminopyridinen und Aminochinolinen auch einige heteroaromatische Amine gefunden.

In Zukunft soll das Verfahren durch den umfassenden Vergleich von Rauchern und Nicht-
rauchern helfen, das bei Rauchern erhéhte Krebsrisiko zu erkldren. Dazu soll das Verfah-
ren erweitert und auch die Amine einbezogen werden, die nur durch direkte Extraktion
erfasst werden. Vor der Quantifizierung der Verbindungen in Urin, ist eine genaue Un-
tersuchung der Hydrolyse-Bedingungen erforderlich. Zur Verbesserung der Empfindlich-
keit soll das Elektroneneinfang-Verhalten der Iodide bei der massenspektrometrischen
Detektion mit negativer chemischer Ionisation (NCI-MS) untersucht und die geringe

Fragmentierung der Derivate fiir MS/MS-Experimente genutzt werden.
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10 Experimenteller Teil

10.1 Geriate
Varian GC-MS-Geréat

Gerét: GC Star 3800 mit Saturn 2000 ion-trap MS (Varian, Darmstadt)
EI (70 V)
Transferline: 280 °C, Manifold: 55 °C, Trap: 200 °C

Autosampler: Varian 8200CX mit SPME Kit III

Injektor: Varian 1079 PTV-Injektor

Insert-Liner:  Fokus-Liner, 3,4 mm ID, mit Quarzwolle gefiillt von SGE (Darmstadt)
SPME-Liner, 0,8 mm ID, mit Siltek-Deaktivierung von Restek (Bad
Homburg v.d.H)

Trennsdulen: DB-5ms; 30 m, 0,25 mm ID, 0,1 um Filmdicke von J&W (Waldbronn)
Stx-CLPesticides, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 pm Filmdicke mit Siltek
Deaktivierung von Restek (Bad Homburg v.d.H.)

Software: Varian Saturn GCMS Workstation Version 5.40

HP GC-AED-Gerit

Gerit: GC 6890 mit AED G 2350A von Hewlett-Packard (Waldbronn)
Transferline: 260°C, Cavity: 250°C
Helium Supply Pressure: 30 psi, Cavity Pressure: 2,0 psi
Autosampler: HP 7673 fiir Fliissiginjektion
Injektor: EPC split/splitless Injektor
Insert-Liner:  Splitless-Liner, 4 mm ID, gefiillt mit Quarzwolle
SPME-Liner, 0,8 mm ID von Supelco (Taufkirchen)
Trennsdule:  Stx-CLPesticides, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 wm Filmdicke mit Siltek
Deaktivierung von Restek (Bad Homburg v.d.H)
HP5, 30 m, 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke von Hewlett Packard
Software: GC ChemStation Rev. A.03.03
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JAS GC-AED/MS-Gerit

Gerét:
AED:

MSD:

Injektor:
Trennsaule:
Transfersaule:

Software:

GC 6890 mit AED G 2350A und MSD 5973inert von JAS (Moers)
Transferline: 280°C, Cavity: 300°C

Helium Supply Pressure: 30 psi, Cavity Pressure: 1,5 psi

EI (70 eV), Multiplier-Spannung: 1200 V

Ionenquelle: 230°C, Transferline: 260°C

UNIS 2100 PTV-Injektor von JAS (Moers)

DB5, 60 m, 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke von Agilent (Waldbronn)
MSD: 1 m, 0,1 mm ID; AED: 6 m, 0,25 mm ID

GC ChemStation Rev. A.10.02, MSD ChemStation Rev. D.01.00

Thermo Finnigan GC-MS-Gerit

Gerat:

Injektor:
Insert-Liner:
Trennsaule:

Software:

Trace DSQ von Thermo Finnigan (Austin, Texas)
EI (70 eV), Multiplier-Spannung: 1000 V
Transferline: 250°C, Tonenquelle: 220°C
PTV-Injektor

Siltek liner, 2 mm ID, Restek (Bad Homburg v.d.H.)
DB-5, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke
Xcalibur 1.4 SR1 mit NIST MS Search, Version 2.0

Gynkotek HPLC-Geriét

Geriit:
Pumpe:
Entgaser:
Autosampler:
Detektor:
Trennséule:

Software:

HPLC-UV von Gynkotek (Germering)

M 480

ERC-3315

Gina 50

UV-Detektor 160S

Purospher RP18 (125 x 3 mm, 5 um, Merck, Darmstadt)
Gynkosoft Version 5.50
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10.1.1 Sonstige Gerite

Magnetrithrer MR 3001 K von Heidolph (Schwabach)
Temperaturregler EKT 3000 von Heidolph (Schwabach)
Laborriihrer RZR 1 von Heidolph (Schwabach)

Pipetten von Eppendorf (Hamburg)

Probenkonzentrator Turbo Vap LV von Zymark (Idstein)
Umwélzthermostat VC5 von Julabo Labortechnik GmbH (Seelbach)
Wasserbad 3044 von Kéttermann (Héangisen)

Schiittler 4010 von Kéttermann (Héngisen)

Analysenwaage BP301S von Satorius (Gottingen)
Ultraschallbad Sonorex Super RK255H von Bandelin (Berlin)
pH-Meter CG840 von Schott (Hofheim)

Rithrfische 15x4,5mm, Roth (Karlsruhe)

10.1.2 SPME-Fasern

Filmdicke Bezeichnung Beschichtung

100 pm PDMS Polydimethylsiloxan

85 um PA Polyacrylat

65 um PDMS/DVB Polydimethylsiloxan /Divinylbenzen “
75 pm Car/PDMS Carboxen/Polydimethylsiloxan

65 pm CW/DVB Carbowax/Divinylbenzen °

Divinylbenzen /Carboxen /Polydimethylsiloxan,
50/30 um  DVB/Car/PDMS
Stableflex-Faser

¢ wahlweise auch als StableFlex-Faser mit 65 um bzw. ® 70 um Dicke; alle von Supelco (Taufkirchen)




230

EXPERIMENTELLER TEIL

10.2 Chemikalien

Tabelle 44: Verwendete Grundchemikalien mit Angabe der Bezugsquelle und der

Reinheit
Chemikalien Bezugsquelle; Reinheit
Amidosulfonséure Aldrich; A.C.S.-Reagenz
Ammoniak Baker, 25 %ig; p.a.
Dichlordimethylsilan Merck-Schuchardt; frisch destilliert
Ethylacetat Merck; fiir die HPLC
n-Hexan Acros; frei von halogenierten Kohlenwasserstoffen
Iodpentafluorbenzol Aldrich; 99 %
lodwasserstoffsaure Aldrich, 55%ig, unstabilisiert; A.C.S.-Reagenz

di-Kaliumhydrogenphosphat
Lithiumchlorid

Methanol
Natrium-di-hydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumacetat

Natriumazid
Natriumhydroxid
Natriumnitrit

Natriumsulfit

Salzsaure

Toluol
2-Trifluormethyliodbenzol

Wasser

Riedel-de-Haén; p.a.

Roth; p.a.

Merck oder Baker; fiir die HPLC
Merck; p.a.

Riedel-de-Haén; p.a.

Baker, wasserfrei; p.a.

Fluka; p.a.

Fluka; p.a.

Riedel-de-Haén; p.a.

Merck; p.a.

Riedel-de-Haén, 37 %ig; A.C.S.-Reagenz
Merck; p.a.

Aldrich; 99 %

iiber Millipore Qp,s 185 gereinigt
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Tabelle 45: Als Referenzsubstanzen verwendete aromatische Amine mit Abkiirzung, Bezugs-

quelle und Gefahrensymbol. Fiir eine eindeutige Zuordnung sind die CAS-Nummern angegeben.

Abkiirzung Substanz CAS-Nr. Bezugsquelle Gefahren-
symbol
A-db Anilin-d5 4165-61-1  Aldrich T,N
A Anilin 62-53-3 Aldrich ¢ TN
4AT 4- Aminotoluol 106-49-0 Fluka TN
2,6DMA 2,6-Dimethylanilin 87-62-7 Aldrich T,N
3,5DMA 3,5-Dimethylanilin 108-69-0 Aldrich T,N
2,4,6TMA 2,4,6-Trimethylanilin 88-05-1 Aldrich T+
4TPA 4-Isopropylanilin 99-88-7 Aldrich Xi
2E6MA 2-Ethyl-6-methylanilin 24549-06-2  Aldrich Xn
2,6DEA 2,6-Diethylanilin 579-66-8 Aldrich Xn
2CA 2-Chloranilin 95-51-2 Riedel-de-Haén T,N
4CA 4-Chloranilin 106-47-8 Riedel-de-Haén TN
4C2MA 4-Chlor-2-methylanilin 95-69-2 Riedel-de-Haén T
2,4ADCA 2,4-Dichloranilin 554-00-7 Riedel-de-Haén T,N
2,6DCA 2,6-Dichloranilin 608-31-1 Riedel-de-Haén TN
3,4ADCA 3,4-Dichloranilin 95-76-1 Riedel-de-Haén TN
2,4,5TCA 2,4,5-Trichloranilin 636-30-6 Riedel-de-Haén TN
3C4AFA 3-Chlor-4-fluoranilin 367-21-5 Riedel-de-Haén Xn
1,3DAB 1,3-Diaminobenzol 108-45-2 Aldrich T,N
2,4DAT 2,4-Diaminotoluol 95-80-7 Promochem TN
2,6DAT 2,6-Diaminotoluol 823-40-5 Aldrich Xn,N
1,5DANa 1,5-Diaminonaphthalin 2243-62-1  Avocado Xn,N
4,4 MDA 4,4’-Methylendianilin 101-77-9 Fluka T,N
1NaA 1-Naphthylamin 134-32-7 Merck TN
2NaA 2-Naphthylamin 91-59-8 Aldrich TN
2AB 2-Aminobiphenyl 90-41-5 Aldrich Xn

@ frisch destilliert; ® synthetisiert nach |

J; ¢ umkristallisiert.
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Tabelle 45: Als Referenzsubstanzen verwendete aromatische Amine mit Abkiirzung, CAS-Nr.,

Bezugsquelle und Gefahrensymbol (Forts.)

Abkiirzung Substanz CAS-Nr. Bezugsquelle Gefahren-
symbol
4AB 4-Aminobiphenyl 92-67-1 Aldrich T
3NA 3-Nitroanilin 99-09-2 Baker T
4ANA 4-Nitroanilin 100-01-6 Baker T
3,5DNA 3,5-Dinitroanilin 618-87-1 Riedel-de-Haén T
2A3NT 2-Amino-3-nitrotoluol 570-24-1 Merck TN
2AANT 2-Amino-4-nitrotoluol 99-55-8 Aldrich T
2A5NT 2- Amino-5-nitrotoluol 99-52-5 Janssen TN
2A6NT 2-Amino-6-nitrotoluol 603-83-8 Aldrich TN
4A2NT 4- Amino-2-nitrotoluol 119-32-4 Janssen TN
4A3NT 4- Amino-3-nitrotoluol 89-62-3 Janssen TN
2F5NA 2-Fluor-5-nitroanilin 369-36-8 Aldrich F.Xi
2,5DM4NA 2 5-Dimethyl-4-nitroanilin  3460-29-5  Hochst ¢
3,5DM4NA  3,5-Dimethyl-4-nitroanilin = 34761-82-5 Hochst ©
2A4,6DNT 2-Amino-4,6-dinitrotoluol ~ 35572-78-2 Promochem T
4A2,6DNT 4-Amino-2,6-dinitrotoluol  19406-51-0 Promochem T
2,4DA6NT 2,4-Diamino-6-nitrotoluol  6629-29-4  Promochem T
2,6DA4ANT 2,6-Diamino-4-nitrotoluol ~ 59229-75-3 °

@ frisch destilliert; ® synthetisiert nach [

|; ¢ umkristallisiert.

Die Verbindungen lagen in der hochsten erhéltlichen Qualitdt vor oder wurden vor
der Verwendung destilliert. Soweit vom Hersteller nicht anders angegeben, wurden

Feststoffe bei Raumtemperatur aufbewahrt und Fliissigkeiten bei 4°C gekiihlt gelagert.
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Tabelle 46: Als Referenzsubstanzen verwendete Pestizide mit CAS-Nr. und Bezugsquelle

Substanz CAS-Nr. Bezugsquelle Gefahrensymbol
Atrazin 1912-24-9 Riedel-de-Haén Xn
Ethofumesat 26225-79-6 Promochem Xn
Fenpropimorph 67564-91-4 Riedel-de-Haén -
Lindan v-HCH 58-89-9 Promochem TN
Parathion-ethyl 56-38-2 Riedel-de-Haén T+,N
Pendimethalin 40487-42-1 Promochem Xn
Pirimicarb 23103-98-2 Riedel-de-Haén T
Propazin 139-40-2 Promochem Xn
Prosulfocarb 52888-80-9 Riedel-de-Haén Xn
Sebuthylazin 7286-69-3 Riedel-de-Haén -
Terbuthylazin 5915-41-3 Riedel-de-Haén Xn
Terbutryn 886-50-0 Promochem -
Trifluralin 1582-09-8 Riedel-de-Haén Xi

10.3 Verwendete Losungen

10.3.1 Herstellung der Stammldsungen

Es wurden Stammlosungen von allen in den Tab. 45 und 46 aufgefithrten Verbindungen
hergestellt. Dazu wurden jeweils ca. 10 mg in einem Wégeschiffchen eingewogen und in
einen 10 mL Messkolben {iiberfiithrt. Es wurde bis zur Markierung mit Methanol auf-
gefiillt. Die Losungen wurden in 25 mL Vials bei -20°C aufbewahrt.

Die Konzentration der Analyten in den Stammlosungen betrug ca. 1 g/L.

10.3.2 Herstellung der Standard-Loésungen

Von einer Auswahl der Stammlésungen wurden verdiinnte Arbeitsstandards hergestellt,
indem je 250 pL der Stammldsung in einem 25 mL-Messkolben mit Methanol verdiinnt
und bis zur Markierung aufgefiillt wurden. Die so hergestellten Standards mit einer

Analytkonzentration von 10 mg/L wurden in 25 mL Vials bei -20°C aufbewahrt.
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Auf diese Weise wurden Losungen der in den Tab. 10, 19, 25 und 32 auf den Seiten
67, 89, 123 und 167 aufgefiihrten Analyten (abgesehen von den als Interne Standards

gekennzeichneten Verbindungen) hergestellt.

10.3.3 Losungen fiir die Kalibrierung

Zur Bestimmung der Elsnig-Proben mit GC-AED wurde ein Standard hergestellt,
der an die Konzentrationsverhéltnisse in den Realproben angepasst war und alle 19
in Tab. 25 auf Seite 123 aufgefithrten Analyten enthielt. Abgesehen von den beiden
Aminodinitrotoluolen, von denen jeweils 1000 uL. zugegeben wurden, wurden je 100 pL
der Stammlésung in einen 10 mL Messkolben pipettiert. Es wurde bis zur Markierung
mit Millipore-Wasser aufgefiillt und die Losung in einem 25 mL Vial bei 4°C aufbewahrt.
Die Konzentration der Analyten betrug 10 mg/L sowie 100 mg/L im Fall von 2A4,6DNT
und 4A2,6DNT.

Fiir die Kalibrierung wurden Verdiinnungen verwendet, die wie folgt hergestellt wurden:
Die angegebenen Konzentrationen gelten fiir die Mehrzahl der Analyten, wihrend fiir
die beiden Aminodinitrotoluole eine 10fach hohere Konzentration angenommen werden
kann:
Std I (8= 1000 pg/L): 1000 pL Std (10 mg/L) mit Wasser auf 10 mL verdiinnt.
Std II (8= 500 pg/L): 500 puL Std (10 mg/L) mit Wasser auf 10 mL verdiinnt.
Std IIT (8= 100 pg/L): 1000 pL Std I (1 mg/L) mit Wasser auf 10 mL verdiinnt.
Std IV (8= 50 ug/L): 1000 pL Std II (0,5 mg/L) mit Wasser auf 10 mL verdiinnt.

(

Std V. (8= 20 ng/L): 200 puL Std I (1 mg/L) mit Wasser auf 10 mL verdiinnt.

Fiir die Kalibrierung wurden 10 mL Wasser mit jeweils 100 puL der Standards I - V
dotiert sowie mit jeweils 100 pL der Internen Standards IPFB (500 pg/L), 2TFMIB
(500 pg/L), 3C4FA (250 pg/L) und 2F5NA (250 pg/L) versehen. Abgesehen von den
Aminodinitrotoluolen lagen alle Analyten in den Kalibrierproben dementsprechend in

Konzentrationen von 0,2 bis 10 ug/L vor.

Fiir die Bestimmung der Stadtallendorf-Proben mit GC-MS wurden folgende Losungen
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verwendet: Ausgehend von dem Standard, der die 19 in Tab. 32 auf Seite 167 aufgefiihr-
ten Analyten in einer Konzentration von 10 mg/L enthielt, wurden eine Reihe von
Verdiinnungen hergestellt: Dazu wurden mit Hamilton-Spritzen die jeweiligen Volumina
(12,5 mL, 2,5 mL, 1 mL, 250 ul, 125 uL, 25 pL) in 25 mL Messkolben pipettiert und
bis zur Markierung mit Methanol aufgefiillt. Die Losungen wurden in 25 mL Vials bei
-20°C aufbewahrt. Die Konzentrationen in den 6 Losungen betrugen 5 mg/L, 1 mg/L,
0,5 mg/L, 0,1 mg/L, 0,05 mg/L bzw. 0,01 mg/L.

Jede der 6 Losungen wurde weiterhin im Verhéltnis 1:10 verdiinnt, indem 2,5 mL mit
einer Hamilton-Spritze in einen 25 mL Messkolben gegeben wurden. Es wurde mit
Millipore-Wasser bis zur Markierung aufgefiillt. Die Lésungen wurden in 25 mL Vials
umgefiillt und bei -20°C gelagert. Die Verdiinnungen deckten einen Konzentrationsbe-
reich von 1 bis 500 ug/L ab. Wie oben beschrieben wurden bei der Kalibrierung jeweils
100 pL zu einer 10 mL Probe gegeben.

10.3.4 Losungen fiir die Standardaddition

Fiir die Standardaddition wurden die Dotierungslosungen individuell an die Konzen-
trationsverhéltnisse in den Realproben angepasst. Die Analyten wurden zu Gruppen

gleicher Konzentration zusammengefasst.

Von jeder Gruppe wurden zwei Losungen hergestellt, die die aromatischen Amine in
Konzentrationen von 10 mg/L und 500 pg/L enthielten. Dazu wurden fiir die Losungen
mit einer Konzentration von 10 mg/L je 100 uL der entsprechenden Stammlésungen
in einen 10 mL Messkolben pipettiert und mit Wasser bis zur Markierung aufgefiillt.
500 pL wurden zur Herstellung der 500 pg/L Losung entnommen und im Messkolben
auf 10 mL verdiinnt. Durch Mischen und Verdiinnen der Gruppen wurden schliefflich

die 4 Dotierungslosungen hergestellt.

In diesen waren die Verbindungen der Gruppe I, 2A6NT, 4A2NT und 3,5DNA, in
Konzentrationen zwischen 50 und 1000 pg/L enthalten. Gruppe II bildete 4A2,6DNT
mit einem Bereich von 100 bis 5000 pg/L und Gruppe II1 2A4,6DNT mit 50 - 2500 pg/L.
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Die verbleibenden 14 der in Tab. 25 auf Seite 123 aufgefithrten Verbindungen wurden
zu Gruppe IV mit einem Konzentrationsbereich von 20 - 500 pg/L zusammengefasst.
Die Konzentrationen wurden so gewdhlt, dass bei einem Probevolumen von 10 mL
einheitlich mit 100 uL der Losungen versetzt wurde. Die Losungen wurden in 25 mL

Vials bei 4°C aufbewahrt.

10.3.5 Herstellung der Pufferlésung

Fiir die Herstellung eines Phosphat-Puffers (c= 10 mmol/L) mit einem pH-Wert von
7 wurden in einem 1 L Messkolben wurden 410 mg Kalium-di-hydrogenphosphat und
1250 mg di-Natriumhydrogenphosphat gelést und bis zur Markierung mit Wasser
aufgefiillt.

10.4 Optimierte Verfahren

10.4.1 Konditionierung der SPME-Fasern

Die Konditionierung der SPME-Fasern erfolgte in Anlehnung an die Herstellerangaben.
Die Fasern wurden unter den in Tab. 47 angegebenen Bedingungen im Injektor bei
einem konstanten Heliumstrom von 1,2 mL/min ausgeheizt. Die GC-Ofentemperatur

betrug wahrenddessen 300 °C.

10.4.2 Reinigung der Glasgerite und Silanisierung

Die Vials wurden vor der Silanisierung ausfiihrlich gereinigt. Zunéchst wurden sie dazu
mit einer Biirste und Spiilmittel gereinigt und anschliefend sorgfiltig zunéichst mit
Leitungswasser und dann mit bidest. Wasser gespiilt. Nach dem Abtropfen wurden die
Vials mehrfach mit einem 1/1-Gemisch aus Ethanol und Aceton (V/V) nachgespiilt,

das zuvor zweimal destilliert worden war. Die Glasgerédte wurden im Trockenschrank
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mehrere Stunden auf 150°C erhitzt.

Fiir die Silanisierung wurden die Vials nach dem Abkiihlen in eine Glaskammer mit
Deckel gestellt, die zuvor mit einer Losung von 220 mL Dichlordimethylsilan in 1300 mL
Toluol p.a. befiillt wurde. Das Silan wurde vor der Verwendung destilliert. Nach 24 h
wurden die Glasgerdte entnommen und mehrfach mit dem Ethanol-Aceton-Gemisch
gespiilt. Zur weiteren Reinigung wurden die Vials mit bidest. Wasser gewaschen
und mehrere Stunden auf 150°C erhitzt. Danach wurden sie mit einer Schraubkappe

verschlossen aufbewahrt.

Die Riihrfische wurden nach der Extraktion mit Wasser abgespiilt und anschlieend
mehrere Stunden in einem Soxhleth-Extraktor mit dem Aceton-Ethanol-Gemisch

kontinuierlich gereinigt.

10.4.3 Vorbereitung der Urinproben

Nach dem Auftauen und Homogenisieren der Probe wurden 20 mL entnommen und in
ein 30 mL Braunglas-Vial gefiillt. Es wurden 100 pL 3C4FA (250 pg/L) als Interner
Standard zugegeben und mit 10 mL konz. Salzsédure angesduert. In einem Umwélzther-
mostaten, der mit Polyethylenglykol betrieben wurde, wurde die Probe 12 h bei 110°C
erhitzt.

Nach dem Abkiihlen wurde in einen 100 mL Erlenmeyer-Kolben umgefiillt und 20 mL

Tabelle 47: Konditionierung der SPME-Fasern

SPME-Faser Konditionierungsbedingungen
85 um PA 300°C fiir 150 min

100 um PDMS 250°C fiir 70 min

65 um PDMS/DVB 260°C fiir 45 min

75 um CAR/PDMS 250°C fiir 45 min

70 um CW/DVB 250°C fiir 45 min

50/30 um DVB/CAR/PDMS 270°C fiir 240 min




238 EXPERIMENTELLER TEIL

Natronlauge (10 mol/L) zugeben. Der entstandene Niederschlag wurde iiber Filterpa-
pier abgetrennt. Das Filtrat wurde in einem 50 mL Tropftrichter (ohne Gasausgleich)
mit PTFE-Kiiken aufgefangen. Die Probe wurde 3x mit jeweils 5 mL Diethylether
ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden vor der Riickextraktion in
einem 17 mL Vial mit 2 mL Natronlauge (0,1 mol/L)gewaschen und im Wasserbad leicht
eingeengt. Dann wurde die Probe mit 5 mL Wasser versetzt und nach dem Ansduern
mit 100 pL konz. Salzsdure ausgeschiittelt. Nach 5Sminiitiger Extraktion wurde die
organische Phase verworfen. Losungsmittelreste in der wéssrigen Phase wurden in einem

Probenkonzentrator bei 60°C innerhalb von 5 min im Stickstoff-Strom entfernt.

Die Probe wurde anschlielend derivatisiert oder bis dahin bei 4°C aufbewahrt.

10.4.4 Derivatisierung

In ein 25 mL Vial wurden mit einer Vollpipette 10 mL der wéissrigen Probe gefiillt.
Es wurden 100 pL Anilin-d5 (50 pg/L, in Wasser) als Interner Standard zugeben. Bei
Proben fiir die Kalibrierung wurden zusétzlich 100 uL des entsprechenden Standards zu-
gesetzt. Fiir die Zugabe der Reagenzien wurden die entsprechenden Eppendorf-Pipetten

verwendet.

Die Proben wurden mit 200 uL 55 %iger, unstabilisierter [odwasserstoffsdure angeséuert
und 200 pL Natriumnitrit-Losung (= 50 g/L) zugefiigt. Die Vials wurden 20 min
geschiittelt. Anschliefend wurde 1 mL Amidosulfonséure (5= 50 g/L) zugegeben und
die Proben weitere 45 min geschiittelt. Nach 5 min im Wasserbad bei 95°C liel man auf
Raumtemperatur abkiihlen und fiigte 250 uL einer geséttigten Natriumsulfit-Losung zu.
Durch Zugabe von 250 pL di-Kaliumhydrogenphosphat-Losung (c= 0,25 mol/L) sowie
400 pL Natronlauge (c= 5 mol/L) wurde der pH-Wert auf pH 9 eingestellt. Alternativ
wurde der pH-Wert durch Zugabe von 1000 uL geséttigter Natriumacetat-Losung auf 5

eingestellt.

Bei Derivatisierung von 5 mL Probe wurde entsprechend vorgegangen und alle Volumina

wurden halbiert.
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Fiir den Essigsdurethylester- bzw. Hexan-Extrakt wurden 2 mL zugegeben und das Vial
5 min geschiittelt. Nach der Phasentrennung wurde 1 mL der organischen Phase in ein

1,5 mL Autosampler-Vial pipettiert.

10.4.5 Derivatisierung-SPME

Im Anschluss an die Derivatisierung wurden die Proben bei Verwendung eines Auto-
samplers in geeignete 13 mL Vials umgefiillt und mit Aluminiumfolie und Bérdelkappe
verschlossen. Unter optimierten Bedingungen wurde die Probe mit einer 65 um
PDMS/DVB-Faser 30 min direkt extrahiert. Die Durchmischung der Probe erfolgte
durch Vibration der Faser. Unmittelbar nach der Extraktion wurde die Faser im
Injektor des GC thermodesorbiert. Dazu wurde ein Siltek-desaktivierter SPME-Liner
mit 0,8 mm ID verwendet. Fiir eine vollstdndige Desorption wurde die Faser 5 min
im Injektor belassen. AnschlieBend wurde die néchste Probe wéhrend des GC-Laufs
extrahiert (prep ahead-Modus). Angesichts der Abreicherung der Analyten wurde jede

Probe nur einmal extrahiert.

Bei manueller SPME wurden die Proben in den Vials belassen und nur die Schraub-
kappen durch Lochdeckel ersetzt. Es wurde ein 15x4,5 mm Riihrfisch zugefiigt und
die Probe in die Extraktionsapparatur eingesetzt. Die Probe wurde bei maximaler
Umdrehungszahl von 1250 U/min geriihrt und nach einer Vorwérmzeit von 4 min die
Faser eingebracht. Bei direkter Extraktion wurde bei Raumtemperatur extrahiert und
das Septum am Rand der Lochkappe durchstochen. Dadurch befand sich die Faser in

einem stirker geriihrten Bereich.

Bei Headspace-Extraktion wurde die Probe auf 60°C thermostatisiert und nach 4 min
Vorwéarmzeit die Faser mittig in den Dampfraum eingebracht. Die Extraktion erfolgte
gleichfalls unter Riithren bei maximaler Umdrehungszahl. Die Proben wurden 25 min
bzw. 30 min manuell extrahiert und die Fasern anschlieend mit dem SPME-Inlet-Guide
als Fithrungshilfe im Injektor des GC fiir 5 min thermodesorbiert. Auch hier wurde die

nachste Probe bereits wahrend des GC-Laufs extrahiert.
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10.4.6 Depletion-SPME

Die Abreicherungs-Experimente wurden in 13 mL Autosampler-Vials durchgefiihrt. Die
Gefafle wurden mit 13 mL Losung befiillt und mit Aluminiumfolie und Bérdelkappe

verschlossen. Bis zur Bestimmung wurden sie bei 4°C aufbewahrt.

Fiir die Extraktion mittels Autosampler wurden die Proben fiir jeweils 20 min extrahiert.
Die gesamte Extraktion, bei der die Proben durch Vibration der Faser durchmischt
wurden, sowie die Probenaufgabe erfolgten automatisiert. Fiir die Desorption wurde ein
SPME-Liner mit 0,8 mm ID und Siltek-Deaktivierung verwendet. Um Verschleppung
zu vermeiden, wurden die Fasern 5 min im Injektor belassen. Bereits wihrend des
GC-Laufs wurde die néchste Probe extrahiert (prep ahead-Modus), die unmittelbar
nach Ende der Extraktion aufgegeben wurde. Auf diese Weise wurde jede Probe mit

der gleichen Faser zwischen 6 und 9x extrahiert.

10.5 Realproben

10.5.1 Wasserproben von Riistungsaltlasten

Die untersuchten Proben stammen von der Riistungsaltlast Elsnig in Sachsen. Sie
wurden einer Pilotanlage zur Wasseraufbereitung an verschiedenen Stellen entnommen.
Die Proben wurden in 0,5 L bzw. 1 L Braunglasflaschen bei 4°C aufbewahrt. Tab. 48
fasst pH-Wert, Leitfdhigkeit und Farbe der Proben zusammen. Zur Stabilisierung wurde

den Proben 0,5 g/L Natriumazid zugesetzt.

Dariiber hinaus wurden zwei Proben der Riistungsaltlast Stadtallendorf in Hessen
untersucht. Die Proben der TRI-Halde wurden dem Abschopfbrunnen ASB 3 bzw. dem
Beobachtungsbrunnen P 2 am 6. Februar 2002 entnommen und in 2,5 L. Braunglas-
flaschen bei 4°C gelagert. Die Probe von P 2 war gelblich triib mit einem pH-Wert
von 5,7 und einer Leitfihigkeit von 0,28 mS/cm. Die klare Probe von ASB 3 zeigte
einen pH-Wert von 5,9 und eine Leitfdhigkeit von 0,15 mS/cm. Da die Untersuchung

dieser Proben unmittelbar nach der Probenahme erfolgte, wurde auf die Zugabe von
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Natriumazid verzichtet.

Tabelle 48: Untersuchte Wasserproben der Riistungsaltlast Elsnig vor und nach Durch-

laufen der Wasseraufbereitungsanlage

Bezeichnung pH-Wert Leitfiahigkeit Farbe
/(mS/cm)

Rohwasser 227 - 110 - 00 7,26 1,39 farblos
Rohwasser UTT Probe 2 6,88 1,42 farblos
Rohwasser UTT 08 10 2003 6,87 1,17 farblos
Rohwasser nach MF HGN 08 10 2003 6,87 1,13 farblos
Bioabbau 2003 11 21 - 14.46 6,64 1,86 gelblich, triib
Bioabbau 2003 11 21 - 13.46 7,21 2,69 gelblich
Bioabbau 2003 11 19 - 14.44 6,44 2,16 leicht gelblich
Bioabbau 2003 11 19 - 14.43 6,51 1,78 gelblich, triib
Bioabbau 2003 11 19 - 13.43 7,19 2,70 gelblich

10.5.2 Probenahme und Lagerung des Urins

Die Probenahme erfolgte in 100 mL PE-Flaschen. Zur Untersuchung der Stabilitét

der aromatischen Amine in Urin wurden die Flaschen vor der Probenahme mit 5 mL

Salzsdure (6 mol/L) bzw. 50 ug 4AT + 5 mL Salzsdure (6 mol/L) versehen. Unmittelbar

nach der Entnahme wurden die Proben eingefroren und bei -20°C gelagert.
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Anhang

12.1 Massenspektren der Derivate
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Derivat von 2,4-Diaminotoluol: 2,4-Diiodtoluol
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Derivat von 2-Amino-6-nitrotoluol: 2-Iod-6-nitrotoluol
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Derivat von 4-Amino-2,5-dinitrotoluol: 4-Iod-2,6-dinitrotoluol
MZ: 308; C,H,IN,O, ON NO,
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Derivat von 3,5-Dinitroanilin: 1-Iod-3,5-dinitrobenzol I
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Derivat von 2,4,5-Trichloranilin: 1,3,4-Trichlor-6-iod-benzol

1
MZ: 306; C;H,CLI .
rel. Int.

) Cl 308 4
100%-] a E
75%—] é
50% =
25%— 74 143 179 é

‘ 109 127 ]
0% L 1‘ ! 1 “lﬂ “ 1 ‘HL ‘Hhx HJ il L L Hn %
100 150 200 250 300 m/z
Derivat von 3-Chlor-4-fluoranilin: 1-Chlor-2-fluor-4-iodbenzol I
MZ: 256; C,H,CIFI
rel. Int.
Cl 256 .
100% F ?
75% =
0/, — j
50% 129 B
25%— 109 é
3 74 93 E
146 ]
0% 1 l 1‘1 L 1“ ‘ l ‘A 1‘ | ‘ f
1bo 150 2b0 2%0 mlz |

Derivat von 2-Naphthylamin: 2-Iodnaphthalin

MZ: 254; C,,H,1 I
rel. Int.

100%

254
75%
50%] 127

25%

SR PR MR ! l

[ I T FRTRTTTTY FETRTETI PYRTETI I




12.1 Massenspektren der Derivate 281
Derivat von 2-Aminobiphenyl: 2-Iodbiphenyl
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12.3 Chromatogramm der Urinprobe eines Rau-
chers

Abbildung 61 (gegeniiberliegende Seite): Chromatogramm der Urinprobe eines Rauchers,
die sauer hydrolysiert, ausgeschiittelt und derivatisiert wurde (vgl. Kap. 7.3.5). Die De-
rivate wurden bei 60°C 25 min mit einer 65 ym PDMS/DVB-Faser aus dem Headspace
extrahiert und mit GC-MS bestimmt (vgl. Tab. 29). Dargestellt sind die vergréferten
Ausschnitte aus dem Chromatogramm der Massenspur 127 m/z. Die Nummern der Ver-
bindungen beziehen sich auf Tab. 30 auf Seite 158.
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