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Zusammenfassung

Trennung von Carbamatpestiziden mit der Hochdruckfliissigkeitschromatographie
sowie ihre spektralphotometrische und elektrochemische Detektion

In der vorliegenden Arbeit ist die Trennung der fiinf Carbamatpestizide Carbaryl,
Propham, Chlorpropham, Barban und Chlorbufam in wéfirigen Ldsungen unter
Verwendung der Hochdruckfliissigkeitschromatographie beschrieben. Der Nachweis der
aufgetrennten Substanzen erfolgte sowohl mit einem elektrochemischen (HPLC/ELCD)
als auch mit einem Diodenarray Detektor (HPLC/UV),

Als Eluentenphase wurden unterschiedliche pH-Wert gepufferte Acetonitril/Wasser
Mischungen eingesetzt, mit dem Ziel, die Hydrolyseempfindlichkeit der
Carbaminséureester zu verringern.

Mit beiden Detektionssystemen (HPLC/ELCD und HPLC/UV) wurden die
Kalibrierkurven und Nachweisgrenzen der fiinf Pestizide bestimmt, die im Bereich von
10 bis 90 ppb liegen. Es zeigte sich, daB der elektrochemische Detektor eine um einen
Faktor 3 bessere Nachweisgrenze besitzt als der Diodenarray-Detektor, dennoch konnte
der giiltige Grenzwert von Pestiziden in Trinkwasser von 0,1 pg/l (0,1 ppb) fiir die
Einzelsubstanz nicht ohne Voranreicherung erreicht werden.




Summary

Trace determination of carbamate pesticides via HPLC-separation with
electrochemical and spectralphotometric detection.

In this paper, we describe the separation of five carbamates pesticides Carbaryl,
Propham, Chlorpropham, Barban and Chlorbufam in aqueous solution by using the high
performance liquid chromatography (HPLC) in combination with an electrochemical
(HPLC/ELCD) and a conventional ultraviolet-visible diode array (HPLC/UV) detection
device.

As eluent a mixture of acetonitril/water was used and various buffer solutions were
added to avoid hydrolysis reactions of the carbamine acid esters. With both systems,
HPLC/ELCD and HPLC/UV, calibration curves for all five pesticides have been
recorded and the limits of detection have been determined between 10 and 90 ppb. The
performance of the electrochemical device seems to be a factor of about 3 better than the
diodearray detector, however the 0,1 ug/l (0,1 ppb) limit for the maximum amount of
pesticides in drinking water can not be reached without a preconcentration step.
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1. Einleitung und Problemstellung

In der Zeit nach dem zweiten Weltkrieg konnte mit der Entwicklung und dem Ein-
satz von neuartigen Pestiziden die Beschaffenheit und Menge der erzeugten landwirt-
schaftlichen Produkte deutlich verbessert werden. Die rechtliche Zulassung von
Pflanzenschutzmitteln wurde hierbei durch das Pflanzenschutzgesetz geregelt, das in
seiner Fassung von 1968 erstmals von den Herstellern Angaben iiber die Auswirkung
von Pflanzenschutzmitteln auf die Umwelt forderte, Dies setzte einen enormen Ent-
wicklungsbedarf an riickstandsanalytischen Methoden fiir die Boden-, Wasser-, Luft-
und Pflanzenanalyse in Gang.

Besondere Aufmerksamkeit gilt naturgemifl dem Auftreten von Riickstinden im
Grundwasser als mdoglicher Kontaminationsquelle fiir Trinkwasser. Im Jahre 1985
trat eine EG-Richtlinie in Kraft, nach der die zulidssige Hochstmenge an Pestiziden in
Trinkwassern auf 0,1 ug/l fir die Einzelsubstanz und 0,5 ug/l fir die Summe der
Substanzen limitiert ist [1]. In der neugefaften Trinkwasserverordnung vom 1.
Oktober 1986 wurden diese Grenzwerte in nationales Recht iibernommen [2].

In der bisher gingigen Praxis werden leichtfliichtige Pestizide vorwiegend
gaschromatographisch bestimmt. Schwerfliichtige oder thermisch instabile Verbin-
dungen werden hingegen mit der HPLC (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
aufgetrennt.

Ziel dieser Arbeit ist es, thermisch instabile Carbamatpestizide mit der HPLC in
einem on-line Verfahren ohne Zwischenanreicherung oder Derivatisierung der
Probesubstanzen zu trennen und in den gesetzlich geforderten Grenzkonzentrationen
nachzuweisen. Hierzu stand - wie vom Gesetzgeber fiir solche Analysen vorgesehen -
ein Diodenarray-Detektor zur Verfiigung, der mit einem elektrochemischen Detektor
mit besonders hoher Substanzempfindlichkeit in seiner Anwendbarkeit verglichen
wurde,

Aus der Gruppe der Carbamate wurden fiinf der bekanntesten Substanzen ausge-
sucht, die im Hinblick auf die fliissigkeitschromatographische Trennung als auch auf
eine erfolgreiche Detektion besondere Anspriiche stellten.

Zur Durchfiibrung wurde ein HPLC-System mit einem Diodenarray und einem
elektrochemischen Detektor aufgebaut und in Betrieb genommen. Die
Empfindlichkeit des elektrochemischen Detektors wurde durch Optimierung seiner
Einflu3gréBen erhoht. Die Trennungen und die Pestiziddetektion wurden hinsichtlich

einer minimalen Nachweisgrenze ausgelegt.




2. Die Pestizidgruppe der Carbamate

Die in dieser Arbeit untersuchten Pestizide gehoéren zu der Stoffgruppe der
Carbamate. Es sind Derivate der in freier Form nicht existenten Carbamidsdure
HOOC-NH,, von der sich groe Gruppen fungizider, herbizider und insektizider
Wirkstoffe ableiten.

Carbamate besitzen in der Regel folgende Grundstruktur:

A
_N-CX-X-R_ Mit X = 0 oder S

2

R
Abbildung 1: Grundstruktur der Carbamate

Als Fungizide wirken Derivate der Dithiocarbamidsdure (X = S). Die Carbamate mit
bedeutender insektizider oder herbizider Wirkung sind Carbamidsiureester
(Urethane), bei denen X = O ist. |

Dabei werden die Carbamidsdureester nach ihrer chemischen Struktur in N-
Alkylcarbamate und N-Arylcarbamate unterteilt.

Die N-Alkylcarbamate (R,=CH;, R;=H oder CH,) sind Insektizide, wobei ihr R,-
Rest meist aromatische Carbo-, Heterocyclen oder Oximderivate enthélt.

R

A
oy o N"CO-0Ry

3

Abbildung 2: Grundstruktur der N-Alkylcarbamate

Als Herbizide wirksam sind N-Arylcarbamate, bei denen R, ein Alkylrest, R, ein H-
Atom und R, eine haufig chlorierte Phenylgruppe enthilt.

@\
,-N-C0-0-CH,

Abbildung 3: Grundstruktur der N-Arylcarbamate




Die analytische HPLC-Trennung wurde mit vier N-Arylcarbamaten und einem N-
Alkylcarbamat durchgefiihrt. Die N-Arylcarbamate stammen alle aus der Gruppe der
N-Phenylcarbamate, von deren herbiziden Wirkung Friesen schon 1929 berichtete [3]
und deren keimhemmende Wirkung erstmals in der Zeit des zweiten Weltkrieges
genauer untersucht wurde [4]. Die verwendeten N-Arylcarbamate sind in den
Abbildungen 4-7 dargestellt.

Propham Chlorpropham

NH-CO-0-CH~(CH), NH-CO-0-CH-(CHy),

Cl

Isopropyl-phenylcarbamat Isopropyl-3-chlorphenylcarbamat

Abbildung 4 und 5: Grundstrukturen von Propham und Chlorpropham

Barban | Chlorbufam
CH
NH-CO-0-CH,~C=C-CH ~Cl NH-CO-0-CH _ 3,
cl Cl

4-Chlor-2-butinyl-N-chlorphenyl 1-Methylprop-2-inyl-3-chlorpheny!

Carbamat Carbamat

Abbildung 6 und 7: Grundstrukturen von Barban und Chlorbufam




Alle vier Carbamate werden in Mischungen als selektive Breitbandinsektizide zur
Unkrautbekdmpfung eingesetzt, wobei mit steigender C-Anzahl des Alkoholrestes
deren Aktivitét sinkt. Die Chlorierung erhoht die Aktivitit, vermindert jedoch héufig
die Selektivitat.

Aus der Gruppe der insektiziden N-Alkylcarbamate wurde mit dem Carbaryl der be-
kannteste Vertreter ausgesucht, der weltweit in groBen Mengen zur Bekdmpfung
beiender Insekten im Obst-, Garten-, Acker- und Weinbau eingesetzt wird. Seine
Wirkung beruht auf der Hemmung der Cholinesterase, einem Enzym, das den
Cholinhaushalt regelt. Hierbei besitzt gerade das Carbaryl eine extrem niedrige
Sédugetiertoxitét [S]. Abbildung 8 zeigt die Grundstrukur von Carbaryt:

Carbaryl

O—CO-—NH—CH3

1-Naphthyl-N-methylcarbamat

Abbildung 8: Grundstruktur von Carbaryl




3. Trennung der Pestizide
3.1 Grundlagen der HPLC

Die Fliissigkeitschromatographie ist ein physikaiischer TrennprozefB, bei dem das zu
trennende Probengemisch zwischen zwei Phasen verteilt wird. Dies geschieht in einer
Trennsdule, die auf einem stark porésem Packungsmaterial mit hoher spezifischer
Oberfliche die feste stationdre Phase als diinnen #dufleren Film enthidlt. Das
aufgegebene Losungsmittelgemisch (Eluent) durchstrémt als mobile Phase die
Packung und transportiert das geléste Probengemisch mit sich.

Stehen stationdre und mobile Phase in innigem Kontakt miteinander, so stellt sich ein
Verteilungsgleichgewicht ~ einer  Substanz X  ein, das durch den
Verteilungskoeffizienten K oder dem Kapazititsfaktor k’ wiedergegeben wird:

KX=cstat/Cmob oder k’X=nstat/nmob ’ (3‘1)
mit Cotat = Konzentration der Substanz X in der stationdren Phase
Crnob = Konzentration der Substanz X in der mobilen Phase
Ny, = Anzahl Mole des Stoffes X in der stationdren Phase
Noob = Anzahl Mole des Stoffes X in der mobilen Phase.

Um ein Stoffsystem trennen zu konnen, miissen die Komponenten verschiedene
Verteilungskoeffizienten besitzen. Diese beruhen auf unterschiedlich starken
physikalischen Sorptionskréften der Substanzen an der stationdren Phase und werden
durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen, sowie Disper-
sionskrifte hervorgerufen. Eine Chemisorption des Analyten ist wegen der
irreversiblen Haftung an der stationdren Phase unerwiinscht.

Soll nun ein Substanzgemisch getrennt werden, so spiilt man die Sdule zu Beginn mit
reinem Eluenten. Hiermit wird eine gleichmiBige Belegung der stationdren Phase
mit Losungsmittelmolekiilen erreicht. Abbildung 9 zeigt den gesamten Trennvorgang.
Dem kontinuierlichem Losungsmittelstrom wird durch Injektion das Probengemisch
aufgegeben (Abbildung 9 a). Je nach Kapazititsfaktor haften die Substanzen
unterschiedlich lange an der Séulenphase, werden aber durch frischen, nachfolgenden
Eluenten unter Einstellung eines neuen Verteilungsgleichgewichtes wieder von der
Sdule gelost (Abbildung 9 b). Nach oftmaliger Wiederholung dieses Vorganges ergibt
sich eine Trennung in Abhéngigkeit von der Verweilzeit (Abbildung 9 c).
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m: mobile Phase
s: stationdre Phose

Abbildung 9 a: Injektion zweier Komponenten

Abbildung 9 c: Auftrennung durch wiederholte Einstellung des Verteilungsgleich-
gewichtes

Eine Verbesserung der beschriebenen Trennmethode stellt die HPLC (High
Performance Liquid Chromatography (=Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
dar, deren Grundlagen schon friih aufgezeigt wurden [6]:

Die stationire Phase besteht hierbei aus moglichst kleinen Teilchen, um eine grof3e
spezifische Oberflache zu verwirklichen. Dementsprechend miissen hohe Driicke zum
Durchpressen der mobilen Phase angewandt werden, weshalb man auch von High
Pressure Liquid Chromatography (=Hochdruckflissigkeitschromatographie) spricht.
Die so erreichten Trennleistungen sind mit denen von Gaschromatographen
vergleichbar, '

Dabei setzte die stiirmische Entwicklung der HPLC erst in den 70er Jahren ein, als
mit der technischen Bereitstellung von pordsen Fiilllmaterialien genau definierter
Kornradien und Porengr6Ben in Sdulensystemen auch rheologisch eindeutige
Strémungsverhéltnisse bei hohen Driicken realisiert werden konnten. Man erhielt mit
der HPLC ein Verfahren, das im Gegensatz zur klassischen Sdulenchromatographie
eine Analysenzeit von nur wenigen Minuten erreichte, sowie ein stark verbessertes
Trennverhiltnis bzw. eine hohere Auflosung besal.

Die eluierten Substanzen werden von der mobilen Phase in den Detektor
transportiert und vom Schreiber im idealen Fall als GauBkurven registriert. Die
aufgezeichnete Signalintensitit in Abhingigkeit von der Zeit nennt man das
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Chromatogramm. Mit diesem Chromatogramm kdénnen neben der qualitativen und
quantitativen Bestimmung Angaben iiber die Giite der Trennung gemacht werden.
Die wichtigsten Kenngr6en sind im folgenden erldutert und in den Abbildungen 10
und 11 dargestellt:

-Retentionszeit ty: tg ist die Zeit zwischen Injektion der Substanz und ihrer Detektion
im Peakmaximum. Thr Wert ist fiir eine Substanz spezifisch und wird zur qualitativen

Bestimmung genutzt.

-Totzeit ty: t, entspricht der Zeit, welche die mobile Phase benétigt, um durch die

Trennsdule zu wandern.

Anstelle der Retentionszeiten wird hdufig der dimensionslose Kapazititsfaktor k’-
Wert eingefiihrt, der von der FlieBgeschwindigkeit des Eluenten und von der Linge
der Sdule unabhingig ist, um Chromatogramme unterschiedlicher Sdulensysteme

miteinander zu vergleichen:

th -t n
=R 0 oder o=_ St (3.2)
tg n '

mob

Der k-Wert steht mit dem zuvor erwidhnten Verteilungskoeffizienten Ky in
unmittelbarer Beziehung.
VS
\%

m

K=K+ (3.3)

wobei Vg das Volumen der stationéren Phase, V| das Volumen der mobilen Phase
bezeichnet. '

Da Vg und V_ schwierig zu bestimmende GroBen sind, wird der Kapazititsfaktor k’
zur Charakterisierung der Chromatogramme bevorzugt, denn die GréBen tp und t,
sind unmittelbar zugénglich.

-Basisbreite w: Strecke auf der Nullinie, die von den Wendetangenten des
Detektorsignals begrenzt wird. Allgemein gilt, daB w=4*S ist, wobei S die
Standardabweichung der GauBkurve darstellt.

-Trennfaktor o: Uber die Trennbarkeit zweier Substanzen gibt der Trennfaktor
(auch als relative Retention bezeichnet) Aufschluf. Er entspricht dem Verhltnis

ihrer beiden Kapazazitétsfaktoren:
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o = mitk,> K. (3.4)
¢ 1

Der Trennfaktor ist ein direktes Maf} fiir die Eigenschaft eines Systems, zwei
Substanzen trennen zu kdénnen. Je grofler der Faktor, desto leichter erfolgt die
Trennung. Nimmt er den Wert eins an, so ist das System untrennbar. Durch
Modifikation der mobilen oder stationdren Phase ist« beeinflufbar. ’

Detektorsignal

B3 [

o ————-——

P - Zetl

Abbildung 10: Erlduterung der wichtigsten Parameter zur Charakterisierung einer
Trennung [7] |

- Auflosung R: Die Aufldsung R ist ein Maf fiir die Qualitdt der erreichten
Peakauftrennung. Sie ist definiert durch den Quotienten aus dem Abstand der beiden

Peakma_xima voneinander und dem arithmetischen Mittel aus den beiden
Basisbreiten.

R - 2R tRY) | (3.5)
wtW,
Hat die Auflosung R den Wert eins, so sind die Peaks zwar nicht vollstindig getrennt,
doch erkennt man in jedem Fall zwei Komponenten. Die Wendetangenten der
Gaullkurve beriihren gerade einander und die Peakfldchen iiberlappen nur noch zu
zwei Prozent [8]. Ab einer Auflosung R grofer 1,25 ist auch fiir quantitative Analysen
die Flichenintegration ausreichend genau. Obwohl keine Uberlappung der Peaks
mehr vorliegt, werden Auflésungen grofer 1,5 nicht angestrebt, da ldngere
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Analysenzeiten zum Erstellen des Chromatogramms erforderlich sind. Die
Auswirkung der Auflosung R zeigt Abbildung 11;

1:16%

R 1,25

S

SN
A

# Peakhdhenverhdltnis

Abbildung 11: Die Auflésung zweier benachbarter Peaks nach [8]

- Peakasymmetrie T: Infolge von Verunreinigungen der zu trennenden Substanzen
oder einer Uberladung der Siule konnen die GauBkurvensignale verzerrt sein. Fllt
man das Lot im Peakmaximum auf die Abszisse (Abbildung 12), so erhilt man zwei
Teilstrecken (a und b), deren Verhdltnis b/a die Peakasymmetrie charakterisiert.
Eine Peakasymmetrie T von eins ergibt die unverzerrte GauBlkurve. Grundsétzlich
unterscheidet man zwei Verzerrungsformen:

Bei einer Peakasymmetrie grofer eins erfa3t man einen nach hinten geneigten Peak
("tailing") und bei einer Peakasymmetrie kleiner eins verschiebt sich das

Peakmaximum nach vorne ("fronting").

Gauss Taﬂing Fronting

Abbildung 12: Peakasymmetrie und Peakformen nach [8]
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3.2. Reversed-Phase-Chromatographie (RP) -

Die Reversed-Phase-Chromatographie (Phasenumkehrchromatographie) wird der
sogenannten Adsorptionschromatographie zugeordnet, bei der im Gegensatz zur
Normalphasenchromatographie die stationdre Phase unpolarer als die mobile Phase
ist. Dies wird durch eine Silanisierung des Tridgermaterials erreicht. Die am
héufigsten verwendete Phase ist chemisch gebundenes Octadecylsilan (ODS), ein n-
Alkan mit 18 C-Atomen. Die oberste Kontaktfliche besteht aus der vollig apolaren
Alkylkette, wodurch eine Polaritiit der stationdren Phase erreicht wird, die niedriger
als die des Eluenten ist.

Uber die Eignung von Losungsmitteln als Eluenten entscheidet ihre Elutionskraft e°,
die fiir das jeweilige Sdulenmaterial experimentell bestimmt und als dimensionsloser
Zahlenwert angegeben wird, Die Losungsmittel werden der Stdrke nach in der
sogenannten elutropen Reihe eingeordnet (siehe Tabelle 1). Man spricht von einem
"starken" Eluenten, wenn er in der Lage ist, die adsorbierte Probensubstanz mdglichst
rasch von der Sdule zu verdringen. Dies gelingt, wenn die Polaritét der stationdren
Phase der des Eluenten dhnlicher ist als der der Probensubstanz. Da in der RP-
Chromatographie die stationdre Phase nahezu vollig unpolar ist, besitzt Wasser
infolge seines hohen e®-Wertes (beziiglich Al,0;) die geringste Elutionskraft
gegeniiber den Reversed-Phasen, unpolare Eluenten wie Alkane die hochste. Auf der
Umkehr der Elutionsmittelstirke beruht die enorme Bedeutung der RP-
Chromatographie. Da fiir Trennungen ein Losungsmittelgemisch benétigt wird, das
etwas schwicher an die Sdule adsorbiert als die Probensubstanzen, kann Wasser mit
seiner geringen Elutionskraft in Mischungen mit stirkeren Losungsmitteln als Eluent
eingesetzt werden.

Neben der niedrigen Elutionskraft von H,0 in der RP-Chromatographie sollte
beachtet werden, daf willrige Probelosungen und mobile Phasen ionische
Bestandteile (Probensubstanzen und Salze) l6sen konnen. Die sauren oder basischen
Probensubstanzen werden durch Variation des pH-Wertes neutralisiert und getrennt.
Ferner ist fiir die elektrochemische Detektion das Vorhandensein von Elektrolyten
zur Erzeugung der Leitfdhigkeit innerhalb der Detektionszelle unentbehrlich (siehe
Kapitel 5).
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Losungsmittel FlieBmittelstirke e°
(bez. auf Al,O,-Phase)
Wasser grofler 1
Methanol 0,95 2
Acetonitril 0,65
Dioxan 0,56
Tetrahydrofuran 0,45
Isopropylether 0,28
n-Pentan 0,00

Tabelle 1: FlieBmittelstirke verschiedener Eluenten gegeniiber der Normalphase
Al,O4 nach [8]
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3.3. Experimenteller Teil
3.3.1. Aufbau der Apparatur

Zur Trennung der Pestizide wurde ein isokratisch (d.h. mit konstanter
Eluentenzusammensetzung)  betriebenes =~ HPLC-System  aufgebaut.  Eine
Hochdruckpumpe fordert einen Volumenstrom des FEluenten mit konstanter
Flie3geschwindigkeit durch die Trennsdule. Die aufgetrennten Substanzen werden in
einem angeschlossenen Durchflu3detektor erfaBt und elektronisch registriert. Die
Losung verldft das Detektorsystem und wird im Ausfluf} aufgefangen. Abbildung 13
zeigt den Aufbau schematisch:

Proben-
schieife :
Pumpe Vorséule Trennséule
S — mit
Pulsalions- Detektor =»
ddmpfer Injektions- :
Ventil
Schreiber/
Recorder

Eluentenreservoir Auffanggetin

Abbildung 13: Schematischer Aufbau der HPLC-Apparatur

In dieser Arbeit wurde eine Hochdruckpumpe der Firma Gynkotek, Miinchen,
Modell 300 B mit Pulsationsdimpfer PP-1 verwendet. An diese war ein
Probenaufgabeventil der Firma Negretti und Zambra, Hampshire, (England) direkt
angeschlossen, das mit einer 20 ul Probenschleife versehen wurde. Uber ein
Injektionsventil konnte die Probensubstanz direkt in die Schleife eingegeben und mit
dem sie durchstromenden Eluenten iiber das Sdulensystem transportiert werden. Zur
Detektion der Pestizide wurde ein Photodiodenarray der Firma Millipore, Pforzheim,
Modell Waters 990, benutzt. Eine spezielle Software diente der Systemsteuerung
sowie der MefBwerterfassung. Die elektrochemische Detektion wurde hinter das
Diodenarray in Reihe geschaltet, so dafl die spektralphotometrische Detektion als
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Referenzmessung dienen konnte. Fiir die eigentlichen amperometrischen Messungen
wurde das Diodenarray ausgebaut, um kiirzeste Analysezeiten zu verwirklichen. Der
elektrochemische Detektor (ELCD) stammte von der Firma Metrohm, Filderstadt,
Modell 656, sein Datenerfassungssystem von der Firma Gynkosoft, Miinchen.

3.3.2, Durchfiihrung der Trennung

Das verwendete Sdulensystem bestand aus einer LiChroCart RP-18, (5 um), 25 mm*4
mm Vorsdulenkartusche und einer LiChrospher 100 RP-18, (5 ym), 250 mm*4 mm
Trennsdule der Firma Merck, Darmstadt. Fiir die elektrochemische Detektion wurde
die Trennsdule Parcosil 300 ProRP-18, (5 u#m), 250 mm*4 mm der Firma Serva,
Heidelberg, verwendet. In der Siulenbenennung folgt dem Herstellernamen der
Porenradius des Tridgermaterials in A, die Bezeichnung des Sdulenmaterials, sein
Teilchendurchmesser und letztlich die Siulendimension. Das Losungsmittel
Acetonitril (HPLC-Reinheit) stammte wie die verwendeten Phosphat- und
Acetatpuffer ebenfalls von der Firma Merck. Alle Pestizidproben wurden von Riedel
de Haen bezogen und in den entsprechenden Eluenten als Konzentrationstandards

angesetzt.
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4. Untersuchungen zur Ultraviolett-Detektion
4.1, UV-Detektionssysteme

Allgemein hat ein HPLC-Detektor die Aufgabe, ein Konzentrationsprofil der
Substanztrennung zu erfassen. Er muB hierzu eine physikalisch-chemische
Eigenschaft der mobilen Phase iiberwachen und diese Information in ein elektrisches
Signal umwandeln. In der HPLC unterscheidet man zwischen Detektoren, die nur
eine Soluteigenschaft "sehen" (unselektive Detektoren), wie z.B. der Brechungindex-
Detektor, und solchen, die zwischen den Substanz- und Losungsmitteleigenschaften
unterscheiden. Man spricht hier von selektiven oder substanzspezifischen Detektoren.
Neben der Selektivitdt unterscheidet man Detektoren nach ihrer Konzentrations-
oder Stoffstromabhéngigkeit.

- Konzentrationsabhdngig ist ein Detektor, wenn sein Signal direkt proportional zur
Konzentration der Probe ist.

- Stoffstromabhdngig ist ein Detektor, wenn sein Signal proportional zur Anzahl der
Probemolekiile pro Zeiteinheit ist, wie z.B. der elektrochemische Detektor.

UV-Detektoren sind selektive, konzentrationsabhiingige Detekioren. Sie messen die
Lichtabsorption von Losung und Probenkomponenten, gemidB dem ILambert-
Beerschem Gesetz:

E=c¢cd (4.1)

E ist die Extinktion, die definiert ist als dekadischer Logarithmus des Verhéltnisses
von eingestrahlter (I;) zur durchgelassener Lichtintensitat (Ip) :

E = log;o(I/1p)- 4.2)

Die Extinktion ist eigentlich dimensionslos, doch ist es iiblich eine Extinktion von
eins als eine Absorptionseinheit (absorption unit = Au) anzugeben.

¢ ist die Konzentration der Substanz im Eluenten, d die Kiivettendicke und e der
molare  Extinktionskoeffizient, ein Wert der stoffspezifisch und stark
wellenldngenabhingig ist. ¢ kann Werte von 1-100000 1/mol'cm annehmen. Das
Lambert-Beersche Gesetz gilt streng nur fiir stark verdiinnte Loésungen, daher ist die
direkte Proportionalitit zwischen der Konzentration und dem Signal nur etwa blS zu
Absorptionseinheiten kleiner 510 gegeben.

UV-Detektoren lassen sich grundsitzlich in zwei Klassen einordnen, die
Festwellendetektoren und die Detektoren mit variabler Wellenldnge. Wihrend die
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Festwellendetektoren Lampen verwenden, die ein scharfes Emissionsmaximum
besitzen (z.B. Niederdruck-Hg-Lampen (253,7 nm), Cd-Lampe (229 nm)), benutzen
die variablen Wellenldngendetektoren D,-Lampen, die das gesamte UV-Spektrum
von 190 nm-350 nm emittieren. Die D,~Lampen haben eine geringere Lichtintensitét
pro Wellenlédnge, demzufolge verliert ihre Empfindlichkeit um etwa einen Faktor 20.
Allerdings muf} die Abhidngigkeit des Extinktionskoeffizienten von der Wellenldnge
beachtet werden. Die betrachteten Carbamate haben ihre Absorptionsmaxima iiber
einen Spektralbereich von 21 nm verteilt (siehe Kapitel 4.3.1.). Um alle
Verbindungen in ihren Absorptionsmaxima mit einer einzigen Aufnahme
untersuchen zu kdnnen, miissen variable Wellenldngendetektoren verwendet werden.
Von den variablen Wellenldngendetektoren existieren zwei Ausfiihrungsformen. Die
"schnellen Monochromatoren" trennen das Spektrum der D,-Lampe zuerst auf und
werfen die einzelnen Wellenlidngen nacheinander auf die Probenkiivette. Durch die
schnelle Verstellungmoglichkeit des Monochromators konnen bis zu 10 Spektren pro
Sekunde im Spektralbereich von 190 nm bis 350 nm aufgenommen werden. Der
letztendlich benutzte "Diodenarray-Detektor" ldflt hingegen das gesamte D,-
Spektrum auf die Zelle fallen, so daf zu jeder Zeit die gesamte spektrale Information
ausgewertet werden kann. Sein Bauprinzip ist im folgenden dargestellt.

4.2. Der Diodenarray-Detektor

Im Diodenarray-Detektor fillt das gesamte Lampenspektrum auf die Mefzelle
(Abbildung 14). Hinter der Kiivette wird das Licht an einem holographischen Gitter
spektral zerlegt und auf das Diodenarray abgelenkt. Dieses besteht aus einem Band
von 512 kleinen, nebeneinander angeordneten Photodioden, von denen jede einen
gewissen Wellenldngenbereich erfalt. Um einen MeBbereich von 100 nm zu erfassen,
miissen fiir eine spektrale Aufldsung von 2 nm 50 Halbleiterdioden eingesetzt
werden. Die maximal erreichbare spektrale Auflosung betrdgt 1,4 nm. Das
Lampenlicht tritt iiber eine Streulichtfiltereinheit und eine Blende auf eine Z-formige
Durchflufizelle, die laminare Stromungsverhéltnisse realisiert. Um eine moglichst
hohe Absorption zu gewihrleisten, hat diese Zelle eine Linge von 1 cm. Der Radius
wird moglichst klein gewéhlt, weil nur ein kleines Volumen (hier 8 ul) eine
Bandenverbreiterung verhindert. Als Faustregel gilt, da das Zellvolumen nur 10%
des Elutionsvolumens des schmalsten, ersten Peaks erreicht.
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Abbildung 14: Schematische Anordnung des Diodenarrays

Mit diesem Detekior kann man wie mit einem Festwellenldngendetektor arbeiten,
wobei der enge Wellenlidngenbereich durch das Abfragen einer einzelnen Diode
erreicht wird. Werden hingegen alle Dioden eingesetzt, so nimmt der Detektor nicht
nur die Intensitdt der Absorption in Abhéngigkeit von der Zeit auf, sondern man
erhdlt auch die Wellenldngenabhingigkeit als dritte Informationsachse. Neben dem
Chromatogramm besitzt man die Spektren zu jedem Zeitpunkt der Aufnahme. Dies
ist ein bedeutender Vorteil des Diodenarrays gegeniiber den Festwellen-
lingendetektoren, da somit eine Identifikation der Substanzpeaks wie auch ihre
Untersuchung auf Verunreinigungen anhand ihrer Spektren vorgenommen werden
kann.




4.3. Experimenteller Teil

4.3.1 Durchfithrung der Trennung

Zur Bestimmung des Detektionswellenldngenbereiches des Diodenarrays wurden die
Absorptionsspektren der fiinf Carbamate aufgenommen (siche Abbildungen 15-17).
Ihre intensivste Bande wird durch die -1 ~ -Uberginge der Carbonylgruppe erzeugt
und liegt im Wellenldngenbereich zwischen 195 und 225 nm. Dies ist ein fiir die
Absorptionsspektroskopie durchaus kritischer Bereich, weil durch die Eigen-
absorption der Losungsmittel Bereiche mit Wellenldngen kleiner 195 nm mit der
gewihlten Apparatur nicht mehr untersuchbar sind. Die Auswahl der gingigen
Losungmittel fiir die HPLC-Trennung wird ferner erheblich eingeschrinkt (siehe
Tabelle 2), wenn die Viskositdt des Eluenten beriicksichtigt wird. Sie sollte zur
Verwirklichung frei wihlbarer Strémungsgeschwindigkeiten moglichst gering sein, da
bei hohen Viskosititen der Druck in der Trennsidule stark ansteigt und zu
Schwankungen neigt. Dies fiihrt zu driftenden Grundlinien oder zum Abbruch der

Messung.

Losungsmittel Viskositdt UV-Grenze
(mPa s) (nm)
Wasser 1,0 190
Methanol 0,6 205
Acetonitril 0,37 190
Isopropanol 2,3 210
n-Propanol 2,3 210
Dioxan 1,54 220
THF 0,46 220
n-Pentan 0,23 195

Tabelle 2: UV-Grenzen der Losungsmittel nach [8]

Weil das Gemisch Acetonitril - Wasser diese Bedingungen am besten erfiillt, wurden
alle Trennungen mit diesem Eluentengemisch durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Absorptionsspektren von Barban, Chlorbufam und Chlorpropham

Allgemein ist es das Ziel einer Trennung, simtliche Substanzpeaks in moglichst
kurzer Zeit voneinander vollstindig aufzulésen. Die Auflosung R zweier Peaks steht
mit den bereits erwihnten Grofen relative Retention o, Trennstufenzahl N und
Kapazitétsfaktor k’ nach [9] wie folgt in Beziehung:

y

R=0,25 “(-1) {(N)®»>—__, (4.3)
1+k

mit k’ als arithmetischem Mittel zwischen k’; und k', nach [9].

Die Trennstufenzahl N ist mit der Auswahl der Trennsdule vorgegeben. Eine
Verlidngerung der Trennsdule bewirkt zwar eine héhere Auflésung, jedoch nehmen
die Retentionszeiten infolge der Wurzelfunktion erheblich stérker zu, so da3 neben
der lingeren Analysezeit mit starken Bandenverbreiterungen gerechnet werden muf.
Es ist daher sinnvoller, die relative Retention o als Maf fiir die Wechselwirkung der
Substanzen mit der stationdren und mobilen Phase zu beeinflussen. Dies wird durch
die Anderung der Zusammenensetzung des Eluenten erreicht.

Zur Optimierung der Trennung wurden die Ldsungsmittelkomponenten in ihrer
Zusammmensetzung von 30 bis 70 Volumenprozent variiert. Es zeigte sich, daf} bei
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einer Eluentenzusammensetzung von 45 Volumenprozent Acetonitril zu 55
Volumenprozent Wasser die Substanzpeaks der fiinf Carbamate vollstédndig aufgeldst
werden konnten. Man erhélt folgendes Chromatogramm:

A4 {U

Carbaryl Propham Chlorpropham : Chlorbufam -

" Barban

L83

— — T
Y] [ el i
Timse

Abbildung 18: Chromatogramm der Carbamate

Der Substanzpeak von Carbaryl zeigt ein deutliches "tailing", in dessem Bereich sich
mit zunehmender Standzeit der angesetzten Probenstandards ein deutlich
wahrnehmbarer Verunreinigungspeak ausbildete. Anhand der Retentionszeit und des
Spektrums konnte Naphtyl als ein Hydrolyseprodukt des Carbaryls identifiziert
werden [10]. Da in saurer Lgsung die Hydrolyse verzdgert wird [10], wurden
Standards mit Puffern unterschiedlicher pH-Werte angesetzt. Als geeignet erwies sich
der Essigsdure/Na-Acetatpuffer, pH 4,75, weil mit diesem die Hydrolyse zumindest
fiir Wochen zuriickgedréingt werden konnte.

Abbildung 19 zeigt die Peaks der ungepufferten Standardlgsung von Carbaryl nach
vier Wochen, Abbildung 20 das gepufferte System bei gleichen Konzentrationen.
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Abbildung 19: Ungepufferter Standard mit Carbarylverunreinigungspeak
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Abb. 20: Gepuffertes System ohne Verunreinigungen

4.3.2. Quantitative Analyse

Die Substanzpeaks des Chromatogramms konnen generell auf zwei Arten
ausgewertet werden. Die eingesetzte Menge ist proportional zur Peakfldche und zur
Peakhohe. Wie in einer vorhergehenden Diplomarbeit gezeigt werden konnte [11],
wird die Peakfliche als Funktion der Zeit von Kurzzeitinderungen der Fliefirate
stirker beeinflut als die Peakhohe. Somit ist der erwartete Fehler bei der
Peakhohenauswertung geringer als jener bei der Auswertung der Peakflédche.

Um quantitative Aussagen {iber vorhandene Stoffmengen treffen zu kénnen, wurden
Eichreihen erstellt, die den Bezug zwischen Peakhche und der Konzentration
lieferten. Diese als Konzentrationsreihen bezeichneten Eichmessungen sind substanz-
und s#dulenspezifisch. Fiir die untersuchten Substanzen ergeben sich folgende
Konzentrationsreihen, wobei im untersuchten MeBbereich nahezu strenge Linearitét
herrscht (siehe Abbildung 21 bis 25). Der Korrelationskoeffizient war fiir alle
Messungen gréfler 99% [12].
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Abbildung 21: Konzentrationsreihe von Carbaryl
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Abbildung 22: Konzentrationsreihe von Propham
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Abbildung 23: Konzentrationsreihe von Chlorpropham
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Abbildung 24: Konzentrationsreihe von Barban
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Abbildung 25: Konzentrationsreihe von Chlorbufam

4.3.3. Bestimmung der Nachweisgrenzen

Ziel dieser Arbeit war es, klassische Detektionssysteme auf ihre Eignung zur
Untersuchung von Pestiziden hin zu tiberpriifen. Als wichtiges Kriterium ist hierbei
die Linearitit des Arbeitsbereiches wie auch die Nachweisgrenze zu nennen. Unter
der Nachweisgrenze eines Analysensystems versteht man die geringste detektierbare
Menge einer Substanz. Die Angabe erfolgt in der iiblichen Mengenangabe (ppb) oder
der entsprechenden Einheit (ug/ml), wobei die Spektren und Nachweisgrenzen mit
einer 20 ul Probenschleife aufgenommen wurden. Der kleinste aus der Grundlinie
noch auflosbare Peak ergibt sich nach [13}:
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X =Xp + 3oy, (4.4)

wobei  x, das Mittel der Blindwerte
o, die Standardabweichung der Blindwerte ist.

Nach obiger Gleichung gilt derjenige Peak noch als detektierbar, dessen Maximum
der dreifachen Hohe des Basislinienrauschens entspricht. Die computergestiitzte
Chromatogrammauswertung im Diodenarray erlaubt die automatische Integration
und Hohenangabe der Peaks.

Im Bereich des Grundrauschens konnen die Integrationsgrenzen mnicht mehr
festgelegt werden, eine selbstindige MeBwertangabe unterbleibt. Um dennoch iiber
eine automatische MeBwerterfassung verfiigen zu kénnen, muB jede Substanz einzeln
als Vergleichsreferenz in einer "Chromatogramm-Bibliothek" erfalt werden. Mit
diesen Chromatogrammen wird die Grundlinie der Trennung verglichen, wobei
neben der Retentionszeit das Spektrum analysiert wird. Unter Angabe eines
Ubereinstimmungsintervalles werden die Peakhohe und -fliche angegeben und somit
quantitativ erfaflt,

Folgende Detektionsgrenzen wurden fiir die getrennten Substanzen ermittelt:

Substanzen Grenzmengen
(ppb)

Carbaryl ; 45

Propham 67

Chlorpropham 74

Chlorbufam 85

Barban 90

Tabelle 3: Nachweisgrenzen der Carbamate mit dem Diodenarray bei einem
Probenvolumen von 20 ul
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5. Untersuchungen zur elektrochemischen Detektion (ELCD)

5.1. Elektrochemische Detektionssysteme

Elektrochemische Detektoren (ELCD) werden wegen ihrer hohen Empfindlichkeit
gerne fiir die quantitative Erfassung von oxidierbaren oder reduzierbaren
Verbindungen verwendet [14,15,16]. Die Detektion beruht auf einer Redoxreaktion
der Substanz an der Arbeitselektrode. Hierdurch wird ein Elektronenflul zwischen
Elektrodenoberfliche und Molekiil angeregt, der als Stromsignal erfat und im
Chromatogramm  registriert wird. Die hochste’ Empfindlichkeit besitzen
elektrochemische Detektoren, die bei einer konstant angelegten Polarisations-
spannung (Up ) den Stromflul messen. Man unterscheidet zwischem dem
amperometrischen und dem coulometrischen Detektor. Wesentliches Unter-
scheidungsmerkmal ist der vollstindige Stoffumsatz bei der coulometrischen
Detektion, der in der Regel durch gréBere Elektrodenflichen erreicht wird. Da
hierdurch gleichzeitig das Grundrauschen steigt (siehe EinfluB der Elektrodenflidche
Kapitel 5.3), ist seine Empfindlichkeit geringer.

In Tabelle 4 werden die beiden Detektorsysteme verglichen:

amperometrischer Detektor coulometrischer Detektor
Signal abhingig von Konzentration Signal ist massenabhéngig _
(Umsatz kleiner 3%) (vollstindiger Umsatz erforderlich)

hohe FlieBgeschwindigkeit erwiinscht{ unabhéngig von Fliegeschwindigkeit

rasche Deaktivierung der Arbeits- geringe Deaktivierung
elektrode

Empfindlichkeit kleiner 10 pA Empfindlichkeit etwa 1 nA
Grundstrom etwa 10 nA Grundstrom etwa 1 uA

Tabelle 4: Elektrochemische Detektoren mit konstanter Polarisationsspannung

Infolge seiner héheren Empfindlichkeit wurde in dieser Arbeit ein amperometrischer
Detektor verwendet. Hiermit wurde in Kauf genommen, dal seine kleinere
Arbeitselektrode durch Substanzablagerungen schneller an Aktivitit verliert. Dies
erforderte ein hiufiges Reinigen der Elektrodenoberfliche (siehe Kapitel 5.4.2).
Seine vor jeder Messung fest einzustellende Polarisationsspannung lag zwischen+2 V.
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Infolge der Zersetzung des Eluenten ist dieser Bereich auf +1,3 V beschrénkt.
Positive Spannungen erfassen oxidierbare Substanzen, negative reduzierbare
Verbindungen. Einen Uberblick iiber die in diesem Bereich detektierbaren
Verbindungen gibt Tabelle 5:

Stoffklassen, die ungefihre Polarisationsspannung
oxidativ detektiert werden (RE : Ag/AgCl/c(KCl)= 3 mol/l)
Aromatische Hydroxi- +800 mV bis + 1200 mV
verbindungen

Aromatische Amine ~ 4600 mV bis +1200 mV
Indole +800 mV bis + 1000 mV
Phenothiazine ‘ +1000 mV

Mercaptane +800 mV

Verschiedene +800 mV bis +1000 mV

(Vitamin A, Purine,
Carotine, Ascorbinsdure)

Stoffklassen, die ungefdhre Polarisationsspannung
reduktiv detektiert werden (RE : Ag/AgCl/c(KCl)= 3 mol/I)
Chinone v -400 mV

Nitroverbindungen -700 mV bis -800 mV

(z.B. Nitrophenole)

Tabelle 5: Polarisationsspannungen von detektierbaren Substanzen nach [15]

Die Substanzselektivitdt des oxidativ betriebenen amperometrischen Detektors ist bei
kleinem Arbeitspotential sehr groB, da schwerer oxidierbare Verbindungen nicht
detektiert werden. Ist das Ziel einer Analyse, einen einzelnen Stoff aus einem
Gemisch nachzuweisen, so gelingt dies ohne Auftrennung, wenn diese Verbindung
das kleinste Potential besitzt. Soll, wie im vorliegenden Fall eine Stoffklasse von
Verbindungen untersucht werden, so muf3 von dhnlichen Zersetzungsspannungen
ausgegangen werden. Eine spezifische Substanzdetektion mit Hilfe der
Polarisationsspannung war nicht moglich, da alle beteiligten Verbindungen zersetzt
wurden. Dariiberhinaus stellten die hohe Zersetzungsspannungen der untersuchten
Herbizide extreme Anforderungen an die Reinheit des Eluenten gegeniiber
oxidierbaren Verunreinigungen.

*
RE = Referenzelektrode
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5.2, Das amperometrische Detektionssystem
Das verwendetete amperometrische Detektionssystem besteht aus drei Teilen:

- der elektrochemische Detektor mit der Detektorzelle, welche die Elektroden
enthélt,

- ein potentiostatisches Strom-Spannungsmefgerit fiir die Strommessung und zur
Einstellung der Polarisationsspannung (VA-Detektor), sowie

- die Computereinheit zur Steuerung der HPLC-Apparatur und zur Mef3wert-
erfassung,

Zur Mefwerterfassung konnte anstelle des bisher verwendeten X/Y-Schreibers ein
Chromatographiedatensystem der Firma Gynkosoft verwendet werden, welches {iber
Analogeingidnge der A/D-Karte an den Analogausgang des VA-Detektors
angeschlossen wurde,
Das potentiostatische  Strom-Spannungsmefgerdt diente zur Wahl der
Polarisationsspannung, die im Bereich von+2 V auf ein hundertstel exakt einstellbar
war, und der Strommessung, welche im empfindlichsten Fall 0,1 nA entsprach.
Die Detektionszelle ist nach dem Drei-Elektrodenprinzip aufgebaut (siehe Abbil-
dung 26 und [16]). Zwischen der Arbeitselektrode und der Hilfselektrode fliefit der
Meflstom, der als Faradayscher Strom bezeichnet wird und durch die Redoxreaktion
der Substanzen an der Arbeitselektrode entsteht. Mit der Referenzelektrode wird das
Potential der Arbeitselektrode fixiert und iiber einen Potentiostaten des Strom-
Spannungsmefigerdtes der Spannungsabfall zwischen Arbeitselektrode und
Hilfselektrode reguliert. Um den Spannungsabfall minimal zu halten, soll der
Abstand der Referenzelektrode und der Hilfselektrode von der Arbeitselektrode
moglichst klein und gleich groB sein.
Die allgemein iblichen Zelltypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Stoffstromfiihrung [16]. Die Flufirichtung des Eluenten in der verwendeten Zelle ist
senkrecht zur Oberfldche der Arbeitselektrode. Man spricht vom WALL-JET-Prinzip.
Diese Anordnung wurde erstmals von Yamada und Matsuda 1973 beschrieben [17],
[18]. Abbildung 26 verdeutlicht das Prinzip.
Der Eluent tritt durch eine enge Zuleitung auf die kreisférmige
\rbeitselektrodenoberfliche, welche in etwa den 10-fachen Durchmesser der
Eintritts6ffnung besitzt. Der Fliissigkeitsstrahl mufl ohne Verwirbelung auf der
Oberfliche auftreffen und unter laminaren Stromungsbedingungen iiber diese
flieBen. Im 90°-Winkel zur Arbeitselektrode ist im Zellenausflufl die Hilfselektrode
angeordnet, der gegeniiber - im gleichen Abstand zur Arbeitselektrode - die
Referenzelektrode liegt. Die eigentliche Zelle wird moglichst schmal gehalten
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(Volumen etwa 1 ul), um ein groBes Oberflichen - Volumenstromverhéltnis zu
erzeugen. Hiermit soll ein inniger Kontakt des Eluenten mit der Arbeitselektrode bei
laminarer Strémung erreicht werden, ohne durch Verwirbelung des Eluenten eine
Peakverbreiterung infolge Riickvermischung zu erhalten. Tatsdchlich beobachtet man
an der Elektrodenoberfliche die Ausbildung einer Diffusionsgrenzschicht, die den
Stoffiibergang zwischen strémender Phase und Elektrode mafigeblich beeinfluBt. Aus
Abbildung 27 geht hervor, daf ein senkrechter Flu} giinstiger ist als ein paralleler, da
die Diffusionsgrenzschicht eine geringere Dicke besitzt.

Arbeitselektrode
Hilfselektrode _J ‘
] n Referenzelektrode
, 7] |
A
Fluf}

Abbildung 26: Detektorzelle des ELCD nach dem WALL-JET-Prinzip

FluB3

5

Arbeitselektfode

Abbildung 27: Diffusionsgrenzschicht an der Arbeitselektrode
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5.3. EinfluBgroBen auf das Detektorsignal

Das Stromsignal des amperometrischen Detektors ergibt sich durch die
Redoxreaktion der Substanzen an der Elektrodenoberfliche und kann durch

folgende Gleichung beschrieben werden [19]:
i=nFAgcu?, (5.1)

mit I = Stromstérke
n = Anzahl der ausgetauschten Elektronen pro Molekiil
F = Faraday-Konstante
A = Oberfliche der Arbeitselektrode
B = Stoffiibergangskoeffizient
¢ = Konzentration der Probensubstanz
a = Konstante mit Werten zwischen 0,33 und 0,5
u = Strdmungsgeschwindigkeit der mobilen Phase.

Die Proportionalitdt des Signals zur ausgetauschten Elektronenzahl n und der
Faradayschen Konstanten F ist gemdB den Faradayschen Gesetzen gegeben. Der
Eingang der Stromungsgeschwindigkeit belegt, da8 das Signal des Detektors direkt
proportional zur Anzahl der pro Zeiteinheit umgesetzten Probemolekiile ist. Folglich
gehort der elektrochemische Detektor im Gegensatz zu dem Diodenarray zur Klasse
der stoffstromabhiingigen Detektoren.

Nach Gleichung (5.1) ist i proportional zu ¢, so da8} ein linearer Zusammenhang zwi-
schen der Pestizidkonzentration und dem Detektorsignal zu erwarten ist. Als frei
wéhlbare und optimierbare Variablen gehen die GréBen der Oberflidche der Arbeits-
elektrode A, die Stromungsgeschwindigkeit u und der Stoffiibergangskoeffizient g
ein:

- die Arbeitselektrodenoberfliche A sollte nach obiger Formel moglichst grofl gewihlt
werden, um einen hohen Stromflufl zu erreichen. Gleichzeitig steigt aber auch das
Grundrauschen, da es schwierig ist, eine weitgehend stérungsfreie Oberflidche zu ge-
wihrleisten. Werden solche groBflidchigen Elektroden nur begrenzt kontaktiert, so
kommt es-infolge der endlichen Leitfihigkeit des Elektrodenmaterials zu einem Po-
tentialabfall innerhalb der Elektrode. Deshalb gibt es fiir jedes Elektrodenmaterial
eine optimale OberflichengroBe, fiir die das Signal/Rausch-Verhiltnis optimiert

werden kann.

- die Stromungsgeschwindigkeit u des Eluenten hat je nach Zelltyp einen mehr oder
weniger starken Einfluf} auf die Dicke der Diffusionsschicht an der Arbeitselektrode.
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Einerseits fithrt die Erhohung der Strémungsgeschwindigkeit zu einer diinneren
Diffusionsschicht und damit zu einem besseren Stofftransport der Probensubstanzen
an die Arbeitselektrode, andererseits wird ein deutlich groferer Anteil an
Analytmolekiilen pro Zeiteinheit an der Elektrodenoberfldche vorbeitransportiert.

- der Stoffitbergangskoeffizient g sollte moglichst grofl sein, damit Substanzmolekiile
aus dem Bulk durch die Nernstsche Stromungsschicht § an die Oberfliche der
Elektrode diffundieren kénnen. Es gilt nach [20]:

B8 =D/s. (5.2)

Je kleiner die Schichtdicke 6 ist, desto groBer ist der Stoffiibergang. Dies wird z.B.
durch die Wahl eines Eluenten mit geringer Viskositét erreicht.
Fiir die Diffusion gilt nach dem 1. Fickschen Gesetz [22]:

dn/dt = D'A*(- dc/dx) . (5.3)

Unter Annahme eines linearen Konzentrationsgradienten (dc/dx) ergibt sich fiir die
pro Zeiteinheit transportierte Stoffmenge dn/dt:

dn/dt = -D-A(cyc)/6 ‘= D-A(c-cy)/s (5.4)

mit ¢ = Konzentration an der Elektrodenoberfldche
¢ = Konzentration in der bulk-Strémung
§ = Dicke der Nernstschen Schicht. -

Da der Stromfluf} nach Gleichung (5.1) dem Stofftransport proportional ist, gilt:
[« DA (ccy)/s . (5.5)

Mit steigender Temperatur wird der Diffusionskoeffizient grofBer. Nach der Stokes-
Einstein-Beziehung [21] zwischen Diffusionskoeffizienten und der Viskositit n der
Losung gilt:

_ kT
D=, (5.6)

mit k = Boltzmannkonstante
T = Temperatur

Viskositit
effektiver hydrodynamischer Teilchenradius.

=
il
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Die Viskositit n einer Fliissigkeit unterliegt selbst einer Boltzmannschen Tem-

peraturabhéngigkeit:

n =¢ 'E/RT . ‘ (57)

Somit ergibt sich aus Gleichung (5.6) und (5.7) fiir den Diffusionskoeffizienten D
folgende Temperaturabhéngigkeit:

D « TeE/RT, (5.8)

Allerdings ist der Einflufl der Temperatur auf das Stromsignal stark begrenzt, da das
Grundrauschen, welches abhingig von Arbeitspotential, Elektrodenmaterial und der
Zusammensetzung des Eluenten ist, mit steigender Temperatur ebenfalls wéchst.
Folglich ist die Temperatur eine experimenielle Optimierungsgrofie (siehe Kapitel
5.4.).

Zur Optimierung des Detektorsignals wird Gleichung (5.5) herangezogen. Es zeigt
sich, daf} ein maximales Stromsignal nur dann entsteht, wenn die Konzentration der
Substanz ¢y an der Elektrodenoberfliche méglichst klein ist, d.h. die Substanz
vollstindig oxidiert wird. Dies wird durch Anlegen einer Spannung erreicht, die so
hoch ist, dafl durch ein weiteres Steigern das Stromsignal nicht mehr anwichst. Diese
Spannung ist substanz- und elektrodenspezifisch und wird als Polarisationsspannung
Up, bezeichnet. Zur Bestimmung der Polarisationsspannungen werden
liblicherweise voltametrische Untersuchungen durchgefiihrt [25], bei der der
Stromfluf} gemessen wird, wihrend die Potentialdifferenz zwischen zwei Elektroden
kontinuierlich gedndert wird. Um diese Strom-Spannungskurven zu erhalten, wurden
in dieser Arbeit diskontinuierliche voltametrische Messungen mit dem
amperometrischen Detektor durchgefiihrt, die das gleiche Ergebnis lieferten (siehe
Kapitel 5.4.2.).

Neben der Temperatur und dem angelegten Polarisationspotential wird das
detektierbare Stromsignal durch die Elektrolytbeschaffenheit und -konzentration
beeinfluflt. Ihre eigentliche Aufgabe ist die Erzeugung der elektrischen Leitfahigkeit
in der Zelle. Dariiberhinaus wird durch Adsorption von Leitsalzionen die Eigenschaft
der Elektrodenoberfliche beeinflult. Hiermit wird die Potentialdifferenz an der
Grenzfliche verdndert. Das einfachste Modell einer Grenzfliche ist das der
elektrischen Doppelschicht nach Helmholtz. Im Gegensatz zur Nernstschen
Diffusionsschicht, die eine Dicke von etwa 0,1 mm besitzt, erstreckt sich die
Helmholtz-Doppelschicht hochstens iiber 1 nm (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Verlauf der Konzentration an der Elektrodenoberflidche

Die Helmbholtz-Doppelschicht besteht aus einer positiv geladenen Schicht an der
Oberfliche der Elektrode und einer negativ geladenen Schicht in der Losung. Man
unterscheidet die duflere Helmholtzebene (bestehend aus den solvatisierten Anionen
und Substanzmolekiilen) von der inneren Helmholtzebene, die durch die
Ladungsverteilung in der Elektrode gegeben ist. Diese elektrische Doppelschicht
beeinflult das elektrochemische Potential in der Nihe der Elektrode und moégliche
Abscheidungsvorginge mafgeblich (sieche Abbildung 29).

Potential U

Abstand X

Abbildung 29: Verlauf des elektrochem. Potentials an der Elektrodenoberfldche
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Der pH-Wert des Eluenten ist ein duBerst wichtiger Parameter bei der Optimierung,
weil sowohl das erforderliche Arbeitspotential als auch die Stromausbeute hiervon
abhidngen. Die Abhingigkeit ist allerdings hiufig nicht vorhersehbar. So sollte die
nicht protonierte Form wegen der héheren Elektronendichte leichter oxidierbar sein
als die protonierte, elektronenirmere Form.

Die untersuchten Carbamate lassen als sekundire Amine ein solches Verhalten
erwarten. Es zeigt sich jedoch oft, daBl diese vereinfachte Betrachtung nicht zutrifft,
wie z.B. bei Paracetamol, ein Phenol, das in seiner protonierten Form empfindlicher
detektierbar ist [22].

Als Konsequenz ergibt sich hieraus, da der Parameter pH-Wert eine experimentelle
Optimierungsgrofe ist.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, daB die in Tabelle 6 dargestellten Parameter
zur Erzielung eines moglichst hohen Stromsignals experimentell optimiert werden
miissen,

Nachweissystem variable Einfluflgrofie
Durchfluf3zelle Potential
Temperatur
Eluent Fliefigeschwindigkeit
pH-Wert
Art des Leitsalzes

Tabelle 6: Optimierungsgréfien in der elektrochemischen Detektion




5.4, Experimentelle Durchfiihrung
5.4.1. Anforderungen des ELCD an das HPLC-System

Die grundsitzliche Voraussetzung der elektrochemischen Detektion ist die
Leitfihigkeit des Eluenten. Diese wird durch Zusdtze von Salzen in
Mindestkonzentrationen von 103 mol/l erreicht, gleichzeitig wird aber dadurch die
Auftrennung des  Substanzgemisches verdndert. Damit es zu keinen
Wechselwirkungen der nur in polaren Eluenten losbaren Salze mit dem
Sdulenmaterial kommen kann, sollten ausschlieBlich Reversed-Phasen-Sdulen
benutzt werden, die eine vollig unpolare Oberfldche besitzen.

An den Eluenten wird ferner die Anforderung gestellt, eine mdglichst kleine
Viskositét zu besitzen, da wie in 5.3. beschrieben, die Signalstidrke mafgeblich durch
die Stoffstromlimitierung in der Nernstschen Diffusionsschicht beeinflufit wird.
Tabelle 7 zeigt die Viskositidten der fiir die Trennung verwendbaren Losungsmittel:

Eluent Viskositat FlieBmittelstiarke e°
(mPas) (RP 18)

Wasser 1,0 0

Methanol 0,6 ' 0,05

Acetonitril 0,37 0,35

Dioxan 1,54 0,44

THF 0,46 0,55

Isopropylether 0,37 0,72

n-Pentan 0,23 1,0

Tabelle 7: Losungsmittelkriterien zur elektrochemischen Detektion

Fiir den elektrochemischen Detektor ist ein Eluentengemisch aus Acetonitril und
Wasser optimal, da die Elutionskraft gegeniiber den auf der Sdule haftenden
Verbindungen ausreichend klein gewidhit werden kann ( €° von H,0 betridgt null,
siehe Tabelle 7) und die Viskositit des vorteilhaften wiBrigen Analysenmediums
durch Beimischung von Acetonitril ebenfalls erniedrigt werden kann.

Infolge seiner extrem kleinen, riickvermischungsfreien Durchfluzelle besitzt der
ELCD ein hohes Auflosungsvermdgen, das die Verwendung einer besonders
schnellen Trennsdule erlaubt. Es ist dies die Paracosil ProRP C18 Séule der Firma
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Serva in Heidelbérg, die im Gegensatz zu den sonst iiblichen RP-Séulen Fiillmaterial
mit 300 A Porenradius besitzt. Der sterische Einflu8 der Porenradiengréfle fiihrt zu
dreifach kiirzeren Analysenzeiten, die fiir die ELCD von grolem Vorteil sind, da
somit zeitabhingige Aktivitdtsverluste des Detektionssystems eine geringere Rolle

spielen.

5.4.2. Meflvorgang

Nach Anschlul der MeBzelle an das Strom-Spannungsmefigerdt wurde der
gewiinschte Spannungsbereich eingestellt. Die Arbeitselektrode muf3 vor jeder
Messung aktiviert werden, d.h. die duBerste Schicht der Elektrode muf frei von
stérenden Ablagerungen und Oberflichengruppen sein, wie auch eine ebene,
porenfreie Oberfliche besitzen. Hierzu muBite die Arbeiiselekirode aus ihrer
Zellenhalterung herausgeschraubt und mit Al,0,-Pulver @@ = 0,3 ym) poliert werden
[24]. Eine Verbesserung der Aktivierung wurde zusétzlich erreicht, indem die
Elektrode bei einer Spannung von 2 V eine 0,1 normale HCl-Losung fiir fiinf
Minuten zersetzte. Durch diese Behandlung ergab sich ein deutlich gesteigertes
MeBsignal.

Der AktivierungsprozeB3 wurde vor jeder Mefireihe wiederholt, da die "Alterung" der
Elektrode und damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nicht nur ein
zeitabhingiger Proze war, sondern vor allem vom mengenméBigem Umsatz abhing,.

Die aktivierte Elektrode wurde nun unmittelbar in die Detektionszelle eingeschraubt,
durch die ein konstanter Eluentenstrom flo. Die "Einlaufphase" der Arbeitslektrode
begann, d.h. es baute sich die Grenzschicht zwischen Oberfliche und Eluent auf. Ein
anfinglicher Ladestrom von mehreren hundert Nanoampere geht mit der Zeit in den
Grundstrom iiber (siche Abbildung 30).
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Abbildung 30: Polarisationsproze der Arbeitselektrode
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Der Grundstrom wurde mit Hilfe des Potentiometers des Strom-Spannungs-
mefigerites auf den gewiinschten Nullpunkt abgeglichen. Erst wenn der Grundstrom
einen konstanten Wert besa3, konnten Proben in die -HPLC-Sédule eingespritzt
werden. Fiir empfindlichste Messungen betrug die Einlaufzeit mehrere Stunden.
Hierbei erwies es sich als sinnvoll, den Eluenten iiber Nacht im Kreislauf zu fiihren,
so daf zusétzlich eventuell vorhandene Verunreinigungen aufoxidiert wurden. Diese
Oxidationsprodukte konnten bei erneutem Kontakt mit der Arbeitselektrode nicht
mehr detektiert werden.

5.4.3. Eignung des Detektors zum Nachweis von Carbamaten

Carbamate sind Verbindungen, die nach [25] erst bei Potentialen grofier 1,2 V oxida-
tiv zersetzt werden.

Fir solch hohe Potentiale werden in der Regel Metall- oder glassy-carbon-
Elektroden (GCE) als Arbeitselektroden eingesetzt. Besonders die GCE, die aus
thermisch behandelten Phenol-Formaldehyd-Polymeren besteht, ist infolge ihrer
hohen Bestédndigkeit gegeniiber den chemischen Losungsmitteln fiir den Spannungs-
bereich von -800 mV bis + 1200 mV bei pH-Werten kleiner 7 geeignet.

Uber die Detektierbarkeit der untersuchten Carbamate geben die voltametrischen
Strom-Spannungskurven Aufschlufl. Sie wurden mit dem amperometrischen
Detektorsystem erstellt, wobei die Spannung fiir jeden einzelnen Mef3punkt neu
festgelegt werden mufite. Neben der Zersetzungsspannung (Spannung, bei der
erstmals die Probensubstanz oxidiert wurde), lieferten sie zugleich die optimalen
Polarisationsspannungen (Spannung, bei der das stdrkste Stromsignal erhalten wird,
infolge der nahezu vollstindigen Zersetzung der Substanz an der
Elektrodenoberfldche). In den Abbildungen 31-33 sind die Voltagramme der fiinf
getrennten Pestizide dargestellt, anhand von Abbildung 31 erfolgt die prinzipielle
Erlduterung. Die Strom-Spannungskurve ist durch drei Bereiche gekennzeichnet.
Bereich 1 zeigt bis zu einem Potential von 1,07 V den eigentlichen Grundstrom, der
erst ab Spannungen groBer 1,03 V mefBbare Stromstirken anzeigt und damit die
beginnende Zersetzung der untersuchten Substanz andeutet. Der Bereich 2 ist der
eigentliche Arbeitsbereich, in dem durch Wahl des Potentials ein unterschiedlich
hoher Umsetzungsgrad der Substanz erreicht wird. Durch Anlegen einer Tangente im
Wendepunkt der Kurve erhdlt man die Zersetzungsspannung auf der Abszisse, also
die kleinste Spannung, bei der die Oxidation der Substanz eintritt. Dieser Bereich
wird nicht durch eine vollstindige Stoffumsetzung limitiert (insgesamt werden nur bis
zu fiinf Prozent der Substanz oxidiert), sondern durch den Diffusionsgrenzstrom, der




trotz ansteigendem Potentials, infolge Stofftransporthemmung in der Nernstschen
Diffusionsschicht, den  Umsatzgrad  beschrinkt.  Ein  Erhohen  des
Polarisationspotentials fithrt im Bereich 3 zwar gemd3 dem Ohmschen Gesetz zu
einem schwach ansteigendem linearen Verlauf, doch wird mit zunehmenden
Potential das Grundrauschen empfindlich héher. So konnten mit dem verwandten
System keine Spannungen grofler 1,4 V zu Messungen verwendet werden, da der
Grundstrom (hiermit ist das Rauschen des Eluenten ohne Probesubstanz gemeint) so
hoch war, dafl er nicht mehr abgeglichen werden konnte. Tabelle 8 zeigt die
graphisch bestimmte Zersetzungsspannung und die optimale Polarisationsspannung

der Substanzen, die sich durch eine maximale Spannung im Arbeitsbereich ergibt.
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Abbildung 31: Strom-Spannungskurve von Propham, aufgenommen im Eluenten
CH3CN-H20 = 9:11 Volumenanteile mit NaAc-Puffer 0.02m, pH=4,75
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Abbildung 32: Strom-Spannungskurven von Barban und Chlorproham, aufgenommen
im Eluenten CH,CN-H,0 = 9:11 Volumenanteile mit NaAc-Puffer 0.02m,
pH=4,75




Barban zeigt in Abbildung 32 einen deutlich schlechter abgrenzbaren Arbeitsbereich,
bei Carbaryl in Abbildung 33 ist der Diffusionsgrenzstrombereich nicht mehr erfafit.
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Abbildung 33: Strom-Spannungskurve von Chlorbufam und Carbaryl, aufgenommen
im Eluenten CH,;CN-H,0 = 9:11 Volumenanteile mit NaAc-Puffer,

pH =475

Substanz Zersetzungsspannung| Polarisationsspannung
V) V)

Carbaryl 1,17 -

Chlorbufam 1,11 1,34

Barban 1,06 1,36

Propham 1,06 1,27

Chlorpropham 1,03 1,25

Tabelle 8: Zersetzungsspannungen und optimale Polarisationsspannungen der
Carbamate im Eluenten CH,CN-H,0 = 9:11 Volumenanteile mit
NaAc-Puffer, pH=4,75

Mit Ermittlung der optimalen Polarisationssspannungen der Einzelsubstanzen kann
nun die fiir die Trennung geeigneteste ausgesucht werden. Alle Trennungen wurden




dennoch mit nur max. 1,25 V Polarisationsspannung durchgefiihrt, da hierbei die
Grundlinie noch hinreichend stabil war. Folglich konnten Barban, Chlorbufam und
Carbaryl nicht bei ihrer maximalen Polarisationsspannung untersucht werden.

Werden mehrere Messungen bei verschiedenen Spannungen durchgefiihrt, so kann
auBler durch die Retentionszeit der Substanz durch das Verhéltnis der Peakhohen
eine Substanzidentifikation vorgenommen werden, da selbst die Strom-
Spannungskurven von Verbindungen einer Stoffgruppe sich relativ stark

unterscheiden.

5.4.4. Abhiingigkeit des Detektorsignals von Leitsalz und pH-Wert

Die elektrische Leitfihigkeit des Eluenten wurde durch Zusatz von Salzen erreicht.
Ihre Konzentrationen sollen nach Herstellerangaben zwischen 0,01 mol/l und 0,1
mol/] liegen. Tatséchlich wurde mit zunehmenden Elekirolytzusatz ein steigender
Grundstrom beobachtet, so daB} eine relativ kleine Salzkonzentration stets vorteilhaft
schien. Ferner werden die Eigenschaften von Elektrolyten durch die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Ionen beeinflult. Solche Effekte werden durch
Einfithrung der Funktion der Ionenstéirke beriicksichtigt:

[=3mz, (5.9)
mit m; = Molalitit einer Ionenart i
z. = spezifische Ladung einer Ionenart i.

1

In verdiinnten Losungen sind die Aktivitdtskoeffizienten der Elektrolyte, ihre
Leitfdhigkeit, die Geschwindigkeit von Ionenreaktionen und andere Eigenschaften
Funktionen der Ionenstirke. Um experimentell einen Einfluf} der Ionenstirke auf die
Detektion ermitteln zu konnen, wurden unterschiedliche Ionenarten verwendet.
Neben dem Leitsalz ist der pH-Wert des Eluenten fiir die stoffliche Umsetzung der
Probensubstanz oftmals entscheidend, da ihre Zersetzungsspannung mafgeblich
beeinfluft werden kann. Ursache ist in der Regel die Verdnderung der
Elektronendichte im Substanzmolekiil, die beispielsweise durch eine Protonierung
hervorgerufen wird. Eines der bekanntesten Beispiele ist die reduktive Bestimmung
von Nitrophenolen, die bei einem pH-Wert von 3 durchgefiihrt wird. Die protonierte
Form besitzt eine geringere Elektronendichte, so daf} sie leichter reduziert werden
kann, Um konstante pH-Werte garantieren zu konnen, wurden als Leitsalze
Puffersysteme mit fest vorgegebener Konzentration eingesetzt. Bei der oxidativen
Bestimmung der Carbamate darf der pH-Wert der untersuchten Ester wegen ihrer
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sauren bzw. alkalischen Hydrolyse nur im Bereich zwischen 3 bis 7 variieren, wobei
bei hoheren Sidurekonzentrationen ihre Stabilitdt deutlich hoher ist. Sollte eine
Signalverstirkung oder eine Anderung der Zersetzungsspannungen auftreten, so
kann dies durch die Strom-Spannungskurven der Substanzen nachgewiesen werden.
Mit den fiir die elektrochemische Detektion iiblichen Puffersystemen wurde der pH-
Wert im Bereich zwischen 3 bis 7 variiert, wobei die unterschiedliche Ionenstéirke der
Puffersysteme beriicksichtigt wurde. v

Als Puffer wurden in dem Eluentengemisch, Acetonitril: Wasser=9:11, verwendet:

- KH,P0, (0,02 m)/H,P0,, pH = 3
- NaAc (0,02 m)/HAc (0,02 m), pH = 4,75
- KH,P0, (0,02 m)/Na0H, pH = 6,88
Abbildung 34 zeigt den Einflul der Ionenstirke und des pH-Wertes auf Propham:
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Abbildung 34: Strom-Spannungskurve von Propham bei verschiedenen pH-Werten

Die Strom-Spannungskurven von Propham bei unterschiedlichen Elektrolyten und
pH-Werten des Eluenten zeigen, dafl die Zersetzungsspannung bei héheren pH-
Werten geringfiigig niedriger liegt, wihrend die Signalintensitit nahezu unverdndert
bleibt. Mit der Ionenstérke konnte folglich keine Signalverstérkung erreicht werden.
Die beste Detektierbarkeit der Substanzen sollte bei hohen pH-Werten erreicht
werden. Experimentell zeigte sich jedoch, dal vollstdndige Trennungen am
leichtesten im acetatgepufferten System zu realisieren waren. Die phosphathaltigen
Eluenten zeigten eine deutliche Deaktivierung der Arbeitselektrode, so daB aus
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einem Gemisch jeweils nur die ersten Subtanzpeaks erhalten werden konnten,
wilhrend die letzten nicht angezeigt wurden (siehe Kapitel 5.5).
Tabelle 9 zeigt die Abhingigkeit der Zersetzungsspannung von dem Puffersystem.

Puffersystem Zersetzungsspannung
(V)
Phosphatsystem 1,075
pH=3
Acetatsystem 1,07
pH = 4,75
Phosphatsystem 1,06
pH = 6,88

Tabelle 9: pH-Wert Abhingigkeit der Zersetzungsspannung
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5.4.5. Abhingigkeit des Detektionssignals von der Fliefigeschwindigkeit

Das Signal des stoffstromabhéngigen amperometrischen Detektors wird durch die
Stromungsgeschwindigkeit nach Gleichung (5.1) beeinflufit. Fiir Gemischtrennungen
mit der benutzten HPLC-Apparatur sind Strémungsgeschwindigkeiten von 0,7 bis 1,3
ml/min relevant, da kleinere Strémungeschwindigkeiten zu langen Analysezeiten und
Peakverbreiterungen, gréflere zu unvollstindigen Auftrennungen und starken
Druckschwankungen fiihren.

Abbildung 35 zeigt den EinfluB der Stromungsgeschwindigkeit auf das
Detektionssignal von 100 ppb Propham, bei einer Temperatur von 24°C im

acetatgepufferten Eluenten Acetonitil : Wasser = 9:11 Volumenprozent.
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Abbildung 35: Abhéngigkeit des Detektionssignals von der Stromungsgeschwindigkeit

Bis zu einer Stromungsgeschwindigkeit von 1,05 ml/min steigt das Signal stark an.
Bei hoheren Stomungsgeschwindigkeiten nimmt der Effekt des Vorbeitransportes zu,
so dal die Signalstirke etwas langsamer zunimmt. Im untersuchten Bereich ergibt
sich eine Signalverdnderung um etwa 15%. Der Exponent a ldft sich anhand der
Messungen bestimmen und besitzt den Wert 0,41. Somit wurde der erwartete

Kurvenverlauf durch das Experiment besttigt.




5.4.6. Abhingigkeit des Detektorsignals von der Temperatur

Die Beeinflussung des Detektorsignals durch die Temperatur konnte experimentell
durch eine Thermostatisierung des Eluentenstromes unmittelbar vor der
Detektorzelle erreicht werden. Eine steigende Temperatur hat, wie in Kapitel 5.3.
beschrieben, gréflere Diffusionskoeffizienten zufolge. Somit sollte eine gréBlere
Substanzstoffmenge an die Elektrode herantransportiert werden und abreagieren
konnen. Infolge der Eluentenzusammensetzung wurde fiir einen Temperaturbereich
von 5-40 °C das Stromsignal bestimmt und beziiglich der Nachweisgrenzen das
Grundrauschen ermittelt. Abbildung 36 zeigt folgende Abhingigkeiten:

Stromstarke (nA)
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5 10 - 15 20 25 30 35 40
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Abbildung 36: Temperaturempfindlichkeit des Detektionssignals

Bis zu einer Temperatur von 22,5 °C steigt die Signalstidrke nahezu linear an. Bei
hoheren Temperaturen zeigt die Kurve eine abnehmende Steigung, ein Verhalten,
das durch die Theorie qualitativ erkldrt wird (Gleichung (5.8)).

Der Stromflu bei 22,5 °C ist nahezu um etwa 50 % hoher als bei 7,5 °C.
Reproduzierbare Ergebnisse konnen folglich nur unter exakter Thermostatisierung
erhalten werden. Fiir Spurennachweise ist der Temperatureffekt nicht unbegrenzt
ausnutzbar, weil das Grundrauschen bei héheren Temperaturen stark ansteigt.
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5.5. Durchfiihrung der Trennung und Bestimmung der Nachweisgrenzen

Die experimentellen HPLC-Trennungen zur elektrochemischen Detektion wurden
mit einer RP-Sdule mit Porenradien von 300 A durchgefiihrt. Diese erlaubt
Analysenzeiten von weniger als 10 Minuten. Um die am Diodenarray auf
Volumenflul und Eluent optimierte Trennung mdglichst unbeeinfluBt zu lassen,
wurden die dort verwendeten Puffersysteme in hoheren Konzentrationen als
Leitsalze verwendet. Eine Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase von 1,0
ml/min wurde beibehalten, da diese auch fiir das Detektionssystem.als geeignet
erschien. Die hinsichtlich der elektrochemischen Detektion wichtigen Gréfen
(Temperatur, Polarisationsspannung, Stromungsgeschwindigkeit und pH-Wert)
wurden im Kapitel 5.4 untersucht und optimiert.

Séamtliche Trennungen =zur Bestimmung des Detektorverhaltens und der
Nachweisgrenzen wurden mit folgenden, experimentell optimierten Gréflen
durchgefiibrt:

EinfluBgrofle Wert

Puffersystem, bzw. NaAc/HAc, 0,02 m, pH = 4,75
Leitsalz

Stromungsgeschwindigkeit 1,0 ml/min

des Eluenten

Thermostatisierung der konstant 25°C
Detektorzelle
Polarisationsspannung 1,25V

Tabelle 10: Mefbedingungen fiir die ELCD

Das Acetatpuffersystem zeigte an der Arbeitselektrode das geringste
Deaktivierungsverhalten, wihrend die Phosphatpuffer eine Erfassung von fiinf
Substanzpeaks nicht zulieBen, Die Strémungsgeschwindigkeit von 1,0 ml/min war
nicht nur fiir die Trennung der Pestizide durch das HPLC-System optimal, sondern
auch flir das Stromstdrke-/Rauschsignal des elektrochemischen Detektors. Eine
Thermostatisierung der Detektionszelle ist fiir die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse  unerldBlich. Die  theoretische  Temperaturabhidngigkeit des
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Detektorsignals liel eine optimale Detektion bei hohen Temperaturen erwarten.
Doch ist dieser Effekt durch das Eluentenverhalten beschrdnkt, bei Temperaturen
grofer 25°C eine deutlich schwichere Temperaturabhingigkeit zu zeigen (siehe
Kapitel 5.4.6.). Die Polarisationsspannung von 1,25 V war ebenfalls ein Kompromif}
zwischen Signalstdrke und Rauschverhalten, wie in Kapitel 5.4.3 gezeigt wurde.

Unter diesen konstant gehaltenen MefBbedingungen wurde folgendes

Chromatogramm aufgenommen:
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Abbildung 37: Chromatogramm der fiinf Carbamate mit je 100 ppb. ~ Zeitimin]

Tabelle 11 gibt fir die getrennten Carbamate die Retentionszeiten,
Kapazitatsfaktoren und die relativen Fehler der Peaksignale bei dreimaliger
Wiederholung der Messung an.

Carbamat Retentionszeit Kapazititsfaktor | Fehler des

tg (min) K’ Detektorsignals
Carbaryl 4,10 2,73 4,7%
Propham 4.78 3,19 6,3%
Chlorbufam 6.57 4,38 7.2%
Barban 8.03 5,35 6,8%
Chlorpropham 9.03 6,02 6,5%

Tabelle 11: Identifikation und Fehleranalyse der Substanztrennung
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Zur Auswertung von quantitativen Messungen wurden fiir die Substanzen
Konzentrationsreihen aufgenommen. Die hochsten Konzentrationen betrugen 200
ppb pro Vertreter, da grofere Mengen unmittelbar zur Deaktivierung der
Arbeitselektrode fithrten. Dieser Effekt, der vermutlich auf Ablagerungen an der
Arbeitselektrode zuriickzufithren ist, wurde auch an einer Gold-Arbeitselektrode
beobachtet. Abbildungen 38 und 39 zeigen die Konzentrationsreihen der Carbamate.
Der lineare Bereich des Detektors (Signal « Konzentration) ist durch diese
Mallnahme stark eingeschrinkt. Auflerdem fillt auf, daB fiir hohere Konzentrationen
die Abweichung von einer Geraden infolge der geringeren Aktivitdt der
Arbeitselektrode grofer wird.

Stromstirke [nA)

a5
[m]
30
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161
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O 1 I N i
0 50 100 160 200 250

Konzentration [ppb]
Abbildung 38: Konzentrationsreihen von Carbaryl und Propham
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Abbildung 39: Konzentrationsreihen von Chlorbufam, Barban und Chlorpropham
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Der elektrochemische Detektor ist gekennzeichnet durch eine extrem hohe
Empfindlichkeit. Seine Nachweisgrenzen liegen fiir die betrachteten Verbindungen
unter den spektralphotometrisch erfaten Werten. Hierbei féllt auf, dafl aufgrund des
gednderten  Detektionsprinzips die einzelnen  Verbindungen in ihrer
Nachweisempfindlichkeit untereinander in einer verinderten Reihenfolge stehen. Es
ergeben sich die in Tabelle 12 dargestellten Nachweisgrenzen.

Carbamat Nachweisgrenze
(ppb)
Carbaryl 53
Propham 13
Chlorpropham 24
Barban 31
Chlorbufam 17

Tabelle 12: Nachweisgrenzen des ELCD fiir Carbamat-Pestizide




6. Diskussion und Ausblick

Der Vergleich der Nachweisgrenzen in Tabelle 13 zeigt, da der amperometrische
Detektor die Carbamate (mit Ausnahme des Carbaryls) um bis zu einem Faktor fiinf
empfindlicher nachweisen kann als der spektralphotometrische Diodenarray-
Detektor. Aufgrund des verdnderten physikalischen Detektionsprinzips ergibt sich
unter den Carbamaten eine veridnderte Reihenfolge in der Nachweisgrenze. Beide
Systeme kénnen jedoch die gesetzlich geforderten Nachweisgrenzen fiir Pestizide von
0,1 ug/1 (0,1 ppb) fiir die Einzelsubstanz und 0,5 ug/1 (0,5 ppb) fiir die Summe der
Substanzen im Rahmen eines on-line Verfahrens nicht erfiillen.

Im Vergleich zu der spektralphotometrischen Detektion besitzt der elektrochemische
Detektor einige erhebliche Nachteile:

Das elektrochemische Detektionssystem ist infolge seiner Losungsmittelabhéngigkeit
auf HPLC mit Umkehrphasen beschrinkt, ferner wird der detektierte Stoff
zumindest teilweise bei der Detektion zersetzt. Nur relativ leicht oxidierbare oder
reduzierbare Verbindungen sind untersuchbar. Folglich kann an eine vollstindige
Erfassung aller Pestizidgruppen nicht gedacht werden.

Durch die Wahl eines bestimmten Polarisationspotentials wird die detektierbare
Substanzgruppe nochmals eingeschrinkt, wie auch keine Mdglichkeit besteht, die
Substanzen in einer einzigen Messung selektiv zu erfassen.

Die Arbeitselektrode mufl in einer speziellen Vorbehandlung vor jeder Messung
aktiviert werden. Durch Stoffumsitze an der Elektrode wird diese wihrend der
Messung deaktiviert und liefert hdufig zu geringe Werte.

Die elektrochemische Detektion kann durch Fremdionen (Fe?") relativ leicht gestort
werden. Absolut reine Eluenten sind daher Voraussetzung fiir die erfolgreiche
Detektion.

Das Diodenarray erfafit hingegen sdmtliche spektralphotometrisch detektierbaren
Substanzen, allerdings bei deutlich héhereren Nachweisgrenzen.

Die experimentelle Handhabung des Detektorsystems ist nahezu problemlos, ein
Anschluf3- an spezielle HPLC-Sdulen ist vorstellbar., Die Moglichkeit, jeden
Subtanzpeak eines Chromatogramms auf sein Spektrum hin zu untersuchen, 148t
Selektivititsbetrachtungen zu. Dies kann zumindest zur Uberpriifung der Reinheit
eines aufgetrennten Substanzgemischs oder einer einzigen Substanz genutzt werden.
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Da die vom Gesetzgeber erwarteten Nachweisgrenzen fiir Pestizide in der on-line
Analyse nicht erreicht werden konnten, miissen die Detektoren in ihrer
Empfindlichkeit weiterhin gesteigert werden.

Fir das Diodenarray bestehen prinzipiell drei Moglichkeiten dies zu erreichen.

- Die Entwicklung stirkerer Lichtquellen zur Absorption

- Verbesserung der Empfindlichkeit der Halbleiterdioden -

- Verbesserung des Signal/Noise-Verhiltnisses von DurchfluBzelle,
Strahlungsgang oder Auswertungsmethode.

Die erwdhnten Verdnderungen sind fiir die Spektralphotometrie von grundsétzlicher
Bedeutung, daher wurden diese Faktoren in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich
optimiert. Andererseits bedarf es einer prinzipiellen Verbesserung, mit der die
Empfindlichkeit um einen Faktor 100 erhoht werden konnte. Daher erscheint die on-
line Analyse von Pestiziden im gesetzlich geforderten Nachweisbereich ohne

Séulenanreicherung zunéchst eher unwahrscheinlich.

Bei der elektrochemischen Detektion besteht im Gegensatz dazu ein enormer
Entwicklungsbedarf. Durch Einfiihrung der Pulsationstechnik (d.h. Anlegen einer
Wechselspannung an die Arbeitselektrode im 10 Hz-Bereich) wurde in den letzten
Jahren das Problem der Feststoffablagerung weitgehend geldst [26]. Da nur fiir ein
extrem kurzes Zeitintervall die eigentliche MeBspannung anliegt, kann das
Zersetzungspotential deutlich erhoht werden. Dies hat eine entscheidende
Verbesserung der Empfindlichkeit zufolge. Gleichzeitig kann an eine Erh6hung der
Selektivitit gedacht werden, wenn die MeBintervalle mit unterschiedlichen
Mefspannungen betrieben werden. Allerdings ist die Einschrdnkung des Systems auf
oxidierbare und reduzierbare Verbindungen hiermit generell nicht gelost. Die
bevorzugte Verwendung des elektrochemischen Detektors liegt derzeit noch in dem
Nachweis einer einzigen, sehr leicht oxidierbaren Verbindung, die in bestimmten
Medien durch ihre geringe Zersetzungsspannung ohne grofle Auftrennung selektiv

detektiert werden kann.

Eine generelle Eignung der beschriebenen Detektoren zum empfindlichen Nachweis
der Pestizide ohne Zwischenanreicherung erscheint somit fragwiirdig. Neuere
nachweisstiarkere Methoden, wie die photothermische Ablenkungsspektroskopie oder
Photoakustik sind daher diesen klassischen Detektionsprinzipien vorzuziehen.
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