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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Pestizide

Zu den Pflanzenschutzmitteln (Pestizide) werden Stoffe gezéhlt, die zur Bekdmpfung von
Schidlingen, Konkurrenzpflanzen und Krankheiten bei Kultur- und Nutzpflanzen eingesetzt
werden. Je nach ihrer Wirkung auf bestimmte Organismengruppen unterteilt man die
Pestizide in Insektizide, Akarizide, Rodentizide, Molluskizide, Fungizide und Bakterizide.
Nach der Wirkungsweise werden sie u.a. in Kontakt-, FraB-, Atz- und Atemgifte sowie in
hormonale Wirkstoffe gruppiert [1, 2].

Die weltweite Menge an Pflanzenschutzmitteln, die in die Umwelt eingebracht wird, liegt bei
ca. 640.000 Tonnen pro Jahr (t/a). Der Anteil der in der Bundesrepublik Deutschland
eingesetzten Pflanzenschutzmitteln liegt bei ungefédhr 30.000 t/a, d. h. es besteht ein Austrag
von 80-100 t/Tag [3].

Die Industrie bietet heute drei weitere Wirkstoffklassen zur Schidlingsbekdmpfung als Ersatz
fiir die frither eingesetzten chlorierten Kohlenwasserstoffe (Lindan, DDT, Aldrin) an, deren
Gebrauch aufgrund ihrer Anreicherung und Persistenz im Fettgewebe in vielen Lindern
eingeschriankt wurde. Eine davon ist die Klasse der Phosphorsdureester (Organophosphate),
deren wichtigster Vertreter Dichlorvinylphosphat (Dichlorvos, DDVP) ist. Im Handel ist es in
Aerosolen und impragnierten Cellulosestreifen zu erwerben.

Eine zweite Klasse ist die der Carbaminsdureester (Carbamate), zu der u. a. Propoxur® zahlt.
Propoxur® wird, mit anderen Wirkstoffen kombiniert, als Aerosolspray verwandt. Bedingt
durch bedenkliche Intoxikationen und Umweltgefahren wurde der Einsatz dieser Insektizide
drastisch gesenkt, was sich wiederum mit den sinkenden Pflanzenschutzmittelzulassungen der
Bundesrepublik Deutschland belegen lisst [4].

Die dritte Klasse besteht aus den Pyrethroiden, aus natiirlichen Pyrethrinen technisch
hergestellte Abkommlinge. Die Vorteile der Pyrethroide sind eine hohe insektizide
Wirksamkeit, eine geringe Humantoxizitit sowie eine gute Pflanzenvertraglichkeit [5].
Bedingt durch diese Vorteile stieg die Nutzung der Pyrethrine und Pyrethroide seit den letzten
20 Jahren stindig an. lhr FEinsatz erstreckt sich auf viele Gebiete — von der
Schéadlingsbekdmpfung in der Landwirtschaft und Innenrdumen bis zur Therapie parasitarer
Hauterkrankungen [6, 7]. Vielfdltige Untersuchungen weisen jedoch auf akute und chronische

Intoxikationen durch den Kontakt oder die Aufnahme dieser Biozide hin [8, 9, 10, 11].
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1.2 Pyrethrine

1.2.1 Historie

Um die Naturkrifte zu unterstiitzen, wurde bereits im Altertum mit diversen Mitteln versucht,
das Wachstum von Pflanzen zu begiinstigen und die Pflanzen vor Schédlingen zu schiitzen
[12]. Das élteste, bekannte Insektizid, das Pyrethrum, wurde aus der Pflanze Chrysanthemum
coccineum gewonnen. Diese aus dem Mittleren Osten stammende Pflanze wurde bereits bei
den Romern in getrockneter Form gegen Laduse und Flohe angewandt. Gezielte Versuche,
Pflanzenkrankheiten mit Naturstoffen zu behandeln, sind erst seit der Aufklirung bekannt.
Das ,,Dalmatinische Insektenpulver® gelangte erst 1840 nach Westeuropa, im Nahen Osten
war die insektizide Pyrethrum-Wirkung dieses Pulvers jedoch schon ldnger bekannt. Als
Hauptanbaugebiet gilt heute Kenia. Gemeinsam mit Tansania werden ca. 23.000 t

Trockenbliiten produziert, was mehr als 90 % der Welternte ausmacht [13].

1.2.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften und Struktur

In Chrysanthemen (Chrysanthemum coccineum und Chysanthemum cinerariaefolium) sind
die natiirlichen Pyrethrine enthalten [14]. Das Pyrenthrum-Konzentrat, das aus getrockneten
Bliiten gewonnen wird, enthélt sechs insektizide, optisch aktive Ester der (+)-trans-
konfigurierten ~Chrysanthemumsidure und der Pyrethrinsdure mit den cyclischen
Ketoalkoholen (+)-Cinerolon, (+)-Jasmolon und (+)-Pyrethrolon [7, 15, 16].

Die Substanzen Cinerin, Jasmolin und Pyrethrin leiten sich von den Keto-cyclopentylalkohlen
ab. Bedingt durch verschiedene Sdurereste existieren zwei unterschiedliche Gruppen. Die
Chrysanthemate, die zur Gruppe I gehoren, bilden Chrysanthemumsaureester. In Gruppe 11

werden die Ester der Pyrethrumsiure den Pyrethraten zugeordnet (Abb. 1) [17, 18, 19, 20].
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Substanz Substanzgruppe R1 R2 Summenformel MG
(g/mol)

Cinerin I -CH; -CH; Cyo Hog05 3164
Jasmolin I Chrysanthemate -CH; -CH,-CH; Co1 H3005 330,5
Pyrethrin I -CH; -CH=CH, Co1 Hyg05 328.5
Cinerin I1 -COOCH;3; -CH; Ca1 Has0s 360,5
Jasmolin 1T Pyrethrate -COOCHj; | -CH,-CH; Coy H3005 374.,5
Pyrethrin 11 -COOCHj; | -CH=CH, Coy Hy50s5 372.5

Abbildung 1: Molekiilstruktur, Summenformel und Molekulargewicht der Pyrethrine

Pyrethrine sind hochsiedende, farblose, viskose Ole [21] und in den meisten organischen
Losungsmitteln 16slich. Sie werden vor allem zum Pflanzen- und Vorratsschutz bei Getreide,
Getreideprodukten und Gemiise angewandt. In manchen Haushaltssprays sind ebenfalls
Pyrethrum-Extrakte enthalten, denen haufig der Synergist Piperonylbutoxid (Abb. 2) zugefiigt
wird [22]. Neben dem eigentlichen Insektizid bewirkt der Zusatz von Synergisten dabei eine

additive oder potenzierende insektizide Wirkung des Priparates.

A Y mo>
0
Abbildung 2: Struktur von Piperonylbutoxid

Ein Nachteil der beschriebenen natiirlichen Insektizide ist die photochemische und oxidative
Zersetzung. Der photochemische Abbau von Pyrethrinen wurde seit 1969 simuliert und
beschrieben [23, 24]. Class und Kintrup untersuchten die Photostabilitit von Pyrethrinen
unter Tageslicht-Bedingungen. Als Resultat wurde festgestellt, dass innerhalb von 48 Stunden

die insektiziden Wirkstoffe um 90 % abnahmen [25].
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1.3 Pyrethroide

1.3.1 Historie

Bedingt durch den schnellen Zerfall der natiirlichen Pyrethrine unter Licht und Sauerstoff
wurden seit 1945 stabilere Derivate, die Pyrethroide, entwickelt. Im Jahr 1949 wurde das erste
Pyrethroid Allethrin, das der Molekiilstruktur der Pyrethrine sehr dhnelt, von Schlechter et al.
synthetisiert [26]. Die Wirkung und die Photostabilitdt sind daher vergleichbar [27]. Das
strukturell verdnderte Insektizid Tetramethrin wurde 1960 hergestellt, dessen Eigenschaften
denen des Allethrins gleichen. Im Jahr 1965 gelang Elliott et al. durch den Austausch der
Allethrin-Alkoholkomponente gegen 5-Benzylfuryl-3-methanol die Darstellung des stark
insektiziden Resmethrins [28].

Farkas et al. synthetisierten 1973 das Pyrethroid Permethrin, das erste photostabile,
hochaktive Agrar-Pyrethroid. Elliott et al. gelang 1974 die Darstellung des Cypermethrins,
das a-Cyano-Derivat des Permethrins, sowie die Entwicklung der dem Cypermethrin
analogen Dibromverbindung Deltamethrin. Bedingt durch die LDsy von 0,01 mg/kg zdhlt es
zu einer der potentesten Insektizide gegen viele Insektenarten [29].

Uber die vorgenannten Entwicklungen hinaus wurden im Laufe der Jahre noch iiber 1000
pyrethroide Wirkstoffe synthetisiert [7]. Seit 1994 ist das neue Pyrethroid (1R)-trans-
Transfluthrin (Bayer AG) im Handel erhéltlich. Es ist ein schnell wirkendes, selektives

Insektizid gegen Miicken, fiir Warmbliitler untoxisch.

1.3.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften und Struktur

Synthetisch hergestellte Insektizide, die der Pyrethrinstruktur nachgebaut wurden, bezeichnet
man als Pyrethroide. Das Allethrin ist das der Pyrethrinstruktur dhnlichste Pyrethroid und
kommt als Gemisch aus acht moglichen Isomeren vor. Das auf dem Markt erhiltliche
,Bioallethrin®“ ist ein Gemisch, das einen S-1R-trans Isomerengehalt von iiber 90 % aufweist
und der absoluten Konfiguration der natiirlichen Pyrethrine entspricht. In Abbildung 3 ist die

Molekiilstruktur des Allethrins dargestellt.
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Abbildung 3: Molekiilstruktur von Allethrin

Zur Gruppe der Pyrethroide gehdren weiterhin u. a. Permethrin, Phenothrin, Cypermethrin,
Fenvalerat und Deltamethrin [30]. Sie werden zur Bekdmpfung vieler Schiadlinge im Acker-,
Gemiise-, Hopfen-, Obst- und Weinbau sowie im Zierpflanzenbereich als FraB- und
Kontaktinsektizide eingesetzt. Thre hohere Sauerstoff- und Lichtstabilitdt (Persistenz) sowie
die gesteigerte Toxizitét zeichnet sie im Vergleich mit den Pyrethrinen aus [31].

In Abbildung 4 werden Struktur, Molekulargewicht, Summenformel und Isomerenanzahl der

aufgefiihrten Pyrethroide dargestellt.

oy O
E3 o

o E4
Substanz R3 R4 Summenformel Isomere MG
(g/mol)
Phenothrin -CH; -H Cax3Hy605 4 350,5
Permethrin -Cl -H C,1H,0C1,05 4 391,3
Cypermethrin -Cl -CN CxH9CILhNO3 8 416,3
Deltamethrin -Br -N CyH9Br,NO;s 8 505,2

Abbildung 4: Molekiilstruktur, Summenformel und Molekulargewicht der Pyrethroide: Phenothrin, Permethrin,
Cypermethrin und Deltamethrin
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Sowohl Permethrin als auch Phenothrin besitzen jeweils zwei asymmetrische Cyclopropyl-
Kohlenstoffatome und bilden je vier Stereoisomere [32, 33]. Im Permethrin werden die zwei
endstdndigen Methylgruppen des Phenothrins durch zwei Chloratome ersetzt.

Bedingt durch eine zusitzliche Cyanogruppe besitzt das Cypermethrin drei asymmetrische
Kohlenstoffatome, die sich an den C1- und C3-Atomen des Cyclopropanringes und am o-
Kohlenstoffatom des 3-Phenoxylbenzylesters befinden. Es sind somit acht Stereoisomere
moglich [34].

Das Dibrom-Derivat des Cypermethrins, das Deltamethrin, ist das stirkste Toxikum der hier
vorgestellten Pyrethroide. Die Aufwandmengen werden wegen seiner 1000-mal stirkeren
insektiziden Wirkung gegeniiber Stubenfliegen auf 10 — 20 g pro Hektar gesenkt. Mit 505,20
g/mol hat es ebenfalls das hochste Molekulargewicht [35].

In der Struktur des Fenvalerats (Abb. 5) findet man eine Abweichung in der Reihe der

Cyclopropancarboxylate, da es ein Ester der a -(4-Chlorphenyl-)isovaleriansiure ist.

1

.

o CM

Abbildung 5: Molekiilstruktur von Fenvalerat

1.4 Toxikologie

Pyrethroide wirken auf das Nervensystem, indem sie durch wiederholte Entladungen der
Nervenzellen die normale Erregungsleitung verdndern oder blockieren. Im Ruhezustand
besitzt eine normale Nervenzelle ein negatives Potential von 60 - 80 mV gegen den
extrazelluliren Raum, das die Natrium-Kalium-Pumpe aufrecht erhélt. Der Natriumionen-
Austausch und der Kaliumionen-Einstrom der Zelle wird durch die Natrium-Kalium-Pumpe

geregelt. Erregt man die Nervenzelle physiologisch, dann kehrt sich das
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Konzentrationsgefille kurzfristig um. Werden die lonenkanile in der Zellwand gedftnet,
stromen Natriumionen in die Zelle ein und Kaliumionen hinaus. Das Membranpotential wird
daraufhin positiv, was eine Erregung entlang der gesamten Nervenmembran zur Folge hat.
Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaft lagern sich Pyrethroide an der Lipidmembran der
Nervenzelle ab. Das fiihrt zu einer lingeren Offnung der Natriumkanile und bedingt dadurch
wiederholte Entladungen. Die chemische Struktur des Pyrethroids beeinflusst die Dauer
"kiinstlicher Nervenimpulse* [7, 6, 8, 35, 36]. Pyrethroide ohne a-Cyanogruppe (Allethrin,
Permethrin) verursachen wiederholte Nervenimpulse von kurzer Dauer, Pyrethroide mit a-
Cyanogruppe (Cypermethrin, Deltamethrin, Fenvalerat) haben langanhaltende Zustinde
repetitiver Entladungen zur Folge.

Die Anatomie der Nervenzellen von Sdugern weicht stark von der der Insekten ab. Daher
wirken Pyrethroide unterschiedlich toxisch auf Warmbliitler und Insekten. Der
Selektivitdtsfaktor beschreibt ein Mal} flir die Selektivitit der Toxitit. Er wird aus dem
Quotienten von LDsp-Ratte zu LDso-Insekt berechnet. Im Vergleich zu chlorierten
Kohlenwasserstoffen, organischen Phosphorsdureestern und Carbamaten besitzen Pyrethroide
einen um ca. zwei Zehnerpotenzen hdoheren Selektivitdtsfaktor als die iibrigen Insektizid-
klassen (Tabelle 1).

Die LDso-Werte sind Mittelwerte der synthetisierten Biozide einer Insektizidklasse.

Tabelle 1: Toxizitdtsvergleich verschiedener Insektizidklassen [7]

Insektizidklasse LDs-Ratte LDsy-Insekt | Selektivititsfaktor
(mg/kg) (mg/kg)
chlorierte Kohlenwasserstoffe 230 2,6 90
Organophosphate 67 2,0 34
Carbamate 45 2,8 16
Pyrethroide 2000 0,45 4400

Die Vergiftungserscheinungen hingen stark von der Aufnahme des Toxins ab. Symptome wie
Brennen und Kribbeln der Haut, teilweise mit Pardsthesien, treten bei Hautkontakt auf.
Kopfschmerzen, Schwindel und Krampfanfille der Skelettmuskulatur kdnnen bei inhalativer
oder oraler Aufnahme als Folge auftreten. Es besteht bei dieser Biozidgruppe ein hohes
allergisches Potential in Bezug auf das Bronchialsystem. Daher gelten diese als Haptene, die

allergische Alveolitis hervorrufen. In Ausnahmefillen kann das zu Koma und Lungenédemen
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mit Todesfolge fiihren. Das Beschwerdebild, das in der Umweltmedizin als ,,vielfache
Chemikalien-Uberempfindlichkeit (Multiple Chemical Sensitivity; MCS) bezeichnet wird,
wird in den neuesten Untersuchungen diagnostiziert [37].

Die letale Dosis des Pyrethrums wird mit 1 g/kg Korpergewicht angegeben. Als MAK-Wert
gilt zur Zeit 5 mg/m’ [38].

Pyrethrin und Pyrethroide stehen des weiteren im Verdacht, kanzerogen zu sein. Die beim
Abbau im Korper neben den Esterspaltungsprodukten entstehenden Epoxide werden dafiir

verantwortlich gemacht [39].
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1.5 Stand der Forschung

Die in der Pyrethrin-Analytik hauptsdchlich eingesetzte Bestimmungsmethode ist die
titrimetrische Methode der Association of Official Analytical Chemists (AOAC). Diese
Methode wurde im Jahr 1955 verdffentlicht [40]. Das ,,Pyrethrum Board of Kenia®“ (PBK)
publizierte ein Jahr zuvor ebenfalls eine offizielle Methode zur Quantifizierung von
Pyrethrinen [41].

In der Vergangenheit wurden mannigfaltige Untersuchungen zur chromatographischen
Trennung von Pyrethrinen durchgefiihrt. Als Methoden wurden die Gaschromatographie (GC)
[42, 43], die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC) [44, 45, 46], die Diinn-
schichtchromatographie (DC) [47, 48] und die iiberkritische Fluid Chromatographie (SFC)
[49, 50] eingesetzt.

Durch die hohen Temperaturen in der GC (T > 200 °C) werden von Pyrethrin I und II durch
Bildung von Tautomeren ,,sesselformige* Peaks hervorgerufen, die zur quantitativen Analyse

nicht herangezogen werden konnen (vgl. Abb. 6) [51, 52].

TIC=43795%
™ Pyrethrin I + Isopyrethrin 1 Pyrethrin TT + Isopyrethrin TI

Abbildung 6: Totalionenstromchromatogramm von Pyrethrinen unter Anwendung der Gaschromatographie

Im Jahr 1995 gelang es Class und Bohner durch milde gaschromatographische Bedingungen
und temperaturprogrammierter Injektion, die insektiziden Wirkstoffe in einem Pyrethrum-
Extrakt zu trennen, ohne die Tautomerisierung zu beobachten [53]. 1997 separierten Wang et
al. die Pyrethrine mittels HPLC unter Anwendung einer stationdren RP-8 Phase und einem
Acetonitril/Wasser Gradienten [54].

Die Quantifizierung der Pyrethroide bereitet im Gegensatz zu den Pyrethrinen keine

Probleme. Die Pyrethroide werden {iberwiegend mit der Gaschromatographie separiert und
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sowohl mit Elektroneneinfangdetektor (ECD) und Flammenionisationsdetektor (FID) als auch
mit Massenspektrometer (MS) detektiert und bestimmt. Dabei ist das Vorhandensein
einzelner zertifizierter Pyrethroid-Standards Voraussetzung fiir eine zuverlédssige
Quantifizierung. Bei der Pyrethrinbestimmung greift man auf zertifizierte Pyrethrum-Extrakte
zuriick. In diesen wird lediglich der Gesamt-Pyrethringehalt und das Verhéltnis von
Chrysanthematen zu Pyrethraten angegeben. Mit den oben beschriebenen Methoden lassen
sich allerdings die Gehalte der einzelnen insektiziden Komponenten in den Extrakten nicht
zufriedenstellend bestimmen. Die Synthese der einzelnen natiirlichen Pyrethrine wird aus
Kostengriinden nicht kommerzialisiert, zumal Chrysanthemen als natiirliche Ressourcen fiir
Pyrethrine nachwachsen.

1997 beschrieben Wenclawiak et al. eine mogliche Quantifizierungsmethode, bei der die
Pyrethrine durch eine in situ Derivatisierung in tberkritischem Kohlendioxid umgeestert
wurden. Die Reaktionsprodukte (Mono- und Dimethylester) konnten mit GC und
massenselektiver Detektion (MSD) analysiert werden [55, 56].



Einleitung 11

1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Analytik der Pyrethrine sowie deren synthetische Derivate und
Synergisten unter Einsatz verschiedener Extraktionsmethoden und chromatographischer

Verfahren weiter auszubauen.

Dabher soll die Verwendung der iiberkritischen Fluid Chromatographie (SFC) fiir die Analytik
von Pyrethrinen und Pyrethroiden unter validierenden Gesichtspunkten optimiert werden. Das
in der SFC eingesetzte Kohlendioxid wird fiir die Eignung als mobile Phase auf
Verunreinigungen untersucht. Besonderes Augenmerk gilt der qualitativen Bestimmung der
insektiziden Wirkstoffe in Pyrethrum-Extrakten. Im Anschluss daran wird eine Methode
erarbeitet, die die Quantifizierung der untersuchten Pestizide mit Referenzsubstanzen
ermoglicht. Neben dem Einsatz der SFC soll die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
(HPLC) als chromatographische Vergleichsmethode getestet werden. Es werden auch hier
sowohl Optimierungsschritte als auch qualitative und quantitative Gesichtspunkte erortert.
Der halbpriparative Einsatz der HPLC zur Isolierung der einzelnen insektiziden Wirkstoffe in

Pyrethrum-Extrakten soll ebenfalls untersucht werden.

Nach der Aufstellung von zwei unabhédngigen chromatographischen Bestimmungsmethoden
fiir Pyrethrine und Pyrethroide werden zudem die insektiziden Inhalte in verschiedenen
Matrizes bestimmt. Hierbei werden fiinf verschiedene Extraktionsmethoden fiir die
Probenvorbereitung eingesetzt. Es werden Soxhlet-, Ultraschall-, iiberkritische Fluid,
beschleunigte Losemittel- und subkritische Wasserextraktion auf Selektivitit und
Extraktionsausbeute unter Anwendung statistischer Versuchsplanung miteinander verglichen.
Kontaminationen im Spurenbereich in wissrigen Proben sollen durch Anreicherung an

organischen Adsorbentien und anschlieBender Desorption bestimmt werden.
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2  VALIDIERUNG

2.1 Uberblick

Unter Validierung versteht man den Nachweis und die Dokumentation der Zuverldssigkeit
einer Methode. Validierungen werden in bestimmten Bereichen, wie z.B. pharmazeutischen
Herstellungsprozessen, seit langem vom Gesetzgeber gefordert (Good Manufacting Practice,
GMP). In der Analytik dagegen herrschte bis Ende der 80er Jahre noch keine einheitliche
Regelung [57]. Bei der ,International Conference on Harmonisation® (1993) in Orlando,
Florida, wurde ein verbindliches Anforderungsschema fiir die Validierung von
Analysenverfahren beschlossen [58]. Dazu ist es notig, die wichtigsten Verfahrenskenngréf3en
festzulegen. Stets sollte eine Grundvalidierung durchgefiihrt werden. Sie umfasst die

Uberpriifung folgender Elemente:

Messprazision
Methodenprazision

Richtigkeit

O O OO

Robustheit

2.2  Grundvalidierung

Je nach Art und Ziel der jeweiligen Analysenmethode sollte die Grundvalidierung um

verschiedene zusitzliche Elemente erweitert werden:

Identitatstest (Qualitative Analytik)
Gehaltsbestimmung (Quantitative Analytik)

Prizision
Messprézision ist ein MalBl fiir die Schwankungen, die durch das Analysengerit selbst

verursacht werden. Sie wird durch die Mehrfachanalyse (n = 6) eines Standards ermittelt.
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Die Methodenprézision veranschaulicht die zufdllige Streuung der Analysenergebnisse. Die
gesamte Analyse wird sechsmal durchgefiihrt. Der ermittelte Variationskoeffizient (Vi) gibt

die Streuung der Methode wieder.

Vv, = (GL. 1)

X ||«

Eine besondere Betrachtung gilt bei chromatographischen Analysensystemen der

Reproduzierbarkeit von Injektion, Retentionszeit und Detektorresponse.

Richtigkeit

Die Richtigkeit gibt die systematische Abweichung des Ergebnisses vom wahren Wert
wieder. Da der wahre Wert eine theoretische Grof3e darstellt, definiert man einen richtigen
Wert (Sollwert), der durch Untersuchungen einer Probe mit unterschiedlichen Referenz-

verfahren ermittelt wird.

Robustheit
Die Robustheit einer Methode ist ein Kriterium, bei der kleinere Schwankungen unter

Ausfithrung des Verfahrens die Datenqualitét nicht beeintrachtigen.

2.2.1 Identitatstest

Fiir Idenditétstests ist die Selektivitit (0) der Methode die entscheidende Grofle. Neben der
Selektivitdt stellen chromatographische Kenngréflen wie Kapazititsfaktor (k'), Auflésung
(Rs) und theoretische Bodenzahl (Nyeor) (bzw. Bodenhdhe (Hineor)) die Leistungskenndaten
der Chromatographie dar. In Tabelle 2 sind die chromatographischen Kenngrofen aufgefiihrt.
In ihnen sind die experimentell ermittelten chromatographischen Daten mathematisch

miteinander verkniipft. Zusitzliche Erlduterungen sind aus der Literatur zu entnehmen [59,

60, 61].
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Tabelle 2: Chromatographische Kenngréfien

chromatogr. Kenngrof3e Symbol Gleichung
Kapazititsfaktor k’ t, —t
paz r=x "l (GL.2)
tO
Selektivitit ’
v O g2k (GL. 3)
K,
Auflosun R t,, —t
& SR =177 R (Gl 4)
WO,S] + W0,52
theoretische Bodenhohe Hineor L W, . 2
theor — o v A : (Gl 5)
8Un2 | tg
theoretische Bodenzahl Niheor L
t Nowor = 7—— (Gl. 6)
theor

2.2.2 Gehaltsbestimmung

Fiir die quantitative Analyse miissen neben den Elementen der Grundvalidierung die
Linearitdt iiberpriift sowie Nachweisgrenzen (NG) (engl.: limit of detection, LOD) und
Bestimmungsgrenzen (BG) (engl.: limit of quantification, LOQ) ermittelt werden. Mit Hilfe
von Verdiinnungsreihen wird der lineare Bereich der Analysenmethode bestimmt. Die
Regressionsanalyse stellt den analytischen Zusammenhang zwischen den Variablen (z.B.
Konzentration und Peakfldche) her. Als Ergebnis erhdlt man eine Kalibrierfunktion, die eine
lineare Abhingigkeit zwischen Messsignal und Analytkonzentration beschreibt, hier als

Kalibriergerade (Gl. 7) bezeichnet. Kalibrierfunktionen 2. Grades sind ebenfalls moglich.

y=ax+b (GL. 7)

Dabei ist y die Messgrofle und x die Konzentration des Analyten. Der Regressionskoeffizient
a entspricht der Steigung der Kalibrierfunktion. Ein MaB fiir die Giite der Kalibrierung ist der
Korrelationskoeffizient (R).

Die Nachweisgrenze ist die kleinste Konzentration (Menge) des Analyten in der Probe, die

qualitativ erfasst werden kann. Die Bestimmungsgrenze gibt die kleinste Konzentration
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(Menge) des Analyten in einer Probe an, die quantitativ bestimmbar ist. Nachweis- und

Bestimmungsgrenzen wurden nach Frehse und Thier [62] ermittelt.
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3 Uberkritische Fluid Chromatographie (SFC)

3.1 Uberblick

3.1.1 Uberkritische Fluide

Uberkritische Fluide sind hochkomprimierte Gase oder Fliissigkeiten oberhalb der kritischen
Temperatur (T,) und des kritischen Drucks (p.) des betreffenden Stoffes. Die maximale
Temperatur, bei der ein Gas noch verfliissigt werden kann, nennt man kritische Temperatur.
Oberhalb dieser Temperatur existiert kein fliissiger Aggregatzustand. Der erforderliche
Druck, der eine Verfliissigung eines Gases bei kritischer Temperatur ermdglicht, wird
kritischen Druck genannt. Das kritische Volumen ist das Volumen, das ein Mol einer
Substanz bei dessen spezifischen kritischen Daten (T, und p.) einnimmt.

Der Bereich des iiberkritischen Fluids ist in dem Phasendiagramm von Kohlendioxid

(Abbildung 7) graphisch aufgezeigt.

erkritisches

MPa Fluid

Fliissigkeit
73— Festkorper

(pe)

31 o
(T.)

Abbildung 7: Phasendiagramm von Kohlendioxid

Der kritische Punkt wird mit P, abgekiirzt. Die kritische Temperatur von Kohlendioxid
betriigt 31,3 °C, der kritische Druck 7,29 MPa. Uberkritische Fluide vereinen die Vorteile von
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Fliissigkeiten (hohe Dichte) und Gasen (geringe Viskositét, geringer Diffusionskoeffizient),
wobei sie weder Gase noch Fliissigkeiten darstellen. Diese Fluide finden als Extraktionsmittel
in der iiberkritischen Fluid Extraktion (SFE) und als mobile Phasen in der iiberkritischen
Fluid Chromatographie ihre Anwendung. Weitere Informationen sind in der nachfolgenden

Literatur aufgefiihrt [63, 64, 65, 66].

3.1.2 Historische Entwicklung der iiberkritischen Fluid Chromatographie

Der Beginn der ,jiiberkritischen Fluide* ist mit der Entdeckung des ,,iiberkritischen
Zustandes® im Jahre 1822 datiert [67]. 1879 prisentierten Hannay und Hogharth die
hervorragenden Losemitteleigenschaften tiberkritischer Fluide [68, 69]. Erst im Jahr 1958 trat
der Gedanke auf, diese Fluide auch in der Chromatographie anwenden zu konnen. Die erste
SFC-Apparatur wurde im Jahr 1962 von Klesper, Corwin und Turner beschrieben. Als mobile
Phase wurde tberkritisches 1,1-Chlor-2,2-fluormethan zur Trennung von thermolabilen
Metallporphyrinen eingesetzt [70]. Eine weitere Entwicklung in theoretischer als auch in
experimenteller Hinsicht erfuhr die Methode Ende der 60er Jahre vor allem von Giddings et
al. [71] und von Sie et al. [72].

In den 70er Jahren stagnierte die Weiterentwicklung in der SFC. Dies war zum einen durch
die schwierige Handhabung der {iberkritischen Fluide, zum anderen in der rasanten
Entwicklung der HPLC-Technik begriindet.

Ein weiterer wichtiger Fortschritt war die Anwendung von Kapillarsdulen in der SFC durch
Novotny et al. im Jahr 1981 [73]. Die ersten kommerziellen SFC-Gerdte wurden im Jahr 1982
von der Fa. Hewlett-Packard vertrieben. Seitdem konnte sich die SFC mit ihren

Anwendungen in der Nische zwischen GC und HPLC immer weiter ausbreiten.
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3.2 Injektor- und Detektor-Optimierung der SFC

Ein SFC-System besteht im wesentlichen aus Pumpe, Injektor, temperierter Trennsdule,
Detektor und Restriktor.

Fiir den Transport der mobilen Phase werden sowohl Kolben- als auch Spritzenpumpen
verwendet. Uber den Injektor wird die Probe auf die Trennsiule gebracht. In der Literatur
werden mannigfaltige Injektionstechniken in der SFC beschrieben. Man differenziert dabei
zwischen Kapillarsdulen-SFC (cSFC: capillary column supercritical fluid chromatography)
und Gepacktsdulen-SFC (pSFC: packed column supercritical fluid chromatography).

In der cSFC werden bevorzugt éltere Injektionssysteme wie die flow-splitting oder timed-split
Injektoren mit internen Probenschleifen verwendet [74, 75, 76]. Das Injektionsvolumen dieser
Systeme liegt im Nanoliter-Bereich. In der jlingsten Zeit werden groBe Anstrengungen
durchgefiihrt, die Injektionsvolumina zu vergroBern. Hierzu werden verschiedene
Ventiltechniken [77], Losungsmittelinjektionen [78, 79, 80] oder Auffangen der Analyten in
einem Interface [81] eingesetzt. Chester und Innis beschreiben den Einsatz einer Vorsdule, die
als ,,retention gap* fungiert [82].

In der pSFC sind Injektionsvolumen bis zu 100 pl moglich. Hierbei kommen
Injektionssysteme aus der HPLC zum Einsatz [83, 84, 85]. Weiterhin werden Systeme mit
Kiihlfallen [86, 87] und das Sammeln der Substanzen auf diversen stationdren Phasen
beschrieben [88, 89].

Fiir die SFC stehen eine Vielzahl von Detektoren zur Verfiigung, die sowohl in der GC als
auch in der HPLC ihre Anwendung finden. Der in der SFC meist eingesetzte Detektor ist der
Flammenionisationsdetektor (FID).

Durch den Restriktor wird das iiberkritische Fluid auf Umgebungsdruck zum Gas expandiert.

Basierend auf eigene Untersuchungen zur chromatographischen Trennung von Pyrethroiden
und Pyrethrinen [90] sollen hier Injektor und Detektor auf das ¢SFC-System abgestimmt

werden.
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3.2.1 Experimentelles

Chemikalien

Als Losemittel wurde n-Hexan (zur Riickstandsanalyse) der Firma PromoChem (Wesel,
Deutschland) verwendet. Fiir timed-split Experimente wurden drei Losungen (W1 — W3) von
Teelicht-Kerzenwachs in n-Hexan verwendet. Losung W1 enthielt 134,1 mg/l, Losung W2
30,1 mg/l und W3 4,92 mg/l.

Eine Standard-Losung (B) von vier Kohlenwasserstoffen (99,9 %, Riedel-de-Haén) wurde in
n-Hexan hergestellt. Sie enthielt 6,57 mg/l n-Oktadecan, 6,43 mg/l n-Eicosan, 7,86 mg/l n-
Docosan und 6,50 mg/l n-Tetracosan. n-Eicosan in n-Hexan mit einer Konzentration von 4,5

mg/I dient als Probe (C).

Gerite

Fiir die Studien wurde das MPS/225 der Fa. SUPREX (Pittsburgh, PA, USA) verwendet.
Dieses SFC-System verfiigte {iber ein pneumatisch betriebenes timed-split Injektionsventil
(Valco Instruments, Houston, TX, USA), das sich unmittelbar iiber dem Ofen befand. Das
Injektionsvolumen der internen Probenschleife (SSA CI4W.1, Fa. GAT, Bremerhaven,
Deutschland) betrug 100 nl. Mit der mobilen Phase (Kohlendioxid) wurde die Probe in die
chromatographische Trennséule injiziert.

Ein linearer positiver Druckgradient (11 MPa — 0,2 MPa/min — 25 MPa) und eine
Ofentemperatur von 110 °C stellten die chromatographischen Bedingungen dar. Ein selbst
hergestellter Guthrie-Restriktor endete 5 mm unterhalb der Detektordiise. Als Detektor wurde
ein Flammenionisationsdetekor (FID) eingesetzt, dessen Temperatur 325 °C betrug.
Wasserstoff 5.0 und synthetische Luft (KI. 2) (Messer-Griesheim, Diisseldorf, Deutschland)
dienten als Brenngase. Das FID-Signal wurde mit der GC Star Software der Fa. Varian GmbH
(Darmstadt, Deutschland) aufgezeichnet.

3.2.2 Ergebnisse

Fiir die Optimierung des Injektionssystems wurde eine DB1-Kapillarsdule (L: 10 m, ID: 0,05

mm, Filmdicke: 0,1 pm) verwendet.
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Es wurden unterschiedliche Injektionszeiten mit drei verschiedenen Losungen (W1 — W3)
untersucht. Mit Hilfe eines n-Alkan-Standards konnten einige Einzelsubstanzen des Teelicht-
Kerzenwachses durch den Vergleich der Retentionszeiten bestimmt werden. In Abbildung 8
ist ein Chromatogramm einer Wachsprobe und des Alkan-Standards aufgefiihrt. In der
Graphik ist die homologe Reihe der n-Alkane von CyoH4 bis Ci7H76 im untersuchten
Kerzenwachs zu erkennen. Mit dem Vergleich der Retentionszeiten sind die Substanzpeaks

eindeutig zuzuordnen.

my \ n-Tetracozan
|| n-Docosan “
0 0003 | - Crctadecan 1 )
| | Ferzenwachs
{ n-Eicosan | in n-Hexan
I \ | |
K‘\.\ II | ! I| L.J | I'I I. | I
— | Ty ____l ] L '-u L,.L
) r‘ |1 e
“\H‘ ‘ l Alkan-Standard
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Abbildung 8: Chromatoramm einer Wachsprobe und eines Alkan-Standards

In Abbildung 9 ist auf der Ordinate die Fliche in COUNTS und auf der Abszisse die

Injektionszeit in Sekunden dargestellt.
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Abbildung 9: Auftragung Peakflache gegen Injektionszeit

Die hochste Konzentration hat Probe W1, die niedrigste (Probe) W3. Allgemein ist ein
Anstieg der Fldche bei zunehmender Injektionszeit zu erkennen. Die Aufzeichnung der
Punkte bei Probe W1 endet nach einer Injektionszeit von 0,25 s. Dies riihrt daher, dass die auf
die Sdule gebrachte Probenmenge zu groB ist. Sie ruft Peaktailing hervor, was ein Zeichen fiir
eine liberladene Séule darstellt. Diese Peaks sind nicht mehr quantitativ auswertbar. Bei Probe
W3 befindet man sich an der unteren Grenze der Detektorempfindlichkeit. Eine mittlere
Konzentration (Probe W2) zeigt, dass der Anstieg der Flache nicht linear verlduft. Die
Steigung der Geraden nimmt mit zunehmender Injektionszeit ab. Das bedeutet, dass mit
zunehmender Injektionszeit die Probe immer vollstandiger injiziert wird. Ein Problem entsteht
bei hohen Injektionszeiten iiber 0,75 s. Es gelangt zu viel Losemittel auf die Sdule, indem die
interne Probenschleife praktisch ,,ausgewaschen® wird. Dadurch entsteht ein groferer
Losemittelpfropfen in der Séule, was ein Tailing des Losemittelpeaks zur Folge hat. Dies hat
einen negativen Effekt auf die Chromatographie, indem die Retentionszeiten der Analyten
kiirzer werden und die Substanzpeaks ein Fronting aufweisen. Aufgrund der Tréigheit des
Injektors sind zu kurze Injektionszeiten (< 0,25 s) nicht reproduzierbar und die Konzentration
der Probe miisste hoch gewiéhlt werden. Daher wird eine Injektionszeit von 0,5 s als optimal

angesehen.

Zudem traten praktische Probleme im Laufe eines Tages auf. Diese dullerten sich in einer

enormen Peakverbreiterung des Losemittels von 5 min auf 20 min. Hiermit war keine
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Trennung der Analyten durchfithrbar. Es fiel auf, dass die Umgebungstemperatur des
Injektors von 18 °C am Morgen auf 50 °C gegen Nachmittag anstieg. Somit bringt das CO,
die Probe im iiberkritischen Zustand aus der Probenschleife auf die Sdule. Wichtig ist
allerdings, dass die mobile Phase im fliissigen Aggregatzustand die Probenschleife
durchstromt, um ein Verwirbeln der Probe mit der mobilen Phase zu minimieren. Daher
wurde zusitzlich die Zuleitung und der Injektor mit einer Wasserkiihlung versehen (Abb. 10).

Danach blieben die Retentionszeiten im Laufe des Tages gleich.

mobile Phaze |

Eclelstahl-
kapillare

Kiihlsy=stem

Injektions-
" ventil

mmm mohile Phaze

Abbildung 10: Kiihlung des Injektorsystems

Bei der Optimierung des FIDs wurde der Gasfluss der Brenngase betrachtet. Dabei wurde der
Wasserstoff-Fluss variiert und ein Wasserstoff-Luft-Gemisch nach Herstellerangaben von
1:10 eingestellt. Standard C diente als Testlosung. Aufgetragen wurde der Response-Faktor
(Rf) in Flache/Masse kohienstoft (COUNTS/ng ¢) gegen den H,-Fluss in Volumen/Zeit (ml/min)
(Abb. 11).
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Abbildung 11: Brenngasoptimierung: Auftragung Rf gegen H,-Fluss

Es wurde bei H,-Strémen von 15, 20, 30, 40, 60 und 75 ml/min gemessen. Ein Maximum ist
bei einem H,-Fluss von 40 ml/min zu erkennen. Hier wurde ein maximales Detektorsignal

erzeugt. In den nachfolgenden Studien wurde ein H,-Fluss von 40 ml/min stets beibehalten.

3.3 Reinheitsuntersuchung von Kohlendioxid

3.3.1 Prinzip der Messmethode

In diesem Kapitel wird das als mobile Phase verwendete Kohlendioxid auf Verunreinigungen
hin untersucht. Verunreinigungen im Kohlendioxid schaden der SFE und SFC im Spuren- und
vor allem im Ultraspurenbereich aufgrund des stdrenden Untergrundsignals. Die
Verunreinigungen stammen zum einen von den eingesetzten Anlagen, zum anderen sind sie
im Kohlendioxid selbst enthalten [91, 66]. Bei der hier verwendeten Methode werden nur
FID-aktive Substanzen beriicksichtigt. Als Messmethode diente die Aufnahme von
Basislinien bei Verwendung eines linearen, positiven Druckgradienten in der SFC. Ein Mal3
fiir das Vorhandensein von FID-aktiven Verunreinigungen im Kohlendioxid ist die Steigung

der Basislinie. Hierbei konkurrieren zwei unterschiedliche Phanomene bei der Bildung des
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FID-Signals. Durch die Anwendung eines positiven Druckgradienten verringert sich zwar die
Fliefrate des iiberkritischen Fluids, die Fliefrate des expandierten Gases steigt allerdings im
Detektor fast linear an [92]. Somit nimmt die FlieBrate des Kohlendioxid-Gases zeitlich im
FID zu. Diese Anderung bewirkt eine Abnahme der Detektorempfindlichkeit, da weniger im
FID gebildete Ionen auf die Sammelelektrode auftreffen. Aulerdem ist es moglich, dass die
Detektortemperatur durch die Abkiihlung des Gases (Joule-Thomson-Effekt) geringer wird.
Dies bewirkt ebenfalls eine Reduzierung der Detektorempfindlichkeit. Im Gegensatz dazu
gelangen aber mit zunehmendem Gasfluss auch mehr FID-aktive Substanzen in den Detektor.
Diese wiirden somit einen Anstieg des FID-Signals verursachen. Da der steigende Gasfluss
wihrend des Druckgradienten bei unterschiedlichen Kohlendioxid-Proben gleich ist, haben
nur die verschiedenen Konzentrationen an FID-aktiven Substanzen im CO, einen Einfluss auf

die Steigung der Basislinie.

3.3.2 Experimentelles

Als Apparatur wurde das MPS 225 (Fa. SUPREX) verwendet. An die Auslasskapillare der
Pumpe wurde eine Edelstahlkapillare mit einem Innendurchmesser von 0,1 mm befestigt, die
200 mm in den Ofenraum ragte. Daran war eine 250 mm lange Quarzkapillare (ID: 0,05 mm)
angeschlossen. Ein selbst hergestellter Guthrie-Restriktor endete 5 mm unterhalb der
Detektordiise des Flammenionisationsdetektors. Die FID-Temperatur betrug 325 °C.
Wasserstoff (5.0) und synthetische Luft (KI. 2) (Fa. Messer-Griesheim) dienten als

Brenngase.

3.3.3 Ergebnisse

Es wurde die Reinheit von Kohlendioxid verschiedener Hersteller untersucht. Dabei wurden
zuvor einige Experimente durchgefiihrt, die das Messprinzip veranschaulichen. Getestet
wurden Kohlendioxid der Fa. AGA (SFE-grade), technisches Kohlendioxid (Messer-
Griesheim) und Helium (5.0) der Fa. Linde AG (Diisseldorf, Deutschland). In die

Spritzenpumpe des SFC-Gerites wurden jeweils 25 ml Kohlendioxid einkondensiert.
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Es wurde ein Druckgradient gewdhlt, in dem der Druck von 11 MPa innerhalb von 15
Minuten auf 38 MPa anstieg und anschlieBend wieder auf 11 MPa in 15 Minuten sank. Die
FlieBrate des expandierten Kohlendioxids wurde mit einem digitalen Durchflussmessgerit
gemessen. Sie stieg von 3 ml/min bei einem Druck von 11 MPa auf 18 ml/min bei 38 MPa an.
Eine Basislinie von Helium (5.0) diente als Vergleich. Um eine gleiche FlieBrate des
expandierenden Heliums wie die des Kohlendioxids im Detektor zu gewéhrleisten, wurde fiir
Helium ein Druckprogramm von 2,6 MPa auf 11 MPa eingesetzt. Abbildung 12 zeigt die

Basislinien von SFE-grade CO,, technischem CO, und Helium.
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Abbildung 12: Basislinien von SFE-grade CO,, technischem CO, und He (5.0)

Innerhalb der ersten 4 Minuten ist ein steiler Anstieg der Basislinie bei technischem
Kohlendioxid erkennbar, der durch die Anwesenheit von FID-aktiven Substanzen
hervorgerufen wird. Die Basislinie von Kohlendioxid (SFE-grade) verlduft nahezu horizontal.
Im Gegensatz dazu ist eine negative Steigung von Helium (5.0) bei linearem Anstieg des
Druckes festzustellen. Im Helium sind die wenigsten FID-aktiven Stoffe, womit bei

steigendem Gasfluss die Detektorempfindlichkeit abnimmit.

Weiterhin wurde Kohlendioxid 5.2 der Fa. AGA (Hamburg, Deutschland) mit Helium, Argon
und Stickstoff als Kopfgase untersucht. In Abbildung 13 sind die Basislinien von CO, mit den

verschiedenen Kopfgasen illustriert.
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Abbildung 13:  Basilinienchromatogramm von CO, mit unterschiedlichen Kopfgasen

Wie bereits in Abbildung 12 dargestellt, so ist auch im Anstieg der Basislinien innerhalb der
ersten 4 Minuten die Reinheit der Gase zu erkennen (Abb. 13). Danach besitzt Kohlendioxid
mit Argon als Druckpolster die meisten FID-aktiven Substanzen, gefolgt von CO, mit
Stickstoff und CO, mit Helium. Der in dem Zeitintervall von 15 bis 30 Minuten
unterschiedlich steile Anstieg der Basislinien ldsst darauf schlieBen, dass verschiedene
Reinheiten vorliegen.

Fiir die Ermittlung der Steigung wurde der Verlauf der Basislinien von 15 bis 30 Minuten
verwendet. Dabei weist eine hohe Steigung bei sinkendem Druck (38 MPa — 11 MPa) auf

wenige FID-aktive Substanzen hin. Die Steigung a wurde nach Gleichung 8:

a=Ay/Ax (GL 8)
berechnet. Die Einheit wird in pV/s angegeben.
In Abbildung 14 sind die berechneten Steigungen (a in 10~ pV/s) gegen die Messergebnisse

(c in ng/l) von Hinz und Wenclawiak [93] aufgetragen. Mit abnehmender Steigung der

Basislinie ist eine Zunahme der Konzentration an Verunreinigungen zu erkennen.
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Abbildung 14: Steigung der Basislinien von CO, mit verschiedenen Kopfgasen gegen Konzentration von

Verunreinigungen im CO, ermittelt durch GC-Methode

Bei einer proportionalen Abhangigkeit sollte die Verbindung der Punkte eine Gerade ergeben.
Dies ist hier nicht der Fall. Das Quadrat des Korrelationskoeffizienten betragt 0,924. Dieser
Wert verdeutlicht, dass kein linearer Zusammenhang zwischen den Messgroen besteht. Dies
konnte daran liegen, dass bei den Experimenten von Hinz et al. leichtfliichtige
Verunreinigungen im Kaltaufgabe Injektorsystem (KAS 3) des Gaschromatographen nicht
zuriickgehalten oder schwerfliichtige Bestandteile nach der Desorption nicht
chromatographiert werden. Diese nicht detektierten Substanzen werden in der SFC-Methode

im Falle des Argons registriert mit dem Resultat von abweichenden Werten im Vergleich zur

GC-Methode.

In einer weiteren Studie wurde Kohlendioxid (SFE-Grade) der Firmen AGA, Air Products,
Air Liquide, Linde, Messer-Griesheim, Praxair und Scott getestet. Es wurden die
experimentellen Bedingungen wie oben beschrieben angewandt. Auftillig ist die M-Form des
Chromatogramms (Abb. 15). Bis zu einem Maximum bei einer Zeit von 4 Minuten steigt die
Basislinie steil an. Dies entspricht einem Druck von 17,4 MPa. Danach fillt die Basisline
stark ab bis zu einem Minimum bei 15 Minuten. Der Druck betrdgt hier 35 MPa. Das
bedeutet, dass das FID-Signal schwécher wird, obwohl die Menge der FID-aktiven
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Substanzen im Zuge des Druckanstiegs und dem daraus resultierenden hoheren Massenfluss
des CO; zunimmt. Die abnehmende Detektorempfindlichkeit ist mit einem zu hohen Fluss des
expandierten CO; zu erkldaren. Nach dem Druckmaximum (35 MPa) sinkt der Druck innerhalb
von 15 min auf 11 MPa ab. Hierbei steigt die Basislinie bis zu einer Zeit von ca. 25 min stark

an, durchlduft ein Maximum und sinkt danach bis zum Ende der Aufnahmezeit wieder.
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Abbildung 15: Darstellung der Basislinie unter der Anwendung eines Druckprogramms: (11 MPa - 35 MPa in 15
min, innerhalb 15 min von 35 MPa - 11 MPa) bei T = 100°C

Da diese Steigungen schlecht auszuwerten sind, wihlte man ein modifiziertes
Druckprogramm. Dabei wurde der konstante Anstieg der Basislinie in Abbildung 15 bis zu
einem Druck von ca. 18 MPa berticksichtigt. Das verwendete modifizierte Druckprogramm
begann bei einem Druck von 10 MPa und stieg linear bis zu einem Druck von 18 MPa nach
10 min an. Danach sank der Druck innerhalb 10 min bis zum Ausgangsdruck. In Abbildung
16 sind die Basislinie eines Kohlendioxids der Fa. AGA und das verwendete Druckprogramm

dargestellt.
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Abbildung 16: Chromatogramm von CO, der Fa. AGA unter der Anwendung eines Druckprogramms
(10 MPa - 18 MPa in 10 min, innerhalb 10 min von 18 MPa - 10 MPa) bei T = 100°C

Es wurde die Steigung der Basislinie von 0 bis 10 min graphisch ausgewertet. In Abbildung

17 sind die Steigungen der sechs untersuchten Gase der verschiedenen Hersteller illustriert.
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Abbildung 17: Steigung der Basislinie der untersuchten Gase

Aus Abbildung 17 ist eine Teilung der Geradensteigung in 3 Kategorien zu erkennen. Da hier
die Steigungen bei zunehmendem Druck berechnet wurden, besitzt das Kohlendioxid der Fa.
AGA mit 0,42 « 10° pV/s die geringste Steigung und somit die geringsten FID-aktiven
Substanzen. Danach folgt das CO, der Fa. Air Products mit 0,44 « 102 uV/s und das der Fa.
Air Liquide mit 0,46 « 10° pV/s. Zur mittleren Kategorie zihlen die Kohlendioxide der Fa.
Linde (0,695 * 10 pV/s) und der Fa. Messer-Griesheim (0,70 « 10~ pV/s). Das Kohlendioxid
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der Fa. Praxair und das der Fa. Scott besitzen mit 1,06 und 1,13 102 uV/s die hochsten
Steigungen. Die hochsten Belastungen an FID-aktiven Substanzen besitzen die beiden zuletzt

Genannten.

Abbildung 18 stellt den Zusammenhang der ermittelten Steigungen (a in 10-3 pV/s) mit den
von Hinz [94] ermittelten Werten (c in ng/l) dar. Im Gegensatz zu den Messungen von Hinz,
in denen Absolut-Messungen durchgefiihrt wurden, sind mit der SFC-Methode nur Relativ-
Messungen moglich, da kein Referenzgas (z.B. dotiertes CO,) zur Verfligung stand.
Prinzipiell werden die Ergebnisse der SFC-Methode durch die GC-Methode bestdtigt. Wiren

die Ergebnisse gleich, so miisste aus der Verbindung der Punkte eine Gerade resultieren.
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Abbildung 18: Vergleich der ermittelten Werte durch Anwendung der SFC- und der GC-Methode

Es ist allerdings deutlich zu erkennen, dass die Steigung des Kohlendioxids von Linde und
Messer-Griesheim zu hoch liegen oder moglicherweise die Steigungen von Scott und Praxair
zu niedrig sind. Daraus ergibt sich ein Korrelationskoeffizient (R?) von 0,927. Aus diesem
Wert kann kein linearer Zusammenhang abgeleitet werden. Dass diese Abweichungen
dennoch plausible Werte darstellen, liegt daran, dass mit der SFC-Methode alle FID-aktiven
Substanzen registriert werden. Durch die Anwendung des KAS bei der GC-Methode werden
Substanzen erst ab Hexan quantitativ adsorbiert. Leichtfliichtige Stoffe wie Methan, Ethan,
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etc. werden nicht im KAS zuriickgehalten. Diese Stoffe konnen allerdings in nicht
unerheblichem MaBle im Kohlendioxid enthalten sein. Durch die Anwesenheit dieser Stoffe
kann eine erhohte Steigung bei Linde und Messer-Griesheim (vgl. Abb. 18) in der SFC-

Methode hervorgerufen werden.

3.3.4 Diskussion

Die beschriebene Methode stellt eine einfache und schnelle Messmethode zur Bestimmung
von FID-aktiven Substanzen in Kohlendioxid dar. Dabei wurde der in der SFC hauptsichlich
eingesetzte Druckgradient verwendet. Es konnte verdeutlicht werden, dass die zwei
unterschiedlichen = Methoden (SFC- und GC-Methode) zur Bestimmung von
Verunreinigungen in Kohlendioxid anndhernd die gleichen Ergebnisse liefern. Die Qualitit
der Reinheit konnte in den untersuchten Gasen eingestuft werden. Daraus resultierend wird
das Kohlendioxid der Firmen AGA, Air Products und Air Liquid als gering belastet
eingeordnet. Das Kohlendioxid dieser drei Hersteller wurde deshalb in den nachfolgenden

Experimenten eingesetzt.
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3.4 Qualitative Analyse

Um Analysen durchfiihren zu koénnen, ist es in der Chromatographie unerldsslich, die
Elutionsreihenfolge der Analyten zu bestimmen und Koelutionen auszuschlieBen. Betrachtet
man die untersuchten Pyrethroide und Paraffine, so kann man aufgrund von Einzelstandards
leicht die Elutionsreihenfolge bestimmen. Da Einzelstandards von Pyrethrinen nicht erhiltlich
sind, ist es notwendig, die Peaks im Chromatogramm den Substanzen auf andere Art
zuzuordnen. Die aus der Literatur entnommene Elutionsreihenfolge in der SFC [95, 96, 97]
und die in der Gaschromatographie [98, 99, 100, 101, 102] dienen lediglich als
Anhaltspunkte. Zudem beeinflusst die stationdre Phase der Trennsdule die Elution der
Substanzen. Daher muss ein Detektor in der SFC eingesetzt werden, der strukturaufklarende
Eigenschaften besitzt. So ist der Einsatz von FTIR-Spektrometer [103, 104, 105], UV-
Detektor [106], NMR-Spektrometer [107, 108] und Massenspektrometer [109, 110] in der
SFC beschrieben.

34.1 GC-MS-Kopplung:

3.4.1.1 Experimentelles

Um eine online Kopplung der SFC mit einem Massenspektrometer zu ermdglichen, muss eine
optimale Ionisationsart fiir die Analyten bestimmt werden. Daher wurden zuvor Experimente
mit einem GC-MS-System durchgefiihrt. Es wurde ein Gaschromatograph (HP 5890 Series II)
der Fa. HEWLETT-PACKARD (Boblingen, Deutschland) eingesetzt. Helium (6.0) der Fa.
Messer-Griesheim  (Siegen, Deutschland) wurde als Triagergas verwendet. Als
chromatographische Trennsdule diente eine 30 m lange fused silica Sdule (DB5) mit einer
Schichtdicke von 0,25 pm und einem Innendurchmesser von 0,32 mm. Das verwendete
Temperaturprogramm begann bei einer Starttemperatur von 40 °C, die fiir eine Minute
gehalten wurde. Mit einer Aufheizrate von 10 °C/min erreichte man eine Endtemperatur von
300 °C, die fiir 5 Minuten konstant gehalten wurde. Die Kapillare endete im beheizbaren
Quarzliner vor der Ionenquelle des Massenspektrometers (Automass 150, Delsi-Nermag,

Argenteuil, Frankreich). In diesem System ist sowohl der Einsatz einer Elektronenstol3-
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Ionisation (EI: electron impact) als auch der Einsatz positiver (PCI) und negativer chemischer
Ionisation (NCI) moglich. Bei der chemischen lonisation wird ein Reaktandgas (Methan) bei
Driicken von ca. 70 Pa in groBem Uberschuss zur Probe (~10* : 1) in die Ionenquelle
eingeleitet. Dort geht das Reaktandgas unter Ionenbeschuss eine Primirreaktion ein. Das
entstandene CHs'-Ion ionisiert in einer Sekundirreaktion die Probe. Zur Steuerung des
Massenspektrometers und zur Datenverarbeitung diente die Software LUCY der Fa. Delsi-
Nermag (Version 2.31). In Tabelle 3 sind die massenspektrometrischen Bedingungen

aufgelistet.

Tabelle 3: Geriteeinstellung bei den verwendeten Ionisationsarten

Parameter Einheit El NCI PCI
IP eV 70 - 190 +170; +150
Istrom RA 300 300 300
Tinterface °C 300 300 200
Tsource °C 250 250 110
Scan amu 40 - 500 50 - 500 50 - 500
Reaktandgas| = | - Methan (6.0) | Methan (6.0)

3.4.1.2 Ergebnisse

Ein Totalionenstrom-Gaschromatogramm (TIC: total ion current) von Pyrethrinen unter

Anwendung der ElektronenstoB3-lonisation (EI) ist in Abbildung 19 zu erkennen.
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Abbildung 19: Totalionenstrom-Gaschromatogramm der Pyrethrine
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Cinerin I und II eluieren mit einer Retentionszeit von 22,25 min bzw. 25,50 min. Jasmolin I
und II werden als Doppelpeaks nach 23,08 bzw. 26,00 min detektiert. Pyrethrin I und II
verursachen verbreiterte Peaks, die innerhalb eines Zeitintervalls von 23,10 bis 24,40 min
bzw. 26,40 bis 27,20 min eluieren. Das in Kapitel 1.5 aufgefiihrte Problem der

gaschromatographischen Bestimmung von Pyrethrinen wird hier deutlich.

In Abbildung 20 sind die Massenspektren der sechs Pyrethrine mit den Hauptfragmenten
dargestellt. Es wurde ein Massenbereich von 50 amu (atomic mass units) bis 500 amu

gescannt. Die Spektren sind mit den in der Literatur beschriebenen vergleichbar [111, 112].

Die sechs Ester zeigen in ihren Spektren schwache Intensitdten (1 - 10 %) der Molekiilionen
(IM]™). Die Chrysanthemate besitzen einen Basispeak bei m/z 123, der durch Abspaltung der
Estergruppe vom Chrysanthemumester hervorgerufen wird. Die 3 Esterverbindungen rufen in
ihren Spektren ein Ion mit dhnlicher Intensitdt bei m/z 168 hervor. Dieses Fragment wird
durch die Esterspaltung unter Bildung der Chrysanthemumsiure kombiniert mit einem
Wasserstoff-Transfer (McLafferty-Umlagerung) dargestellt. Die Spaltung der O-
Cyclopentenon-Bindung und H-Transfer verursacht ein Triplett von Fragmentionen, das
charakteristisch fiir die Alkoholkomponente der jeweiligen Verbindung ist. Die
Massenspektren der Pyrethrate werden von den Fragmentionen der Alkoholkomponenten
dominiert. Diese sind vergleichbar mit denen der Chrysanthemate. Alle Pyrethrate zeigen ein
[M — OCH3]"-Ion mit geringer Intensitit. Zusitzlich sind Ionen mit m/z 211, 212 und 167 zu
erkennen, die durch die charakteristische Fragmentierung der Pyrethrumsédure hervorgerufen

werden.
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Abbildung 20: Massenspektren der Chrysanthemate und Pyrethrate unter Anwendung von (GC-MS(EI))

In Bezug auf die Fragmentierung der Pyrethrine bei Elektronensto3-lonisation verursacht die
negative chemische Ionisation (NCI) (sieche Tabelle 3) ein deutlich differenziertes

Fragmentierungsmuster.
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Als Basispeak ist bei den Chrysanthematen das Fragment m/z 167 zu verzeichnen (Abbildung

21). Dies ist das Fragment des Chrysanthemumsdureanions (Abbildung 22). Die Fragmente

m/z 148, 160 und 162 werden von der Alkoholkomponente der jeweiligen Verbindung

hervorgerufen. Ein Molekiilpeak [M] wird nicht detektiert.
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Abbildung 21: Massenspektren der Chrysanthemate unter Anwendung von (GC-MS(NCI))
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Abbildung 22: Anion der (+)-trans-Chrysanthemumséure (m/z 167)

In Abbildung 23 sind die Massenspektren der Pyrethrate illustriert. Das Fragment m/z 211

wird von dem Pyrethrumsdureanion (Abbildung 24) hervorgerufen. Ebenso wie bei den

Chrysanthematen sind die Massen der Alkohole der verschiedenen Substanzen zu erkennen.
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Aus der Addition der Massen des vom Alkohol gebildeten lons und des Sdureanions innerhalb
eines Spektrums wiirde das Molekiilanion ([M]") resultieren. Ein Molekiilanion wird bei den

Pyrethraten nicht registriert.
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Abbildung 23: Massenspektren der Pyrethrate unter Anwendung von (GC-MS(NCI))

H,CO0C
CJ ‘ ,
s CO0
H.C ‘ CH,

Abbildung 24: Anion der (+)-trans-Pyrethrumsaure (m/z 211)

Unter Anwendung der positiven chemischen Ionisation (PCI) (vgl. Tabelle 3) erhélt man ein
deutlich abweichendes Fragmentierungsmuster beziiglich der beiden zuvor genannten
Ionisationsarten. Abbildung 25 zeigt die Fragmentierung innerhalb eines Massenbereiches
von 100 — 400 amu der Chrysanthemate durch PCI. Die positive chemische Ionisation ist
bevorzugt durch die milde Protonierung durch CHs™ und Anlagerung von Reaktandionen an
den Carbonyl-Sauerstoff der Substanzen. Daraus resultiert ein quasi Molekiilion [MH]" und

mogliche zusitzliche Ionen mit [M + C,Hs]" und [M + C3Hs]".
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Abbildung 25: Massenspektren der Chrysanthemate unter Anwendung von (GC-MS(PCI))

Die Intensitit der Molekiilionen [MH]" variiert zwischen 5 und 22 %. Ionen der Spezies [M +
C2H5]+ sind nicht zu erkennen. Die hochste Intensitdt besitzen die Fragmente der
Alkoholkomponenten (m/z 149, 163 und 161). Die Ionen m/z 177, 191 und 189 werden durch
Addition von C,H;" an die Alkohole hervorgerufen [113]. Durch die Spaltung der
Esterbindung, Wasserstoff-Umlagerung und Protonierung der zuvor entstandenen
Chrysanthemumsaure erhédlt man das Fragment m/z 169, dessen Intensitdt 2 — 10 % betrégt.
Nach Abspaltung einer Hydroxylgruppe wird das Ion m/z 151 (I: 5 — 20 %) gebildet. Wird
von diesem die verbliebene Carbonylgruppe abgespalten, erhdlt man ein Ion der Masse m/z

123 mit einer Intensitit von 45 — 65 %.

Abbildung 26 zeigt die Massenspektren der Pyrethrate unter Anwendung positiver chemischer

Tonisation.
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Abbildung 26: Massenspektren der Pyrethrate unter Anwendung von (GC-MS(PCI))

Die [MH]" Ionen der Pyrethrate besitzen eine Intensitit von 2 — 9 %. Dies entspricht etwa der
Hilfte der Chrysanthemate. Ein Ton [M + C,Hs]" (m/z 390) ist bei Cinerin II deutlich zu
erkennen, wobei Jasmolin II und Pyrethrin II dieses Fragment nicht aufweisen. Cinerin II
zeigt ein Ion von m/z 329. Dies wird durch die Abspaltung einer CH3;OH-Gruppe von der
Pyrethrumsdure des Diesters verursacht. Die durch die Esterspaltung gebildete
Pyrethrumséure ruft, analog zur Chrysanthemumsdure, ebenfalls drei charakteristische
Fragmente (m/z 213, 195, 167) hervor. Die zwei lonen, die der Alkoholkomponente und dem
C,H4-Addukt der jeweiligen Substanz zugeordnet werden, sind im Massenspektrum deutlich

zu erkennen.
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3.4.1.3 Diskussion

In den zuvor beschriebenen Experimenten wurden die Analyten mit einem GC-MS-System
mittels unterschiedlicher Ionisationsarten untersucht. Es stellte sich heraus, dass die
verschiedenen Ionisationsarten zu differenzierten Massenspektren fiihrten. In der
nachfolgenden Tabelle (Tabelle 4) sind die durch unterschiedliche Ionisationsarten hervor-
gerufenen Molekiilpeaks von Pyrethrinen sowie deren charakteristische lonen mit relativen

Intensitdten zusammengefasst.

Tabelle 4: Molekiilpeak und charakteristische Ionen der Pyrethrine bei EI, NCI und PCI in m/z (%)

Substanz EI NCI PCI
[M]™ [M] [MH]"
CinerinI | 316 | 123 | 149 | — [ 167 | 148 [ 317 | 149 | 123
(<5) | (100) | (65) o0y | 13 | @0 | o0y | @3)
JasmolinI | 330 | 123 | 163 | — | 167 | 162 | 331 163 | 123
(5) | (100) | (65) 100) | @25 | @3 | @100 | @5
Pyrethrinl | 328 | 123 | 161 | — | 167 | 160 | 329 | 161 | 123
(<5) | (100) | (65) o0y | 2o | &) | 100) | (65
Cinerin I | 360 | 149 | 167 | — | 211 | 148 | 36l 107 | 149
(<5) | (100) | (80) (100) | @5 | @oy | 100 | (85
Jasmolin IT | 374 | 163 | 167 | — | 211 | 162 | 375 | 163 | 133
(<5) | (100) | (78) o0y | 2o | &) | 00 | (70)
Pyrethrin 1T | 372 | 161 | 167 | — | 160 | 211 | 373 | 109 | 161
(8) | (100) | (20) 100) | 35 | 5 | 100) | (50)

ElektronenstoB3-lonisation und positive chemische Ionisation zeigen sowohl Molekiilpeaks als
auch charakteristische Fragmentionen von Pyrethrinen. Eine zweifelsfreie Identifizierung der
Substanzen ist somit gewéhrleistet. Auffillig ist, dass in der EI-Methode der Basispeak bei
den Chrysanthematen von der Saurekomponente und bei den Pyrethraten von der
Alkoholseite gebildet wird. Der Grund dafiir ist die leichtere Fragmentierung der
Pyrethrumséure, indem die Methylestergruppe oder eine Methoxy-Gruppe leicht abgespaltet

wird. Dies fiihrt zu einer geringen relativen Intensitit des Pyrethrumsédure-Fragmentes. Der
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Basispeak bei der positiven chemischen lonisation wird, anders als bei der Elektronenstof3-
Ionisation, von der Alkoholkomponente hervorgerufen. Bei negativer chemischer lonisation
werden lediglich die Fragmente des Sdureanions (Basispeak) und des dazugehorenden
Alkohols detektiert. Ein Molekiilanion, das zur exakten Substanzbestimmung herangezogen
werden muss, wurde nicht registriert. Hieraus lésst sich keine eindeutige Identifizierung der
untersuchten Stoffe durchfithren. Als Schlussfolgerung daraus eignen sich Elektronenstol3-
Ionisation (EI) und positive chemische Ionisation (PCI) mit Methan zur Charakterisierung.

Diese beiden Ionisationsarten sollen Einsatz in den SFC-MS-Experimenten finden.
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3.4.2 SFC-MS-Kopplung

3.4.2.1 Experimentelles

Die in Kapitel 3.2.2 beschriebene SFC-Apparatur wurde mit einem GC-MS-System der Fa.
Delsi-Nermag (Frankreich) gekoppelt. Dabei wurde das SFC-Gerdt mit der Ofenseite
unmittelbar vor den GC-Ofen positioniert und die Ofentiiren der beiden Gerite entfernt. Der
zwischen den beiden Ofen entstandene Spalt (200 mm) wurde mit Steinwolle abgedichtet, um
die Temperatur in den Ofenrdumen gegen die Umgebungstemperatur abzuschirmen. Aus dem
Ofenraum des MPS/225 wurde die Trennsdule in den GC-Ofen geleitet. Von dort aus wurde
die Kapillare durch das 30 cm lange heizbare GC-MS-Interface in das Massenspektrometer
gefiihrt. Der sich am Ende der Séule befindliche Guthrie-Restriktor wurde danach - gemal3
den Herstellerangaben des Massenspektrometers — im beheizbaren Glasliner vor der
Ionenquelle (Source) positioniert. Im Scan-Modus wurde ein Massenbereich von 50 amu bis
550 amu detektiert. Als Ionisationsarten wurden sowohl ElektronenstoB-lonisation (EI) als
auch positive chemische lonisation angewandt. Die Parametereinstellungen der getesteten

Ionisationsarten sind unten aufgefiihrt.

Parameter bei Elektronensto3-lonisation (EI):

Interfacetemperatur: 250 °C
Source-Temperatur: 200 °C
Ionisationsstrom: 300 pA
Ionisationspotential: 70 eV
Druck (Vorpumpe): 2,5 (107~ Pa
PM-Spannung: 700 V

Parameter bei positiver chemischer Ionisation (PCI):

Interfacetemperatur: variiert (110 °C, 150 °C, 250 °C)
Source-Temperatur: variiert (80 °C, 120 °C, 150 °C, 200 °C)
Ionisationsstrom: variiert (300 pA, 500 pA, 800 nA)
Ionisationspotential: variiert (30eV, 70eV, 110eV, 150 eV,170 V)
Reaktandgas: Methan 5.6 (Messer-Griesheim, Diisseldorf, Deutschland)

Druck (Reaktandgas): 8,66 Pa
PM-Spannung;: 700 V
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3.4.2.2 Ergebnisse

Bei einem lonisationspotential von 70 eV im EI-Modus wurden keine Peaks der injizierten
Analyten im Totalionenstrom-SF-Chromatogramm (TIC) aufgezeichnet. Dies kann zum einen
an der Unreinheit des benutzten Kohlendioxids liegen (vgl. Kap. 3.3), was ein enormes
Rauschen zur Folge hat. Zum anderen vermag das im Uberschuss vorliegende CO,, den
Elektronenstrahl, der zur Fragmentierung der Analyten fiihrt, abzufangen. Eine mdgliche

Fragmentierung wird unterdriickt und die Detektion der Substanzen verhindert.

Bei den ersten Experimenten mit positiver chemischer Ionisation wurden folgende

Einstellungen am Massenspektrometer gewahlt:

Interfacetemperatur: 110 °C
Source-Temperatur: 120 °C
Ionisationsstrom: 300 pA

Ionisationspotential: 120 eV

Bei diesen Parametern konnte das erste Chromatogramm von Pyrethrinen aufgenommen
werden. Allerdings wurde ein hohes Untergrundrauschen und geringe [MH] -Peaks
aufgezeichnet. Stellenweise wurden [MH] -Peaks gar nicht registriert. Abbildung 27 zeigt ein
Massenspektrum von Pyrethrin I. Es wurde ein Massenbereich von 50 bis 550 amu gescannt.
Als charakteristische Fragmente sind hier lediglich die Ionen m/z 123 und 161 mit einer

Intensitit < 10 % zu verzeichnen.
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Abbildung 27: Massenspektrum von Pyrethrin I unter Anwendung von SFC-MS(PCI)
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Das Basision (m/z 89) wird von einem Kohlendioxid-Clusterion (CO,-Dimeres + H")
gebildet. Zusitzliche Clusterionen werden in der Literatur bei m/z 44 (45) und 132 (133)
beschrieben [114]. Diese Clusterionen entstehen durch die pldtzliche Expansion des
Kohlendioxids vom Hochdruckbereich in den Hochvakuumbereich. Durch diese
explosionsartige Ausdehnung des Kohlendioxids bilden sich CO,-Di- und Trimere, die nicht
weiter fragmentiert werden. Sie erscheinen als stérende lonen mit hoher Intensitit in den
Massenspektren. In der Vergangenheit versuchte man, durch Prallplatten dieses Problem zu
l6sen. In dieser Arbeit wurde auf eine solche aufwendige Umriistung des Massen-
spektrometers verzichtet. An Stelle dessen wurde der aufgezeichnete Massenbereich von 50 —
550 amu auf 100 - 550 amu geédndert, da die substanzspezifischen Fragmente groBer als 100
amu sind. Zudem wird das Interpretieren der Massenspektren erleichtert, da der Basispeak
von m/z 89 nicht auftritt und so die relativen Intensititen der molekiilrelevanten Signale

erhoht werden.

Zusitzlich wurden verschiedene Parametereinstellungen getestet. Es stellte sich heraus, dass
ein Zuriickziehen der Sdule aus dem Glasliner um 10 mm, ein hoher Ionisationsstrom von 800
pA, ein hohes lonisationspotential (170 eV) und Temperaturen von 200 °C (Source und
Interface) schlechte Ergebnisse lieferten. Diese &uflerten sich im enormen
Untergrundrauschen, in Molekiilpeaks mit geringer Intensitdt und im Rauschen der Basisline.
Hohe Temperaturen und geringe Ilonisationspotentiale (30 und 70 eV) ergaben
Chromatogramme mit glatter Basislinie. Das Untergrundrauschen war gering, aber die
Intensitit der Molekiilpeaks betrug lediglich 10 %. Die aussagekraftigsten Chromatogramme

und Spektren wurden bei folgenden Einstellungen registriert:

Optimale Parametereinstellung bei der positiven chemischen Ionisation:

Interfacetemperatur: 110 °C
Source-Temperatur: 80 °C
Ionisationsstrom: 500 pA
Ionisationspotential: 30 eV

Massenbereich: 100 — 550 amu

Deutlich ist zu erkennen, dass die optimale Einstellung die mildesten Ionisationsparameter

beinhaltet.
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Abbildung 28 zeigt ein Totalionenstrom-SF-Chromatogramm von Pyrethrinen unter

optimierten SFC-MS(PCI)-Bedingungen.
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Abbildung 28: Totalionenstromchromatogramm von Pyrethrinen unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Die Elutionsreihenfolge der Analyten entspricht der in der Gaschromatographie. Mit dem
Einsatz der mobilen Phase Kohlendioxid in der SFC anstelle Helium (GC) erfolgt ein erhohter
Eintrag von Unreinheiten in die Ionenquelle. Dies hat eine Empfindlichkeitseinbufle des MS-
Detektionssystems zur Folge. Daher wurde eine Pyrethrin-Losung mit hoher Konzentration
(3900 mg(Pyrethrine)/l) injiziert. Bei einem Injektionsvolumen von 100 nl werden absolut
390 ng Pyrethrine injiziert. Aus der hohen Konzentration der Ldsung resultiert eine
Uberladung der Saule. Dies schligt sich in dem Fronting und der groBen Breite der Peaks
nieder. Dennoch ist eine ausreichende Trennung der Substanzen gewihrleistet. Ein Auftreten
der ,,verschmierten* Isomerenpeaks von Pyrethrin I und II, wie in der GC (vgl. Abb. 19, S.
33), wird nicht beobachtet.

In den Abbildungen 29 bis 34 sind die Massenspektren der Pyrethrine aufgezeigt.
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Abbildung 29: Massenspektrum von Cinerin [ unter Anwendung von SFC-MS(PCI)
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Abbildung 30: Massenspektrum von Jasmolin I unter Anwendung von SFC-MS(PCI)
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Abbildung 31: Massenspektrum von Pyrethrin I unter Anwendung von SFC-MS(PCI)
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Abbildung 33: Massenspektrum von Jasmolin II unter Anwendung von SFC-MS(PCI)
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Abbildung 34: Massenspektrum von Pyrethrin II unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Die Spektren unter SFC-MS(PCI)-Bedingungen stimmen mit den unter GC-MS(PCI)-
Bedingungen (vgl. Abb. 25, S. 38 und Abb. 26, S. 39) aufgenommenen in weiten Teilen gut
tiberein. Die Sdurekomponente der Chrysanthemate zerfdllt in die drei charakteristischen
Bruchstiicke mit den Ionen m/z 123, 151 und 169. Das Ion m/z 169 stellt die protonierte
Chrysanthemumséure dar (Abb. 35).

Abbildung 35: protonierte Chrysanthemumséure (m/z 169)

Die Protonierung einer Siure aus einem Ester fiihrt durch doppelte McLafferty-Umlagerung
zu einem lon mit m/z 60 [115]. Dieses Ion wurde bei GC-MS(EI) Messungen (Abb. 20, S. 35)
nicht gefunden. Durch einmalige H-Umlagerung wird das Chrysanthemumé&ure-Kation m/z
168 registriert. Somit ist die Entstehung des in Abbildung 35 aufgefiihrten Ions mit dem
Mechanismus einer doppelten McLafferty-Umlagerung nicht zu erkldren. Wahrscheinlich
wird dieses Ion durch McLafferty-Umlagerung zur Sdure und nachfolgender Protonierung
durch CH;s'-Ionen gebildet.

Auffillig sind die [MH] -Ionen mit hoher Intensitit (50 — 95 %), die durch die milden
Ionisationsbedingungen in der SFC verstérkt gebildet werden. Generell ist aber in der SFC ein
hoheres Untergrundrauschen zu verzeichnen, das auf Unreinheiten im CO, und auf den hohen

CO,-Fluss zuriickzufiihren ist. Zudem sind neben Reaktionen mit Methan-Cluster auch solche
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mit Kohlendioxid moéglich, die zusétzliche Ionenbildungen ermdoglichen. Denn als
Reaktandgas wird neben Benzol, Stickstoff oder Argon auch Kohlendioxid eingesetzt. Bei
diesen Stoffen erhdlt man Fragmentierungen durch Ladungs-Austauschreaktionen (charge
exchange), die der Qualitit eines EI-Spektrums vergleichbar sind [116]. Das
Ionisierungspotential des Kohlendioxids betrdgt 13,8 eV. Durch das angelegte Potential von
30 eV wird Kohlendioxid ionisiert, und es kann zu den genannten Ladungs-

Austauschreaktionen kommen.

Abbildung 36 zeigt die untersuchten Pyrethroide im Totalionenstrom-SF-Chromatogramm.
Hier kommt es ebenfalls wie bei den Pyrethrinen (Abb. 28, S. 45) durch die hohe
Konzentration der Losung (~ 1000 mg/l) zu Peakfronting. Zusétzlich ist die Substanztrennung
zwischen Permethrin, Cypermethrin, Fenvalerat und Deltamethrin unzureichend. Bei
Cypermethrin und Fenvalerat sind zwei Peaks zu erkennen, die durch Isomere hervorgerufen
werden. Als erstes eluiert Allethrin (tr = 34,35 min) gefolgt von Phenothrin (tg = 52,06 min)
und Permethrin (tg = 57,58 min). Die Retentionszeiten der beiden Cypermethrinpeaks
betragen 59,05 min und 59,44 min. Fenvalerat besitzt einen Hauptpeak bei 61,15 min und

einen kleineren bei 61,50 min. Als letztes wird Deltamethrin (tg = 65,34 min) detektiert.
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Abbildung 36: Totalionenstromchromatogramm von Pyrethroiden unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Allethrin (Abb. 37), ein synthetischer Chrysanthemumséureester, fragmentiert gemiafl dem
beschriebenen Muster der Chrysanthemate. Der Alkoholteil bildet ein Ion m/z 135 mit einer

relativen Intensitdt von 100 %. Das [MH] -Ion (m/z 303) besitzt eine Intensitit von 30 %.



SFC von Pyrethroiden und Pyrethrinen 49

100 %
[ ] Allethrin
_ 133
135 Wb
oy 14 Al g
0% RS .
1 H H s "'H._ I.ﬂ-I
wmiog §y = 303
151 T
Lit;
:ﬁTf (]
169
it PR ' .
! | ! | | ! |
100 150 200 250 300 w350

Abbildung 37: Massenspektrum von Allethrin unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Phenothrin, ebenfalls ein Ester der Chrysanthemumsaure, zeigt das der Chrysanthemumséaure

typische Fragmentierungsmuster (Abb. 38).
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Abbildung 38: Massenspektrum von Phenothrin unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Auffallend ist die um den Faktor 4 geringere Intensitdt der Ionen m/z 151 und 169 im
Gegensatz zu Allethrin. Der Grund hierfiir liegt in der gednderten Alkoholkomponente
(Phenoxybenzylalkohol) des Esters. Dieser Arylalkohol unterdriickt die McLafferty-
Umlagerung zur Sdure und hemmt die Spaltung der OC-OR-Bindung. Die komplette
Abspaltung der COOR-Gruppe vom Ester wird allerdings nicht beeintréchtigt (m/z 123). Als
Basision ist ein Ion mit m/z 199 zu erkennen. Es wird von dem Phenoxybenzylalkohol
gebildet. Unter Abspaltung des Sauerstoffs entsteht das Ion m/z 183. Eliminiert man hiervon
die CH,-Gruppe, resultiert ein Ion mit m/z 169. Dieses Ion besitzt im Massenspektrum
lediglich eine rel. Intensitdt von 8 %. Durch Wasserstoffwanderung kann sich der energetisch

glinstigere Diphenylether (m/z 170) bilden. Eine Intensitdt von 30 % besitzt allerdings ein Ion
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m/z 171. Budzikiewicz postuliert eine Phenylwanderung beim Diphenylether zum 2-
Phenylcyclohexandienon [117]. An dieses lagert sich wahrscheinlich ein Proton des

Reaktantgases an, woraus das Ion m/z 171 resultiert.

Permethrin (Abb. 39), ein Dichlor-Derivat des Phenothrins, besitzt als Basision das Fragment
m/z 183. Dies entspricht der Phenoxybenzyl-Komponente. Spaltet man von dieser eine CH,-
Gruppe ab, resultiert daraus das oben beschriebene Ion m/z 171. Die Esterspaltung fiihrt zum

Ton m/z 199. Das Séureion (m/z 191) besitzt eine rel. Intensitét von nur 3 %.
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Abbildung 39: Massenspektrum von Permethrin unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Der [MH]"-Peak wird bei m/z 392 angezeigt. Deutlich sind Bruchstiicke m/z 319 und 355 zu

erkennen. Diese sind mit der Abspaltung der einzelnen Chloratome vom Molekiil zu erkléren.

Cypermethrin ist ein Cyano-Derivat des Permethrins. In Abbildung 40 wird das Ion m/z 224

von der Alkoholkomponente hervorgerufen.
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Abbildung 40: Massenspektrum von Cypermethrin unter Anwendung von SFC-MS(PCI)
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Im Spektrum ist der Basispeak bei m/z 199 zu erkennen. Dieser wird unter Abspaltung der
Cyano-Gruppe von der Alkoholkomponente gebildet. Wird von dieser anstelle der Cyano-
Gruppe ein Sauerstoffatom eliminiert, resultieren daraus Fragmente mit m/z 208 — 210. Das
[MH]"-Ion befindet sich bei m/z 417. Durch die Esterspaltung entsteht das Fragment m/z 191.
Abbildung 41 beinhaltet eine AusschnittsvergrofBerung des Cypermethrin-Massenspektrums
von m/z 190 bis 196.
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Abbildung 41: Massenspektrum von Cypermethrin (m/z 190 — 196)

Das Fragmenttriplett m/z 191, 193 und 193 stellt das Isotopenmuster der zwei Chloratome am
Bruchstiick m/z 191 dar. Chlor kommt in der Natur als *>C1 und *’Cl mit einer Haufigkeit von
75,77 % (°Cl) zu 24,23 % (*’Cl) vor. Die Peakintensitit (Ip) ldsst sich nach Gleichung 9

berechnen:

b=(i, +i, ) (GL. 9)

mit i, : relative Haufigkeit (%) des Halogenisotops o)

i_: relative Haufigkeit (%) des Halogenisotops (*'Cl)

Xg

n: Anzahl der Halogenionen im Molekiil.

Mit der natiirlichen Haufigkeit der Chlorisotope von ca. 3:1 erhélt man relative Intensititen
von 100 % bei m/z 191, 66 % bei m/z 193 und 11 % bei m/z 195. Diese Intensititsverteilung
ist in Abbildung 41 zu erkennen. Das Isotopenmuster ist ebenfalls beim Permethrin (Abb. 39)

zu beobachten.

Abbildung 42 zeigt das Massenspektrum von Fenvalerat. Dieses Pyrethroid weicht in seiner

Struktur von der Reihe der Cyclopropancarboxylate ab. Fenvalerat ist ein Ester der a-(4-
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Chlorphenyl-)isovaleriansiure. Der [MH] -Peak ist bei m/z 420 zu erkennen. Deutlich sind
die Fragmente des Phenoxybenzylalkohols (m/z 171, 183, 199, 208 und 224) aufgezeigt. Das
Ion m/z 167 besitzt eine Intensitdt von 67 %. Es wird durch die Abspaltung der COOR-

Gruppe von der Sdaurekomponente gebildet.
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Abbildung 42: Massenspektrum von Fenvalerat unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

In Abbildung 43 ist das Massenspektrum von Deltamethrin illustriert. Der [MH] -Peak
befindet sich bei m/z 506. Das Fragmentquintett des Phenoxybenzylalkohols (m/z 171, 183,
199, 208 und 224) wird, wie in den Abbildungen 38 und 39, mit dhnlichen Intensititen

bestitigt.
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Abbildung 43: Massenspektrum von Deltamethrin unter Anwendung von SFC-MS(PCI)

Die Saurekomponente ruft ein Peak-Triplett (m/z 179, 181 und 183) hervor. Dieses Triplett ist
das Fragmentierungsmuster eines lons mit zwei Bromatomen. Die natiirliche
Isotopenhiufigkeit von' Br betrigt 50,5 % und die von *'Br 49,5 %. Durch Einsetzen in

Gleichung 9 erhilt man ein Isotopenmuster des halogenierten Sdurefragments mit Intensitéten
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m/z 279 von 51 %, m/z 281 von 100 % und m/z 283 mit 49 %. Diese Berechnungen werden in
Abbildung 44 belegt.

100 2

50 % - 279 283

]
280 mz 200

Abbildung 44: Massenspektrum von Deltamethrin (m/z 278 — 285)

Da in Kapitel 3.2 die Trennung von Paraffinen durchgefiihrt wurde, sollte die Fragmentierung

einiger Alkane mittels SFC-MS(PCI) untersucht werden.

Abbildung 45 zeigt ein Totalionenstrom-SF-Chromatogramm von n-Eicosan, n-Docosan und

n- Tetracosan unter den optimierten PCI-Bedingungen.
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Abbildung 45: Totalionenstromchromatogramm von Alkanen unter Anwendung von (SFC-MS(PCI))

In Abbildung 46 sind die Massenspektren der in Abbildung 45 chromatographierten Alkane

illustriert.
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Abbildung 46: Massenspektren einiger Alkane unter Anwendung von (SFC-MS(PCI))

Aufgrund der geringen Protonenaffinitit der Alkane werden diese nicht protoniert. Es wird
kein [MH] -Ion gebildet. An Stelle dessen tritt eine Hydrid-Abstraktion unter Bildung eines
[M-H]"-Ions ein. Neben der Hydrid-Abstraktion ist eine Ladungsaustausch-Reaktion unter
Bildung eines M""-Ions zu beobachten. Diese Massen besitzen eine Intensitit von 80 — 100 %.
Deutlich sind Bruchstiicke der Reihe von C,Hap:; -lonen zu erkennen, die charakteristisch fiir
unverzweigte Alkane sind. Weniger ausgeprigt sind C,Ho,.1 -Ionen, die bei n-Eicosan und n-

Docosan in einem Intervall von m/z 113 bis 169 auftreten.
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3.4.2.3 Diskussion

Die Experimente zeigen, dass eine SFC-MS(PCI)-Kopplung moglich ist. Die untersuchten
Pyrethrine, Pyrethroide und Paraffine konnten anhand der Massenspektren eindeutig
zugeordnet werden. Der [MH]"-Peak ist bei den Pyrethrinen, Alkanen und Allethrin mit iiber
30 - 90 % Intensitdt sehr hoch. Im Gegensatz dazu besitzen die Molekiilpeaks der librigen
Pyrethroide eine Intensitit < 5 %. Allgemein ist festzustellen, dass der Basispeak der
Insektizide von einem Fragment der Alkoholkomponente hervor gerufen wird. Dabei wird das
Basision der Pyrethrine, des Allethrins und des Permethrins von einem Bruchstiick
hervorgerufen, das auf der COO-R-Spaltung der Alkoholkomponente basiert. Der Basispeak
der ibrigen Pyrethroiden (m/z 199) riihrt vom Fragment der Esterspaltung her. Die
Pyrethroide mit Cyano-Gruppe verursachen durch die Fragmentierung des Alkohols ein
charakteristisches Peakquintett (m/z 171, 183, 199, 208 und 224). Die beiden anderen
Insektizide mit Phenoxybenzylalkoholkomponente besitzen ein Peaktriplett (m/z 171, 183 und
199).

Die Moglichkeit der qualitativen Analyse ist somit gewdhrleistet. Der Gerdteaufwand ist
enorm hoch, wobei die Empfindlichkeit allerdings gering ist. Eine quantitative Bestimmung
der Analyten ist aufgrund der hohen Konzentrationen und der daraus resultierenden
Sduleniiberladung mit einhergehender Peakasymmetrie oder unzureichender Substanz-

trennung nicht durchfiihrbar.
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3.5 Einfluss des Kopfgases von Kohlendioxid auf die Chromatographie

Bei den meisten auf dem Markt befindlichen Gerdten ist {iber der zu entnehmenden
Fliissigphase des Kohlendioxids in der Gasflasche ein Heliumstiitzdruck notwendig, damit die
in den Gerdten verwendeten Pumpen ohne Zusatzkiihlung der Pumpenkdpfe das fliissige
Kohlendioxid optimal fordern. Helium wird zum Aufbau des Stiitzdrucks deshalb verwendet,
weil man davon ausgeht, dass damit die Extraktion bzw. Chromatographie mit iiberkritischem
Kohlendioxid am wenigsten beeinflusst wird. In verschiedenen Verdffentlichungen wurde
jedoch auf einen erheblichen Einfluss des abnehmenden Fiillstandes der Fliissigphase und des
damit sinkenden Helium-Stiitzdrucks auf die Losemitteleigenschaft von Kohlendioxid
hingewiesen. Daraus resultierten geringere Ausbeuten in der Extraktion bzw. Verschiebungen

in der Retentionszeit der Analyten in der Chromatographie [118, 119].

3.5.1 Experimentelles

Es wurde untersucht, ob Kohlendioxid (SFE-Qualitdt) der Fa. AGA mit verschiedenen
Kopfgasen eine Auswirkung auf die SFC hat. Die Spritzenpumpe des MPS/225 wurde mit 30
ml Kohlendioxid, welches Helium, Argon oder Stickstoff als Kopfgase beinhaltete, befiillt.
Der Flaschendruck mit He-Druckbeaufschlagung betrug 15,0 MPa, der mit Ar 11,8 MPa und

der mit N, 12,0 MPa. Eine Probe von Allethrin in n-Hexan diente als Testlosung.

3.5.2 Ergebnisse

In Abbildung 47 sind drei Chromatogramme des Pyrethroids Allethrin illustriert, die mit
tiberkritischem Kohlendioxid verschiedener Kopfgase aufgenommen wurden. In der Literatur
[120] wird beschrieben, dass sich Helium besser als Argon oder Stickstoff in fliissigem

Kohlendioxid 10st.



SFC von Pyrethroiden und Pyrethrinen 57

AN

00025 —

00020 —

Abbildung 47 : Unterschied der Retentionszeiten unter Verwendung von CO, mit verschiedenen Kopfgasen

Es zeigt sich, dass die Retentionszeit des Allethrins bei der He-Druckbeaufschlagung am
kiirzesten ist. Der Mittelwert betrdgt 28,33 min mit einer relativen Abweichung von 1,8 %.
Der Mittelwert der Retentionszeit mit N,-Kopfgas betrégt 33,37 min (1,0 %) und der mit Ar-
Kopfgas 35,70 min (3,8 %).

Ein Grund fiir diese Tatsache konnte sein, dass die Loslichkeit des Allethrins in Kohlendioxid
geringer wird, obwohl sich weniger Argon oder Stickstoff in der mobilen Phase befindet. Ein
MaB fiir die Loslichkeit eines Stoffes in der mobilen Phase ist der Kapazititsfaktor (k). In ihr
wird die Verteilung eines Stoffes in stationdrer und mobiler Phase beriicksichtigt. Eine
Anderung der Loslichkeit bei unterschiedlichen Kopfgasen konnte die groBeren
Retentionszeiten erkldren. Triagt man das Molekulargewicht der Kopfgase gegen die
Retentionszeiten auf (Abb. 48), so resultiert bei der Verkniipfung der Datenpunkte eine
Gerade. Dies mag zum einen Zufall sein, zum anderen kdnnte es aber auch auf eine
GesetzmafBigkeit hinweisen, bei der das Molekulargewicht der Kopfgase in linearer
Abhingigkeit zu den Retentionszeiten steht. Hierbei konnte die Molekiilgroe der Gase ein

entscheidendes Kriterium fur die Linearitit darstellen.
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Abbildung 48: Auftragung von Molekulargewicht (MG) der Kopfgase vs. Retentionszeit (tg)

In den Untersuchungen von Hinz und Wenclawiak [93] konnten mehr FID-aktive Substanzen
im Kohlendioxid mit Argon und Stickstoff-Druckbeaufschlagung analysiert werden als im
CO; mit Helium. Evtl. hat dies ebenfalls eine Auswirkung auf die Retentionszeiten.
Moglicherweise beeintrachtigen diese Verunreinigungen die Loslichkeit des Allethrins in
Kohlendioxid. Auffillig sind aber auch die unterschiedlichen Retentionszeiten und
Peakformen der Losemittelpeaks. Die Durchbruchzeit im Chromatogramm mit Kohlendioxid
und Helium-Kopfgas betrigt 6,0 Minuten und ist ca. eine Minute spiter als in den beiden
iibrigen Chromatogrammen. Im Chromatogramm, in dem Kohlendioxid mit Helium-
Druckpolster verwendet wurde, endet das Tailing des Losemittelpeaks nach ca. 16 Minuten.
Die Basisbreite des Losemittelpeaks wird mit 10 Minuten angegeben. Die Basisbreite mit
Stickstoff-Druckpolster betrdgt ca. 15 Minuten und die mit Argon-Druckpolster 20 Minuten.
Hier konnten ebenfalls Verunreinigungen oder die verwendeten Kopfgase im Kohlendioxid

der Grund fiir diese Beobachtungen sein.

In den hier beschriebenen Experimenten wurde das Retentionsverhalten einer Substanz mit
iiberkritischem Kohlendioxid und unterschiedlichen Kopfgasen getestet.

Wilson untersuchte in seinen Arbeiten u.a. das Retentionsverhalten von Benzol in n-Pentan
unter Anwendung verschiedener iiberkritischer Fluide [121]. Er verwendete Kohlendioxid
und den als Kopfgas eingesetzten Stickstoff. Die kritischen Daten von Stickstoff befinden sich
bei einem Druck (p;) von 3,4 MPa und einer Temperatur (T.) von —147 °C. Die Dichte am
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kritischen Punkt betrdgt 0,133 kg/l. Es zeigte sich, dass die Retentionszeiten bei gleichen
chromatographischen Bedingungen (p: 10 MPa, T: 105 °C, Séule: gepackte Sdule: ID 4 mm,
L: 120 mm, Phase: RP 18) stark differierten. Abbildung 49 zeigt zwei Chromatogramme von

Benzol in n-Pentan (2000 ppm) bei unterschiedlichen iiberkritischen Fluiden.
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Abbildung 49: Chromatogramme von Benzol in n-Pentan (2000 ppm) unter Anwendung von iiberkritischem CO,
und N, als mobile Phase; p: 10 MPa, T: 105 °C

Die Peaks in den Chromatogrammen weisen aufgrund der hohen Konzentration ein
ausgeprigtes Tailing auf. Der Benzol-Peak befindet sich in beiden Chromatogrammen in der
Schulter des Ldsemittel-Peaks. Die Durchbruchzeit im CO,-Chromatogramm betragt 10,50
Minuten und die Retentionszeit des Benzols 17,39 Minuten. Der Kapazitétsfaktor (k") betrigt
0,66. Im Gegensatz dazu ist die Durchbruchzeit im N,-Chromatogramm um 7,9 Minuten
langer. Das Benzol eluiert nach 44,33 Minuten. Daraus wurde ein Kapazitétsfaktor von 1,41
errechnet. Ein k-Wert groBer als 1 deutet auf eine stirkere Interaktion des Analyten mit der
stationdren als mit der mobilen Phase hin. Die Loslichkeit der Substanz ist demnach in der
stationdren Phase hoher als in der mobilen. Das geschilderte Experiment zeigt, dass sich der
untersuchte Stoff bei den genannten Bedingungen gut in reinem iiberkritischem Kohlendioxid
16st (k'= 0,66). Die Loslichkeit von Benzol in {iberkritischem Stickstoff kann allerdings als

gering eingeschitzt werden. Durch die Anwendung des Kopfgases entsteht ein Gemisch von
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z.B. Stickstoff in Kohlendioxid. Dies konnte die Loslichkeit der Analyten herabsetzen und so
die Retentionszeiten (vgl. S. 58) verldngern.

Ein Indiz fiir das Vorhandensein von Helium in Kohlendioxid wurde durch die Veranderung
der Retentionszeiten (tg) verschiedener Analyten bereits beschrieben [122]. Die Verwendung
des von der Fa. Linde entwickelten Flaschenventils soll einen konstanten Flaschendruck (bis
15 MPa) gewihrleisten und die Diffusion des Heliums in das Kohlendioxid minimieren.
Dabei wurde eine Gasflasche mit fliissigem Kohlendioxid iiber das Linde-Flaschenventil mit

einer Gasflasche, die Helium beinhaltet, verbunden.

Um den Einfluss des Kohlendioxids mit verschiedenen Helium-Stiitzdrucken auf die
Chromatographie mit iiberkritischen Gasen unter Anwendung eines Druckprogramms zu
untersuchen, wurden Messungen mit 7, 8 und 10 MPa Druckbeaufschlagung durchgefiihrt.
Das MPS/225 diente als SFC-System. In die Spritzenpumpe wurden 30 ml Kohlendioxid mit
den unterschiedlichen Helium-Vordrucken gefiillt. Die Equilibrierungszeit betrug 2 Stunden.

Es wurden jeweils 5 Chromatogramme eines Allethrin-Pyrethrin-Standards unter Anwendung

eines Druckprogramms aufgezeichnet (Abb. 50).
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Abbildung 50: Vergleich von SF-Chromatogrammen bei unterschiedlichen He-Vordrucken von 7, 8 und 10 MPa

unter Anwendung eines Druckprogramms

Die Druckprogrammierung erfolgte von 11 MPa mit einer Rate von 0,2 MPa/min auf 22 MPa.
In Abbildung 50 sind Chromatogramme von Substanzen unter Verwendung der drei

verschiedenen Helium-Vordrucke illustriert. Im Vergleich der Retentionszeiten ist eine
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geringfiigig kiirzere Elutionszeit der Analyten bei einem Vordruck von 7 MPa erkennbar. Aus
den Ergebnissen resultiert, dass die Retentionszeiten der Substanzen bei gleichem Vordruck
um maximal 0,90 min differieren. Dies bedeutet eine relative Standardabweichung von 0,85
%. Die Mittelwerte der drei Drucke weichen nicht mehr als 0,5 % voneinander ab. Vergleicht
man in den drei Chromatogrammen die Retentionszeiten des Peaks Nr. 7, so wird eine
Retentionszeit bei einem Vordruck von 7 MPa von 42,50 min, bei 8 MPa von 43,20 min und
bei 10 MPa von 43,40 min gemessen. Hieraus kann abgeleitet werden, dass bei hoherem
Vordruck mehr Kopfgas (Helium) im Kohlendioxid gelost wird. Dies hat eine Verldngerung

der Retentionszeit zur Folge, wie in der Literatur [121] postuliert wurde.

3.5.3 Diskussion

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Kopfgase (Helium, Stickstoff
und Argon) einen Einfluss auf die Chromatographie ausiiben, indem sie die Retentionszeiten
der Substanzen variieren. Dabei werden sowohl das geloste Gas im Kohlendioxid wie auch
Verunreinigungen als Grund flir die unterschiedlichen Retentionszeiten angenommen.
Aufgrund dessen wurde in den nachfolgenden Experimenten Kohlendioxid mit Helium-
Druckbeaufschlagung eingesetzt. Ein steigender Helium-Stiitzdruck in der Kohlendioxid-
Flasche hat eine Verldngerung der Retentionszeit zur Folge. Da {iber einen ldngeren Zeitraum
der Vordruck in den Kohlendioxid-Flaschen durch stetige Entnahme sank, sind die
Retentionszeiten der untersuchten Pestizide nur innerhalb eines Monats konstant. Eine
staindige Kontrolle der Retentionszeiten und der Einsatz eines internen Standards ist daher

unerlésslich.
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3.6 SF-Chromatographische Kenndaten von Pyrethrinen und Pyrethroiden

Unter validierenden Gesichtspunkten werden in diesem Abschnitt chromatographische

Kenndaten fur die untersuchten Pestizide ermittelt.

In Abbildung 51 ist ein SF-Chromatogramm von Allethrin und Pyrethrinen dargestellt.
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Abbildung 51: SF-Chromatogramm von Pyrethrinen und Allethrin unter Anwendung eines positiven Druck-

gradienten: von 11 MPa mit 0,2 MPa/min bis 24 MPa; Ofentemperatur: 110 °C; FID-Temperatur: 325 °C

Die Analyten sind basisliniengetrennt. Die Elutionsreihenfolge in der SFC wird von der
Loslichkeit und dem bindren Diffusionskoeffizient (D;,) der Analyten bestimmt [123, 124].
Neben Temperatur und Polaritit beeinflussen Molekulargewicht und die Molekiilgroe den
Diffusionskoeffizient. Daher eluiert Allethrin (1) mit dem niedrigsten Molekulargewicht als
erstes, gefolgt von den Chrysanthematen (2, 3, 4) und Pyrethraten (5, 6, 7). In beiden Gruppen
wird Cinerin (2 und 5) als erstes detektiert. Eine Umkehr der Elutionsreihenfolge tritt bei
Jasmolin I (3) und Pyrethrin 1 (4) wie auch bei Jasmolin II (6) und Pyrethrin II (7) auf.
Aufgrund des Molekulargewichtes von Pyrethrin I (328 g/mol) und II (372 g/mol) ist von
diesen ein Eluieren vor Jasmolin I (330 g/mol) und II (374 g/mol) zu erwarten. Dies wird
allerdings nicht beobachtet. Der Grund ldsst sich mit der zusétzlichen konjugierten

Doppelbindung in Pyrethrin I und II erkldaren (Abb. 1), die eine stirkere Wechselwirkung mit



SFC von Pyrethroiden und Pyrethrinen 63

der stationdren Phase (DBS) zur Folge haben. Daher werden Pyrethrin I und II ldnger auf der

Trennsaule retadiert als Jasmolin I und I1.

Tabelle 5 illustriert die chromatographischen Kenndaten der in Abbildung 50 aufgefiihrten
Analyten.

Tabelle 5: Chromatographische Kenndaten von Allethrin und den Pyrethrinen in der SFC

Ziffer Substanz k’ Ntheor Hineor
(mm) o Rg

1 Allethrin 3,07 67100 0,134
1,19 8,44

2 Cinerin I 3,64 66200 0,136
1,08 4,05

3 Jasmolin I 3,94 71200 0,126
1,04 2,24

4 Pyrethrin I 4,11 73900 0,122
1,18 10,46

5 Cinerin 11 4,85 122100 0,074
1,05 3,78

6 Jasmolin 11 5,10 134300 0,067
1,02 2,23

7 Pyrethrin IT 5,27 101900 0,088

Die im Chromatogramm aufgefiihrten Ziffern werden in der Tabelle den Substanzen
zugeordnet. Die theoretischen Bodenzahlen befinden sich in einem Bereich von 66000
(Cinerin I) bis 134000 (Jasmolin II). Dabei lassen sich Chrysanthemate und Pyrethrate in zwei
Gruppen aufteilen. Wahrend die Chrysanthemate einschlieBlich Allethrin Bodenzahlen
zwischen 66000 und 73000 besitzen, liegen die Bodenzahlen fiir die Pyrethrate in einem
Bereich von 102000 bis 134000.

Die quantitative Analyse fordert fiir die Auflosung (Rs) einen Minimalwert von 1,5 [125].

Dieser Wert wird, wie aus der Tabelle ersichtlich, stets iibertroffen.

Abbildung 52 zeigt ein SF-Chromatogramm der in Kapitel 1.3 vorgestellten Pyrethroide. Die
Elutionsreihenfolge entspricht dem Anstieg des Molekulargewichtes. Erwdhnenswert ist die
Existenz von Doppelpeaks bei Cypermethrin und Fenvalerat. Diese Peaks werden von

cis/trans-Isomeren der entsprechenden Substanzen hervorgerufen [96].
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Abbildung 52: SF-Chromatogramm von Pyrethroiden unter Anwendung eines positiven Druckgradienten: von

11,1 MPa mit 0,2 MPa/min bis 24,3 MPa; Ofentemperatur: 110 °C; FID-Temperatur: 325 °C

In Tabelle 6 sind die chromatographischen Kenndaten der Pyrethroide unter Anwendung der

SFC aufgelistet.

Tabelle 6: Chromatographische Kenndaten von 6 Pyrethroiden in der SFC

Substanz Kk’ Ntheor Hieor
(mm) a Rg

Allethrin 4,99 47500 0,190
1,56 25,61

Phenothrin 7,78 106400 0,085
1,14 9,83

Permethrin 8,87 119500 0,075
1,03 2,00

Cypermethrin 1 9,10 112900 0,080
1,02 0,92

Cypermethrin 2 9,27 27400 0,328
1,03 1,39

Fenvalerat 1 9,53 118000 0,076
1,02 1,25

Fenvalerat 2 9,70 79200 0,114
1,07 4,71

Deltamethrin 10,39 106700 0,084
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Die theoretischen Bodenzahlen der einzelnen Substanzen befinden sich innerhalb eines
Bereiches von 48000 (Allethrin) bis 118000 (Fenvalerat 1). Fiir den zweiten
Cypermethrinpeak wird eine Bodenzahl von 27000 berechnet. Dieser Peak zeigt ein starkes
Fronting. Genauere Betrachtungen zeigen, dass dieser Peak einen zusétzlichen Isomerenpeak
beinhaltet, der durch die Varian-Software nicht separat integriert wird.

Eine quantitative Bestimmung ist unter Beriicksichtigung der Auflésung durchfiihrbar. Eine
Einschrinkung besteht in der gleichzeitigen Quantifizierung von Cypermethrin und

Fenvalerat.
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3.7 Quantitative Analyse von Pyrethroiden und Pyrethrinen

Wie in der Literatur beschrieben [126, 127], wird der Gehalt von Pyrethrinen in Pyrethrum-
Extrakten mit verschiedenen Methoden bestimmt. Wenclawiak et al. beschrieben eine
Quantifizierungsmethode, indem eine Umesterungsreaktion an den Pyrethrinen in {iber-
kritischem Kohlendioxid durchgefiihrt wurde. Die entstandenen Produkte wurden mittels GC-
MSD analysiert [55]. Gewohnlich wird der Gesamtpyrethringehalt und das Verhéltnis
zwischen Chrysanthematen zu Pyrethraten ermittelt. Die Bestimmung der Einzelgehalte aller
sechs insektizid wirksamen Substanzen in Chrysanthemen ist schwierig. Ein Grund dafiir ist
die Nichtexistenz einzelner Pestizidstandards, da sie durch UV-Strahlung, Sauerstoff und
Wasser schnell zerstort werden [25]. Zudem ist eine aufwendige Synthese der
Einzelsubstanzen unwirtschaftlich.

In der Chromatographie werden Gehaltsbestimmungen in der Regel durch Kalibrierung mit
externem Standard, internem Standard und Additionsverfahren durchgefiihrt [128, 129]. Der
Einsatz eines internen Standards besitzt den Vorteil, dass Probenverluste wihrend der
Analyse unberiicksichtigt bleiben. In allen drei Verfahren muss die zu analysierende
Einzelkomponente als Reinsubstanz vorhanden sein.

Bei der Quantifizierung verschiedener Substanzen umgeht man das Problem der
Einzelbestimmung mit unterschiedlichen Methoden.

In der PCB-Analytik mit GC-ECD werden die sechs wichtigsten der 209 PCB-Kongenere
qualitativ und quantitativ bestimmt. Multipliziert man diesen Gehalt mit dem Faktor 5, so
erhidlt man die Summe der PCB-Kongenere [130]. Jorgensen, Picel und Stamoudis
publizierten die Vorhersage von Responsefaktoren (Rf) strukturverschiedener Molekiile unter
Anwendung eines Flammenionisationsdetektors. Sie beschrieben, dass mit ihrem Verfahren
die Quantifizierung von Komponenten in komplexen organischen Mischungen maoglich ist,
wenn eine strukturelle Identifizierung der Substanzen durchgefiihrt wurde [131]. Scanlon und
Willis zeigten, dass die berechneten Responsefaktoren vergleichbar bei dhnlichen
Molekiilstrukturen waren [132]. Ein anderes Beispiel ist die Analyse von Dieselabgasen mit
GC-FID-MS. Die erhaltenen Chromatogramme weisen mehr als 200 verschiedene
Einzelsubstanzen auf. Dabei konnen nicht alle Einzelsubstanzen individuell bestimmt werden.
Hier bezieht man die Gesamtflache auf einen zertifizierten Dieselstandard mit bekanntem
Kohlenstoffgehalt. Die Quantifizierung wird mittels Kohlenstoff-Kalibrierung durchgefiihrt
[133, 134]. Der Einsatz eines Flammenionisationsdetektors (FID) ermdglicht die Detektion

von Verbindungen, die oxidierbare Atome (C, H, S etc.) enthalten. Existiert zu einer Substanz
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kein Einzelstandard, so kann man mit Hilfe einer Referenzsubstanz iiber die Kohlenstoff-
Kalibrierung den Responsefaktor ermitteln. Voraussetzung ist, dass die Referenzsubstanz die
gleiche Molekiilstruktur wie die zu untersuchenden Substanzen besitzt. Dieser Ansprechfaktor
ist sowohl von der Struktur des Analyten als auch von der Anzahl der Kohlenstoffatome,

Wasserstoffatome und Heteroatome im Molekiil abhéngig. Das Prinzip des FIDs beruht
darauf, dass Kohlenstoffatome durch thermische Zersetzung (CHD}Radikale bilden, die durch
Reaktion mit Sauerstoff und Ionisation zu Formaldehydionen weiter reagieren. Diese werden

an einer Sammelelektrode aufgefangen, wodurch ein elektrisches Signal verursacht wird. Die
Anwesenheit von Heteroatomen, wie z. B. Sauerstoff, hat ein geringeres Signal zur Folge, da
die Fihigkeit des benachbarten Kohlenstoffatoms, (CH)}Radikale zu bilden, vermindert wird.
Eine exakte Identifizierung der Analyten im Chromatogramm ist Voraussetzung fiir die
Kohlenstoff-Kalibrierung. Dies kann mit zwei unterschiedlich polaren Sdulen mit Vergleichen
von Standards erfolgen. Ist dies nicht moglich, so kann die Kopplung der
chromatographischen Trennmethode mit einem strukturaufkldrenden Detektor (vgl. Kap. 3.4)
Aufschluss iiber die eluierenden Substanzen geben.

Uber das Injektionsvolumen (V), den Kohlenstoffgehalt im Molekiil (Xcr) und der
Konzentration (Cr) der Referenzsubstanz (R) lasst sich die injizierte Kohlenstoffmasse (mcg)

der Referenzsubstanz ermitteln:

Mer =Xer (G V) (Gl 10)

Diese Kohlenstoffmasse verursacht ein FID-Signal und wird als Peak im Chromatogramm
sichtbar. Die Flache (Agr) unter dem Peak entspricht der injizierten Kohlenstoffmenge der
Referenz.

Der Responsefaktor (Rf) wird aus dem Verhiltnis von Flache zur Kohlenstoffmasse

berechnet:

=—R (GL 11)

Der Quotient aus Flache des zu bestimmenden Analyten (A) und des Responsefaktors (Rf)
beschreibt die injizierte Kohlenstoffmasse (Mc4) des Analyten:

AA
mCA

= ﬁ (Gl. 12)

Uber den Kohlenstoffgehalt (Xca) des Analyten wird die Konzentration (Ca) des Analyten

bestimmt.
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(GL. 13)

Auf diese Art ist es mdglich, den Gehalt der Einzelkomponenten zu bestimmen. Zu erwéhnen
ist der Fehler, der bei der Ermittlung der Kohlenstoffmasse des Analyten entsteht. Hierbei
werden die geringen strukturellen Abweichungen der Substanzen von der Referenz
vernachléssigt.

Die nidchsten Experimente sollen Aufschluss iiber eine mogliche Anwendung der
Kohlenstoff-Kalibrierung und die Eignung von unterschiedlichen Substanzen als Referenz

geben.

3.7.1 Experimentelles

Chemikalien

Eine Standardlosung (A) mit verschiedenen Kohlenwasserstoffen (n-Octadecan (6,57, mg/1),
n-Eicosan (6,43 mg/l), n-Docosan (7,86 mg/l) und n-Teracosan (6,50 mg/l)) (99,9%, Riedel-
de-Haén, Seelze, Deutschland) in n-Hexan wurde hergestellt.

Eine Losung (B) von 58 mg/l n-Octadecan, 58 mg/l n-Docosan, 55 mg/l n-Tetracosan und 54
mg/l Allethrin (93,5 %, Riedel-de-Haén) in Isopropanol wurden ebenfalls getestet.

Die analysierten Pyrethrum-Extrakte wurden von den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz),
Riedel-de-Haén (Seelze, Deutschland) und BAYER (Leverkusen, Deutschland) bezogen.
Diese Extrakte wurden in Isopropanol gelost.

Eine Losung von 240,3 mg Pyrethrum-Extrakt (Fluka) und 17,6 mg Allethrin in 1000 ml
Isopropanol diente als Standard C.

Die eingesetzten Pyrethroide (Phenothrin (91,7 %), Permethrin (97,0 %), Cypermethrin (95
%), Fenvalerat (99,1 %) und Deltamethrin (99,3 %)) waren vom Labor Dr. Ehrensdorfer
(Augsburg, Deutschland).

Gerite

Es wurde das unter Kapitel 3.2 beschriebene SFC-System verwendet.
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3.7.2 Ergebnisse

Die Kohlenstoff-Kalibrierung wird anhand der Losung A beschrieben. Als Referenzsubstanz
und interner Standard wurde n-Eicosan verwendet. Mit der internen Probenschleife wurde ein
definiertes Probenvolumen auf die Chromatographiesdule injiziert. Hieraus ldsst sich mit den
beschriebenen Gleichungen 10 - 13 der Gehalt der {ibrigen n-Alkane bestimmen. Die

theoretischen und experimentell bestimmten Konzentrationen sind in Abbildung 53 graphisch

aufgefiihrt.
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Abbildung 53: Kohlenstoff-Kalibrierung von Paraffinen mit n-Eicosan als Referenz

Alle Messungen wurden mindestens 5-mal durchgefiihrt. Die relativen Standardabweichungen
sind kleiner als 5 %. Eine sehr gute Ubereinstimmung der theoretischen mit den experimentell
ermittelten Konzentrationen ist deutlich zu erkennen. Tabelle 7 beinhaltet eine statistische
Auswertung beziiglich der Signifikanz der Abweichung (t-Test) [135] vom experimentellen
Wert zum berechneten. Zusétzlich sind absolute Abweichungen (%) und Korrekturfaktoren

(Fkorr) zwischen experimenteller und berechneter Konzentration aufgefiihrt.
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Tabelle 7: Kohlenstoff-Kalibrierung von n-Alkanen unter Anwendung von n-Docosan als Referenz

Substanz Konzentration Abweichung | Fyor t-Test | Konzentration
(mg/) %o (mg/1)
berechnet | experimentell korrigiert
Cis Hss 6,48 6,31 +0,07 - 2,64 1,03 2,02 6,48
Cy Hgz Referenz 6,39 + 0,09 0,0 1,00 0 6,39
C Hye 7,85 7,74 £ 0,02 - 1,42 1,01 1,00 7,85
C4 Hsg 6,54 6,50+ 0,19 - 0,65 1,01 0,19 6,54

Kritischer Wert: t (0,95;8) = 2,34 [135]

Die Abweichung zwischen berechneter und experimentell bestimmter Konzentration ist
kleiner als 2,64 Prozent. Die Werte fiir den Korrekturfaktor befinden sich zwischen 1,01 und
1,03. Der t-Test wurde zwischen den Fy,,-Werten der Analyten und der Referenz
durchgefiihrt. Der tabellarisierte kritische Wert von t (0,95;8) betrdgt 2,34. Es kann gezeigt
werden, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Fy,,-Werten besteht. Als Ergebnis
lasst sich somit kein signifikanter Unterschied zwischen berechneter und experimenteller
Konzentration ableiten.

Wie oben erwihnt, ist es notwendig, dass die Referenz die gleiche Struktur wie die zu
bestimmenden Analyten aufweist.

So ist es nicht moglich Pyrethroide mit einem n-Alkan als Referenz zu bestimmen. Tabelle 8
verdeutlicht die mdgliche Quantifizierung von n-Oktadekan und n-Tetracosan mit n-Docosan
als Referenz. Dies wird durch die niedrigen t-Werte bestdtigt. Die Abweichung der
experimentellen zu den theoretischen Gehalten liegt im Bereich der relativen
Standardabweichung.

Im Gegensatz dazu ist der experimentelle Gehalt von Allethrin verglichen mit dem
theoretischen Gehalt um 22 % geringer. Der t-Wert betrdgt 17,54 und ist somit grofer als der
kritische t-Wert von t(0,95;8) mit 2,34. Somit besteht ein signifikanter Unterschied zwischen
experimenteller und berechneter Konzentration. Vergleichbare Ergebnisse, Phenothrin
ausgenommen, werden bei den iibrigen Pyrethroiden beobachtet. Unter den gewihlten

Bedingungen ist eine quantitative Analyse der Pyrethroide daher nicht moglich.



SFC von Pyrethroiden und Pyrethrinen

71

Tabelle 8: Kohlenstoff-Kalibrierung von Alkanen und Pyrethroiden unter Anwendung von n-Docosan als

Referenz
Substanz Konzentration Abweichung | Fier t-Test | Konzentration
(mg/1) %o (mg/l)
berechnet | experimentell korrigiert
n-Octadekan 57,5 58,0+0,7 1,3 0,99 0,55 57,5
n-Docosan Referenz 57,5+1,2 0,0 1,0 0 57,5
n-Tetracosan 54,8 542+1,5 -2,7 1,01 1,22 54,8
Allethrin 146,5 113,8 £ 2,51 -22,3 1,29 | 17,54 146,5
Phenothrin 112,9 109,6 £ 3,7 -2,8 1,03 1,87 112,9
Permethrin 92,5 83,5+£2,5 -9,8 1,11 6,30 92,5
Cypermethrin 85,5 773+ 1,4 -9,6 1,11 7,89 85,5
Fenvalerat 126,5 1192 +3,3 -5,8 1,06 3,94 126,5
Deltamethrin 185,6 169,0 +£2,7 -8,9 1,10 7,87 185,6

Kritischer Wert: t (0,95;8) = 2,34 [135]

Das Ergebnis der Pyrethroid-Bestimmung mit der Kohlenstoff-Kalibrierung ist in Tabelle 9

illustriert, wobei Deltamethrin, das dibromierte Cyclopropancarboxylat (vgl. Abb. 4), als

Referenzsubstanz verwendet wurde.

Tabelle 9: Kohlenstoff-Kalibrierung der Pyrethroide mit Deltamethrin als Referenz

Substanz Konzentration Abweichung | Fy,r | t-Test | Konzentration
(mg/l) % (mg/1)
berechnet | experimentell korrigiert

Allethrin 146,5 126,7+ 2,8 - 13,5 1,16 | 10,61 146,5
Phenothrin 112,9 122,24+ 4,1 8,3 0,92 1 4,59 112,9
Permethrin 92,5 93,0+2,7 0,5 0,99 1 0,30 92,5
Cypermethrin 85,5 86,1 £1,5 0,7 0,99 | 0,57 85,5
Fenvalerat 126,5 1319 +3,7 49 0,951 3,09 162,5

Deltamethrin Referenz 185,6 £ 3,0 0,0 1,0 0 185,6

Kritischer Wert: t (0,95;8) = 2,34 [134]
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Die theoretischen Gehalte von Permethrin und Cypermethrin werden aufgrund ihrer ebenfalls
doppelt halogenierten Struktur bestitigt (vgl. Abb. 4). Dabei werden Chlor- und Bromatome
nicht unterschieden. Permethrin besitzt im Gegensatz zu Cypermethrin und Deltamethrin
keine Cyanogruppe. Daraus ist zu schlieBen, dass die CN-Gruppe einen zu
vernachldssigenden Beitrag im FID-Signal liefert. Die berechneten t-Werte von Permethrin
und Cypermethrin befinden sich unterhalb des kritischen t-Wertes. Es besteht kein
signifikanter Unterschied bei den Korrekturfaktoren.

Phenothrin und Fenvalerat (vgl. Abb. 4, 5) verursachen eine signifikante hohere
experimentelle Konzentration. Die t-Werte sind grofer als der kritische Wert von 2,34.
Phenothrin besitzt an Stelle der endstindigen Halogene zwei Methylgruppen, die ein hoheres
FID-Signal hervorrufen. Die Saurekomponente im Fenvalerat besteht aus einer a-(4-
Chlorphenyl-)isovaleriansdure an Stelle der Chrysanthemumsaure. Aufgrund des Benzolrings
und der Isopropylgruppe wird ebenfalls ein erhohtes FID-Signal verursacht. Allethrin zeigt
eine um 13,5 % geringere experimentelle Konzentration verglichen mit dem theoretischen
Gehalt. Der signifikante Unterschied wird durch den hohen t-Wert von 13,5 bestitigt. Starke
Unterschiede in der Molekiilstruktur des Allethrins (vgl. Abb. 3) verglichen mit der des
Deltamethrins haben ein geringeres Detektorsignal zur Folge. Dies zeigt ein weiteres Mal,
dass die Kohlenstoff-Kalibrierung nur dann anwendbar ist, wenn die Analyten die gleiche

Struktur wie die Referenzsubstanz besitzen.

Aus den verschiedenen Experimenten resultiert, dass die Quantifizierung unter Anwendung

der Kohlenstoff-Kalibrierung nur méglich ist, wenn

1. Paraffine und Phenothrin mit einem n-Alkan als Referenz bestimmt werden,

2. Permethrin- und Cypermethrin-Gehalte mit einem halogenierten Pyrethroid
(Deltamethrin) als Referenz berechnet werden, wobei die Quantifizierung bei den

Pyrethroiden wie Fenvalerat, Phenothrin und Allethrin versagt.

Die Quantifizierung der Pyrethrine bendtigt daher eine Substanz mit dhnlicher
Molekiilstruktur. Die einzig mogliche Referenzsubstanz ist Allethrin.

Nachfolgend wurden die aufgefiihrten Pyrethrum-Extrakte auf ihren Pyrethrin-Gesamtgehalt
analysiert. Allethrin wurde als Referenz eingesetzt, da es ein synthetisches Derivat der
Pyrethrine darstellt (vgl. Abb. 1, 3) und somit die gleiche Molekiilstruktur besitzt. Die von
den Herstellern angegebenen Gehalte wurden iiberpriift. Das Ergebnis des Fluka- und des

Riedel-de-Haén-Extraktes ist in Abbildung 54 graphisch dargelegt.
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Abbildung 54: Vergleich der theoretischen und der experimentell ermittelten Pyrethrin-Gehalte in verschiedenen

Pyrethrum-Extrakten

Der deklarierten Gehalte in Gewichtsprozent (w/w-%) im Fluka-Extrakt (~ 25 w/w-%) und im

Extrakt von Riedel-de-Haén (46 w/w-%) wurden mit der Kohlenstoff-Kalibrierung bestétigt.

Die Gehalte im World-Standard-Pyrethrum-Extrakt aller zertifizierten Analysenmethoden
[136] sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10: Vergleich der zertifizierten und des experimentellen Pyrethrin-Gehaltes im World-Standard-

Pyrethrum-Extrakt unter Anwendung der Kohlenstoff-Kalibrierung and Allethrin als Referenzsubstanz.

Probe Methode w/w-% texp tLit
AOAC' 19.56 +0.23 4.61 t(0.95;30) =2.04
World-Standard- PBK' 20.86 +0.24 1.03 t(0.95;21) =2.08
Pyrethrum- HPLC' 20.28 +£0.33 6.62 t(0.95;26) = 2.06
Extrakt 3% 20.88 +0.03 0.47 t(0.95;19) =2.09
SFC 18.78 £ 0.15

! Gehalte im World-Standard-Pyrethrum-Extrakt bestimmt durch AOAC-, PBK-, HPLC- und
UV-Methode in 1992 [136]
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Die Abkiirzungen in der Spalte ,,Methoden* beschreiben die konventionellen Analysen-
methoden in der Pyrethrin-Analytik. Der Mittelwert des Gesamtgehaltes dieser 4 Methoden
betragt 20,40 (£ 0,6) w/w-%. Der experimentelle Gehalt, berechnet mit der SFC-Methode, ist
mit 18,78 um ~2 % geringer. Die t-Werte wurden mit den Mittelwerten des Pyrethin-Gehaltes
der vier offiziellen Methoden berechnet. Der t-Test gibt allerdings keine klare Antwort auf
signifikante Unterschiede zwischen dem mit der SFC-Methode bestimmten Gehalt und dem
der offiziellen Methoden. Zur Zeit der SFC-Analyse betrug das Alter des World-Standard-
Pyrethrum-Extraktes 6 Jahre. Es ist moglich, dass ein Teil der Pyrethrine in dieser Lagerzeit
durch Sauerstoff oder Licht abgebaut wurde. Der ermittelte Gehalt von 18,78

Gewichtsprozent Gesamt-Pyrethrine bestétigt somit den theoretischen Gehalt.

Nach den Untersuchungen der Gesamt-Pyrethringehalte in diversen Pyrethrum-Extrakten 14sst
diese Methode eine Einzelbestimmung der Pyrethrine ebenfalls zu. Als Beispiel wird die

Kalibrierung von Cinerin I und II in Abbildung 55 illustriert.
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Abbildung 55: Kalibrierung von Cinerin I und II

Der lineare Bereich erstreckt sich iiber fast 10?> Einheiten. Die Nachweis- (LOD) und
Bestimmungsgrenzen (LOQ) wurden nach DIN [62] berechnet. Sie sind in Tabelle 11

aufgelistet.
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Tabelle 11: Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) von Allethrin und der Pyrethrine nach DIN

Substanz DIN
LOD LOQ
(mg/l) (mg/l)
Allethrin 13,0 38,9
Cinerin I 2,9 8,7
Jasmolin I 1,8 5.4
Pyrethrin I 11,8 35,3
Cinerin 11 2,1 6,1
Jasmolin 11 1,2 3,7
Pyrethrin I1 8,9 26,6

Die Nachweisgrenzen befinden sich im unteren ppm Bereich. Die Bestimmungsgrenzen sind
um etwa den Faktor 3 hoher als die Nachweisgrenzen.
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der untersuchten Pyrethroide sind in Tabelle 12

aufgezeigt. Die Nachweisgrenzen befinden sich im unteren ppm-Bereich (10 — 20 mg/1).

Tabelle 12: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Pyrethroide nach DIN

Substanz DIN
LOD LOQ
(mg/l) (mg/l)
Phenothrin 10,8 36,4
Permethrin 10,8 36,5
Cypermethrin 19,1 64,7
Fenvalerat 16,7 56,6
Deltamethrin 20,3 68,4

In der nachfolgenden Présentation (Abb. 56) sind die Gehalte der einzelnen Pyrethrine im

World-Standard-Pyrethrum-Extrakt aufgezeigt.
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World-Standard-Pyrethrum-Extrakt
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Abbildung 56: Gehalte der einzelnen insektizid wirksamen Substanzen im World-Standard-Pyrethrum-Extrakt

Pyrethrin I besitzt mit 46 % (8,6 w/w -%) den Hauptanteil der sechs insektizid wirksamen
Inhaltsstoffe. Danach folgt Pyrethrin I mit 24 % (4,5 w/w-%). Die Anteile von Jasmolin I
sowie von Cinerin [ und II werden mit 7 bis 11 % (1,3 — 2,1 w/w-%) beziffert. Den geringsten
Anteil besitzt Jasmolin II mit ca. 4 %.

Abbildung 57 zeigt die Einzelgehalte der Pyrethrine in den beiden anderen Pyrethrum-

Extrakten.
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Abbildung 57: Gehalte der einzelnen insektizid wirksamen Substanzen im Riedel-de-Haén- und Fluka-Extrakt
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Die Zusammensetzung der abgebildeten Pyrethrum-Extrakte ist dhnlich. Diese beiden
Extrakte weisen einen 4 — 5 % geringeren Pyrethrin I Gehalt im Vergleich zum World-
Standard-Pyrethrum-Extrakt auf. Im Gegensatz dazu ist der Pyrethrin II Gehalt um ca. 6 %
hoher.

Tabelle 13 zeigt die Quotienten von Chrysanthematen zu Pyrethraten in den untersuchten

Pyrethrum-Extrakten.

Tabelle 13: Quotient (Chr : Pyr) im World-Standard-Pyrethrum-Extrakt, im Fluka- und Riedel-de-Hagn-Extrakt

Probe Methode Chr : Pyr texp tiit
World-Standard- AOAC! 1,22 + 0,04 17,89 T (0,95;30) =2,04
Pyrethrum- PBK' 1,56 £ 0,02 7,38 T (0,95;21) = 2,08
Extrakt HPLC' 1,28 + 0,07 19,68 T (0,95;26) = 2,06

SFC 1,82+ 0,09 1,00 0,00
Fluka-Extrakt SFC 1,36 £ 0,19 - -
Riedel-de-Haén- SFC 1,34+ 0,07 - -
Extrakt

'Quotient (Chr : Pyr) im World-Standard-Pyrethrum-Extrakt wurden berechnet unter Anwendung der AOAC-,
PBK- and HPLC-Methoden in 1992 [136].

Das Verhiltnis zwischen Chrysanthematen und Pyrethraten betrdgt 1,86. In der Literatur
[136] wird das Verhéltnis (Chrysanthemate : Pyrethrate) unter Anwendung der verschiedenen
Bestimmungsmethoden mit 1,22 (AOAC-Methode), mit 1,56 (PBK-Methode) und mit 1,28
(HPLC-Methode) beziffert. Insofern ist das mit der SFC-Methode errechnete Verhiltnis um
0,3 — 0,64 zu hoch. Hieraus kann man den Schluss ziehen, dass vermutlich nur geringe
Mengen der Pyrethrate durch Licht und Sauerstoff zersetzt wurden.

Das Chrysanthemat-Pyrethrat-Verhéltnis betrdgt beim Fluka-Extrakt 1,33 und beim Riedel-
de-Haén-Extrakt 1,38. Dies liegt im Rahmen der in der Literatur aufgefiihrten Werte. Die hier
vorgestellte Analysenmethode zur Bestimmung von Pyrethrinen wurde von der
Fachzeitschrift: ,,JJournal of biochemical and biophysical methods* bereits angenommen

[137].
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Die entwickelte Quantifizierungsmethode flir Pyrethrine wurde ebenfalls bei diversen
technischen Produkten getestet. Hierbei wurde der insektizide Gehalt in Insektensprays fiir
Innenrdume und Schampon gegen parasitire Hauterkrankungen iiberpriift. In Abbildung 58 ist
ein Chromatogramm eines Standards dargestellt, der Allethrin (1), Piperonylbutoxid (5) und
die sechs Pyrethrine (Chrysanthemate: 2, 3, 4; Pyrethrate: 6, 7, 8) enthilt.
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Abbildung 58: SF-Chromatogramm eines Pestizidstandards (Allethrin, PBO und Pyrethrine)

In Tabelle 14 sind die technischen Produkte, deren insektizide Wirkstoffe und Gehalte sowie

die experimentell bestimmten Gehalte aufgefiihrt.
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Tabelle 14: Gehaltsbestimmung von insektiziden Wirkstoffen in technischen Produkten

Technisches Produkt Wirkstoff Gehalt (w/w-%)
Herstellerangabe | SFC-Methode
»Insektenspray Konzentrat Tetramethrin’ 0,4 0,55+ 0,06
Globol* d-Phenothrin 0,2 0,18 0,02
Piperonylbutoxid 1,0 0,84 + 0,05
“Raid Paral” Pyrethrum 1,0 0,9+0,1
Piperonylbutoxid 1,0 1,28 + 0,04
“Compo Fliegenspray” Pyrethrum 0,4 0,38 £0,02
Piperonylbutoxid 0,5 0,45+ 0,02
“ Spruzit® Gartenspray ” Pyrethrum 0,04 0,041 + 0,003
Piperonylbutoxid 0,032 0,035 +0,002
»Goldgeist“ Pyrethrum 0,3 0,27 +£0,02
Piperonylbutoxid 0,7 0,73 £ 0,04
Vapona Insektenstift Allethrin 5,6 5,9+0,2

Die Molekiilstruktur des in der Tabelle 14 gekennzeichneten Pyrethroids' Tetramethrin ist in

Abbildung 59 dargestellt.

Abbildung 59: Molkiilstruktur von Tetramethrin

Die vom Hersteller angegebenen Gehalte der natiirlichen und synthetischen Insektizide sowie
die des Synergisten Piperonylbutoxid konnten mit der SFC-Methode bestitigt werden.

Die erarbeitete Bestimmungsmethode von Pyrethrinen und Pyrethroiden mit {iberkritischer
Fluid Chromatographie und Kohlenstoff-Kalibrierung eignet sich sowohl fiir die
Gehaltsbestimmung von pyrethroiden Wirkstoffen in Extrakten als auch fiir die Uberpriifung

der Inhaltstoffe in Industrieprodukten aus unterschiedlichen Matrices.
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4 HPLC von Pyrethrinen

Die heute verwendeten fliissigchromatographischen Verfahren sind relativ neu in der
Analytik, in der sie sich duBerst schnell etabliert haben. Runge beschrieb die ersten
chromatographischen Experimente, die den Einsatz in der analytischen Chemie allerdings
noch nicht erahnen lieBen [138]. Die Auftrennung pflanzlicher Farbstoffe durch ein
chromatographisches Verfahren gelang Tswett im Jahr 1906. Dieses Experiment prigte den
Namen dieser Methode (Chromatographie) [139]. Seither haben viele Wissenschaftler durch
mannigfaltige Versuche und Experimente den weitgefiacherten Einsatz dieser Methode in der
Analytik vorgetrieben.

In der HPLC (High Performance Liquid Chromatography) durchstromt die mobile Phase
(Eluens) mit konstanter Flussrate das Fiillmaterial der gepackten Séule. Dieses Fiillmaterial
tragt oder enthidlt die stationdre Phase. Dabei fiillt das Eluens den Raum zwischen den
Fiillmaterialteilchen und das Porenvolumen in diesen aus. Zu einem Zeitpunkt t = 0 wird die
Probe unmittelbar am Sdulenanfang in die mobile Phase injiziert und von dieser durch die
Sdule transportiert. In der Sdule wechseln die Probenmolekiile viele Male von der mobilen in
die stationdre Phase und zuriick. Dabei ist die Verweildauer in oder an der stationdren Phase
fir unterschiedliche Molekiile verschieden gro. Hierdurch werden die einzelnen
Komponenten voneinander getrennt, so dass sie rdumlich und zeitlich separiert nacheinander
die Saule verlassen [140].

In der HPLC unterscheidet man zwischen Normalphasen-(NP)- und Reversed-Phase-(RP)-
Chromatographie. Bei der NP-HPLC ist die stationdre Phase polar. Die typischen stationdren
Phasen sind Kieselgele bzw. mit polaren Resten modifizierte Kieselgele. Als mobile Phasen
dienen unpolare Eluenten wie z.B. Heptan. In der Pyrethrumanalytik wurde neben den in
Kapitel 3.4 erwdhnten Methoden auch die HPLC eingesetzt. Modifizierte Kieselgele dienten
dabei als stationdre Phase. Mischungen wie z. B. 4 % Tetrahydrofuran in n-Hexan oder
Aceton in n-Hexan (2,5 : 97,5) [141] wurden als mobile Phase eingesetzt. Da die
Trennleistung dieser Systeme nicht besonders gro3 war, wurden nur die Hauptbestandteile
(Pyrethrin I + II) im Pyrethrumextrakt erfasst [142, 46].

Bei der RP-Chromatographie ist die stationdre Phase apolar, wihrend die mobile Phase polar
ist. Basismaterial fiir die stationire Phase sind meistens Kieselgele, die durch Alkylgruppen
,hydrophobisiert“ werden. Am hiufigsten werden Phasen mit Octadecyl-(C18)- oder Octyl-
(C8)-Resten eingesetzt. Neben diesen sind aber auch kiirzere Alkylketten sowie Cyclohexan-

und Phenylgruppen im Gebrauch. An RP-Phasen kann man sowohl polare als auch unpolare
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Stoffe trennen. Die Gleichgewichtseinstellung zwischen mobiler und stationdrer Phase erfolgt
schnell, so dass eine Gradientenelution eingesetzt werden kann. Die RP-Chromatographie hat
sich unter anderem deshalb durchgesetzt, da wissrige FlieBmittelsysteme verwendet werden
konnen [143]. Wissrige Proben sind in der Analytik weitaus hdufiger als in organischen
Losemitteln geloste Stoffe. Wang et al. publizierten 1997 die Trennung von Pyrethrinen mit
RP-HPLC unter Anwendung eines 2-stufigen Eluensgradienten und dem Einsatz eines RPS§-
Materials [54]. Eine Mischung aus 50 % Acetonitril und 50 % Wasser wurde 10 Minuten lang
konstant gehalten. Danach wurde der Acetonitril-Gehalt innerhalb 5 Minuten auf 60 % erhoht,
der dann 10 Minuten gehalten wurde. Zwischen 25 und 30 Minuten stieg der Acetonitril-
Gehalt um weitere 5 % an. Das Gemisch aus 65 % Acetonitril und 35 % Wasser wurde bis
zum Ende der Chromatographie konstant gehalten. Die Saulentemperatur betrug 40 °C.
Basierend auf diese Studie wurde die chromatographische Trennung der Pyrethrine mittels

RP-HPLC in der vorliegenden Arbeit untersucht.

4.1 Reinheitsuntersuchung von Acetonitril

In diesem Kapitel wird der Aufbau des HPLC Systems beschrieben. Das verwendete Eluens

(Acetonitril) soll auf UV-aktive Verunreinigungen getestet werden.

4.1.1 Experimentelles

Gerite

Als Pumpe und Gradientensystem wurde eine MERCK HITACHI L-6200 A Intelligent
Pumpe und als HPLC-Séule eine LiChrospher® 100 RP-8 (5um) der Firma Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. Die Vorsdule bestand aus einer RP-8 (10 pm)
Kartusche. Die Trennsédule besall eine Lange von 125 mm und einen Innendurchmesser von
4,0 mm. Thermostatisiert wurde die Sdule mit dem MERCK L-5025 Thermostat. Fiir die
Aufnahmen der Van-Deemter-Kurven wurde eine 250 mm lange LiChrospher® 100 RP-18
Sdule (5um) der Firma Merck KGaA eingesetzt, deren Innendurchmesser 4 mm betrug. Uber
eine externe Probenschleife (20 pl) wurde die Probe mit einem Rheodyne-Injektionsventil

manuell injiziert. Als Detektor wurde ein APPLIED BIOSYSTEM 783A Programmable
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Absorbance UV-Detektor eingesetzt. Die Detektionswellenldnge betrug 235 nm. Die
Datenerfassung erfolgte iiber ein PE NELSON 900 Series Interface (Fa. Perkin Elmer), das
mit einem Personal Computer verbunden war. Das erhaltene Signal wurde mit der PE
NELSON Model 2600 Single Chromatography Software (Copyright© 1988-1990 Perkin
Elmer Corp. Rev. 5.1.4) aufgezeichnet und bearbeitet. In einem spéteren Stadium wurde die
PE NELSON Datenerfassung durch die in Kapitel 3.2 aufgefiihrte Varian Star Software

ersetzt.

Chemikalien

Als Probe wurde ein Pyrethrum-Extrakt der Fa. Fluka untersucht. Der Pyrethringehalt ist von
den Ergebnissen aus Kapitel 3.7 entnommen. Es wurde eine Stammlosung (Pyr-Stdl)
hergestellt, die 860 mg/l Gesamt-Pyrethrine in Isopropanol enthielt. Durch Verdiinnung der
Stammldsung erhielt man Kalibrierlosungen.

Eine Losung (AFP-Stdl) von Allethrin (10,3 mg/l), Fenvalerat (8,3 mg/l) und Phenothrin
(15,6 mg/l) wurde fiir die Aufzeichnung von Van-Deemter-Kurven eingesetzt.

Als Elutionsmittel diente ein Acetonitril/Wasser—Gemisch. Es wurde Acetonitril
verschiedener Qualitdten untersucht. Das Wasser war bidestilliert. Die Eluenten wurden

zuséatzlich mikrofiltriert (0,4 pm) und anschlieBend 15 min im Ultraschallbad entgast.

4.1.2 Ergebnisse

Reinheitsuntersuchung von Acetonitril

Ein besonderer Augenmerk wurde dabei auf die Reinheit des verwendeten Acetonitrils
gerichtet. In organischen Losemitteln ist die Konzentration UV-aktiver Substanzen oft hoher
als im Wasser, da UV-aktive Stoffe meist organische Molekiile und somit allgemein besser in
organischen Losmitteln 16slich sind. Bei dem Einsatz der Gradientenelution verdndert sich die
Zusammensetzung der mobilen Phase mit der Zeit. Sind UV-aktive Substanzen im
Acetonitril, so wird dies durch den Anstieg der Basislinie angezeigt. In Tabelle 15 sind neben

den Herstellern auch die angegebenen Qualitdten des untersuchten Acetonitrils aufgefiihrt.
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Tabelle 15: Untersuchtes Acetonitril verschiedener Qualitét

Hersteller Giite
PromoChem Gradient grade
T.J. Baker Gradient grade

Merck z.A.

Riedel de Haén HSL

Zur Reinheitsuntersuchung wurden Basislinien einer Gradientenelution bei einer
Detektionswellenldnge von 235 nm aufgezeichnet. Es wurde ein Gradient eingesetzt, in dem
der Acetonitrilgehalt von 50 % auf 70% innerhalb 40 min anstieg. Die Chromatogramme der
Basislinien sind in Abbildung 87 (Anhang) dargestellt.

Ein starker Anstieg der Grundlinie, bei gleichzeitigem Anstieg des Acetonitrilanteils im
Elutionsmittelgemisch, weist auf geloste, UV-aktive Substanzen im Acetonitril hin. Der
steilste Anstieg der Basislinien ist bei dem Acetonitril der Qualitit HSL (destilliert) zu
verzeichnen. Acetonitril z.A. folgt danach. Basislinien mit negativer Steigung sind bei den

Qualitéten ,,gradient grade* zu erkennen.

Eine zusétzliche Methode zur Qualitétspriifung bestand in der Aufnahme von UV-Spektren
im Wellendngenbereich von 200 — 400 nm. Diese Messungen wurden am UV/VIS-
Spektrometer CARY 50 (Fa. Varian, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Dabei verwendet
man Quarzkiivetten von 10 mm Schichtdicke, in denen die verschiedenen Elutionsmittel
unverdiinnt vermessen wurden. Als Referenz diente bidestilliertes Wasser. Die
aufgezeichneten Spektren sind in Abbildung 88 (Anhang) illustriert.

Deutlich erkennt man die unterschiedlich starken Extinktionen der untersuchten

Elutionsmittel.

Verknilipft man die Ergebnisse der beiden Methoden, so erhédlt man einen linearen

Zusammenhang der beiden GroBen. Dies ist in Abbildung 60 graphisch dargestellt.
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Abbildung 60: Steigung der Basislinien vs. Extinktion (A = 235 nm) unterschiedlicher Acetonitril-Proben

In dieser Abbildung sind auf der Ordinate die Extinktionen (A =235 nm) und auf der Abszisse
die Steigungen der unterschiedlichen Acetonitril-Proben aufgetragen. Die Darstellung zeigt
die hochste Extinktion und groBte Steigung bei der destillierten HSL-Probe. Durch
Destillation konnten die UV-aktiven Substanzen nicht entfernt werden. Acetonitril z.A. weist
ebenfalls eine hohe Extinktion und eine hohe Steigung auf. Dies spricht fiir UV-aktive
Verunreinigungen. Das Acetonitril der Qualitdt gradient grade hat die niedrigste Extinktion
bei 235 nm und besitzt eine negative Steigung. Normalerweise hdtte man eine geringe
Steigung mit positivem Vorzeichen erwartet. Eine Ursache fiir den negativen Wert konnte am

Druckabfall wihrend der Gradientenelution sein.

4.1.3 Diskussion

Mit den oben beschriebenen Messmethoden ist eine schnelle Einschitzung iiber die relative
Qualitit der verwendeten mobilen Phasen in der HPLC moglich. Wie in der SFC-Methode
(Kap. 3.3) geben die Steigungen der Basislinien unter Anwendung eines Gradienten

zuverléssig die Reinheit der Proben wieder.
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4.2 Optimierung der Trennung von Pyrethrinen

In diesem Kapitel werden Sdulentemperatur und Eluenszusammensetzung getestet. Aus
Chromatogrammen mit unterschiedlichen FlieBraten werden Van-Deemter-Kurven berechnet.
Hieraus sollen optimale chromatographische Parameter fiir die Trennung der Pyrethrine
ermittelt werden.

Die in der Literatur [54] angegebene Eluenszusammensetzung und Fliefrate fiihrte bei dem in
dieser Studie verwendeten HPLC-System zu unzureichender Substanztrennung. Daher wurde
ein linearer Anstieg des Acetonitrils in der mobilen Phase bei einer konstanten Flussrate von
0,6 ml/min untersucht. Es zeigte sich, dass eine gute Trennung bei einem Anstieg des
Acetonitrilgehaltes von 40 % bis 65 % innerhalb 60 min erzielt wurde. Saulentemperaturen
von 20 °C, 30 °C und 35 °C hatten keinen Einfluss auf die Chromatographie. Allerdings war
der gemessene, maximale Sdulenvordruck von 0,8 MPa bei 35 °C am geringsten. Durch die
hohere Temperatur des Eluenten verringerte sich die Viskositdt. Die Sdule wurde mit
geringerem Widerstand von der mobilen Phase bei gleichbleibender FlieBrate durchstromt.
Dies hatte einen geringeren Druck zur Folge. Da ein geringer Druck die Sédule schont, wurde
die Saulentemperatur auf 35 °C gehalten.

Um eine optimale FlieBrate zu bestimmen, wurden sowohl der Pyrethrin-Standard (PyrStd1)
als auch der Pyrethriod-Standard (AFP-Std1) eingesetzt. Die Variation der Fliefrate wurde fiir
den Pyrethroid-Standard innerhalb 0,4 und 2,0 ml/min durchgefiihrt Aus der Durchflusszeit
(to) einer Inertsubstanz (Wasser) und der Siulenlinge (L) kann die mittlere Linearge-

schwindigkeit (u) berechnet werden.

u=L/t (Gl. 14)

Abbildung 61 zeigt ein Chromatogramm des Pyrethroid-Standards. Die FlieBgeschwindigkeit

betrug 1 ml/min. Dies entspricht einer Lineargeschwindigkeit (u) von 3,3 mm/s.
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Abbildung 61: HPLC-Chromatogramm eines Pyrethroid-Standards; Sdule: RP-18, L: 250 mm, ID: 4mm; Eluent:
Acetonitril/ Wasser (60 % / 40 %); Temperatur: 35 °C; Detektionswellenlénge: 235 nm

Allethrin eluiert nach einer Retentionszeit (tg) von 9,39 min. Fenvalerat wird nach 18,81 min
detektiert. Phenothrin besitzt einen Doppelpeak, der durch Isomere hervorgerufen wird. Fiir
die Auswertung wird die Retentionszeit (23,52 min) des Hauptpeaks verwendet.

Die Retentionszeiten werden in der RP-HPLC mit abnehmender Polaritit der Analyte ldnger
und somit die Kapazititsfaktoren (k") groBer. Aus Abbildung 61 ist eine solche Reihenfolge
mit abnehmender Polaritdt von Allethrin {iber Fenvalerat bis zum Phenothrin zu entnehmen.
Insofern ist aufgrund der groBBeren Polaritat die Loslichkeit von Allethrin in Wasser grof3er als
die von Fenvalerat bzw. Phenothrin. Dies wird durch die in der Literatur angegebenen
Loslichkeiten von Allethrin mit 4,6 mg/l (20 °C), Fenvalerat mit 1,0 mg/l (20 °C) und
Phenothrin mit 2,0 mg/1 (30 °C) bestétigt [144].

Durch die Aufnahme von Van-Deemter-Kurven ldsst sich eine geeignete FlieBrate fiir das

chromatographische System ableiten.
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Abbildung 62: Van-Deemter-Kurve: Allethrin, Fenvalerat und Phenothrin;
Eluent: Acetonitril/ Wasser (60 % / 40 %); Temperatur: 35 °C; Detektionswellenldnge: 235 nm

In dieser Graphik (Abb. 62) ist die theoretische Bodenhdhe (Hiheor) der drei Insektizide gegen
die Lineargeschwindigkeit (u) aufgetragen. In den Graphen ist ein Minimum bei einer
Lineargeschwindigkeit von 2,3 — 2,6 mm/s zu erkennen. Dies entspricht einer Flierate von

1,0 — 1,2 ml/min.

Die Variation der FlieBrate zur Trennung der Pyrethrine wurde in einem Bereich von 0,6
ml/min bis 1,0 ml/min getestet. Die beste Trennung wurde bei einer FlieBrate von 0,9 ml/min
erzielt. Im Anschluss daran wurden Experimente zur Separierung der Pyrethrine mit
unterschiedlichen Acetonitril/Wasser-Gradienten durchgefiihrt. In Tabelle 15 sind die

Parameter der optimierten Trennung aufgelistet.
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Tabelle 16: Parameter zur Trennung von Pyrethrinen in der HPLC

Vorsdule | LiChrospher® 100 RP-8 (10pm)
Saule LiChrospher® 100 RP-8 (5um)

Fliefrate 0,9 ml/min

Temperatur |35 °C

Gradient t H,O Acetonitril
[min] [70] [70]
0 60 40
60 35 65

Ein Chromatogramm von Pyrethrinen ist in Abbildung 63 aufgezeigt.

iy
0,010 4 Pyrethrin I Pyrethrin I
I
0,05 - . __
Tasmohn 1T Cmern 11
LY Tazmolin 1
I-'l'l'“'-“'-l -J 1 1 -I 1 1

Abbildung 63: HPLC-Chromatogramm von Pyrethrinen

Die zu untersuchenden Pestizide sind basisliniengetrennt. Aus dem Chromatogramm wurden

chromatographische Kenngroflen berechnet, um die Leistungsmerkmale dieser Methode zu

beschreiben. Sie sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Chromatographische Kenngrof3en von Pyrethrinen in der HPLC

Substanz k’ Nitheor Hieor
(pm) a R
Jasmolin 11 15,47 8480 14,7
1,09 4,47
Pyrethrin IT 16,79 9889 12,6
1,16 8,35
Cinerin II 19,42 8340 15,0
1,20 9,72
Jasmolin I 23,37 14662 8,5
1,05 3,67
Pyrethrin I 24,53 20362 6,1
1,12 8,74
Cinerin I 27,37 25148 5,0

Die theoretischen Bodenhohen sind in einem Bereich zwischen 5,0 um (Cinerin I) und 14,7
um (Jasmolin II) angesiedelt. Es wurden theoretische Bodenzahlen zwischen 8340 (Cinerin
II) und 25148 (Cinerin II) berechnet. Die Auflésung Rg zwischen den Substanzen ist in allen

Féllen groBer als der geforderte Mindestwert von 1,5.

Die HPLC ermoglicht ein einfaches Sammeln einzelner Fraktionen wihrend des
chromatographischen Trennvorganges. Durch manuelles Fraktionensammeln konnten

Ldsungen mit einzelnen Pyrethrinen gewonnen werden.

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu gewdhrleisten, wurde die Probe viermal
injiziert und die Retentionszeiten und die Peakflichen der sechs Insektizide verglichen. Die
relativen Standardabweichungen der Retentionszeiten sind kleiner als 0,5 %. Die relativen
Standardabweichungen der Flachen fiir Pyrethrin I und II werden mit 0,9 % beziffert. Eine
groBBere Abweichung von maximal 8,6 % wird fiir die tibrigen Pestizide angegeben. Hieraus
wird deutlich, dass die Abweichungen bei den Flichen von Pyrethrin I und II innerhalb der
Messungen am geringsten sind. Im Vergleich zu den iibrigen Peaks besitzen sie eine weitaus
groflere Peakflache, so dass sich Abweichungen bei der Integration prozentual nur wenig
duflern. Die Konzentration dieser beiden Substanzen liegt in einem fiir die Detektion
optimalen Messbereich. Ein anderes Bild zeigt sich bei den iibrigen Verbindungen. Die
Konzentration liegt hier nahe an der Nachweisgrenze. Durch die Integration konnen auf diese

Art hohe prozentuale Abweichungen entstehen.
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Fir quantitative Analysen ist es erforderlich, Linearitit und Kalibrierfunktionen zu
bestimmen. Diese wurden mit einer 7-Punkt-Kalibrierung ermittelt. Tabelle 18 beinhaltet
neben Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der untersuchten Insektizide auch die

dazugehorenden Korrelationskoeftizienten (R).

Tabelle 18: Korrelationskoeffizienten, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen von Allethrin und der

Einzelpyrethrine in der HPLC (A =235 nm)

Substanzen R LOD LOQ
(mg/l) (mg/l)

Allethrin 0,997 0,267 0,800
Jasmolin 11 0,997 0,435 1,446
Pyrethrin I1 0,998 0,305 1,008
Cinerin 11 0,999 0,022 0,074
Jasmolin I 0,998 0,299 0,967
Pyrethrin I 0,999 0,297 0,980
Cinerin I 0,997 0,264 0,852

Aus Tabelle 18 geht hervor, dass die Nachweisgrenzen im oberen ppb-Bereich liegen. Die
niedrigste Nachweisgrenze besitzt Cinerin II mit 22 pg/l. Die tibrigen Werte befinden sich in
einem Bereich zwischen 260 und 440 pg/l. Im direkten Vergleich mit der SFC-Methode
(Kapitel 3.7) ist die HPLC-Methode um eine Zehnerpotenz, im Falle des Allethrins und
Pyrethrin I und II um fast zwei Zehnerpotenzen empfindlicher. Bedenkt man jedoch, dass in
der SFC-Methode das Injektionsvolumen 0,1 pl betrdgt und in der HPLC-Methode 20 nl
injiziert werden, so ist die absolut detektierte Substanzmenge in der SFC-Methode um das 2-
bis 10-fache geringer.

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen iiber einen ldngeren Zeitraum zu gewéhrleisten,
wurden die Flichen einer Losung von Bioallethrin in Isopropanol mehrmals innerhalb von

acht Tagen vermessen. Die relative Standardabweichung betrug 1,27 %.
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4.3 UV-Spektrometrische Untersuchung von Pyrethrinen und Pyrethroiden

Das Ziel der folgenden Experimente ist, UV-Spektren der Insektizide wéhrend des
chromatographischen Trennprozesses aufzunehmen. Die erhaltenen Spektren der Substanzen
in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch und in tiberkritischem Kohlendioxid werden
miteinander verglichen. Zusitzlich sollen die Ergebnisse Aufschluss {iber mogliche
solvatochrome Effekte liefern. Weiterhin soll die Identifizierung der untersuchten Pestizide an
Hand von UV-Spektren durchgefiihrt werden. Ebenfalls werden aus den erhaltenen Daten die
molaren Extinktionskoeffizienten der untersuchten Insektizide bei unterschiedlichen

Wellenldngen ermittelt.

4.3.1 Experimentelles

Chemikalien
Fir die UV-Messungen wurden Stammlosungen von einzelnen Pyrethroiden, vom Fluka
Pyrehrum Extrakt und von Piperonylbutoxid in Acetonitril (ACN) hergestellt. Von diesen

Losungen ausgehend wurden unterschiedliche Verdiinnungsreihen hergestellt.

Gerite

Als UV-Spektrometer kam das CARY 50 der Fa. Varian (Darmstadt, Deutschland) zum
Einsatz. Die Losungen wurden mit 10 mm Quarzkiivetten vermessen. Im Scan-Modus wurde
die Extinktion (engl.: absorption) der Losungen innerhalb eines Wellenldngenbereiches von
200 bis 360 nm gemessen. Die Daten wurden mit der Cary Varian Software (Version 01.00

(6)) aufgenommen. Die spektrale Auflosung wird vom Hersteller mit 1 nm angegeben.

In die in Kapitel 4.2.1 beschriebene HPLC-Apparatur wurde hinter dem ABI-UV-Detektor ein
weiterer UV-Detektor (Spectra Focus UV/VIS-Detektor) in Verbindung mit der Software PC
1000 (Fa. Thermo Separation Products) eingebaut. Bei diesem Detektor besteht die
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Moglichkeit, Daten im single wavelength-modus, im triple wavelength-modus oder im scan-
modus aufzuzeichnen. Die spektrale Auflosung des Detektors wird vom Hersteller mit 6 nm
beziffert. Die verwendete HPLC-Detektorzelle besall eine durchstrahlte Wegldange (d) von 6

mm und einem Volumen von 9 mm®.

SFC-UV-Messungen
Fiir diese Studien wurde das MPS/225 der Fa. SUPREX (Pittsburgh, PA, USA), wie schon in

Kapitel 3.2 beschrieben, verwendet. Als zusitzlicher Detektor wurde ein UV-Detektor
(Spectra Focus) vor den FID positioniert. Das Zellenvolumen der druckstabilen SFC-
Detektorzelle betrdgt laut Herstellerangaben 0,25 mm?, das 1/70 des Saulenvolumens
entspricht. Peaden und Lee [145] berechneten bei einer 20 m langen Kapillarsdule (ID: 0,05
mm) ein Volumen der Detektorzelle von 0,05 pl bei einem Verlust an Auflésung von einem
Prozent. Das Volumen der Detektorzelle entspricht bei der oben genannten Sdulendimension
ca. 1/780. Vergleicht man die Quotienten (1/70 und 1/780), so wird eine 11-fache
Uberdimensionierung der zur Verfiigung stehenden Detektorzelle ersichtlich. Diese Zelle
konnte daher nicht eingesetzt werden. Eine weitere Moglichkeit der UV-Messung in der SFC
bestand in der ,,on-column® Messung. Hierbei wurde die schiitzende Polyimidschicht der
eingesetzten Kapillar-Trennsdule (ca. 1 cm) vorsichtig mit einer Flamme entfernt und das
offen liegende Quarzmaterial mit Aceton gereinigt. Mit einer speziellen Halterung (CE-
Halterung) wurde die Kapillare vor dem Detektorfenster justiert. Da die UV-Messungen
aufgrund der hohen Temperatur von 110 °C und aus baulichen Griinden nicht im Ofenraum
des SFC-Gerites durchgefiihrt werden konnten, musste ein Teil der Trennsdule aus dem
Ofenraum des SFC-Gerites herausgeleitet werden. Nach dem Passieren des Detektors filihrte
man die Kapillare in den Ofenraum zuriick, wo sie im FID endete. Die Lange der sich
aullerhalb des Ofens befindlichen Kapillare betrug 20 cm. Innerhalb dieser Strecke kiihlte das
Fluid von 110 °C auf Raumtemperatur ab. Durch auftretende Opaleszenz erhielt man
Chromatogramme mit enorm hohem Rauschsignal.

Wie bei den SFC-MS-Experimenten (Kapitel 3.4.2) wurde auch hier der Zwischenraum (ca.
70 mm) zwischen Ofentiir des SFC-Gerdtes und UV-Detektor mit Steinwolle gegen die
AuBentemperatur abgeschirmt. Durch die Eigentemperatur des Detektors und des Ofens
konnte eine Temperatur an der UV-Messzelle von 45 °C aufrecht gehalten werden. Durch die

konstante Temperatur wurde das hohe Signalrauschen unterbunden. Zudem konnte
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gewihrleistet werden, dass das Kohlendioxid im {berkritischen Zustand blieb. Die UV-

Messungen wurden somit mit iiberkritischem Kohlendioxid durchgefiihrt.

4.3.2 Ergebnisse

Um die Eignung der verschiedenen UV-Detektorsysteme mit den unterschiedlichen
chromatographischen Verfahren zu iiberpriifen, wurden Allethrin und Piperonylbutoxid als
Testsubstanzen verwendet. Zudem wurden Spektren der untersuchten Substanzen bei
verschiedenen Konzentrationen mit dem UV-Photometer Cary 50 aufgenommen. Abbildung

64 zeigt die UV-Spektren von Allethrin bei unterschiedlichen Konzentrationen.

P 50,8 mg/l
. —2032mg/
e . — 10,2 mg!
5l mg/1

2,0 mg/l

280 300 320 nm 360

Abbildung 64: UV-Spektren von Allethrin bei unterschiedlichen Konzentrationen

Das Absorptionsmaximum befindet sich bei einer Wellenldinge von 225 nm. Eine
Kalibrierung der Extinktion beziiglich der Konzentration bei drei unterschiedlichen

Wellenldangen gibt Abbildung 65 wieder.
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Abbildung 65:  Auftragung der Extinktion von Allethrin gegen die Konzentration bei Wellenldngen von 210,
235 und 290 nm

Die Kalibrierung wurde bei den Wellenldngen von 210 nm, 235 nm und 290 nm durchgefiihrt.
Eine Linearitit ist bei den Wellenlingen 210 nm und 235 nm gegeben, was sich in den
Korrelationskoeffizienten widerspiegelt. Bei einer Wellenldnge (290 nm) mit geringer

Extinktion ist ein linearer Zusammenhang nicht mehr gewihrleistet.

In Abbildung 66 ist die Kalibrierung von Piperonylbutoxid beziiglich der Extinktion und

Konzentration bei den oben erwidhnten Wellenlédngen angezeigt.
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Abbildung 66: Auftragung der Extinktion von Piperonylbutoxid gegen die Konzentration bei Wellenldngen von
210, 235 und 290 nm

Bei allen drei Wellenlidngen ist die Linearitdt deutlich zu erkennen.

Nach dem Lambert-Beer-Gesetz wird die Extinktion (E) nach folgender Gleichung berechnet:

E=cZ (Gl. 15)

wobei:
c: Konzentration (mol ™)
€ molarer Absorptions- oder Extinktionskoeffizient (1 mol™ cm ™)
d: durchstrahlte Weglange (cm)

1st.

Dividiert man die Steigung (a) der Kalibriergeraden durch die durchstrahlte Wegldnge (d), so
erhédlt man den molaren Extinktionskoeffizient der entsprechenden Substanz bei gegebener
Wellenlédnge.

Abbildung 67 illustriert die molaren Absorptionskoeffizienten & von Allethrin und

Piperonylbutoxid innerhalb eines Bereiches von 200 bis 300 nm.
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Abbildung 67: Molare Extinktionskoeffizienten von Allethrin und Piperonylbutoxid in Abhéngigkeit von der
Wellenlidnge

Piperonylbutoxid besitzt 3 Extinktionsmaxima. Sie befinden sich bei Wellenldngen von 205
nm, 238 nm und 290 nm. Extinktionsminima sind bei 222 nm und 260 nm zu verzeichnen.

Allethrin besitzt ein Extinktionsmaximum bei einer Wellenldnge von 225 nm von 18400 1
mol” ecm™. Von 250 bis 300 nm wird eine geringe Extinktion registriert. In den Abbildungen
86 bis 89 (siche Anhang 8.4) erkennt man, dass die dort abgebildeten iibrigen Pyrethroide
untereinander dhnliche Spektren aufweisen. Sie besitzen einen hohen Extinktionskoeffizient
von ca. 50000 1 mol™ cm™ bei einer Wellenlinge von 200 nm. Dieser sinkt kontinuierlich bis

zu einer Wellenlénge von 250 nm auf ca. 1000 I mol™ cm™.

Tabelle 19 illustriert die molaren Extinktionskoeffizienten der Pyrethroide und

Piperonylbutoxid bei der Detektionswellenldnge von 235 nm und 290 nm.
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Tabelle 19: Molare Extinktionskoeffizienten der Pyrethroide und Piperonylbutoxid bei 235 und 290 nm

Substanz €
(I mol™ cm™)
A =235nm A =290 nm

Allethrin 13804 110
Phenothrin 8913 100
Permethrin 12882 200
Cypermethrin 13804 537
Fenvalerat 12023 501
Deltamethrin 16218 832
Piperonylbutoxid 5754 5129

Die Pyrethroide besitzen bei einer Wellenldnge von 235 nm einen um 2-3fach grofleren
Extinktionskoeffizienten als Piperonylbutoxid. Bei einer Wellenldnge von 290 nm betragt der
Extinktionskoeffizient von Piperonylbutoxid 5129 1 mol” c¢m™. In der Literatur wird der
Extinktionskoeffizient mit 4,6 - 10° 1 mol m™ angegeben [146].

Vergleicht man den Extiktionskoeffizient von PBO mit dem der Pyrethroide, so ist der
Extinktionskoeffizient von Piperonylbutoxid 6 bis 50 mal grofler als der der Pyrethroide. In
weiteren Experimenten wurden die mit dem Cary 50 erhaltenen Ergebnisse mit dem UV-
Detektor Spectra Physics {iberpriift. Dabei wurde wéhrend der chromatographischen

Trennung abschnittsweise ein Wellenldngenbereich von 200 bis 360 nm gescannt.

Abbildung 68 zeigt 3 Piperonylbutoxid-Spektren, die mit dem UV-Spektrometer Cary 50 und
mit dem UV-Detektor Spectra Focus in der HPLC und SFC aufgenommen wurden.

Die Aufzeichnung des Spektrums durch das UV-Spektrometer bestitigen die
Extinktionsmaxima bei 239 nm und 290 nm. In der SFC- und HPLC-Methode ist eine
Verschiebung der Extinktionsmaxima zu kurzen Wellenldngen zu verzeichnen. Bei dem
Maximum von 239 nm ist eine Verschiebung um 9 mm und bei 290 nm um 7 nm erkennbar.
Die Proben wurden in der UV-photometrischen Bestimmung in Acetonitril gelost. In der
HPLC-Methode wird ein Wasser/Acetonitril-Gemisch als Ldsemittel verwendet. Die
Analyten sind in der SFC-Methode in {iberkritischem Kohlendioxid geldst. Eine mogliche
Wellenldangenverschiebung ist mit solvatochromen Effekten zu erkldren [147]. Ein Grund

konnte in den verschiedenen Polaritidten von Acetonitril und Kohlendioxid sein. Allerdings ist
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die Verschiebung in der HPLC-Methode, in der ein Acetonitril/Wasser-Gemisch eingesetzt
wurde, nicht zu erkldren. Bei einer spektralen Auflosung des UV-Detektors (Spectra Focus)
von 6 nm sind die Abweichungen signifikant gro3. Daher kann man zu dem Schluss gelangen,

dass der UV-Detektor um 7 — 8 nm zu niedrigeren Wellenldngen dejustiert ist.

0,05 - ‘ — SFC (3230 mg/l)

\ — HPLC (43,4 mg/l)
0,04 - — Cary 50 (1,44 mg/1)
0,03 |

0,02

0,01 A

Abbildung 68:  UV-Spektren von Piperonylbutoxid bei unterschiedlichen Messmethoden

Das gleiche Resultat ist in Abbildung 69 zu sehen, in der Allethrin-Spektren unterschiedlicher
Messmethoden dargestellt sind.
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Abbildung 69:  UV-Spektren von Allethrin bei unterschiedlichen Messmethoden

Abbildung 70 zeigt die UV-Spektren der sechs Pyrethrine und des Eluenten, aufgezeichnet
mit dem UV-Phtometer Cary 50. Die Pyrethrine wurden durch halbpréiparatives, fraktioniertes
Sammeln der Substanzen in der HPLC (vgl. S. 84) erhalten.
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E 015 _~——Jasmolin I
Cinerin [
0,1
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210 220 230 240 250 260 270 280 nm 300

Abbildung 70: UV-Spektren der Pyrethrine
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Tabelle 20 beinhaltet die Extinktionsmaxima der Pyrethrin, die durch die unterschiedlichen

Messmethoden erhalten wurden.

Tabelle 20: Vergleich von UV-Maxima der Pyrethrine bei den verschiedenen spektrometrischen Verfahren

Substanz Lit.[148] Spektrometrisches Verfahren
Cary 50 Spectra Focus
HPLC SFC

Cinerin I 221 nm 222 £ 0,5 nm 218 £3 nm 225+ 3 nm
Jasmolin I 219 nm — — 220+ 3 nm
Pyrthrin I 223 nm 224+ 0,5 nm 218 £3 nm 220+ 3 nm
Cinerin II 229 nm 230+ 0,5 nm 228 £ 3 nm 222 +3 nm
Jasmolin 11 229 nm — 226 =3 nm 220+ 3 nm
Pyrthrin IT 228 nm 229+ 0,5 nm 222 £3 nm 220+ 3 nm

Die aufgelisteten Maxima weisen differenzierte Werte auf. Dabei sind die erhaltenen
Extinktionsmaxima der Pyrethrine von der UV-potometrischen Methode mit den
Literaturwerten identisch. Die Daten des UV-Detektors liegen um 3 — 9 nm zu niedrig.

Dies zeigt, dass der UV-Detektor Spectra Focus fiir qualitative Messungen im Scan-Modus

nur bedingt einsetzbar war. Quantitative Bestimmungen sind allerdings nicht beeintréchtigt.
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4.4 Loslichkeitsbestimmung von Allethrin in Wasser

Die HPLC birgt den Vorteil, Pyrethrine und Pyrethroide in wéssrigen Medien direkt zu
messen. Eine zeitaufwendige Derivatisierung und Extraktion wie bei der GC ist nicht
notwendig. In diesem Kapitel soll die Analyse von Allethrin und der Pyrethrine in
aquatischen Systemen untersucht werden. Neben dem Einsatz der Produktkontrolle oder
Steuerung technischer Prozesse sollen auch Gehalte in Oberflichenwasser bestimmt werden.
Dabei ist die Loslichkeit der Analyte in Wasser bei verschiedenen Temperaturen von grof3er
Bedeutung. Sie weist auf den einzustellenden Kalibrierbereich hin. Wie oben erwéhnt, betrégt
die Loslichkeit des Allethrins in Wasser bei 20 °C 4,6 mg/l. Die der Pyrethrine wird mit ,,sehr
gering* angegeben [136]. Die Loslichkeitsbestimmung von Pyrethrinen in Wasser erwies sich
als duflerst problematisch. Da es keine Einzelstandards der Pyrethrin gibt, ist es nicht mdglich,
die Loslichkeit eines einzelnen Pyrethrins zu bestimmen. Da man auf Bliitenextrakte
zuriickgreifen muss, wird durch die Anwesenheit zusitzlich extrahierter Pflanzeninhaltsstoffe
unterschiedlicher Polaritit (Kohlenwasserstoffe, Terpene, Ester) die Loslichkeit der
Pyrethrine in Wasser erhoht. Daher ist eine zuverldssige Aussage tiber die Loslichkeit der
Pyrethrine nicht moglich.

Im folgenden soll die Wasserloslichkeit an Hand der Modellsubstanz Allethrin untersucht
werden. Die strukturelle Ahnlichkeit des Allethrins zu den Pyrethrinen lisst eine nahezu

gleiche Loslichkeit vermuten.

4.4.1 Experimentelles

Chemikalien

Allethrin (93,5 %) und entmineralisiertes Wasser wurden flir diese Experimente verwendet.

In den ersten Versuchen wurden Losungen bei 20 °C hergestellt, die eine 10- bis 100-fach
hohere theoretische Konzentration beziiglich der maximalen Loslichkeit enthielten. Diese
Losungen wurden sowohl geschiittelt als auch mit Ultraschall behandelt. Durch die
Emulgation mit Hilfe des Ultraschalls kam es zu einer unnatiirlichen feinen Verteilung der
Pyrethroidtropfchen in der wissrigen Probe. Die gemessenen Konzentrationen der

entstandenen Emulsionen tberstieg die Loslichkeit um das 20-fache. Zentrifugieren (5000
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U/min fiir 1h) oder Filtrieren der Emulsionen flihrten ebenfalls nicht zu einem
zufriedenstellenden Ergebnis. Zum einen kann man die Allethrintropfchen in der Emulsion
durch Zentrifugieren nicht trennen, da Allethrin mit 0,997 mg/l eine dhnliche Dichte wie
Wasser besitzt. Zum anderen treten beim Filtrieren Adsorptionsphdnomene an der Zellulose
des Filterpapieres auf, die das Ergebnis verfalschen.

Diese Vorversuche lassen darauf schlieBen, dass die Durchmischung der Proben zu stark war.
Dies hat zur Folge, dass eine Emulsionsbildung unterbunden werden muss. Im folgenden
wurde die Apparatur, wie in Abbildung 71 dargestellt, verwendet. Sie bestand aus einem 100
ml Erlenmeyerkolben, der in eine thermostatisierte Fliissigkeit aus Glykol und Wasser (1 : 1)
tauchte, und einem KPG-Riithrer mit Glasrithrstab. Auf den Boden des Kolbens wurde ein
Tropfen (40 mg) des zu bestimmenden Pyrethroids aufgebracht. Danach wurde dieser
vorsichtig mit 50 ml Wasser tliberschichtet. Ein Glasstab, der 10 mm iiber dem Tropfen im
Wasser endete, diente als Riihrstab. Die Umdrehungszahl des Riihrers betrug 20 U/min. Die
Loslichkeiten wurden bei 5, 10, 15 und 20 °C bestimmt. Die Temperatur des Glykol-Wasser-

Gemisches wurde mit einem Kryostat eingestellt.

N

Eihtrstab
Thermostat c“/
NS |
Wasser
x"’f
- Allethrin

Abbildung 71: Apparatur zur Messung von Loslichkeiten

Aus dem Kolben wurden innerhalb einer Woche verschiedene Proben (500 ul) entnommen.
Um die Abnahme der Wassermenge durch die Probennahme und Verdunsten auszugleichen,

gab man tiglich 1 ml Wasser zu der Testlosung.
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4.4.2 Ergebnisse

Als Beispiel ist die Loslichkeit von Allethrin bei einer Temperatur von 20 °C in Abhangigkeit
von der Zeit abgebildet (Abb. 72).
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Abbildung 72: Loslichkeit von Allethrin in Wasser bei 20 °C

Die Konzentration steigt innerhalb eines Tages kontinuierlich auf einen Wert von 9,1 mg/1 an.
Danach bleibt der Wert in den darauffolgenden 5 Tagen konstant.

Abbildung 73 zeigt die Loslichkeit von Allethrin in Wasser in Abhéngigkeit von der
Wassertemperatur.

Die geringste Loslichkeit von 2,2 mg/l wird bei einer Temperatur von 5 °C gemessen. Die
Loslichkeit steigt von 4,3 mg/l bei 10 °C iiber 5,6 mg/l bei 15 °C bis hin zu 9,4 mg/l bei 20
°C. Die in dieser Studie gemessene Loslichkeit bei einer Wassertemperatur von 20 °C ist um
den Faktor 2 grofer als die in der Literatur angegebene. Dies kann durch Verunreinigungen in
der Allethrinprobe (95 % Reinheit) oder im Deionat hervorgerufen werden, die eine erhohte

Loslichkeit vorgeben.
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Abbildung 73: Loslichkeit von Allethrin in Wasser bei 5, 10, 15 und 20 °C

Das Ergebnis dieser Experimente zeigt, dass die Loslichkeit durch Temperatur und von
Verunreinigungen im Wasser beeinflusst wird. Daher ist die maximale Loslichkeit von
Allethrin in Oberflichenwisser, in denen sich Huminstoffe und andere organische Substanzen
befinden, hoher als der Literaturwert anzusehen. Aufgrund der dhnlichen Molekiilstruktur der
natiirlichen Wirkstoffe sind die erworbenen Erkenntnisse der Allethrin-Loslichkeit auf
Pyrethrine iibertragbar. Dies ldsst einen Konzentrationsbereich von Spuren der Pyrethrine

(ppt) bis zu 100 ppm in Wasser vermuten.
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4.5 SPE-Probenvorbereitung von Pyrethrinen in aquatischen Systemen

In Oberflichenwésser werden meistens nur Spuren von Insektiziden eingetragen. Die
Konzentration der Pestizide befindet sich weit unterhalb der Nachweisgrenze. Daher ist ein
Anreicherungsverfahren notwendig, so dass die Substanzkonzentration im Kalibrierbereich
der Messmethode liegt. Die Festphasenextraktion (engl.: solid phase extraktion, SPE) ist
heute die Extraktionsmethode der Wahl fiir fliissige Proben. Sie dient zum einen zur
Abtrennung von stérenden Matrixkomponenten in einer Probe (clean up). Zum anderen
ermdglicht sie die Anreicherung der Analyte aus wéssrigen Systemen [149, 150]. Im
allgemeinen birgt die im off-line betriebene SPE viele, z.T. zeitaufwendige Einzelschritte in

sich. Daher wurde in die HPLC-Methode eine on-line Methode der Fa. Merck integriert.

4.5.1 Experimentelles

Ein OSP-2A-Festphasenextraktor (Fa. Merck) wurde in die HPLC-Apparatur integriert. Die
Anreicherung erfolgt dabei iiber Kartuschen, die sdulendhnliche RP-Materialien als
Adsorbens beinhalten. In diesen Experimenten wurden RP-8- und RP-18-Phasen getestet
(OSP-2 Kartusche LiChrospher® 60 RP-8 (5um) und LiChrospher” 100 RP-18 (10 um)). Der
Aufbau des Festphasenextraktors gestattet es, die wéssrige Probe durch eine Kartusche zu
pumpen, in der sich aufgrund der schlechten Elutionswirkung des Wassers die organischen
Analyte am Adsorbens anreichern. Da das System vollstindig abgeschlossen ist, wird die
angereicherte Probe im on-line Betrieb ohne Verluste durch die mobile Phase der HPLC auf

die Saule transferiert.

Die zur Anreicherung eingesetzten Kartuschen wurden zuvor mit je 10 ml Essigsdure-
ethylester (z.A.), 10 ml Methanol (destilliert), 10 ml Acetonitril (gradient grade) und 10 ml
Wasser konditioniert.

Allethrin und Pyrethrin gespiktes, entmineralisiertes Wasser dienten als Probe. Dabei wurden
50 ml des Wassers mit einer definierten Pestizidmenge dotiert und mit einer FlieBrate von 2

ml/min {liber die Kartusche gepumpt.
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4.5.2 Ergebnisse

Zunichst wurde die Wiederfindung der Substanzen untersucht. Dabei wurde die Fliche einer
iber das Injektionsventil (20 pl) direkt injizierten wissrigen Probe (P1) mit der einer mit 20
ul aus P1 dotierten 50 ml Probe verglichen. Es stellte sich heraus, dass das RP-8-Material
aufgrund geringer Kapazitit und schlechter Wiederfindung (< 40 %) ungeeignet war. Mit dem
in Kapitel 4.3 aufgefiihrtem Startgemisch der Eluenten konnten Wiederfindungen bei dem
RP-18 Material bis 60 Prozent erzielt werden. Eine Modifizierung des Eluentengradienten, bei
dem zu Beginn 10 Sekunden lang mit reinem Acetonitril die Kartusche durchspiilt wurde,
erzielte Wiederfindungen zwischen 90 wund 100 Prozent. Abbildung 74 zeigt
Chromatogramme einer mit 20 ul aus P1 dotierten Wasserprobe und einer direkt injizierten

Probe (P1).

0,010 — dotierte Wasserprobe
Pyrethrin TT
'
Pyrethrin I
Jasmolin II

0,005

I

0,000 —

\ direkt injizierte Probe
] ] [ [ ] [ ]

0 10 t 20 min

Abbildung 74: Chromatogramme einer mit 20 pl dotierten Wasserprobe und einer direkt injizierten Probe

Die dotierte Wasserprobe verursacht sehr starke UV-Absorptionen innerhalb der ersten 10
Minuten, wie aus dem Chromatogramm zu entnehmen ist. Diese Absorptionen werden von
UV-aktiven Inhaltsstoffen im Deionat hervorgerufen, die aus den Harzen der Ionenaus-
tauscher stammen. Die direkt injizierte Probe ldsst neben dem Losemittelpeak nur die
Insektizidpeaks erkennen. Mit dieser Anreicherungsmethode lassen sich Wasserproben mit

einem Insektizidgehalt (Allethrin und Pyrethrine) von 150 ng/l (150 ppt) analysieren. Dies
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entspricht einer Konzentration, die drei Zehnerpotenzen unterhalb der Nachweisgrenze der
HPLC-Methode liegt.

Da die Anwendung von pyrethrum-haltigen Pflanzensprays gleichzeitig den Austrag des
Synergisten Piperonylbutoxid mit sich fiihrt, ist es notwendig, den Synergisten neben den
Pyrethrinen ebenfalls zu bestimmen. Allerdings tritt dabei ein Problem auf. Bei der
Detektionswellenldnge von 235 nm erkennt man (Abb. 75), dass Piperonylbutoxid (Peak 3)
und Pyrethrin II (Peak 2) nicht separiert werden. Eine sichere Quantifizierung ist daher nicht
moglich. Aus den Ergebnissen in Kapitel 4.3 konnte eine starke Absorption bei 235 nm
sowohl von den Pyrethrinen als auch von Piperonylbutoxid nachgewiesen werden. Allerdings
besitzt Piperonylbutoxid ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 283 nm, das
die Pyrethrine nicht aufweisen. Der UV-Detektor der Fa. Spectra Focus ermoglicht eine
Aufzeichnung von Chromatogrammen bei unterschiedlichen Wellenldngen. Daher wurden

Chromatogramme bei 235 nm und 283 nm aufgenommen (Abb. 75).

mAU
20 -
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Abbildung 75: Chromatogramme einer pyrethrin- und PBO-haltigen Probe; Detektionswellenldngen: 235 nm
und 283 nm
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Im Chromatogramm mit der Detektionswellenlinge 283 nm ist lediglich der
Piperonylbutoxid-Peak zu erkennen. Der storende Pyrethrin II-Peak fehlt génzlich. Dies
ermdglicht die Bestimmung der unterschiedlichen Stoffe. Eine separate Kalibrierung der
Pyrethrine und des Piperonylbutoxids erfolgt bei 235 und 283 nm. In der zu untersuchenden
Probe wird zuerst der PBO-Gehalt bei der Detektionswellenldnge von 283 nm bestimmt. Im
Anschluss daran berechnet man die theoretische Fliche, die der Synergist bei A = 235 nm
verursachen wiirde. Diesen Wert subtrahiert man von der Fliache des Doppelpeaks (Peak 2
und 3) bei 235 nm. Man erhilt so die Fldche von Pyrethrin II, aus der man mit den {ibrigen
Flachen den Pyrethrin-Gehalt errechnen kann. Der insektizide Gehalt und der des Synergisten
konnten im Pflanzenspray der Fa. Spruzit mit 0,01 % Pyrethrine und 0,03 % PBO bestitigt

werden.
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5 Extraktion von Pyrethroiden und Pyrethrinen

Allgemein versteht man unter Extraktion einen Auslaugungsprozess, bei dem mit Hilfe eines
meist leicht fliichtigen Losungsmittels (Extraktionsmittel) ein oder mehrere Bestandteile eines
Stoffgemisches (Extraktionsgut) herausgelost werden. Voraussetzung ist die Selektivitdt des
Extraktionsmittels, um lediglich die zu extrahierende Substanz zu l6sen. Bei der Extraktion
findet keine chemische Reaktion zwischen Losungsmittel und extrahiertem Stoff statt. Man
unterscheidet zwischen kontinuierlicher Extraktion (z. B. Soxhlet-Extraktion, Perkolation)

und diskontinuierlicher Extraktion (z.B. Ausschiitteln, Auslaugen).

5.1 Besondere Extraktionsverfahren

Die Soxhlet-Extraktion ist eine Festfllissig-Extraktion unter kontinuierlichem Riickfluss mit

hohem Zeitaufwand.

Eine weitere einfache, traditionelle Extraktionsmethode stellt die Ultraschall-Extraktion dar.
Dabei wird in der Festfliissig-Extraktion, die dem Ausschiitteln vergleichbar ist, durch
Ultraschall-Anwendung die Extraktion aufgrund effizienter Durchmischung stark
beschleunigt. Allerdings bendtigen Soxhlet- und Ultraschall-Extraktion oft kostspielige und

toxische Losemittel.

Uberkritische Fluid Extraktion (SFE: supercritical fluid extraction

Im Jahr 1963 veroffentlichte Zosel ecine Extraktionsmethode, die als Extraktionsmedium

tiberkritisches Kohlendioxid bendtigte (SFE). Der eigentliche SFE-Boom begann allerdings
erst im Jahr 1980 und stieg dann sprunghaft bis in die 90er Jahre an. Die iiberkritischen Fluide
besitzen ein dhnliches Loslichkeitsvermogen wie fliissige Losemittel. Dennoch bietet die SFE
einige Vorteile, um eine optimale Extraktion zu erreichen. Aufgrund des schnellen
Massentransfers bedingt durch hohere Diffusionskoeffizienten und niedrige Viskositéit der
iiberkritischen Fluide ist die SFE schneller als die Fliissigextraktion [151]. Dabei kann die

Losemittelstarke des Fluids leicht variiert werden, da die Loslichkeit von der Temperatur und
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dem Druck abhingig ist. Weiterhin sind die gewo6hnlich verwendeten tiberkritischen Fluide
bei Normaldruck und Raumtemperatur gasformig. Dies ermoglicht eine leichte Separierung
der Analyten nach der Extraktion. Eine direkte Kopplung der SFE mit einem
chromatographischen Verfahren ist ebenfalls moglich. Das am héufigsten verwendete
tiberkritische Fluid Kohlendioxid ist inert, ungiftig und kostengiinstig in hoher Reinheit
erhiltlich. Allgemein wird eine hohere Loslichkeit von Stoffen in Kohlendioxid durch Druck-
und Temperaturerhohung erzielt [152]. Schipke konnte in seinen Arbeiten eine Steigerung der
Extraktionsausbeute von Pyrethroiden bei zunehmendem Druck und Temperatur belegen [95].
Durch Zugabe von Modifier (z.B. Methanol, Aceton, Ethanol) kann die Polaritit des
unpolaren Kohlendioxids gesteigert werden, wodurch die Ldsemitteleigenschaft des Fluids

verbessert wird [153, 154, 155].

Die beschleunigte Losemittelextraktion (ASE, engl.: Accelerated Solvent Extraction oder
ESE, engl.: Enhanced Solvent Extraction) ist eine neue Extraktionstechnik fiir feste
Probenmatrices. Wie die klassischen Extraktionsverfahren setzt auch die ASE gebrduchliche
Losemittel ein. Sie zeichnet sich allerdings durch sehr kurze Extraktionszeiten und geringen
Losemittelverbrauch aus. Die ASE nutzt Losemittel zur Extraktion, die unter Druck und bei
Temperaturen bis 200 °C eingesetzt werden. Driicke von 0,3 bis 20 MPa sind notwendig, um
ein Sieden der Losemittel bei diesen Temperaturen zu vermeiden. Die Extraktionstemperatur
bewirkt, dass die Extraktionskinetik stark beschleunigt wird. Dadurch wird im Vergleich zu
konventionellen Fliissigextraktionen wie Soxhlet oder der Extraktion mit Ultraschall-
behandlung die Extraktionszeit verkiirzt und der Losemittelverbrauch drastisch verringert. Da
fir ASE und Soxhlet-Extraktion die gleichen Ldsemittel eingesetzt werden, konnen die
Extraktionsbedingungen leicht auf die beschleunigte Losemittelextraktion iibertragen werden
[156, 157]. GroBtes Anwendungsgebiet der ASE ist zur Zeit die Extraktion organischer
umweltrelevanter Verbindungen aus festen Proben. Dabei erfiillt sie die Anforderungen der

U.S. EPA SW-846 Methode 3545.

Die subkritische Wasser Extraktion verzichtet ginzlich auf organische Ldosemittel. Statt
dessen wird hierbei Wasser eingesetzt. Bei dieser Extraktionsmethode wird die zu
extrahierende Substanz mit Wasser bei erhohter Temperatur (T > 100 °C) und hohem Druck

behandelt. Man nutzt die Eigenschaft, dass im fliissigen Zustand die Dielektrizititskonstante
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des Wassers mit zunehmender Temperatur sinkt [158]. Somit ist es mdglich, durch Variation
der Temperatur und somit auch der Polaritét polare bis unpolare Substanzen zu extrahieren.
Man arbeitet in Bereichen zwischen 150 °C und 250 °C und damit unterhalb des kritischen
Punktes, da iiberkritisches Wasser zu reaktiv ist. Auf diese Weise wurden bereits unpolare
und mittelpolare Stoffe aus unterschiedlichen Matrices quantitativ extrahiert [159, 160, 161,
162,163].

5.2 Vergleich von Soxhlet-, Ultraschall-, iiberkritischer Fluid- und beschleunigter

Losemittel-Extraktion

Im nachfolgenden sollen unterschiedliche Extraktionsmethoden auf ihre Extraktionsausbeute

hin untersucht werden, wobei der Extraktionsverlauf ebenfalls aufgezeichnet wird.

5.2.1 Experimentelles

Chemikalien

Die in diesem Kapitel untersuchten Proben wurden keiner einleitenden Probenvorbereitung
wie z.B. Trocknung oder Homogenisierung unterzogen. Allethrin wurde von dotierten
Papierstreifen (46,5 g/kg) (Jeyes Deutschland GmbH, Deutschland) extrahiert, deren
Wirkstoff durch Erwédrmen in Elektroverdampfern auf ~ 80 °C an die Umgebung freigegeben
wird. Diese kommerziell erhdltlichen Pléttchen (35 x 20 mm?, ~ 1g) finden in Innenrdumen
ithre Anwendung. Bei allen Extraktionsmethoden wurde jeweils ein zerkleinertes Pléttchen
extrahiert.

Fir die Extraktion von Pyrethrinen wurde jeweils 1 g Chrysanthemenbliitenpulver
(,,Insektenbliiten*, Caesar & Lorenz, Hilden, Deutschland) aus den Jahren 1992 und 1996
eingesetzt. Zur Zeit der Untersuchungen betrug die Lagerzeit der verschiedenen Bliitenpulver
7 bzw. 3 Jahre. Eine weitere Probe bestand aus einem kommerziellen Insektizid-Pulver
(Spruzit® Staub, W. Neudorf GmbH, Emmerthal, Deutschland). Die Lagerzeit dieses
Produktes von 1998 betrug 1 Jahr. Das Pulver wird gegen Erdflohe, Blattlduse, Kifer und
deren Larven eingesetzt. Es enthilt 12 g/kg natiirliches Pyrethrum, was einem Gehalt von 3

g/kg Pyrethrinen entspricht.
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Als Losemittel bei der Ultraschall- und Soxhlet-Extraktion wurde sowohl n-Hexan (zur
Riickstandsanalytik, Merck, Darmstadt, Deutschland) als auch Isopropanol (z. A., Riedel de
Haén, Seelze, Deutschland) eingesetzt. Kohlendioxid (SFE-Grade) der Fa. AGA (Diisseldorf,
Deutschland) wurde in den SFE-Experimenten eingesetzt. Isopropanol (z.A.) diente als

Vorlage in der SFE und als Losemittel in den ASE-Versuchen.

Gerite:

Soxhlet Extraktion

Fir die Soxhlet-Extraktionen wurde eine micro-Soxhlet-Apparatur mit 100 ml 2-Hals-
Rundkolben und Magnetriihrer verwendet, die mit ca. 50 ml Losemittel beschickt wurde. Der
Soxhlet-Einsatz hatte ein Volumen von 8 ml. Die verwendeten Extraktionshiilsen der Fa.
Schleicher & Schuell (Dassel, Deutschland) besallen einen Durchmesser von 10 mm und eine
Liange von 30 mm. Die Dauer eines Extraktionszyklus betrug 4,5 Minuten. Fiir die
Darstellung der Extraktionskinetik wurde ein Aliquot von 1 ml zu Beginn und dann nach 10,

30, 40, 60 und 120 min entnommen.

Die Ultraschall-Extraktionen wurden mit einem Ultraschallbad der Marke Branson Typ 2200
(Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, CT, USA) durchgefiihrt. Die Proben wurden

sechsmal mit je 10 ml Losemittel 20 min lang extrahiert.

Die mit Ultraschall und Soxhlet erhaltenen Extrakte wurden vor der Injektion mikrofiltriert

(0,4pm).

Uberkritische Fluid-Extraktion

Die Extraktionen mit iiberkritischem Kohlendioxid wurden mit einem Extraktor der Fa. Isco
(Axel Semrau, Sprockhovel, Deutschland) durchgefiihrt. Dieser bestand aus einer Langhub-
kolbenpumpe des Typs 260D zur Forderung des fliissigen Kohlendioxids und einer
Extraktionseinheit des Typs SFX 2-10. Es wurde eine Extraktionszelle (10 ml) aus PEEK-
Material verwendet, in dessen Ein- und Auslassverschraubungen Edelstahlfritten (5 pm)
eingelassen waren. Bezugnehmend auf die Erlduterungen in Kapitel 5.1 (S. 107) wurden hohe
Extraktionsbedingungen gewéhlt, die jedoch nicht als optimale Parameter angesehen werden
konnen. Die Extraktion wurde bei einem Druck von 30 MPa, einer Temperatur von 100 °C

und einer FlieBrate von 1,0 — 1,5 ml/min durchgefiihrt. Die Restriktion des iiberkritischen
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Fluids erfolgte mit einem beheizten (60 °C) regelbaren Restriktor (Vari Flow, ISCO, Axel
Semrau). Das expandierte Kohlendioxid wurde in einen 100 ml 3-Hals-Rundkolben und
Kiihler geleitet [164]. Der Kolben enthielt als Vorlage 50 ml Isopropanol, um die extrahierten
Substanzen aufzufangen. An den Restriktor war zusitzlich ein 2-Wege-Ventil mit
Spritzenanschluss montiert. Dies war bei der Aufnahme von Extraktionskinetiken notwendig.
Es erlaubte, die im Restriktor ausgefallenen Stoffe bei geschlossener Stellung mit einem
Losemittel herauszulosen und in den 3-Hals-Rundkolben einzuleiten. Zuséatzlich wurde der
gewonnene Extrakt mit einem Magnetriihrstab (20 mm) durchmischt. Dadurch wurde die

Homogenitdt der Probe bei einer kontinuierlichen Probennahme gewéhrleistet.

Beschleunigte Losemittelextraktion

Die oben beschriebene SFE-Apparatur von ISCO wurde fiir die ASE-Experimente
modifiziert. Ein weiterer Pumpenstand des Typs 260D erweiterte die Apparatur, um das
Losemittel (Isopropanol) zu fordern. Die Auslassleitung der beiden Pumpen wurden in ein 3-
Wege-Schaltventil geleitet, das die Extraktion mit Losemittel oder das Spiilen mit CO,
steuerte. Fiir die Extraktion wurde die Zelle mit Extraktionsgut gefiillt und in den Heizblock
der Anlage positioniert. Durch Offnen des Ventils konnte das System mit Losemittel geflutet
werden, bis am Ende des Restriktors Losemitteltropfen heraustraten. Nach dem Schlielen des
Ventils wurde der Ofen auf Extraktionstemperatur (150 °C) aufgeheizt und das Losemittel auf
20 MPa verdichtet. Nach einer Equilibrierungszeit von 2 Minuten wurde das Ventil vor der
Extraktionszelle gedffnet. Es fand ein Druckausgleich (20 MPa) zwischen Pumpe und
Extraktionszelle statt. Danach schloss man das Ventil. Nach einer statischen Extraktion von 5
Minuten wurde zuerst der Restriktor und dann das Ventil vor der Zelle gedffnet. Bei einer
Flussrate von 1,5 ml/min wurde 3 Minuten mit Isopropanol gespiilt. Ein 2-Hals-Spitzkolben
diente zum Auffangen des Extraktes. Durch das Umschalten des 3-Wege-Ventils wurde nun
CO; durch das System geleitet, um das Losemittel aus Kapillaren und Extraktionszelle zu

entfernen und die Probe zu trocknen.

5.2.2 Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 76 sind die Wiederfindungen beziiglich des Allethrins unter Anwendung von
Ultraschall-, Soxhlet-, AS- und SF-Extraktion dargestellt. Zusdtzlich ist der

Extraktionsverlauf in Abhédngigkeit von der Extraktionszeit illustriert. Der vom Hersteller
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angegebene Gehalt von 46,5 mg pro Plittchen wurde als 100 % festgelegt. Auf der Ordinate
ist die Wiederfindung in Prozent und auf der Abszisse die Extraktionszeit in Minuten
aufgetragen. Die Wiederfindung des Allethrins ist groBBer als 95 % fiir die SFE und 98 — 100
% fiir die Soxhlet-Extraktion bzw. Ultraschall-Extraktion. Nach 60 Minuten ist die Extraktion
fiir die USE und SOX beendet. Die SFE benoétigt 40 Minuten fiir die vollstindige Extraktion.
Fir die ASE wurde keine Kinetik aufgezeichnet, da die Extraktion nach 10 Minuten

Extraktionszeit bei einer Wiederfindung von 100 % quantitativ verlief.
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Abbildung 76: Extraktionskinetik und Wiederfindung von Allethrin unter Anwendung von USE, SOX, ASE und
SFE

Pulverisierte Chrysanthemenbliiten wurden verwendet, um die Extraktionskinetik der
Pyrethrine aufzuzeichnen. Abbildung 77 zeigt ein SF-Chromatogramm eines SF-Extraktes

von Bliitenpulver nach einer Extraktionszeit von 20 Minuten.
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Abbildung 77: Chromatogramm eines Pyrethrum-SF-Extraktes unter Anwendung der SFC

Der Gesamtgehalt an Pyrethrinen betrdgt 0,9 % (w/w) unter Anwendung der Soxhlet- und
Ultraschall-Extraktion (Abb. 78). Der Gehalt bei der iiberkritischen Fluidextraktion wird mit

0,8 % (w/w) beziffert. Die SF-Extraktion ist schnell und endet nach 20 Minuten. Die
Extraktionszeit fiir die SOX und USE betriagt 60 Minuten.
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Abbildung 78: Extraktionskinetik und Gesamtpyrethringehalt unter Anwendung von USE, SOX und SFE



Pulverisierte Bliten aus den Jahren 1992 und 1996 wurden auf den Gesamtgehalt hin
verglichen. Als Referenz diente das Industrieprodukt ,Spruzit® Insektenpulver. Der
theoretische Gehalt in diesem Produkt wird vom Hersteller mit 0,3 mg/kg beziffert. In dem
Saulendiagramm (Abb. 79) sind die experimentellen Daten der getesteten Proben bei

Anwendung verschiedener Extraktionsmethoden illustriert.

1,40 B SFE (p: 30 MPa, T: 100°C)
w/w Il Soxhlet
1,00 B USE
0,80 Otheoret.
m-%
0,60 -
0,40 -
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0,00 - o

"Insektenbliten™ (1992)  "Insektenbliten™ (1996) Spruzit (1998)

Abbildung 79: Pyrethringehalte in diversen Proben bei Anwendung von SFE, SOX und USE

Aus dem S&ulendiagramm geht hervor, dass der Pyrethringehalt in dem Insektenbliten-Pulver
(1992) nach 7-jahriger Lagerung bei der SFE 0,79, bei der Soxhlet-Extraktion 0,9 und bei der
Ultraschall-Extraktion 0,92 Gewichtsprozent betrdgt. Generell ist dieser Gehalt geringer als
der des Pulvers von 1996. Hier werden Gehalte von 0,93 bei der SFE, 1,04 bei der Soxhlet-
Extraktion und 1,14 bei der Ultraschall-Extraktion berechnet. Die geringste
Extraktionsausbeute erhdlt man bei der Anwendung der SFE. Sie ist ca. 10 Prozent geringer
als die der Ultraschall-Extraktion. Die Durchfuhrung des t-Tests zeigt, dass signifikante
Unterschiede in den Extraktionsausbeuten zwischen SFE und den beiden anderen
Extraktionsmethoden bei dem Insektenblitenpulver von 1992 bestehen. Bei dem Vergleich
von SFE und Soxhlet-Extraktion wird ein t-Wert von 13,3 und von SFE und Ultraschall-
Extraktion von 16,04 errechnet. Der Schwellenwert P(0,95;8) wird mit 2,31 beziffert.
Zwischen der Soxhlet- und Ultraschall-Extraktion wird ein t-Wert von 2,13 ermittelt.
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Zwischen diesen beiden Methoden besteht kein signifikanter Unterschied. Die
Standardabweichung bei den 3 Jahre alten Insektenbliiten von 1996 ist um das 3- bis 4-fache
grofler als bei den oben beschriebenen Insektenbliiten. Die relative Standardabweichung
(RSD) ist aber kleiner als 5 Prozent. Der berechnete t-Wert zwischen SFE und Soxhlet-
Extraktion betrdgt 2,21. Hier besteht kein signifikanter Unterschied, ebenso wie bei Soxhlet-
und Ultraschall-Extraktion, zwischen denen ein t-Wert von 1,82 ermittelt wurde. Ein
signifikanter Unterschied besteht zwischen SFE und Ultraschall-Extraktion. Der t-Wert
betragt 5,06.

Vergleicht man die verschiedenen Extraktionsmethoden bei dem Spruzit-Insektenpulver (1-
jéhrige Lagerung), so erkennt man keinen signifikanten Unterschied (t-Werte > 2,31) in den
Extraktionsausbeuten. Die insektiziden Inhaltsstoffe werden von allen drei Extraktions-
methoden vollstindig extrahiert. Bei diesem Insektenpulver handelt es sich um ein Pulver, das
mit Pyrethrinen dotiert wurde. Die Wirkstoffe werden an der Partikeloberfliche adsorbiert.
Diese werden leicht durch die eingesetzten Losemittel extrahiert.

Bei dem Bliitenpulver handelt es sich um eine biologische Matrix, die aus Zellen besteht. Die
Wirkstoffe werden in den Bliiten der Pflanze gebildet [165]. Die Pyrethrine befinden sich in
den verschiedenen Zellenschichten der Bliitenteile. Wéhrend des Trocknungsprozesses der
Bliiten und der nachfolgenden Pulverisierung werden die Pflanzenzellen zum Teil zerstort.
Der molekulare Aufbau der Pflanzenzellen birgt allerdings viele Zentren, an denen die
insektiziden Wirkstoffe adsorbiert werden. Die Desorption dieser Stoffe wird dadurch
gehemmt. Zudem muss das Losemittel in das Pflanzenmaterial eindringen, den Stoff 1dsen
und ihn heraustransportieren. Somit ist die Extraktion diffusionskontrolliert. Im Fall der
Papierstreifen, an denen sich an der Oberfliche die Wirkstoffe befinden, wird die Kinetik von
der Loslichkeit des Analyten im Losemittel bestimmt. Daher findet man in Abbildung 76
keine signifikanten Unterschiede im Extraktionsverlauf. Die Wiederfindung ist, wie auch bei
dem Insektenpulver, bei allen Extraktionsmethoden nahezu 100 Prozent. Signifikante
Unterschiede werden allerdings bei der Extraktion einer Realprobe sichtbar. Dabei ist die SF-
Extraktion am schnellsten (Abb. 78), wobei die Extraktionsausbeute kleiner als 90 Prozent ist.
Durch den geringen Diffusionskoeffizient (D1,) in der SFE wird die Extraktion beschleunigt.
Allerdings ist die Loslichkeit von Substanzen in iiberkritischem Kohlendioxid geringer als in
organischen Losemitteln. Da Pflanzen unpolare Molekiile wie Wachse, Glyceride etc.
besitzen, lagern sich daran auch die Pyrethrine an. Von diesen unpolaren Molekiilen sind die

Pyrethrine nur schwer bei den gewdhlten Extraktionsbedingungen mit iiberkritischem
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Kohlendioxid zu 16sen. Als Resultat werden Minderbefunde gemessen. Eine Druck- und
Temperaturoptimierung in der SFE wiirde die Extraktionsausbeute deutlich vergroBern.

Die Pyrethrine werden durch Luftsauerstoff, Warme und UV-Strahlung zersetzt. Da sich das
Bliitenpulver (1996) in einem Probengefdll bei Raumtemperatur und in lichtgeschiitzter
Umgebung befand, wurde der Zersetzungsprozess der Pyrethrine nur durch den Luftsauerstoff
gesteuert. Die oben beschriebenen Proben stammten aus dem oberen Drittel des Behéltnisses.
Pulver aus dem unteren Drittel wurde mit den drei oben beschriebenen und mit der

beschleunigten Losemittelextraktion untersucht. Das Resultat ist in Abbildung 80 aufgefiihrt.
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100°C)
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Abbildung 80: Vergleich der Extraktionsausbeuten bei ASE, USE, SOX und SFE

In diesem Diagramm ist der Pyrethringehalt in Gewichtsprozent beziiglich der
unterschiedlichen Extraktionsmethoden aufgetragen. Neben dem Gesamtgehalt sind die
Gehalte der unterschiedlichen Estergruppen dargestellt. Die hochste Extraktionsausbeute mit
1,96 Gewichtsprozent wird bei der ASE erreicht. Mit der USE und SOX werden 1,8
Massenprozent extrahiert. Die Extraktionsausbeute unter Anwendung der SFE betrigt 1,63
Prozent. Dieser Minderbefund in der SFE kann auch hier leicht fehlinterpretiert werden. Es
bedeutet nicht, dass die Extraktionsmethode mit tiberkritischem Kohlendioxid fiir die
Extraktion von Pyrethrinen ungeeignet ist, sondern dass die gewihlten Extraktions-
bedingungen ungiinstig sind. Eine Optimierung der Extraktionsmethode wurde in diesem
Kapitel jedoch nicht durchgefiihrt.

Fir die ASE wurde dabei der Extraktionsverlauf aufgezeichnet. Proben wurden nach

Extraktionszeiten von 5, 10, 15 und 20 Minuten gemessen. Die Extraktionskinetik des
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Gesamtgehaltes sowie der Chrysanthemate und der Pyrethrate ist in dem Diagramm (Abb. 81)

illustriert.
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Abbildung 81: Extraktionskinetik bei der Extraktion von Chrysanthemenbliiten unter Anwendung der ASE

Die Summe aus Chrysanthematen und Pyrethraten ergeben den Gesamtgehalt. Nach einer
Extraktionszeit von 5 Minuten wird ein Gehalt von 1,77 Gewichtsprozent Gesamtpyrethrine
berechnet, was einer Ausbeute von 93 Prozent entspricht. Nach 10-miniitiger Extraktion sind
tiber 98 Prozent der insektiziden Wirkstoffe extrahiert. Beim Vergleich des
Extraktionsverlaufs der beiden Estergruppen wird deutlich, dass sie bei der Extraktion nicht
diskriminiert werden. Das bedeutet: Es erfolgt keine zeitlich verzogerte Extraktion eines
Wirkstoffes. Eine selektive Extraktion ist nicht moglich. Das gleiche Resultat zeigt sich bei
den iibrigen Extraktionsmethoden, was nicht explizit aufgefiihrt wird.

Ein Teil der hier vorgestellten Ergebnisse wurde anlédsslich des 3. Internationalen
Symposiums flir Probenvorbereitung — SFE- (X)SE — SPME (Siegen 1998) in der
Fachzeitschrift: ,,Fresenius Journal of Analytical Chemistry* publiziert [166].
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5.3 Subkritische Wasserextraktion

Eine zunehmend interessante Extraktionsmethode fiir polare und unpolare organische
Substanzen, die subkritische Wasserextraktion, soll in dieser Arbeit auf die Anwendung zur

Extraktion von Pyrethrinen getestet werden.

5.3.1 Experimentelles

Chemikalien

Bei der subkritischen Wasserextraktion wurde eine Verdiinnungsreihe einer LOsung von
Pyrethrumextrakt (Fluka) in Hexan hergestellt. Die Stammldsung enthielt eine Pyrethrin-
Konzentration von 20,97 mg/ml. Von dieser wurden vier Standards mit einem
Verdiinnungsfaktor von je 1:10 hergestellt. 100 ul des jeweiligen Standards wurden auf ein
ca. 1 cm? grofles Zellstoffflie (Verbandmull, Fa. Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland)
aufgetragen. Dieses FlieB wurde in einem Ofen bei 60 °C eine halbe Stunde lang getrocknet.
Das fiir die Extraktion verwendete Wasser war bidestilliert und 2 Stunden mit Stickstoff
entgast worden, um eine Oxidation der Proben wihrend der Extraktion durch Sauerstoff
auszuschliefen.

Pulverisierte Chrysanthemenbliiten wurden ebenfalls untersucht.

Gerite

Apparatur A

Die mit Pyrethrin dotierten Celluloseplittchen gab man in eine 64 mm lange Edelstahlzelle
(Minnesota Valve and Fitting, Eden Prairie, MN, USA) mit 7 mm Innendurchmesser. Die
Zelle wurde dann mit 3 ml Wasser aufgefiillt. AnschlieBend wurde sie 30 Minuten bei 200 °C
im Ofen erhitzt. Der gewonnene wéssrige Extrakt wurde iiber einen 0,4 pum Filter filtriert.

Danach konnte er fiir HPLC-Untersuchungen benutzt werden.

Apparatur B
Die oben beschriebene ASE-Apparatur wurde auch flir Extraktionen mit subkritischem
Wasser verwendet. Anstelle des organischen Losemittels wurde bidestilliertes, entgastes

Wasser eingesetzt. Chrysanthemenbliitenpulver (1 g) diente als Probe. Die Ofentemperatur
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betrug 150 °C und der Druck 30 MPa. Einer 30 miniitigen statischen Extraktion folgte eine 15
miniitige dynamische Extraktion. Danach wurde 5 Minuten mit CO, gespiilt. Bei den ersten
Experimenten verstopften die Auslassfritten der Extraktionszellen und der erhaltene Extrakt
war triib. Danach positionierte man 3 g Quarzsand (z.A.) als Partikelfilter vor den Auslass,

und verhinderte so das Verstopfen der Fritten.

5.3.2  Ergebnisse und Diskussion

Zunichst wurden die aus Apparatur A erhaltenen Extrakte in die HPLC-Apparatur (vgl. Kap.
4.2) injiziert. Die Analyse erfolgte mit den in Kapitel 4.2 beschriebenen HPLC-Bedingungen.

Abbildung 82 zeigt ein Chromatogramm der Verdiinnungsreihe.
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Abbildung 82: HPLC-Chromatogramm von Pyrethrinen gewonnenen durch HWE

In diesen Chromatogrammen ist das Fehlen der Pyrethrin-Peaks (vgl. Abb. 63, S. 87)
festzustellen. Das bedeutet, dass der Extrakt keine Pyrethrine enthilt, obwohl die theoretische
Pyrethrin-Konzentration des Extraktes liber der Bestimmungsgrenze liegen miisste. Ein Grund
fiir das Fehlen der Pyrethrine liegt darin, dass sich die Pyrethrine wihrend der statischen

HWE im unterkritischen Wasser zwar l6sen, aber nach dem Abkiihlen von der Zellulose
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readsorbiert werden. Das Nichtvorhandensein kann aber auch damit begriindet werden, dass
sich die Pyrethrine bei 200 °C zersetzen oder hydrolysiert werden. Eine zusdtzliche SPME-
GC-MS-Analyse ergab, dass die Pyrethrine nicht extrahiert wurden. Allerdings konnte ein
Peak mit Hilfe eines Massenscans und Vergleichsdaten als freie Chrysanthemumséiure
identifiziert werden. Die in dem Chromatogramm innerhalb der ersten fiinf Minuten
detektierten Substanzen stammen vom Losemittel und den eingesetzten Cellulosestreifen.
Eine Flichenzunahme des Peaks bei 3,24 Minuten wird mit wachsender Konzentration der
Dotierlosung registriert. Hierbei handelt es sich um eine polare Substanz, da sie kaum von der
stationdren Phase retadiert wird. Mdglicherweise handelt es sich dabei um die oben erwéhnte
Chrysanthemumséure. Eine eindeutige Identifizierung wurde nicht durchgefiihrt.

Mit Hilfe der subkritischen Wasserextraktion ist es nicht moglich, die Pyrethrine aus einer
Matrix zu extrahieren und zu bestimmen. Die gewéhlten Extraktionsbedingungen fiihrten zur
Zersetzung der Pyrethrine, und als chromatographierbare Substanzen erhielt man deren
Abbauprodukte.

Bei der dynamischen subkritischen Wasserextraktion mit Apparatur B betrug die Extraktions-
temperatur 150 °C und der Druck 20 MPa.

Die Wiederfindung beziiglich des Pyrethrin-Gesamtgehaltes betrug bei den gewihlten
Bedingungen lediglich 20%.

Die subkritische Wasserextraktion eignet sich unter den gegebenen Bedingungen nicht,
Pyrethrine aus einer Matrix quantitativ herauszulosen. Wie in der Literatur erwihnt, sind
jedoch Umesterungsreaktionen an den Pyrethrinen mdoglich. Die Reaktionsprodukte konnen

dann quantitativ extrahiert werden.
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6 Faktorielle Teilversuchsplanung fiir die SFE von Pyrethrinen

6.1 Faktorielle Versuchsplanung

Die Optimierung einer Methode auf eine ZielgroBe hin erfordert meist die Variation
verschiedener Parameter. Zur Untersuchung dieses funktionellen Zusammenhangs bieten sich

mehrere Modelle an:

O Ein-Faktor-Methode
0 Faktorielle Versuchsplanung

0 Faktorielle Teilversuchsplanung.

Bei der Ein-Faktor-Methode (engl.: One-factor-at-a-time-Method) wird jeweils nur ein
Parameter verdndert, wihrend die iibrigen konstant gehalten werden. Dies entspricht der
klassischen Form der Experimentiertechnik. Die faktorielle Versuchsplanung (engl.: Factorial
Design) erlaubt die gleichzeitige Variation mehrerer EinflussgroBen zwischen zwei oder
mehreren Niveaus. Zur Berechnung der Effekte der Variablen werden alle Versuche
herangezogen. Es gibt keine einzelnen Bezugspunkte wie bei der Ein-Faktor-Methode. Zudem
besteht die Moglichkeit, die Effekte, welche Wechselwirkungen zwischen zwei oder mehr
Variablen auf die ZielgroBe ausiiben, quantitativ zu bestimmen. Die Signifikanz der Effekte
und Wechselwirkungen wird mit Hilfe der Varianzanalyse bestimmt. Je grofer die Zahl der in
einem Verfahren zu beriicksichtigenden Faktoren wird, um so umfangreicher wird die zur
Ermittlung der Effekte und Wechselwirkungen erforderliche Varianzanalyse. So sind bei vier
Faktoren auf zwei Niveaus 2* = 16 Versuche notwendig. Wenn auf Wechselwirkungen
hoherer Ordnung verzichtet werden kann, so ist es mdglich, iiber die faktorielle
Teilversuchsplanung (engl.: Fractional factorial Design) die wichtigsten Effekte und
Wechselwirkungen der Faktoren zu erfassen. Der Vorteil liegt darin, dass man eine geringere
Anzahl von Versuchen benoétigt, als es fiir ein komplettes Design notwendig wire.
Erlauterungen und Beispiele zur faktoriellen Versuchsplanung sind in der aufgefiihrten

Literatur [167, 168, 169] einzusehen.
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6.2 Selektive und maximale Extraktion von Pyrethrinen

Das Ziel der Versuchsreihe ist, Aufschluss iiber eine mdgliche Selektivitit der Extraktion zu
erhalten. Ein MaB fiir eine selektive Extraktion bei den Pyrethrinen kann mit dem Verhéltnis
von Chrysanthematen zu Pyrethraten beschrieben werden. Das natiirliche Verhéltnis wird mit
1,3 bis 1,5 angegeben [170]. Die Effekte und Durchschnittsquadrate der Verhéltniswerte
(Chrysanthemate : Pyrethrate) und der Pyrethrinausbeuten werden nach der Methode von
Yates berechnet. Uber die zu ermittelnden Varianzen der vermengten Effekte und
Versuchsfehlervarianzen werden F-Teste durchgefiihrt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit des F-
Tests wird auf 5 Prozent festgelegt. Als Ergebnis erhdlt man Aufschluss liber die Signifikanz
der Effekte und der Wechselwirkungen. In einer weiteren Studie sollen Ergebnisse auf
optimale Extraktionsparameter flir die maximale Pyrethrinausbeute hinweisen.

Die Faktorielle Teilversuchsplanung ermdoglicht ebenfalls, die Extraktionsbedingungen fiir

eine optimale Extraktionsausbeute von Gesamt-Pyrethrinen einzugrenzen.

6.2.1 Experimentelles

Die in Kapitel 5.1.2 beschriebene SFE-Apparatur wurde in den nachfolgenden Experimenten
verwendet. Pulverisierte Chrysanthemenbliiten dienten als Extraktionsgut. Es wurden
Versuche bei unterschiedlichen Extraktionsbedingungen durchgefiihrt. In diesem 2*-Design
wurden vier EinflussgroBBen ausgewihlt, die auf zwei Niveaus variiert wurden. In Tabelle 21
sind die zwei unterschiedlichen Niveaus der untersuchten Faktoren aufgelistet. Die

Experimente wurden jeweils zweimal durchgefiihrt.

Tabelle 21: Einflussgréfien und Niveaus der faktoriellen Teilversuchsplanung

Variable Einflussgrofie Niveau
niedrig hoch
A Extraktionsdruck 15 MPa 30 MPa
B Extraktionstemperatur 50 °C 100 °C
C FlieBrate 1,5 ml/min 3,0 ml/min
D Extraktionszeit 20 min 60 min
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Die Gruppe der Chrysanthemate (Cinerin I, Jasmolin I und Pyrethrin I) wird in der SFC nach
ca. 35 Minuten detektiert. Dies entspricht einem Druckverlauf von 11 MPa zu Beginn der
Chromatographie bis hin zu einem Druck von 18 MPa nach 35 Minuten. Da die Trennung in
der SFC hauptsidchlich von der Loslichkeit der Analyten im iiberkritischem Kohlendioxid
abhingig ist, stellt sich die Frage, ob bei niedrigen Driicken (15 MPa) und unterschiedlichen
Temperaturen eine selektive Extraktion der Pyrethrine moglich ist.

Die Druckniveaus wurden mit 15 und 30 MPa festgelegt. Als Extraktionstemperatur wurde
100 °C in Anlehnung an die Ofentemperatur von 110 °C bei der SFC und 50 °C gewihlt. Die
Dichte des Kohlendioxids bei den unterschiedlichen Driicken und Temperaturen ist in Tabelle

22 aufgefiihrt.

Tabelle 22: Dichte von Kohlendioxid bei den gewéhlten Druck- und Temperaturniveaus

Dichte Druck (MPa)
(kg/) 15 30
Temperatur 50 0,707 0,875
(°C) 100 0,341 0,667

6.2.2 Ergebnisse

6.2.2.1 Selektive Extraktion von Pyrethrinen

In Tabelle 23 sind die Einzelwerte der Quotienten bei den verschiedenen Versuchskombina-

tionen aufgefiihrt.

Deutlich erkennbar sind die unterschiedlichen Niveaus der durchgefiihrten Experimente.
Ebenfalls wird die Struktur der faktoriellen Teilversuchsplanung ersichtlich (engl.: half
replicate). Fiir eine vollstindige Versuchsplanung hitten die Experimente aus den leeren

Feldern zusétzlich durchgefiihrt werden miissen.
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Tabelle 23: Quotient von Chrysanthematen zu Pyrethraten bei den verschiedenen Versuchskombinationen
D (hoch) D (niedrig)
C (hoch) C (niedrig) C (hoch) C (niedrig)
B (hoch) (abcd) (ab)
A (hoch) 1,52 1,50 1,56 1,59
B (niedrig) (ad) (ac)
1,89 1,49 | 1,53 1,94
B (hoch) (bd) (bc)
A (niedrig) 491 520 7,06 6,20
B (niedrig) (cd) (D
1,62 1,63 3,50 1,62

Fiir ein half-replicate eines 2*-Designs wird das gleiche Auswerteschema wie fiir das

zugrundeliegende 2°-Design herangezogen. Als erstes werden die Quadratsummen der

vermengten Effekte ermittelt, wobei die Versuchsfehler nicht berticksichtigt werden. Dabei

werden die einzelnen Werte der jeweiligen Versuchskombination summiert. Die Summen
sind in Spalte 2 (Tabelle 24) aufgefiihrt. Die Werte in den Kolonnen (1), (2) und (3) wurden
nach der Yates-Methode (vgl. [168]) berechnet.

Tabelle 24: Berechnung der Effekte und Quadratsummen fiir den Quotient (Chr : Pyr)

Kolonnen
Versuchs- Quotient Quadratsumme Vermengte
Kombintion | Chr : Pyr (3)2/16 Effekte
0y (0)) (&)

4] 5,12 8,50 | 21,76 | 44,76 | = -———--
Ad 3,38 13,26 | 23,00 | -18,72 21,90 A, BCD
Bd 10,11 6,72 | -8,70 | 14,32 12,82 B, ACD
Ab 3,15 16,28 | -10,02 | -15,68 15,37 AB, CD
Cd 3,25 -1,74 | 4,76 1,24 0,10 C, ABD
Ac 3,47 -6,96 | 9,56 | -1,32 0,11 AC, BD
Bc 13,26 0,22 | -522| 480 1,44 BC, AD
Abcd 3,02 -10,24 | -10,46 | -5,24 1,72 D, ABC

Summe 44,76 53,45
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Die Quadratsummen ergeben sich durch die Quadrierung der entsprechenden Werte in
Kolonne (3) und Division durch die Anzahl der Versuchskombinationen (m) (hier: m = 8)
sowie der Anzahl der Experimente pro Versuchskombination (n) (hier: n = 2). Bei richtig
durchgefiihrter Rechnung stimmt die Gesamtsumme der Zahlen von Spalte 2 mit der Zahl in
der ersten Zeile von Kolonne (3) iiberein. Zudem muss die Summe der Quadratsummen in
Kolonne (3) identisch mit der Summe der Abweichungsquadrate (SAQ) der gesamten

Stichprobe sein. Die Summe der Abweichungsquadrate wird nach folgender Gleichung

berechnet:
n 2
z} [ Z, )
SAQ =1L 2= (GL. 16)
m nm

mit  z Summe der Quotienten je Versuchskombination

m: Anzahl der Versuchskombinationen

n: Anzahl der Experimente pro Versuchskombination.

Die Berechnung der SAQ betrédgt 53,45. Dies ist konform zu der Summe der Quadratsummen
in Tabelle 24. Die Richtigkeit der Ergebnisse in Tabelle 24 ist somit bestitigt.

Als weiteres wird die Quadratsumme des Versuchsfehlers (Q,) bestimmt. Sie wird aus der
Differenz der Summe der Quadrate aller Einzelexperimente und der Summe der
Quadratsummen der Effekte und Wechselwirkungen gebildet. Diese berechnet sich nach

Gleichung 17:

Q, = (mnxﬂ—(” S R U (Gl. 17)

mit  Q,:  Quadratsumme Versuchsfehler

Xj: einzelne Quotienten-Werte
Zi: aufsummierte Quotienten-Werte je Versuchskombination
n: Anzahl der Versuchskombinationen

m: Anzahl der Experimente pro Versuchskombination.
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Danach ergibt sich fiir die Quadratsumme des Versuchsfehlers (Q,):

Qv =55,79 -53,45=2,34

Fiir die Varianzanalyse eines 2"-Designs mit Wiederholung wird jede Summe auf die
entsprechende Zahl von Freiheitsgraden bezogen. Die Gesamtheit der Freiheitsgrade (FG,)

wird nach folgender Formel berechnet:
FG, =mn-1=208-1=15 (GL. 18)

Die Summe der Freiheitsgrade aller Effekte und Wechselwirkungen (FGey) erhdlt man

gemal:

FG,, =n-1=8-1=7 (Gl 19)

Die Anzahl der Freiheitsgrade des Versuchsfehlers (FG,) wird nach folgender Gleichung

ermittelt:

FG, =n(m-1)=8(2-1)=8 (GL. 20)
Tabelle 25 zeigt die Varianzen der Effekte und Wechselwirkungen (s.’), die Varianz des
Versuchsfehlers (sf) und die berechneten F-Werte.

Tabelle 25: Varianzen und F-Werte fiir die selektive Extraktion von Chrysanthematen und Pyrethraten

Vermengte | Quadratsumme FG s” F(1; 8)-Wert | Parameter
Effekte (QS) = QS/FG se/si
A, BCD 21,90 1 21,90 74,76 P
B, ACD 12,82 1 12,82 43,75 T
AB, CD 15,37 1 15,37 52,45
C, ABD 0,10 1 0,10 0,33 FR
AC,BD 0,11 1 0,11 0,37
BC, AD 1,44 1 1,44 4,92
D, ABC 1,72 1 1,72 5,86 t

Rest 8 | | e
(=Fehler) 2,34 0,29
Insgesamt 53,45 15
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Die Schranke fiir F(1;8) bei 5 Prozent Irrtumswahrscheinlichkeit betrdgt 5,32 [168]. Liegen
die errechneten F-Werte iiber dem kritischen Wert (5,32), so kann von einem signifikanten
Einfluss der entsprechenden vermengten Effekte und den sich dahinter verbergenden

Einflussgrofen ausgegangen werden.

Aus Tabelle 24 ergibt sich ein signifikanter Einfluss fiir folgende Faktoren:

A Extraktionsdruck F-Wert: 74,76
B Extraktionstemperatur F-Wert: 43,75
D Extraktionszeit F-Wert: 5,86

Aus diesen Werten lésst sich allerdings noch keine Prognose stellen, bei welchem Niveau der
Faktoren eine hohere Selektivitit erzielt wird. Aufschluss darliber geben die Werte in
Kolonne (3) (Tabelle 24). Dabei deuten negative Werte darauf hin, dass der Anteil der Effekte
iiberwiegt, bei dem sich der Parameter auf niedrigem Niveau befindet. Positive Werte
beschreiben den Uberhang der Effekte, bei dem der Parameter ein hohes Niveau besitzt. Als
Resultat der Varianzanalyse erhoht sich die Selektivitdt der Extraktion von Chrysanthematen
und Pyrethraten bei einem geringen Extraktionsdruck (15 MPa), einer hohen Extraktions-
temperatur (100 °C) und einer Extraktionszeit von 20 Minuten.

Die Fliefrate (F-Wert: 0,33) hat keinen signifikanten Einfluss auf die selektive Extraktion der
Pyrethrine.

Um die oben beschriebene Prognose zu bestitigen, wurden Extraktionen bei 5, 10, 20, 30 und
60 Minuten Extraktionszeit durchgefiihrt. In Abbildung 83 ist der Quotient (Chrysanthemate :
Pyrethrate) gegen die Extraktionszeit dargestellt.
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Abbildung 83: Auftragung von Quotient (Chr : Pyr) gegen die Extraktionszeit

In dieser Abbildung wird der Einfluss der Temperatur und des Druckes auf die Selektivitit
deutlich. Wahrend man nach 60 miniitiger Extraktion bei einem Druck von 30 MPa und
Temperaturen von 50 °C und 100 °C sowie 15 MPa und 50 °C einen mittleren Wert von 1,6
erhilt, wird bei einer Extraktionstemperatur von 100 °C und einem Extraktionsdruck von 15
MPa ein Wert von 11,1 ermittelt. Dies entspricht einem 7-fach hoheren Wert als bei den
anderen Experimenten. Der Extrakt besteht aus 92 Prozent Chrysanthematen und nur aus 8
Prozent Pyrethraten bezogen auf den gesamten Pyrethrumgehalt. Stellt man dies in absoluten
Zahlen dar, so wurden 0,35 Gewichtsprozent Chrysanthemate und nur 0,03 Gewichtsprozent
Pyrethrate extrahiert. Nach einer weiteren Extraktion von 60 Minuten bei gleichen
Extraktionsbedingungen wurde der Extraktionsdruck auf 30 MPa erhoht und die
Sammelvorlage gewechselt. In einer nachfolgenden 30 miniitigen Extraktion wurde ebenfalls

das Verhiltnis von Chrysanthematen zu Pyrethraten im erhaltenen Extrakt bestimmt (vgl.

Abb. 84).
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Abbildung 84: Extraktionsverlauf von Gesamt Pyrethrinen, Chrysanthematen und Pyrethraten bei T = 100 °C
und p = 15 und 30 MPa

Es wurde ein Wert von 0,3 ermittelt. Der Extrakt enthielt lediglich 23 Prozent
Chrysanthemate aber 77 Prozent Pyrethrate bezogen auf den Gesamtpyrethringehalt.

Veranschaulicht wird die unterschiedliche Zusammensetzung der Pyrethrine in Abbildung 85.
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Abbildung 85: Chromatogramme von Pyrethrin-Extrakten bei unterschiedlichen SFE-Bedingungen

Abbildung 85 zeigt Chromatogramme von zwei Extrakten, die bei einer Extraktions-

temperatur von 100 °C aber unterschiedlichen Extraktionsdrucken erhalten wurden. Das obere
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Chromatogramm zeigt Inhaltsstoffe eines Extraktes, die bei einem Druck von 15 MPa und
nach einer Extraktionszeit von 60 Minuten aufgefangen wurden. Man erkennt, dass
hauptsidchlich die Gruppe der Chrysanthemate, bestehend aus Cinerin I, Jasmolin I und
Pyrethrin I, extrahiert wurde. Daneben ist Pyrethrin II zu einem geringen Prozentsatz aus dem
Bliitenpulver ebenfalls herausgeldst worden. In dem unteren Chromatogramm (vgl. Abb. 84)
sind die Bestandteile eines Extraktes zu sehen, die zwischen 120 und 150 Minuten
Extraktionszeit und einem Druck von 30 MPa erhalten wurden. Hier sind iiberwiegend
Pyrethrate extrahiert worden.

Diese Studie verdeutlicht, dass durch Variation des Druckes bei gleichbleibender
Extraktionstemperatur eine selektive Extraktion von Chrysanthematen und Pyrethraten

durchfihrbar ist.

6.2.2.2 Maximale Extraktion von Pyrethrinen

Um die optimalen Versuchbedingungen zur maximalen Extraktion von Pyrethrinen zu
erhalten, wurden die Extraktionsausbeuten von Gesamtpyrethrinen in Massenprozent (m-%)
verwendet. Dabei multiplizierte man diese mit dem Faktor 100. Die Extraktionsausbeuten in

Abhingigkeit von den verschiedenen Niveaus sind in Tabelle 26 aufgezeigt.

Tabelle 26: Extraktionsausbeuten (m-% [ 100) von Gesamtpyrethrinen bei den verschiedenen

Versuchskombinationen

D (hoch) D (niedrig)
C (hoch) C (niedrig) C (hoch) C (niedrig)
B (hoch) (abcd) (ab)
A (hoch) 89 75 76 77
B (niedrig) (ad) (ac)
110 102 99 71
B (hoch) (bd) (bc)
A (niedrig) 50 40 38 52
B (niedrig) (cd) (D
86 87 68 82




Faktorielle Teilversuchsplanung fiir die SFE von Pyrethrinen 133

Analog zu den Berechnungen fiir den Quotient (Chr : Pyr) werden auch hier die Effekte und
Quadratsummen bestimmt. Die Uberpriifung der Richtigkeit der Berechnungen in Tabelle 27

wird durch die Ubereinstimmung des Summenwertes und der ersten Zahl in Kolonne (3)

bestitigt.

Tabelle 27: Berechnung der Effekte und Quadratsummen fiir die maximale Extraktionsausbeute

Versuchs- Mittelwert Kolonne Mittleres Quadrat | Vermengte

kombination | Ausbeute ) @) 3) (3)2/ 16 Effekte
(1) 75 181 303 601

Ad 106 122 299 98 600 A, BCD

Bd 45 172 63 -104 676 B, ACD

Ab 77 127 36 39 95 AB, CD

Cd 87 31 -60 -4 1 C, ABD

Ac 85 32 -45 =27 46 AC, BD

Bc 45 -2 1 15 14 BC, AD

Abcd 82 37 39 38 90 D, ABC

Summe 601 1522

Die Berechnung der Summe der Abweichungsquadrate SAQ unter Anwendung der Gleichung
16 ergibt den Wert 1522. Dieser ist mit dem Wert der Quadratsummen identisch. Nach
Gleichung 17 betrdgt die Quadratsumme des Versuchsfehlers Q, = 769. Die Verteilung der
Freiheitsgrade entspricht derselben wie in Kapitel 6.2.2.1. Die Varianzen berechnen sich
durch Division der einzelnen Quadratsummen durch die Freiheitsgrade. Fiir den F-Test
werden die entsprechenden Varianzen der Effekte und Wechselwirkungen durch die Varianz

des Versuchsfehlers dividiert. Die Resultate sind in Tabelle 28 zusammengefasst.



Faktorielle Teilversuchsplanung fiir die SFE von Pyrethrinen 134

Tabelle 28: Varianzen und F-Werte fiir die optimale Extraktionsausbeute von Pyrethrinen

Vermengte Quadratsumme FG s F(1; 8)-Wert | Parameter
Effekte (QS) = QS/FG se/si
A, BCD 600 1 600 6,2
B, ACD 676 1 676 7,0
AB, CD 95 1 95 1,0
C, ABD 1 1 1 0,0 FR
AC, BD 46 1 46 0,5
BC, AD 14 1 14 0,1
D, ABC 90 1 90 0,9 T
Rest (=Fehler) 769 8 % | -
Insgesamt 1522 15

Aus der Tabelle ist ein signifikanter Einfluss bei folgenden Parametern zu erkennen:

A Extraktionsdruck F-Wert: 6,2
B Extraktionstemperatur F-Wert: 7,0

Die vermengten Wechselwirkungen mit den Effekten der einzelnen Parameter wurden dabei
vernachlissigt.

Aus den Vorzeichen der Effekte in Tabelle 27 Kolonne (3) erhélt man die Information, dass
ein hoher Extraktionsdruck (30 MPa) aber eine niedrige Extraktionstemperatur (50 °C) die
Ausbeute signifikant erhoht.

Die gewéhlten Extraktionszeiten (20 und 60 min) und FlieBraten (1,5 ml/min und 3,0 ml/min)

beeinflussen die Extraktionsausbeute nicht. Dies wird in der Graphik (Abb. 86) deutlich.
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Abbildung 86: Vergleich der Extraktionskinetik bei unterschiedlichen FlieBraten des iiberkritischen Fluids

Bei einer FlieBBrate von 1,5 ml/min Kohlendioxid ist die maximale Extraktionsausbeute nach
20 Minuten erreicht. Die extrahierte Pyrethrinmenge bei einer FlieBrate von 3,0 ml/min ist in
den ersten 10 Minuten grof3er als bei einem Fluss von 1,5 ml/min. Die Ausbeute wird aber
ebenfalls erst nach 20 Minuten Extraktionszeit maximal. Der Gesamtgehalt ist bei einem

Fluss von 1,5 ml/min um 10 Prozent hoher als bei 3,0 ml/min.

6.3 Diskussion

Aus der hier beschriebenen Optimierungsmethode der Faktoriellen Teilversuchsplanung
konnten Riickschliisse auf die Extraktionsparameter fiir die selektive und die maximale
Extraktion von Pyrethrinen aus Chrysanthemenbliiten gezogen werden. Fiir die selektive
Extraktion erwies sich eine hohe Temperatur (100 °C) und ein niedriger Druck (p = 15 MPa)
als signifikant gut. Um eine maximale Gesamtausbeute zu erzielen, sind ein hoher Druck (p =
30 MPa) und eine niedrige Temperatur (T = 50 °C) ausgezeichnet. In der priparativen
Anwendung der Extraktion von Pyrethrinen mit {berkritischem Kohlendioxid werden

ebenfalls niedrige Temperaturen bevorzugt. Allerdings werden die Pyrethrine bei niedrigem
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Extraktionsdruck (8 — 10 MPa) schon ausreichend extrahiert [171, 172]. Dies wird auf die
geringe Dichte und hohe Diffusion des iiberkritischen Kohlendioxids zuriickgefiihrt. Zum
anderen ist es kostengiinstiger, niedrige Extraktionsbedingungen zu wihlen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die SFE als analytische Extraktionsmethode eingesetzt. Dabei
wurden Probenmengen extrahiert, die um das 1000fache kleiner waren als die, die in der
praparativen SFE bearbeitet werden. Die Diffusion in der analytischen SFE spielt aufgrund
der geringen Transportwege eine geringere Rolle. Wichtig ist die Loslichkeit der Analyten im

uberkritischen Fluid. Diese nimmt mit zunehmendem Druck zu.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden chromatographische Methoden fiir die Analytik von
Pyrethrinen und deren synthetische Derivate entwickelt sowie der Einsatz unterschiedlicher

Extraktionsmethoden zur Probenvorbereitung erortert.

Die Trennung der insektiziden Wirkstoffe wurde in der iiberkritischen Fluid Chromatographie
mit einem isothermen, positiven Druckgradienten ermoglicht. Mit einer SFC-MS-Kopplung
und positiver chemischer Ionisation (PCI) konnten die Substanzen den Chromatogrammpeaks
eindeutig zugeordnet werden. Durch den FEinsatz eines internen Standards wurden unter
Berticksichtigung der Kohlenstoff-Kalibrierung mittels Flammenionisationsdetektor (FID)
und der daraus ermittelten Responsefaktoren die Gehalte der Analyten bestimmt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Kohlenstoff-Kalibrierung nur bei strukturgleichen Stoffen
anwendbar 1st. Es gelang, neben dem Gesamtgehalt der insektiziden Wirkstoffe in
pyrethrinhaltigen Matrices auch die Gehalte der Einzelkomponenten zu bestimmen. Die
Bestimmungs- und Nachweisgrenzen fiir die untersuchten Substanzen konnten im unteren
ppm-Bereich festgelegt werden. Die Gehalte von Pyrethrinen und Pyrethroiden in den
iiberpriiften technischen Produkten konnten mit der SFC-Methode bestétigt werden.

Mit einer mobilen Phase aus Acetonitril und Wasser und einem linearen Eluentengradient
konnten die sechs natiirlichen Insektizide in der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
(HPLC) mit UV-Detektion erfolgreich separiert werden. Durch die Aufnahme der
Chromatogramme bei verschiedenen Wellenldngen konnten koeluierende Substanzen wie
Pyrethrin II und der Synergist Piperonylbutoxid quantitativ analysiert werden. Es wurde eine
Nachweisgrenze fiir Pyrethrine von 50 pg/l (ppb) ermittelt. Mit einer on-line Methode von
Festphasenextraktion und HPLC konnten Pyrethrine in wéssrigen Proben bis zu einer
Konzentration von 100 ng/l (ppt) bestimmt werden.

Die hier vorgestellten Analysenmethoden eignen sich fiir den Einsatz in der Routineanalytik
zur Gehaltsbestimmung von belasteten, pyrethrinhaltigen Umweltproben und in technischen
Uberwachungsprozessen. Zudem konnen Analysen im Spurenbereich in aquatischen
Systemen durch die on-line Kopplung der Festphasenextraktion mit der HPLC durchgefiihrt

werden.
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Durch Aufnahmen von Basislinien mobiler Phasen unterschiedlicher Qualitét in der SFC und
HPLC konnten schnelle Aussagen iiber die relative Reinheit der Elutionsmittel getroffen

werden.

Mit einem UV-Spektrometer wurden die molaren Absorptionskoeffizienten der Pyrethroide in
einem Wellenldngenbereich von 200 bis 300 nm berechnet. Es wurden UV-Spektren der
Pestizide wéhrend der chromatographischen Trennung sowohl in der HPLC als auch in der
SFC mit einem scannenden UV-Detektor aufgenommen. Dabei fand in der SFC die Methode
der on-column-Messung ihren Einsatz. Die Absorptionsmaxima der in der HPLC und SFC
aufgenommenen Spektren waren geritebedingt um 10 nm zu niedrigeren Wellenléingen
verschoben verglichen mit Literaturspektren und den mit dem UV-Spektrometer erhaltenen
Spektren. Durch fraktioniertes Sammeln in der HPLC konnten die einzelnen Pyrethrine

separiert werden.

Zur Probenvorbereitung wurden verschiedene Extraktionsmethoden fiir Feststoffe untersucht.
Die im Routineeinsatz verwendete Soxhlet- und Ultraschall Extraktion sind in den Punkten
Extraktionsausbeute, Wiederfindung und Selektivitit vergleichbar gut. Die beschleunigte
Losemittelextraktion (ASE) erreicht ebenso gute Ergebnisse, ist jedoch um ein vielfaches
schneller als die beiden zuvor erwdhnten Extraktionsmethoden. Eine selektive Extraktion bei
Soxhlet-, Ultraschall- und beschleunigter Losemittelextraktion ist nicht durchfiihrbar. Die
ASE stellt somit eine Alternative zu den gebriuchlichen Kaltextraktionsverfahren mit Hexan
oder Petrolether dar.

Mit der subkritischen Wasserextraktion konnten keine Pyrethrine extrahiert werden. Unter
den gewihlten Bedingungen wurden die natiirlichen Insektizide zum Teil durch den Bruch der
Esterbindung gespalten. Die freiwerdenden Sduren konnten im Extrakt nachgewiesen werden.
Daher eignet sich die HWE nicht zur Extraktion von Pyrethrinen.

Die faktorielle Teilversuchsplanung ermdéglicht es, geeignete Extraktionsbedingungen fiir die
selektive und maximale Extraktion von Pyrethrinen unter Anwendung der SFE zuzuweisen.
Niedriger Druck (~ 15 MPa) und hohe Temperatur (~ 100 °C) ermodglichen eine selektive
Extraktion. Mit einer exakten Optimierung konnten Préparate mit einer insektiziden Spezies
(Chrysanthemate bzw. Pyrethrate) fiir pharmazeutische oder medizinische Zwecke gewonnen

werden.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

ASE beschleunigte Losemittelextraktion
Chr Chrysanthemate

DC Diinnschichtchromatographie
E Extinktion

ECD Elektroneneinfangdetektor

EI Elektronenstof3 Ionisation
FID Flammenionisationsdetektor
GC Gaschromatographie

Hineor theoretische Bodenhohe
HPLC Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
HWE subkritische Wasserextraktion
Ip Peakintensitit

k’ Kapazitit

LOD Nachweisgrenze

LOQ Bestimmungsgrenze

MSD Massenselektiver Detektor
Ninheor theoretische Bodenzahl

NCI negative chemische lonisation
p Druck

PCB polychlorierte Biphenyle

PCI positive chemische Ionisation
PBO Piperonylbutoxid

Pyr Pyrethrate

R Korrelationskoeffizient

Rf Responsefaktor

Rg Auflésung

RP Umkehrphase
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SFC iiberkritische Fluid Chromatographie

SFE uberkritische Fluid Extraktion

SOX Soxhlet-Extraktion

T Temperatur

USE Ultraschall-Extraktion

o Selektivitit

€ molarer Extinktionskoeffizient

A

Wellenldnge
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9.2 IUPAC-Nomenklatur [144]:

Pyrethrine:

Cinerin I:

Jasmolin [;

Pyrethrin I:

Cinerin II:

Jasmolin II:

Pyrethrin II:

Pyrethroide:

Allethrin:

Phenothrin:

Permethrin:

(Z)-(S)-3-(But-2-enyl)-2-methyl-4-oxocyclopent-2-enyl(1R,3R)-2,2-
dimethyl-3-(2-methylprop-1-enyl)cyclopropanlcarboxylat

(2)-(S)-2-Methyl-4-ox0-3-(penta-2-enyl)cyclopent-2-enyl(1R,3R)-2,2-
dimethyl-3-(2-methylprop-1-enyl)cyclopropancarboxylat

(Z2)-(S)-2-Methyl-4-ox0-3-(penta-2,4-dienyl)cyclopent-2-enyl(1R,3R)-
2,2-dimethyl-3-(2-methylprop-1-enyl)cyclopropancarboxylat

(Z)-(S)-3-(But-2-enyl)-2-methyl-4-oxocyclopent-2-enyl(E)-(1R,3R)-3-
(2-methoxycarbonylprop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclopropancarboxylat

(Z)-(S)-2-Methyl-4-ox0-3-(penta-2-enyl)cyclopent-2-enyl(E)-(1R,3R)-
3-(2-methoxycarbonylprop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclopropancarboxylat

(2)-(S)-2-Methyl-4-ox0-3-(penta-2,4-dienyl)cyclopent-2-enyl(E)-
(1R,3R)-3-(2-methoxycarbonylprop-1-enyl)-2,2-dimethylcyclo-

propancarboxylat

(RS)-3-Allyl-2-methyl-4-oxocyclopent-2-enyl(1RS,3RS;1RS,3SR)-2,2-
dimethyl-3-(2-methylprop-1-enyl)-cyclopropanlcarboxylat

3-Phenoxybenzyl(1RS,3RS;1RS,3SR)-2,2-dimethyl)-3-(2-methylprop-

1-enyl)-cyclopropancarboxylat

3-Phenoxybenzyl(1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-dichlorvinyl)-2,2-
dimethylcyclopropancarboxylat
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Cypermethrin:

Deltamethrin:

Fenvalerat:

Synergist:

Piperonylbutoxid:

(RS)-a-Cyano-3-phenoxybenzyl(1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2-
dichlorvinyl)-2,2-dimethylcyclopropancarboxylat

(S)-a-Cyano-3-phenoxybenzyl(1R,3R)-3-(2,2-dibromvinyl)-2,2-
dimethylcyclopropancarboxylat

(RS)-a-Cyano-3-phenoxybenzyl(RS)-2-(4-chlorphenyl)-3-methylbutan-

saureester

5-[2-(2-Butoxyethoxy)ethoxymethyl]-1,3-methylendioxy-6-
propylbenzol
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9.3 Reinheitsuntersuchung der mobilen Phase in der HPLC

HSL (destilliert)

-
TS5 ™~
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Abbildung 87: Basislinienchromatogramme der mobilen Phasen in der HPLC unter Anwendung eines

Eluentengradienten
0.4
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Abbildung 88: UV-Spektren von unterschiedlichen Acetonitrilproben
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9.4 Extinktionskoeffizienten der Pyrethroide

60 -

10°* I mol™ em™ -
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Abbildung 89: molarer Extinktionskoeffizient von Phenothrin vs. Wellenlénge
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Abbildung 90: molarer Extinktionskoeffizient von Permethrin vs. Wellenlinge
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60
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Abbildung 91: molarer Extinktionskoeffizient von Cypermethrin vs. Wellenldange
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Abbildung 92: molarer Extinktionskoeffizient von Fenvalerat vs. Wellenlédnge
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Abbildung 93: molarer Extinktionskoeffizient von Deltamethrin vs. Wellenldnge
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