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Zusammenfassung

Auf Basis der Arbeiten von Alpert und Regnier [1] konnte ein Anionenaustauscher durch
Ummanteln von pordésen Kieselgelteilchen mit Polyethylenimin und spéaterem
Quervernetzen mit einem bifunktionellen Epoxid synthetisiert werden. Diese Phasen
wurden primér in der Protein- und Oligonukleotidanalytik angewandt. Die in dieser
Arbeit synthetisierten Polyethyleniminphasen konnten auch fur die Analytik
niedermolekularer Substanzen eingesetzt und erfogreich in der pharmazeutischen
Analytik angewandt werden.

Auch fir synthetische Schilddrisenhormone (Levothyroxin, Liothyronin) muissen
maogliche Abbauprodukte identifiziert werden. In dieser Arbeit wurde eine HPLC-
Methode fur thermisch gestresste Schilddrisenhormonproben entwickelt, die mit der
Flugzeitmassenspektrometrie gekoppelt wurde. Auf Basis exakter Massenmesungen
konnten erfolgreich Strukturvorschlage fir mehr als 30 mdgliche Abbau- bzw.
Nebenprodukte ausgearbeitet werden.

Ein schon langer bekannter Ansatz zur HPLC-Methodenentwicklung, liegt im
Kombinieren verschiedener stationarer Phasen, wobei die Kopplung dieser Phasen
immer eine Herausforderung war. Seit kurzem ist eine totvolumenfreie Kopplung von
Saulensegmenten (POPLC™) erstmals kommerziell verfiigbar [2]. Das POPLC-System
wurde erfolgreich fur thermisch gestresste Levothyroxinproben eingesetzt. Durch die
optimierte stationare Phase konnte die Analysendauer von vorher 60 min in einem
linearen Gradienten auf 40 min in einem Stufengradienten reduziert werden.
Gleichzeitig wurde durch den Stufengradienten die Detektionsempfindlichkeit der
Flugzeitmassenspektrometrie signifikant erhéht.



Abstract

In this work, an anion exchange material for liquid chromatography was developed
based on the work of Alpert and Regnier [1] by coating porous silica paticles with
Polyetyleneimine followed by crosslinking with a bifunctional epoxide. Thesse stationary
phases were used by Alpert and Regnier for protein and oligonucleotide analysis. In this
work, the application of the synthesized phases could successfully be extended to the
separation of low-molecular weight substances. Accordingly it waas shown that
polyetyleneimine-based stationary phases could be used in pharmaceutical analysis.

As a further aim, the degradation and by-products of synthetic thyroid hormones
(Levothyroxine, Liothyronine) had to be identified. In this work, an HPLC method
compatible with time-of-flight mass spectrometry was developed and applied. Based on
exact mass measurements, chemical structures could be proposed for more than 30
degradation and by-products.

A new approach fort he dead-volume-free combination and coupling of different
stationary phases for liquid chromatography has been commercialized within the last
years (POPLC™) [2]. This POPLC system was also successfully applied for thermally
stressed Levothyroxine samples. The separation time of the standard mixture could be
reduced significantly using a Stepp gradient on the optimized stationary phase
combination. As an additional benefit, the detecton sensitixvity of the time-of-flight mass
spectrometry was significantly improved by the step gradient on the optimized stationary
phase.
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Heute unterliegt die Synthese pharmazeutischer Wirkstoffe strengen Regulatorien
(GMP, Good manufacturing practice). Durch Zulassungsbehérden werden fir jeden
Wirkstoff Randbedingungen festgelegt, die eingehalten werden missen. Neben der
Reinheitsbestimmung muissen auch Stabilitatsuntersuchungen durchgefiuhrt werden,
wobei die einzelnen niedermolekularen Wirkstoffe unter definierten Bedingungen utber
einen langeren Zeitraum gelagert aber auch gestresst werden. Ausgewertet werden
dann unter anderem Abbauprofile, wobei zum einen die Abnahme des Wirkstoffgehaltes
und zum anderen die Zunahme von Abbauprodukten relevant sind. Diese
Untersuchungen setzen eine erfolgreiche analytische Trennung aller relevanten
Analyten voraus und arbeiten mit speziell auf diese komplexe Trennproblematik hin
entwickelten Trennmethoden. Dabei kommen seit geraumer Zeit bevorzugt
flissigchromatographische Methoden, gekoppelt mit UV-Detektion (HPLC-UV) und, in
neuerer Zeit, mit Massenspektrometrie (HPLC-MS) zum Einsatz. Am haufigsten sind
hierbei Trennungen an hydrophoben Umkehrphasen (RP) beschrieben. Auf dem Markt
gibt es eine grol3e Vielfalt an RP-Materialien fur die HPLC-Analytik, die unterschiedliche
Trennungen einzelner Substanzgemische hervorrufen, wobei die Trennung bzw.
Retention von Analyten mit polaren, basischen oder sauren Eigenschaften an RP-
Phasen haufig kritsch ist. Fur diese Analyten sind auch geladene Austauscher- oder
polare Phasen geeignet. Ublicherweise erfolgt die Entwicklung von HPLC-Methoden zur
Trennung komplexer Probengemische meist durch Testen unterschiedlicher stationarer
Phasen mit verschiedenen Selektivitaten unter Optimierung der mobilen Phase. Meist
steht dem Anwender ein Pool mit einer begrenzten Anzahl an stationdren Phasen zur
Verfiigung. Auf der Saule mit der erfolgsversprechendsten Selektivitat wird dann die
Trennung durch Modifizieren der mobilen Phase oft durch eine Gradientenelution
optimiert. Ein entgegengesetzter Ansatz zur HPLC-Methodenentwicklung, liegt im
Kombinieren verschiedener stationdrer Phasen, wobei die todvolumenfreie Kopplung
dieser Phasen immer eine Herausforderung war. Durch die Kombination von
stationaren Phasen mit verschiedenen Oberflachenmodifkationen kdénnen neue
Selektivitaten erreicht werden, die mit einer einzelnen homogenen Phase nicht moglich
waren. Dies kann eine effektive Losung fir anspruchsvolle Trennprobleme sein. Seit
kurzem ist eine totvolumenfreie Kopplung von Saulensegmenten mit Phasen
unterschiedlicher Selektivitaten (POPLC™) erstmals kommerziell verfiigbar [2].

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit stehen zum einen die Entwicklung und Optimierung

stationarer Phasen fir die HPLC zur Analytik niedermolekularer Wirkstoffe zum anderen
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die Untersuchung dieser Wirkstoffe auf Verunreinigungen mit chromatographischen und
massenspektrometrischen Methoden. Konkret wurde dabei die synthetischen

hergestellten Schilddriisenhormone Levothyroxin und Liothyronin betrachtet.

Im ersten Teil der Arbeit soll zunéchst ein Anionenaustauscher fur die HPLC-Analytik
auf Basis der Arbeiten von Alpert und Regnier [1] durch Ummanteln von pordsen
Kieselgelteilchen mit Polyethylenimin und anschlieRendem Quervernetzen mit einem
bifunktionellen Epoxid entwickelt werden. Im Unterschied zu Regnier, der diese Phasen
primar in der Protein- und Oligonukleotidanalytik eingesetzt hat, soll dieser
Anionenaustauscher hier fur die Analytik niedermolekularer Substanzen, speziell von
pharmazeutischen Wirkstoffen, geeignet sein.

Eine zweite Aufgabe dieser Arbeit ist die Identifizierung von unbekannten
Abbauprodukten synthetischer Schilddriisenhormone (Levothyroxin, Liothyronin), die
zuvor teilweise starkem thermischen Stress ausgesetzt wurden. Durch diese Stressung
wurden die Konzentrationen moglicher relevanter Abbauprodukte in kiirzester Zeit stark
erhoht, um fur eine Analyse in der Probe ausreichend konzentriert vorzuliegen. Zuerst
muss dazu eine bereits bestehende validierte HPLC-UV-Methode zur Reinheitskontrolle
in eine mit der Massenspektrometrie kompatible HPLC-Methode transferiert werden.
Dabei sollen beide HPLC-Methoden miteinander vergleichbar sein und keine
signifikanten Unterschiede im Peakmuster aufweisen. Durch die Kopplung der
modifizierten HPLC-UV-Methode mit der Flugzeitmassenspektrometrie sollen mittels
Messungen von exakten Massen plausible Strukturvorschlage fiur mdglichst viele
detektierten Peaks im Massenchromatogramm ausgearbeitet werden.

Die Trennung dieser thermisch gestressten Levothyroxinproben soll zudem mit dem
kommerziell erhaltichen POPLC-System optimiert und mit der Massenspektrometrie
gekoppelt werden. Zusétzlich soll das POPLC-System um den eingangs entwickelten
Anionenaustauscher erweitert und far die Trennung thermisch gestresster
Levothyroxinproben angewandt werden.



Kapitel 1

Grundlagen und theoretische

Hintergrinde

,Eine gute Theorie ist das Praktischste, was esgib  t.”
Gustav Robert Kirchhoff
(1827 - 1887)
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1. Grundlagen und Definitionen der HPLC

In vielen Lehrbtichern wurde bereits die Theorie der HPLC hinreichend erlautert [3-6],
daher wird in diesem Kapitel nur auf die in dieser Arbeit angewandten Grundlagen und
genutzten chromatographische Gréf3en eingegangen. In der IUPAC-Empfehlung von
1993 (Pure & Appl. Chem. Vol. 65, 819 — 872, deutsche Ausgabe von Engelhardt und
Rohrschneider) sind die Nomenklatur, die theoretischen Zusammenhange und

chromatographischen GroRRen festgelegt und naher beschrieben.

1.1. Chromatographische GroRRen

In der HPLC basiert das Packungsmaterial, also die stationare Phase, meist auf
Kieselgel, welches pords oder unpords sein kann. In dieser Arbeit wurden pordse
Kieselgele als Tragermaterial verwendet. Durch den Einsatz eines porfsen
Tragermaterials wird die Oberflache der stationaren Phase deutlich erhdéht. Dabei nimmt
das Skelett des Tragermaterials nur ca. 20 %, das Poren- und Zwischenkornvolumen
jeweils 40% des Gesamtsaulenvolumens ein. So sind ca. 80% des
Gesamtsaulenvolumens der mobilen Phase zuganglich. Danach ergibt sich die totale
Porositat er der Sdule aus dem Verhéltnis des Volumens der mobilen Phase und des
Gesamtsaulenvolumens. Die mobile Phase wird in der HPLC mit einer Pumpe durch die
Trennsaule befordert. Der resultierende Volumenstrom wird in Volumen pro Zeiteinheit
angegeben. Die mobile Phase transportiert die Analyten und durchstrémt das
Packungsbett der stationdren Phase. Dabei ist die Permeabilitat, also die
Durchlassigkeit der Saulenpackung, auch ein wichtiger Parameter, welcher unter
anderem auch fur den Druckabfall der Sdule wahrend der Messung ausschlaggebend
ist. Das Trennsystem besteht in der HPLC aus der verwendeten mobilen und
stationaren Phase. Inwieweit dieses System in der Lage ist, ein Substanzgemisch
aufzutrennen, hangt von der Selektivitat, also dem Verhaltnis der Aufenthaltszeit beider
Substanzen in der mobilen und stationaren Phase, ab. Folglich ist die Selektivitat ein
Mafld der Qualitat des Trennsystems flr ein Substanzgemisch und wird durch den
Trennfaktor a beschrieben. Die Analyten werden Uber verschiedene Wechselwirkungen
unterschiedlich stark an der stationdren Phasen zurlckgehalten. Diese
Wechselwirkungen sind unter anderem abhangig von der Molekulstruktur der Analyten,
der Zusammensetzung der mobilen Phase und von der Oberflachenchemie der
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stationéren Phase. Im optimalen Fall werden die Substanzen in der Saule vollstandig in
einzelne Zonen getrennt. Nach der Saule kénnen die einzelnen Zonen im Detektor als
Peaks in einem Chromatogramm detektiert werden. Eine schematische Darstellung
eines solchen Chromatogramms ist in Abb. 1.1 gezeigt.

I ' .
: LR :

Peak des

Peak / Analyten
Inertsubstanz !

.............. 50% Peakhdhe, Wo,5

Detektorsignal

J ..... J:.b ....... 10% PeakhOhe
: > Zeit

to ty

Abb. 1.1 Schematische Darstellung eines Chromatogra  mms

Eine Substanz, die keine Wechselwirkungen mit der stationaren Phase eingeht, wird
unredardiert mit der mobilen Phase durch die S&aule transportiert und detektiert. Der
erste Peak in Abb. 1.1 entspricht dieser so genannten Inertsubstanz. Die Zeit, die eine
inerte Substanz von der Injektion bis zur Detektion bendtigt, wird als Durchflusszeit ty
einer Saule bezeichnet. Aus dem Fluss der mobilen Phase (F), der in Volumen pro
Zeiteinheit angegeben wird, und der Durchflusszeit ty kann das Durchflussvolumen der
Saule, also das Volumen an mobiler Phase, bestimmt werden (Formel 1).

Formel 1 Durchflusszeit und Durchflussvolumen

Eine Trennung der Substanzen in einem Gemisch erfolgt durch die unterschiedlich
starken Wechselwirkungen der Analyten mit der stationaren Phase, wodurch die Elution
ungleich verzdgert wird. Dennoch halten sich alle Substanzen gleich lang in der mobilen
Phase auf. Die Nettoretentionszeit t'r, also die Verweilzeit eines Analyten in der
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stationdren Phase, ist die Differenz aus der Retentionszeit tr (Abb. 1.1) und der
Durchflusszeit (Formel 2).

Formel 2 Nettoretentionszeit

t' =1z — 1y,

Die Nettoretentionszeit einer Substanz ist unter anderem abhangig von der Saulenlange
und apparativen Faktoren. Um Trennungen eines Gemisches zwischen verschiedenen
Geraten oder Laboratorien miteinander vergleichen zu koénnen, wird daher der
Retentionsfaktor k (Formel 3) genutzt. Dieser Faktor definiert das Verhéltnis der
Aufenthaltszeit einer Analytsubstanz in der stationaren und mobilen Phase fir ein
bestimmtes Trennsystem, einen bestimmten Fluss und eine bestimmte Packungsdichte.

Formel 3 Retentionsfaktor (k-Wert)

Der Retentionsfaktor ist zugleich eine thermodynamische Grol3e, die auf die
Adsorptionsgleichgewichtskonstante bzw. den Nernst'schen Verteilungskoeffizient
zuruckgefuhrt werden kann. Ein Vergleich der Retentionsfaktoren ist daher nur unter
isokratischen Bedingungen moglich. Die Grunde daflr werden in Kapitel 1.3 (S. 19)
naher erlautert. Um Retentionszeiten in einer Gradientenelution, bei der ein Parameter,
meist die Elutionsstarke, wahrend der Trennung kontinuierlich verandert wird, unter
identischen Trennbedingungen miteinander zu vergleichen, kdnnen relative
Retentionszeiten genutzt werden. In diesem Fall werden die Retentionszeiten der
Analyten auf die Retentionszeit einer bekannten Substanz innerhalb des
Chromatogramms bezogen (Formel 4).

Formel 4 relative Retentionszeit

— R Analyt
Rrel t

Reezug
Wie vorher schon erwéahnt, ist die Selektivitat ein Mal3 der Qualitat des Trennsystems
fur ein bestimmtes Substanzgemisch. Ein Mal3 fur die Trennleistung einer Saule ist die
Bodenzahl N, welche wiederum von der zu trennenden Substanz und der Saulenléange
abhangig ist. Je grol3er diese Zahl, umso hoher ist die Trennleistung der Saule. Es soll
hier aber nicht unerwdhnt bleiben, dass die Bodenzahl mit einer Zunahme der



Kapitel 1 — Grundlagen und Definitionen der HPLC 13

Saulenlange auch gréRRer wird. Durch die Bandenverbreiterung (Kapitel 1.2, S. 15)
besteht eine Abhangigkeit der Bodenzahl von der Retentionszeit und damit auch der
Peakbreite. In Formel 5 ist diese Abhangigkeit von der Peakbreite in 50 % der
Peakhohe (wy) dargestellt. Die Berechnung mit der Peakbasisbreite ist ungenauer und
der Einfachheit halber hier nicht aufgefiihrt, kann aber in der IUPAC-Nomenklatur (siehe

S. 10) nachgelesen werden.
Formel 5 Bodenzahl

2
N = 5540 =
Wh

Die Bodenzahl ist dimensionslos. Haufig findet man auch die Angabe in Bdden pro
Meter Trennstrecke, die einen direkten Vergleich verschiedener Trennsystem
erleichtert. Ein verbreitetes MalR fur die Bandenverbreiterung ist die von der
Saulenlange unabhangige Bodenhdhe H (Formel 6). Sie ist umgekehrt proportional zur
Bodenzahl. Der Zusammenhang mit der Bandenverbreiterung wird im folgenden Kapitel

erlautert werden.

Formel 6 Bodenhdhe
L
H=—[um

N [um

Wie spater gezeigt wird, hat der Teilchendurchmesser d, einen Einfluss auf die
Peakbreite und damit auch auf die Bodenzahl und Bodenh6he. Um von diesem Einfluss
unabhangig zu sein, normiert man die Bodenhdhe H auf den Teilchendurchmesser d,
und erhélt so die reduzierte Bodenhthe h (Formel 7). Diese Gro3e hat in der Praxis
eine besondere Relevanz, da sie ein direktes Mal3 fir die Gute der Packung einer
Trennsaule ist.

Formel 7 Reduzierte Bodenhdhe

Zwei Substanzen mit einer gegebenen Selektivitat konnen auf einer Saule mit einer
hohen Bodenzahl besser aufgeldst werden, da die Substanzzonen schmaler sind. Von
Bedeutung fur die erfolgreiche Trennung zweier Substanzzonen ist daher neben der
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Selektivitat auch die Auflosung Rs (Formel 8). In diese gehen sowohl die

Retentionszeiten wie auch die Peakbreiten ein.

Formel 8 Auflésung

21ty —t:)

(W, + W)

In nachfolgender Abb. 1.2 ist dieser Zusammenhang schematisch dargestellt. Im Falle

der breiten Peaks (Abb. 1.2a) ist keine Basislinientrennung mdoglich. Wenn die
Bodenzahl hoéher ist, resultieren schmalere Peaks (Abb. 1.2b). So koénnen beide
Komponenten bei gleicher Selektivitat wie im Fall a noch basisliniengetrennt werden.

At At

-1 50% Peakhthe, W,

[
ittt R

»/eit >/ eit

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Auflésung zwe  ier Peaks in Abhangigkeit von der
Peakbreite.

Eine weitere chromatographische Groé3e ist die Peakasymmetrie As (Formel 9). Sie gibt
das Verhéltnis der Peakbreite hinter und vor dem Lot in 10 % der Peakhdhe wieder.
Dieser Asymmetriefaktor erlaubt unter anderem Aussagen zum Elutionsverhalten
Analyten. Dabei wird zwischen Peaks mit Tailing und Fronting unterschieden. Im Falle
eines Tailings ist der Peakabfall flacher als der —anstieg (As>1), beim Fronting verhalt
sich die Symmetrie umgekehrt (As<1). In Abb. 1.2a sind demnach tailende Peaks zu
sehen. Wenn der Symmetriefaktor den Wert eins erreicht, liegen symmetrische Peaks

Vor.
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Formel 9 Symmetrie-Faktor (in 10% Peakhohe siehe Ab  b. 1.1, S. 11)
a
1.2. Bandenverbreiterung

Uber die Theorie der Bandenverbreiterung wurden viele Arbeiten veroffentlicht [7].
Dabei wurde versucht, den typischen Kurvenverlauf der Abhangigkeit der Bodenhthe
von der Lineargeschwindigkeit theoretisch zu interpretieren und in Form einer
Gleichung zu beschreiben. Katz, Ogan und Scott [7] verglichen 1983 die Gleichungen
von Horvath [8], Huber [9], Knox [10], van Deemter [11] und Giddings [12] fUr eine
groRere Anzahl experimenteller Datenséatze. Dabei wurde deutlich, dass die Gleichung
von van Deemter (Formel 10), die das meistverwendete Modell darstellt, den

Kurvenverlauf ausreichend genau beschreibt.

Formel 10 van Deemter-Gleichung fiir die Bandenverbr  eiterung

H=A+ B +C [W

u
Die Gleichung beschreibt eine parabelférmige Abhangigkeit der Bodenhéhe von der
Lineargeschwindigkeit der mobilen Phase (Abb. 1.3). Dabei entspricht die
Lineargeschwindigkeit u (Formel 11) der Strecke, die von einer nicht retardierenden
Substanz in einer bestimmten Zeit zurtckgelegt wird. Sie ist im Gegensatz zum
Volumenfluss, der an der Forderpumpe eingestellt wird, nur abhangig von der

Saulenlange L, nicht aber vom Saulendurchmesser.
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung der Bandenverbrei  terung und der einzelnen van Deemter-
Parameter (Formel 10). Bodenhdhe H in Abhéngigkeit  von der Lineargeschwindigkeit.

Formel 11 Lineargeschwindigkeit

L mm

In Abb. 1.3 ist der theoretische Kurvenverlauf fur die Abhangigkeit der Bodenhéhe von
der Lineargeschwindigkeit dargestellt. Diese Kurve kann durch die drei van Deemter-
Parameter A, B und C (Formel 10) naher beschrieben werden. Dabei liegt die optimale
Lineargeschwindigkeit, bei der alle bandenverbreiterten Einflisse geringsten Einfluss
besitzen, im Minimum der van Deemter-Kurve. Der Term der Eddydispersion A (Formel
12) ist eine Konstante und beschreibt die Verbreiterung der Probenzone durch
unterschiedlich lange Wegstrecken im Packungsbett. Da es sich um eine Verteilung der
Probenzone innerhalb der unregelmafiigen Teilchenzwischenrdume und nicht um einen
Diffusionsprozess handelt, ist dieser Term unabhangig von der Geschwindigkeit der
mobilen Phase. Dieser Term wird auch als Packungsfaktor bezeichnet und ist umso
kleiner, je homogener die Packung ist. Dabei flieRen der Teilchendurchmesser dp und
ein Faktor fur die PackungsunregelmaRigkeit A in diesen Term ein.
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Formel 12 A-Term der van Deemter-Gleichung (Streu-  oder Eddydispersion)

A=2[A0d,

Die Bandenverbreiterung innerhalb einer Probenzone ist weiterhin abhangig von der
Molekulardiffusion der Probenmolekile in der mobilen Phase, die auch
Longitudinaldiffusion genannt wird, da nur die Diffusion in L&ngsrichtung
zonenverbreiternd wirkt. Der B-Term (Formel 13) der van Deemter-Gleichung
beschreibt diesen Diffusionsprozess, der von dem Diffusionskoeffizienten Dn, des
Analyten in der mobilen Phase und einem Labyrinthfaktor y abhangig ist. Bei hoheren
Lineargeschwindigkeiten der mobilen Phase nimmt der Einfluss des B-Terms auf Grund
der kirzeren Aufenthaltsdauer des Analyten in der mobilen Phase ab (siehe Abb. 1.3).
In der Flussigchromatographie erfolgt die Diffusion der Analyten in der mobilen Phase
vergleichsweise langsam. Daher ist der Einfluss des B-Terms auf die
Bandenverbreiterung nicht so grof3 wie zum Beispiel in der Gaschromatographie.

Formel 13 B-Term der van Deemter-Gleichung (Longitu  dinaldiffusion)

B=2[y[D,

Einen groRen Einfluss auf die Bandenverbreiterung in der HPLC hat der verzdgerte
Massentransport (C-Term der van Deemter-Gleichung (Formel 14)), der mit der

Lineargeschwindigkeit linear zunimmt (Abb. 1.3).

Formel 14 C-Term der van Deemter-Gleichung (verzége rter Massentransport)
2

wld?

S

C=

Der verzdgerte Massentransport entsteht durch Diffusion der Analytmolekihle in die
Poren der stationaren Phase hinein und heraus. Mit héheren Lineargeschwindigkeiten
wandert die Probezone in der mobilen Phase schneller, als die retardierten
Analytmolekile aus den Poren wieder herausdiffundieren (Abb. 1.4). Dadurch
verbreitert sich die Probenzone starker, was breitere Peaks im Chromatogramm zur

Folge hat.
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Lineargeschwindigkeit am

o hohe Lineargeschwindigkeit
Minimum der van Deemter-Kurve

Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Bandenverbrei  terung durch héhere
Lineargeschwindigkeiten an einer Pore in einer poro sen Kieselgeloberflache.

Die Diffusion der Analyten in die Poren der stationaren Phase kann durch einen
Diffusionskoeffizienten Ds beschrieben werden. Der Faktor w in Formel 14 beinhaltet
den Einfluss der Porengeometrie.

Der Teilchendurchmesser dp geht quadratisch in den Term der Bandenverbreiterung ein
(Formel 14). Daher sollten unterschiedliche Teilchendurchmesser des Tragermaterials
einen deutlichen Einfluss auf die Bandenverbreiterung haben. Halasz untersuchte
diesen Zusammenhang (Abb. 1.5) [13, 14].



Kapitel 1 — Grundlagen und Definitionen der HPLC 19

100

80

60
€
="
L 40

20 -

0 — T T T 1
0 2 4 6 8 10
u [mm/s]

Abb. 1.5 Van Deemter-Kurven fir Tragermaterialien m it unterschiedlichen Teilchendurchmessern.
Berechnet nach Halasz.

Den steilsten Anstieg des C-Terms weist das 10 um-Tragermaterial auf. Auch wird
deutlich, dass die Hohe des Minimums (A-Term der van Deemter-Gleichung) von dem
Teilchendurchmesser abhangt. Mit Verringerung des Teilchendurchmessers wird der
Einfluss hoherer Lineargeschwindigkeiten auf die Bandenverbreiterung geringer und die
optimale Lineargeschwindigkeit verschiebt sich zu héheren Werten. Dies ermdglicht
kirzere Analysenzeiten ohne merklichen Verlust an Trenneffizienz, was bei der
Verwendung von Trennsaulen, die mit groReren Partikeln gefullt sind, einen Verlust der
Auflésung zur Folge hatte (Abb. 1.2).

1.3. Gradient-Volumen-Konzept

Eine Gradientenelution bietet unter anderem die Mdglichkeit, komplexe
Probengemische, die einen breiten Polaritdtsbereich aufweisen, innerhalb einer
akzeptablen Analysenzeit aufzutrennen. Wahrend einer isokratischen Trennung bleibt
die Elutionskraft der mobilen Phase zeitlich unverandert, was sehr lange
Analysenzeiten fir komplexe Probengemische zu Folge haben kann. Durch einen



Kapitel 1 — Grundlagen und Definitionen der HPLC 20

Gradienten wird die Eluentenzusammensetzung im Laufe einer Trennung kontinuierlich
von einem schwachen bis zu einem starken Eluenten hin verdndert. Das
Probengemisch wird in eine mobile Phase mit einer schwachen Elutionskraft injiziert.
Dabei ist die Verweildauer der einzelnen Analyten in der stationaren Phase im
Extremfall unendlich grof3. Durch die Erhéhung der Elutionsstarke wird schliel3lich eine
kritische Eluentenzusammensetzung erreicht, bei der die Affinitat der einzelnen
Probenbestandteile zur mobilen Phase gro3er wird als zur stationaren Phase. Durch die
weitere kontinuierliche Erhéhung der Elutionskraft ist das Zeitfenster fur die Probezone
in der mobilen Phase zu kurz, um den Einflissen der Bandenverbreiterung zu
unterliegen. Die Wechselwirkungen mit der stationaren Phase werden durch die
steigende Elutionsstarke mehr und mehr unterdriickt. Dies hat unter anderem
schmalere Peaks im Chromatogramm zur Folge. Durch die nahezu inerte Elution der
einzelnen Substanzen zum Ende der Saule hin ist der Retentionsfaktor dort gleich Null,
was die Auswertung der k-Werte und Bodenzahlen innerhalb einer Gradientenelution
nicht aussagekraftig macht. Da der Retentionsfaktor k ein thermodynamisches
Adsorptionsgleichgewicht beschreibt, das bei der Gradientenelution aber nicht besteht,
ist der k-Wert in der Gradientenelution nicht definiert und sollte in diesem
Zusammenhang auch nicht verwendet werden.

An dieser Stelle soll eine von vielen Optimierungsmaoglichkeiten in der HPLC erlautert
werden. Wenn die Analysenzeit einer bereits bestehenden Methode mit einem linearen
Gradienten verkurzt werden soll, bietet das so genannte Gradienten-Volumen-Konzept
dazu die Moglichkeit. Engelhardt und Elgass [15] zeigten 1986, dass eine Trennung im
linearen Gradientenmodus nahezu ohne Veranderung der Trennung beschleunigt
werden kann, indem das Gradientenvolumen Vs und damit auch die
Eluentenzusammensetzung konstant gehalten und die Gradientendauer tg Uber den
Fluss F verandert wird. Da die Elution der einzelnen Komponenten immer bei einer
bestimmten Eluentenzusammensetzung erfolgt, kann somit die Analysendauer verkurzt
werden. Beim Transfer auf eine Saule anderer Abmessungen muss dartiber hinaus das
Gradientvolumen Vg auf das Saulenvolumen V¢ so angepasst werden, dass Vg/Vc
konstant bleibt. Mittels des Gradient-Volumen-Konzepts (Formel 15) ist es dann
maoglich, eine Trennmethode ohne Veranderung des Chromatogramms auf eine Séaule
mit kleinerem Innendurchmesser (dc bzw. Radius rc) zu Ubertragen. Durch diesen
Zusammenhang ist es ebenfalls moglich, eine bestehende Gradientenmethode auf

kiirzere Saulen zu transferieren, was zusatzlich eine kiirzere Analysenzeit erlaubt.
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Formel 15 Gradient-Volumen-Konzept

Konst :\% wobei VG =F [tG und VC = 7T|]C2 (L
C

Dennoch sind auch dieser Mdglichkeit der Methodenoptimierung Grenzen gesetzt. Eine
Verringerung der Gradientendauer tg wird durch eine Erhéhung des Flusses F erreicht
(Formel 15), wodurch sich der Druckabfall der Saule erhoht. Dem resultierenden
Druckabfall sind aber apparative Grenzen gesetzt. Kommerzielle HPLC-Systeme haben
ihr Drucklimit bei 400 bis 500 bar erreicht. Eine weitere Grenze des Gradient-Volumen-
Konzeptes liegt in der im vorhergehenden Abschnitt diskutierten Bandenverbreiterung in
Abhangigkeit von der Geschwindigkeit der mobilen Phase. Trotz des geringeren
Einflusses der Bandenverbreiterung innerhalb einer Gradientelution sind die
Probenzonen bei Flissen der mobilen Phase aufRerhalb des Minimums der van
Deemter-Kurve der Bandenverbreiterung starker ausgesetzt. Dies hat dann breitere
Probenzonen zur Folge, was die Auflosung zwischen zwei Peaks innerhalb eines
Chromatogramms verringert (Abb. 1.2, S. 14). Nur bei entsprechend kleinen Partikeln
kann auch bei hoheren Lineargeschwindigkeiten gearbeitet werden, ohne zuviel

Trennleistung durch die Bandenverbreiterung zu verlieren.
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2. Stationare Phasen

In der HPLC ist die Natur der stationdren Phase entscheidend fur die Trennung eines
Substanzgemisches. Auf dem Markt ist eine grof3e Anzahl an unterschiedlichen
Materialien erhéltlich. Allein in der Umkehrphasenchromatographie gibt es momentan
Uber 800 stationdre Phasen mit vielfaltigen Selektivitdten. Zusétzlich kann der
Anwender auch zwischen unterschiedlichen Tragermaterialien wahlen. Am weitesten
verbreitet sind stationare Phasen, die auf Kieselgel basieren, welches pords und
unpordés sein kann. Kieselgel zeichnet sich unter anderem durch eine hohe
mechanische Stabilitdt und gut kontrollierbare Partikel- und Porengréf3e aus. Neben
Kieselgel kénnen auch Zirkoniumdioxid, Aluminiumoxid wie auch Titandioxid in der
HPLC verwendet werden. Auch organische Polymere wie Polystyrol-Divinylbenzol
werden als Tragermaterial genutzt. In jungerer Zeit finden verstarkt so genannte
Monolithen Einsatz in der HPLC, auf die aber nicht ndher eingegangen werden soll.

Fur den Anwender besteht die grofRe Herausforderung, aus diesem mannigfaltigen Pool
an Fullmaterialien eine geeignete Saule fur sein Trennproblem zu finden. Prinzipiell
konnen stationaren Phasen fiur die HPLC nach der Art der chromatographischen
Oberflache unterteilt werden (Abb. 2.1).

Spezifische Oberflache
|

LSC
Oberflache
unbelegt modifiziert
Funktionelle Gruppen polar oder unpolar,
Alkylgru@ Eluent polar oder unpolar

Kationen- und

Anionen- I_Phew Cyanopropyl,

austauscher Amin, Diol
Normalphase Umkehrphase | h
polare stat. Phase Unpolare stat. Phase onenaustausch-, m-m-Wechsel- Normalphasen-
unpolarer Eluent polarer Eluent Igc;r;zrrllglromato- wirkungen chromatographie

Abb. 2.1 Grobe Einteilung kommerzieller stationarer Phasen fir die HPLC. LSC = Liquid Solid
Chromatography.
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In dieser Arbeit wurden auf porosem Kieselgel basierende stationdre Phasen
verwendet. Auf diese wird im Folgenden naher eingegangen.

2.1. Retentionsmechanismen

Einer chromatographischen Trennung in der HPLC kodnnen verschiedene
Retentionsmechanismen zugrundeliegen. Allgemein erfolgt eine Auftrennung einzelner
Probenbestandteile durch unterschiedliche starke Wechselwirkungen der Komponenten
mit der stationaren und mobilen Phase. Diese Wechselwirkungen kdnnen unter
anderem ionischer oder hydrophober Natur sein. Aber auch Adsorption,
GroRRenausschluss oder lonenausschluss konnen eine Rolle spielen. Meist liegt nicht
nur ein Mechanismus vor, der zur erfolgreichen Trennung eines Gemisches flhrt.
Dennoch dominiert in den meisten Fallen ein Retentionsmechanismus, welcher von der
Art der stationaren und mobilen Phase abhangig ist. In diesem Abschnitt wird daher auf
die in dieser Arbeit angewandten Retentionsmechanismen der lonenaustausch-,
Umkehrphasen- und Normalphasenchromatographie naher eingegangen.

2.1.1. lonenaustauschchromatographie

Tragermaterialien fir lonenaustauschtauscher sind meist modifizierte Kieselgele oder
Austauscherharze, die geladene Gruppen tragen. Dabei handelt es sich um ionische
oder ionisierbare Gruppen, die entweder positive oder negative Ladungen tragen
konnen. Je nach Art der vorliegenden Austauschfunktionen an der Oberflache der
stationaren Phase wird zwischen Anionen- und Kationenaustauscher unterschieden.
Abh&ngig von den Eigenschaften der vorliegenden Austauschfunktionen kann weiterhin
zwischen starken und schwachen lonenaustauschern unterschieden werden (Abb. 2.2).
Im Falle von schwachen lonenaustauschern hat der pH-Wert des verwendeten
Eluenten einen entscheidenden Einfluss auf die Anzahl und Art der vorliegenden
Ladung. Starke lonenaustauscher tragen meist starke Sauren oder Basen als
Austauschfunktion und sind daher kaum abhangig vom pH-Wert, da sie Uber einen
weiten pH-Bereich ionisiert vorliegen. Die funktionellen Gruppen eines starken
Anionenaustauschers liegen bei einem pH-Wert kleiner 10 vollstandig ionisiert vor, im
Falle eines starken Kationenaustauschers dagegen bei einem pH-Wert grofRer 2 (Abb.
2.2). Die geladene Austauschfunktion benotigt immer ein Gegenion auf Grund der
Elektroneutralitatsbedingung. Als Gegenion kann ein Eluent- oder Probenmolekil
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dienen. Liegen negativ ionisierbare Gruppen an der Oberflache vor, dient ein positiv
geladenes lon als Gegenion. In diesem Fall handelt es sich bei der stationaren Phase
um einen Kationenaustauscher.

stark saurer Kationenaustauscher

g basischer Anionenaustauscher

schwach saurer Kationenaustauscher

schwach basischer

Anionenaustauscher

Austauschkapazitat

| | 1 | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14

pH ————>

Abb. 2.2 Einteilung von lonenaustauschern in Abhéng igkeit vom pH-Wert.

Im Falle des lonenaustausches handelt es sich um einen stochiometrischen
Verdrangungsprozess. Eine hohe lonenstarke des Eluenten beschleunigt die
Verdrangung eines Analyten von der stationdren Phase. Daher erfolgt die Trennung
eines komplexen Probengemisches in der lonenaustauschchromatographie oft in einem
Salzgradienten. Eine lonenaustauscherphase enthalt neben den ionisierbaren Gruppen
meist auch hydrophobe Stellen an der Phasenoberflache. Daher koénnen die
Probenmolekiile neben dem lonenaustausch auch hydrophobe Wechselwirkungen mit
der stationdren Phase aufweisen. Durch Zugabe eines organischen Modifiers zum
Eluenten kdénnen diese hydrophoben Wechselwirkungen verringert bzw. unterdrickt
werden. Die Abhangigkeit der Retentionsfaktoren ausgewéhlter Analyten von der
lonenstarke des Eluenten bietet eine Mdglichkeit, Aussagen Uber die so genannte
Resthydrophobie der stationédren Phase zu treffen. Wenn der Retentionsfaktor dabei mit
sinkender reziproker lonenkonzentration des Eluenten linear abnimmt, liegt eindeutig
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lonenaustausch vor. Die Auftragung des Retentionsfaktors in Abhangigkeit der inversen
lonenkonzentration (1/c) des Eluenten lasst somit Aussagen Uber die Resthydrophobie
eines lonenaustauschers zu (Abb. 2.3). Im Falle einer Extrapolation dieser Auftragung
hin zu einer unendlichen Salzkonzentration wiirde diese im Punkt 1/c = 0 (siehe Abb.
2.3) liegen. Wenn lonenaustausch als einziger Retentionsmechanismus vorliegt, geht
der Verlauf der Gerade durch den Koordinatenursprung, da die Analyten bei einer
unendlich hohen Salzkonzentration vollstdndig von der stationaren Phase verdrangt
werden, ohne mit dieser Wechselwirkungen einzugehen. Dieser Effekt ist auch schon
bei hohen Salzkonzentrationen zu beobachten. In Abb. 2.3 sind zwei typische Kurven
fur eine Substanz A fir eine Sdule a und eine Saule b schematisch dargestellt. Der
Schnittpunkt mit der y-Achse bei 1/c = 0 liegt fur diese Substanz auf Saule a bei einem
hoheren k-Wert als auf Saule b. Demnach ist der Einfluss eines zweiten
Retentionsmechanismus auf der stationaren Phase A gréRer. Da es sich meist um
hydrophobe Wechselwirkungen handelt, ist es wahrscheinlich, dass Phase a

hydrophober ist als Phase b.

- A, stat. Phase a

A /
7
7
7
7
7

o i
£ / A, stat. Phase b
HCE / “-u“"‘
7 7 100 %
= / ,"‘“
= e lonenaustausch
c 7 e
-Iq—l) / (3 3d -
o/ Rt
0: o “"

inverse lonenstarke des Eluenten
1/c [L mol 1]

Abb. 2.3 Theoretische Darstellung der Abhangigkeit des Retentionsfaktors der Substanz A von
der inversen lonenstarke des Eluenten fur lonenaust  auscherphase a und b.

Weiterhin hat die vorliegende Ladung der Analyten einen entscheidenden Einfluss auf
das Elutionsverhalten. Prinzipiell —eluieren hoher geladene Analyten im
lonenaustauschmodus spater als einfach geladene. Organische lonen zeigen meist
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starkere hydrophobe Wechselwirkungen mit der stationaren Phase als anorganische
lonen. Die hydrophoben Wechselwirkungen kénnen durch organische Modifier im
Eluenten reduziert werden. Wenn die Retention dieser Analyten mit einer
Modifiererhdhung abnimmt, ist dies ein weiteres Indiz flir das Vorliegen von
hydrophoben Wechselwirkungen. An dieser Stelle soll nicht unerwahnt bleiben, dass
der Anteil an organischem Losemittel in der mobilen Phase nicht beliebig erhoht werden
kann. Die Salze des Eluenten sind im nicht-wassrigen Medium nicht unbegrenzt 16slich
und fallen ab einem bestimmten Organikgehalt aus.

Néhere Informationen zur lonenchromatographie konnen der weiterfihrenden Literatur

[16, 17] entnommen werden.

2.1.2. Umkehrphasenchromatographie (Reversed-Phase- Chromatographie, RPC)

Das am weitesten verbreitete Prinzip der HPLC ist die Umkehrphasenchromatographie
(RP-Chromatographie). Hier dienen meist modifizierte Kieselgele als stationdre Phasen.
Im Gegensatz zur Normalphasenchromatograpie (siehe Kapitel 2.1.3) liegt durch
chemische Modifizierung eine hydrophobe Kieselgeloberflache vor. Auf dem Markt gibt
es eine groRe Auswahl an RP-Materialien, deren Selektivitat sich teilweise stark
unterscheidet (Abb. 2.4). Fiur den Anwender besteht die Herausforderung, fir sein
Trennproblem die geeignete stationdre Phase zu finden. Dabei kdnnen
chromatographische Tests helfen. Auf Grund eines speziell ausgewéahlten
Probengemisches, bei dem die einzelnen Testsubstanzen als ,Sonden” fur bestimmte
Eigenschaften der stationaren Phasen dienen, ist es unter vorgegebenen
Eluentenbedingungen moglich, Aussagen dber zum Beispiel die molekulare
Formerkennung (shape selectivity) [18-20], Hydrophobie und die silanophile Aktivitat
der getesteten Phase zu treffen [21-26]. Am weitesten verbreitet sind die klassischen
Octadecylsilica-Phasen (Abb. 2.4 A), die so genannte ,C18-Borsten“ enthalten. Auf den
ersten entwickelten Octadecylsilica-Phasen zeigten die Chromatogrammpeaks
basischer Analyten eine starke Asymmetrie, was auf zusétzlichen Wechselwirkungen
mit nicht umgesetzten Silanolgruppen auf der Kieselgeloberflache beruhte. Aus
sterischen Griinden ist es nicht moglich, alle Silanolgruppen des Kieselgels mit C18-
Ketten zu belegen. Daher werden nach der Silanisierung der langeren Alkylketten
kleinere Alkylsilane auf die Kieselgeloberflache aufgebracht (Abb. 2.4 A). So sind die
meisten Silanolgruppen durch dieses so genannte Endcapping abgeschirmt. Diese
stationéren Phasen sind sehr gut fur die Trennung hydrophober Analyten geeignet. Um
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das Retentionsverhalten und die Peaksymmetrie polarer und basischer Analyten zu
verbessern, werden polare Gruppen in die Alkylkette (Abb. 2.4 C) oder ins Endcapping
(Abb. 2.4 B) eingebracht. Durch die Vielfalt an polaren Gruppen und Alkylketten sind
viele Variationen moglich, die wiederum Unterschiede in den Selektivitaten dieser

Phasen zur Folge haben.
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Abb. 2.4 Beispiele fur die Vielfalt der Oberflachen  modifikationen verschiedener Umkehrphasen.
(A) klassische C18-Phase, hydrophobe Octadecyl-Ketten mit Endcapping, (B) Octadecyl-Ketten mit
polarem Endcapping, (C) Shield-Phase, Octadecyl-Ketten mit eingebetteten polaren Gruppen,
klassisches Endcapping.
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In der Umkehrphasenchromatographie erfolgt die Trennung eines Substanzgemisches
vorwiegend auf Grund von hydrophoben Wechselwirkungen der Analyten mit der
stationdren Phase. Folglich besitzt ein unpolarer Eluent die héchste Elutionskratft,
Wasser dagegen besitzt die geringste Elutionskraft. Durch Abmischen eines
organischen und wassrigen Eluenten kann die Retention der Analyten eingestellt
werden, wobei auf die Mischbarkeit der beiden Eluentenbestandteile geachtet werden
muss. Am haufigsten werden Acetonitril bzw. Methanol als organischer Anteil des
Eluenten eingesetzt. Wie stark zum Beispiel hydrophobe Verbindungen auf Grund von
Wechselwirkungen in bzw. an der stationdren Phase zurtickgehalten werden, steht in
der Umkehrphasenchromatographie in einem engen Zusammenhang mit dem
Kohlenstoffgehalt der stationdren Phase. Je hoher dieser ist, umso spéater eluieren
hydrophobe Verbindungen. Durch diese Vielfalt der chemischen Modifikationen der

Kieselgeloberflache sind weitere retentionsbeeinflussende Faktoren maoglich.

2.1.3. Normalphasenchromatographie

Die Normalphasenchromatographie wird auch als Adsorptionschromatographie
bezeichnet. Im Gegensatz zur Umkehrphasenchromatographie ist hier die stationéare
Phase polar und die mobile Phase unpolar. Unmodifiziertes Kieselgel kann als
stationdre Phase dienen. Substanzgemische, die sich in der Position und Art der
funktionellen Gruppe unterscheiden, kénnen im Normalphasenmodus gut getrennt
werden. Prinzipiell lasst sich sagen, dass mit steigender Polaritat der funktionellen
Gruppen auch ihr Beitrag zur Retention steigt. Wie vorher schon erwahnt, dienen
unpolare Losungsmittel als mobile Phase. Nicht alle unpolaren Lésungsmittel sind UV-
durchlassig und daher auch nicht fur die HPLC geeignet, da die UV-Detektion die
bedeutendste in HPLC ist. Meist werden aliphatische Kohlenwasserstoffe verwendet.
Ein grol3es Problem der Normalphasenchromatographie ist Wasser, welches hier die
starkste Elutionskraft besitzt und sich in den Eluenten und auf der stationaren Phase
unkontrolliert, z.B. durch Luftfeuchtigkeit, anreichern kann. Somit fihren schon kleine
Anteile an Wasser zu groRen Anderungen in der Retention. Daher sollten mobile
Phasen sofern moglich immer mit Wasser gesattigt werden. Die Zugabe von polaren
organischen Solventien wie Beispiel Alkoholen oder Ethern erhoht die Elutionsstarke
des Eluenten und ist somit ein Optimierungsparameter in der Methodenentwicklung,
wobei die Mischbarkeit der Loésungsmittel den Spielraum einengt. Die
Normalphasenchromatographie findet heute nicht mehr viel Anwendung mit Ausnahme



Kapitel 1— Stationare Phasen und Retentionsmechanis men 29

von chiralen stationdren Phasen zur Enantiomerentrennung und praparativen

Trennungen.

2.2. Phasensynthese auf dem Tragermaterial Kieselge |

Das Gebiet der Phasensynthese [27] ist sehr umfangreich, daher soll in diesem
Abschnitt nur ein stark verkiirzter Uberblick gegeben werden.

Kieselgel kann  unmodifiziert —auch als  stationare Phase in  der
Normalphasenchromatographie genutzt werden. Heute jedoch findet chemisch
modifiziertes Kieselgel aus den in Kapitel 2.1.3 auf Seite 28 genannten Grinden die
haufigste Anwendung. Die Silanolgruppen sind schwache Sauren mit einem pk,-Wert
von 9,5 oder kleiner, die je nach pH-Wert protoniert oder deprotoniert vorliegen.
Kieselgel kann demnach auch als schwacher Kationenaustauscher agieren. Es kbnnen
unterschiedliche Arten von Silanolgruppen auftreten (Abb. 2.5), deren Eigenschaften
entscheidend fiir die chemische Modifizierung sind. Es befinden sich circa 8 pmol m™
Silanolgruppen an der Kieselgeloberflache, wovon circa 4,3 pmol m? isolierte und
3,7 umol m™ vicinale Silanolgruppen sind, wobei die isolierten deutlich reaktiver als die
vicinalen sind. Aus sterischen Grinden kann nur etwa die Halfte der Silanolgruppen mit

den Silanisierungsreagenzien umgesetzt werden.

Y, H\\ /H
OH @] @] 0
| | | HO OH N N 7
N N 7
Si Si Si Si S S
- |\ ~ |\ - |\ TN / .
isoliert vicinal geminal Siloxan-Bindung

Abb. 2.5 Mdgliche Arten von Silanolgruppen.

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, die Kieselgeloberflache zu modifizieren. Diese
Modifikationen sind entscheidend fur die Eigenschaften der stationédren Phase.

Eine typische Synthesemethode flr so genannte Burstenphasen ist die Silanisierung.
Dabei werden Alkylsilane (siehe Abb. 2.4 A, S. 27) mit reaktiven Gruppen (meist Chlor-
oder Alkoxysilane) Uber eine Silanisierungsreaktion an der Kieselgeloberflache (Abb.
2.6) verankert. Polare Gruppen im Endcapping oder in den Alkylketten beeinflussen das
Retentionsverhalten polarer Analyten (siehe Abb. 2.4 B und C, S. 27).
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Silanisierung mit Alkylsilan

S—oH " He— 07 T Nep, ﬂ ) CH.OH
- 3

Endcapping mit kleinem Silan

/CH3 /CH3
Si=OH + _HCO— Si =—CH, —>  Si —0 —Si—CH,
CH, CH,

Abb. 2.6 Schematische Darstellung der Modifikation der Kieselgeloberflache mittels Silanisierung
von Alkylsilanen.

Alternativ zur Burstenphase kdnnen polymerverkapselte Kieselgelphasen, so genannte
PolyEncap-Materialien, synthetisiert werden. Die Herstellung polymerverkapselter
Kieselgelphasen kann grob in zwei voneinander unabhangigen Synthesewegen
erfolgen. Zum einen kann die Polymerisation direkt an der Kieselgeloberflache erfolgen
(Abb. 2.7A). Dabei wird die Kieselgeloberflache zunachst mit einem Silan, welches eine
polymerisationsfahige Gruppe enthalt und als Ankergruppe wirkt, modifiziert (Abb.
2.7A, 1). Danach erfolgt die Polymerisation des gewtnschten Monomers an diesen
polymerisationsfahigen Gruppen des Ankers, die meist Doppelbindungen sind, direkt an
der modifizierten Kieselgeloberflache (Abb. 2.7A, 2). Die Ketten wachsen von der
Kieselgeloberflache weg, wobei je nach verwendeten Monomeren verzweigte oder
lineare Polymere entstehen kdnnen. Ein weiterer Syntheseweg ist die Verankerung von
Polymeren auf der Kieselgeloberflache (Abb. 2.7B). Hierbei ist entscheidend, dass die
Polymere mindestens eine silanisierungsfahige Gruppe enthalten, da die Verbindung
mit der Kieselgeloberflache auch hier tGber eine Silanisierungsreaktion erfolgt (Abb.
2.7B,2).
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Polymerisation an einer modifizierten Kieselgelober flache

Al A2 %
Kieselgeloberflache Polymerisation an
mit Ankergruppe der Ankergruppe

Silanisierung von Polymeren an der Kieselgeloberflac

B,1 B,2
<= 7&\,

—> /: \
M
Kieselgeloberflache Aufsilanisierung der
mit Silanolgruppen Polymere

Abb. 2.7 Schematische Darstellung der Polymerisatio  n direkt an der modifizierten
Kieselgeloberflache (A) und Aufsilanisierung von Po lymeren mit Ankergruppe (B).

Das Ummanteln (engl. Coating) der Kieselgelteilchen mit Polymeren ist eine weitere
Moglichkeit der Modifikation. Da es sich hierbei nicht um Silanisierungsreaktionen
handelt, ist das Coaten unabhangig von der Anzahl Silanolgruppen an der
Kieselgeloberflache. Uber elektrostatische und polare Wechselwirkungen lagern sich
die Polymere an der Kieselgeloberflache an. Dies setzt voraus, dass die verwendeten
Polymere polare oder ionische Eigenschaften aufweisen. Zwischen freien Polymeren in
Losung und adsorbierten Polymeren an der Kieselgeloberflache stellt sich tber einen
bestimmten Zeitraum ein Adsorptionsgleichgewicht ein. Dabei kénnen sowohl
monomolekulare Schichten (Monolayer) als auch Mehrschichtadsorptionen (Polylayer)
auftreten. Durch Waschprozesse kénnen die Polylayer bis hin zu einer Monolayer
abgewaschen werden. Um dies zu verhindern, werden haufig Quervernetzer eingesetzt.
Dabei handelt es sich um bifunktionale Molekille, die die einzelnen Polymerketten
zusatzlich zu Netzen verknupfen. Auf Grund der Schichtdicken der Multilayer kdnnen
bei pordsen Kieselgelen die Poren stark verkleinert bzw. ganz verschlossen werden.
Dies hat einen entscheidenden Einfluss auf die chromatographischen Eigenschaften
der stationaren Phase, insbesondere den Massentransport.
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3. Strukturaufklarung mit Hilfe der Massenspektrome trie

Es wurden in diesem Abschnitt Grundlagen zusammengefasst, die zum Verstandnis
dieser Arbeit notig sind. Fir nahere Informationen wird die weiterfihrende Literatur
empfohlen [28-34].

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Detektions- bzw. Analysenmethode, die
Informationen Uber die Masse der Analyten und zum Teil auch tber den Molekilaufbau
liefern kann. Eine zentrale Bedeutung hat die MS in der Bioanalytik erlangt, um
Informationen Uber die Molekilzusammensetzung, z.B. die Aminosauresequenz von
Peptiden zu erhalten. Uber die genauen Massen und die Identifizierung der
Aminosauresequenz der Peptide mittels Fragmentierungen kénnen diese mit Hilfe von
Datenbanken bestimmten Proteinen eindeutig zugeordnet werden. Im Bereich der
Proteomics ist die Massenspektrometrie daher eine weit verbreitete Methode, um
Proteinidentifizierungen und -charakterisierungen durchzufihren. Aber auch bei
klassischen analytischen Fragestellungen, z. B. in der Pharma- oder Umweltanalytik,
setzt sich diese Detektionstechnik rasant durch.

Fur die Strukturaufklarung niedermolekularer organischer Verbindungen mit HPLC-MS
stehen im Gegensatz zur GC-MS meist keine Datenbanken zur Verfligung. Uber
Fragmentierungsspektren ist es haufig nicht moglich, die rdumliche Anordnung der
einzelnen funktionellen Gruppen bzw. Fragmente im Molekilgerist genau zu
bestimmen. Daher kdénnen mit Hilfe der Massenspektrometrie im Falle
niedermolekularer Verbindungen haufig nur mdgliche Strukturvorschlage unterbreitet
werden. Um eine eindeutige Strukturzuordnung treffen zu kdnnen, sind noch weitere
Analysentechniken wie die NMR-Spektroskopie notwendig. Eine endgtiltige Bestatigung
solcher Strukturvorschlage kann jedoch erst durch eine unabhangige Synthese und den
Vergleich mit den vorliegenden Messdaten erfolgen.

In dieser Arbeit wurde die HPLC mit der lonenfallen- und Flugzeitmassenspektrometrie
gekoppelt, um Strukturvorschlage fur Abbauprodukte synthetischer Schilddriisen-
homone mit molaren Massen zwischen 300 und 1500 g mol™ zu unterbreiten. Dabei
wurden auch Versuche mit verschiedenen lonisierungstechniken durchgefihrt.
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3.1. lonisierungstechniken und Interfaces

Um Substanzen im Massenspektrometer detektieren zu koénnen, muissen diese
ionisierbar sein und in die Gasphase Uberfuhrt werden kdnnen. Ist dies nicht der Fall,
konnen diese Substanzen im Massenspektrometer nicht detektiert werden.

Es gibt zahlreiche lonisierungsmethoden, die sich unter anderem in der Ladungs- bzw.
Energietbertragung und damit im Ausmal} der chemischen Zerstérung der Analyten
unterscheiden. In dieser Arbeit wurden die chemische lonisierung bei atmospharischem
Druck (APCI, atmospheric pressure chemical ionization) und die Elektrospray-
lonisierung (ESI) angewandt.

Das Prinzip der chemischen lonisierung unter Atmospharendruck basiert auf der
pneumatischen Zerstaubung und thermischen Verdampfung des Eluenten. In Abb. 3.1
ist eine APCI-Quelle schematisch abgebildet.

Zerstaubergas

Heizung 0 00000 0

—» MS

Corona-
HPLC-Eluent Nadel

1-5 kV
Abb. 3.1 Schematische Darstellung einer Quelle fur  die chemische lonisierung unter
atmosphéarischem Druck (APCI, atmospheric pressure ¢ hemical ionization).

Der Eluent bzw. die Analytlosung wird durch eine Kapillare in ein beheizbares
Keramikrohr geleitet. Durch das Zerstaubergas (Stickstoff) entsteht ein Spray. Auf
Grund der hohen Temperaturen (200 bis 400 C) im Ke ramikrohr verdampft das
Losungsmittel. Durch den Kontakt mit einer spitzen Elektrode, der so genannten
Coronanadel, an der eine Hochspannung von bis zu funf Kilovolt anliegt, entsteht durch
Coronaentladung aus dem Lodsemitteldampf ein Reaktandgas (Abb. 3.2). Dieses
Plasma wird durch Elektronen aus der Corona-Entladung an der Nadel gebildet und
setzt sich zunachst aus ionisierten Eluentmolekilen zusammen. Diese Ubertragen die
Ladung auf die Analytmolekile, welche dann spater detektiert werden kénnen, wodurch
es auch zu Fragmentierungen der Analyten kommen kann.
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Die Anwesenheit von Losemittelmolekilen ist fur die chemische lonisierung notwendig.
So ist diese Methode auch fiir hthere Flussraten (von 0,1 bis 2 mL min™) anwendbar,

was die Kopplung mit der HPLC erleichtert.

N,+e” - N} +2e”
N;" +2N, - N;" +N,
€ | e Ny +H0 - H,0" +2N,

H,0" +H,0 - H,0" +HO’

H,0" +H,0 +N, - [H,0"(H,0),] + N,

Coronanadel
1-5 kv

Abb. 3.2 Darstellung der Bildung reaktiver Spezies durch eine Korona-Entladung (APCI).

Eine schonendere lonisierungsmethode ist die Elektrospray-lonisierung (Abb. 3.3).
Auch hier werden die lonen unter Atmospharendruck erzeugt. Die Lésung wird durch
eine Stahlkapillare gefuhrt, an der eine Spannung im Kilovoltbereich anliegt. Durch
Elektrolyse wird die Uberschussladung in Form von Protonen auf die Analytmolekiile
Ubertragen. Das Anliegen einer positiven oder negativen Spannung entscheidet
dariiber, ob die Analyten protoniert oder deprotoniert vorliegen. Durch ein
Zerstdubergas kann die Losung zusatzlich fein verspriht werden, und an der
Kapillarspitze bildet sich auf Grund von Ladungsabstol3ungen ein Taylorkonus aus. Es
entstehen kleine Tropfchen die ein feines Spray bilden. Durch das Verdampfen von
Losungsmittelmolekilen verkleinern sich die Tropfchen, bis es auf Grund von
LadungsabstoBung zu Coulomb'schen Explosionen kommt, bei der das
Solvenstrépfchen durch die elektrostatische Abstol3ung gleichartige Ladungstrager an
der Tropfenoberflache zerplatzt. Dieser Prozess lauft fortwahrend ab, bis hin zu
einzelnen desolvatisierten, geladenen Analytmolekilen in der Gasphase.



Kapitel 1 — Strukturaufklarung mit HPLC-MS 35

Gegen-
Stahlkapillare auf Hochspannung elektrode

Taylor Konus

Probel6sung ,
e —- Elektrospray — MS

Abb. 3.3 Schematische Darstellung des Prinzips der Elektrospray-lonisierung (ESI).

Durch diese lonisierungsmethode kdnnen vor allem auch Makromolekile, wie zum
Beispiel Proteine, ohne Fragmentierungsreaktionen wahrend der lonisierung detektiert
werden. Da der pneumatisch unterstitzte ESI-Prozess optimal bei recht niedrigen
Flussraten (bis zu 10 pL min') ablauft, sollten moglichst Saulen mit Innendurchmessern
von 1 oder 2 mm oder gar Kapillarsdulen verwendet werden. Dennoch sollte nicht
unerwéahnt bleiben, dass hier im Gegensatz zur APCI meist der HPLC-Fluss vor dem
Massenspektrometer gesplittet werden muss.

3.2. Grundlagen der lonenfallen- und Flugzeitmassen  spektrometrie

In dieser Arbeit wurde mit zwei unterschiedlichen Massenanalysatoren gearbeitet.
Diese sollen nun naher erlautert werden. Der Vollstandigkeit halber muss an dieser
Stelle erwdhnt werden, dass die lonisationstechniken unabhangig von den
Massenanalysatoren sind und je nach Geratehersteller beliebig mit verschiedenen
lonisationsquellen kombiniert werden kdnnen. So kénnen beispielsweise APCI- und
ESI-Quellen beliebig mit lonenfallen- oder Flugzeitmassenspektrometern kombiniert
werden, wenn das Design der Geréate dies erlaubt.

Es wurde zum einen ein Quadrupol-lonenfallenmassenspektrometer (QIT, engl.
quadrupole ion trap) verwendet (Abb. 3.4). Uber eine Transferkapillare gelangen hier
die geladenen Analytmolekille von der Sprayquelle in den lonentransferbereich, wo
Vorvakuum herrscht. Durch Quadrupole oder Octapole wie auch elektrische Linsen
werden die lonen fokussiert. Uber den so genannten Skimmer, eine konische, gelochte
Elektrode, gelangen die lonen dann in den Hochvakuumbereich und dort in die
lonenfalle, welche aus einer Ringelektrode mit zwei Endkappen besteht. Die Falle ist
mit einem inerten Stol3gas (meist Argon oder Helium) gefullt, welches zum einem durch
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Kollisionen die eintretenden lonen abbremst und zum anderen der Partner fur gezielte
Fragmentierungsreaktionen ist. Durch das Anlegen von Wechselfeldern an den
Elektroden der Falle werden die lonen angeregt, verlassen bei spezifischen Frequenzen
getrennt nach dem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis die Falle und werden detektiert. Das
Fullen und Leeren der Falle erfolgt im Millisekundenbereich, was zu hohen
Scangeschwindigkeiten von einem bis zehn Spektren pro Sekunde fihrt. Quadrupol-
lonenfallenmassenspektrometer besitzen typischerweise eine Massengenauigkeit bis

zu 100 ppm.
lonen- lonen- | lonen- | lonen- l
quelle transfer falle detektor
L
I i ) N g ) -
— s = /Gt =1 e
- %
Ringelektrode
Abb. 3.4 Schematische Darstellung eines Quadrupol-l  onenfallenmassenspektrometers.

Fur die Bestimmung exakter Massen werden meist Flugzeitmassenspektrometer (TOF,
engl. time of flight) eingesetzt (Abb. 3.5). Auch hier gelangen die lonen von der
Sprayquelle Uber eine Transferkapillare in den Vorvakuumbereich der Transferoptik.
Hier erfolgt wiederum durch Linsen, Skimmer und Octapole die Bundelung der lonen.
Im Flugrohr herrscht Hochvakuum. Wenn die lonen ins Flugrohr gelangen werden sie
durch einen Impuls (orthogonaler Pulser) ins Flugrohr beschleunigt, am Reflektor
reflektiert und am Detektor nach Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) getrennt detektiert.
Durch den Reflektor ist die Wegstrecke, die die geladenen Analyten zurlcklegen
missen, langer und es kann eine bessere Auftrennung nach m/z erreicht werden.
Zudem Kkorrigiert der Reflektor eventuelle Unscharfen in der kinetischen Energie der
fliegenden Molekilionen und tragt somit zur hohen Genauigkeit (bis zu 10 ppm genau)
der Messung bei. Wenn lonen gleichen m/z-Verhaltnises unterschiedlich schnell fliegen,
tauchen die schnelleren tiefer in den Reflektor ein. Dadurch haben alle lonen des
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gleichen m/z-Verhéltnises beim Verlassen des Reflektors auch die gleiche
Geschwindigkeit und werden auf den Detektor fokussiert.

So konnen hohere Auflosungen und genauer detektierte m/z-Verhéltnise erreicht
werden. Letzteres kann bis auf fiunf Nachkommastellen genau erfolgen. Mit einer
hinreichend genauen Massenmessung im unteren ppm-Bereich kann dadurch eine
Summenformel ermittelt werden, die fur kleine Molekiile sogar eindeutig sein kann.

Reflektor

orthogonaler \
Pulser \

Er—— f’CE%ﬂ A=

[~ Detektor

|

lonenquelle mit ,
Transferkapillare Transferoptik Flugrohr

Abb. 3.5 Schematische Darstellung eines Flugzeitmas  senspektrometers.

Durch die hohe Auflésung konnen Isotopenmuster der Analyten genauer bestimmt
werden. In einem lonenfallenmassenspektrometer werden zum Beispiel die
Isotopenpeaks dreifach-geladener lonen nicht mehr eindeutig getrennt detektiert und

erscheinen als ein breiter Peak im Massenspektrum (Abb. 3.6), was eine Identifizierung
erschwert.
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geringe Auflésung

geringe Auflosung zweifach geladene Spezies

einfach geladene Spezies

hohe Auflosung
zweifach geladene Spezies

hohe Auflésung
einfach geladene Spezies

],

Abb. 3.6 Schematische Darstellung der Auflésung von Isotopenpeaks im Massenspektrum mit
hoher Auflésung (unten) und geringer Auflosung (obe n)

3.3. Kopplung der analytischen HPLC mit der Massens  pektrometrie

Unbekannte komplexe Probengemische kénnen mit der Massenspektrometrie nicht
aufgetrennt werden. Wenn zu viele Analyten gleichzeitig im Massenspektrometer
detektiert werden, ist eine Zuordnung nahezu unmdglich. Daher wird eine Trenntechnik
wie GC, HPLC oder Kapillarelektrophorese der massenspektrometrischen Detektion
vorgeschaltet, was auch einen zusatzlichen Informationsgewinn auf Grund des
Retentions- bzw. Migrationsverhalten erbringt. In dieser Arbeit wurden die komplexen
Probengemische mittels RP-HPLC chromatographisch aufgetrennt, wobei das
Trennsystem direkt mit dem Massenspektrometer gekoppelt wurde (siehe Abschnitt 3.1,
S. 33). Die Kopplung der HPLC mit der massenspektrometrischen Detektion stellt aber
auch Anforderungen an das Trennsystem.

Die Auswahl an Eluentenzusatzen ist fur die HPLC begrenzt, wenn diese mit der
Massenspektrometrie gekoppelt werden soll. Viele Salze eignen sich kaum als
Eluentadditiv, da sie schwer flichtig sind und neben einer Unterdriickung der
lonenbildung das Massenspektrometer stark verschmutzen. Um geladene Analyten zu
erzeugen, werden dem Eluenten leichtflichtige Modifier wie organische Sauren und
Amine zugegeben, die aber auch einen grof3en Einfluss auf die chromatographische

Trennung haben. Es sollte ebenfalls nicht auRer Acht gelassen werden, dass nicht alle



Kapitel 1 — Strukturaufklarung mit HPLC-MS 39

Analyten ionisierbar sind und daher nicht im Massenspektrometer, daflr aber in
herkdbmmlichen UV-Detektoren detektiert werden konnen. Umgekehrt koénnen
Substanzen im Massenspektrometer detektiert werden, die nicht UV-aktiv sind. Daher
konnen Massenspektrometer ebenso wenig als universaler Detektor eingesetzt werden
wie der UV-Detektor auch.

In der analytischen HPLC werden meist, je nach Saulendimension, Flussraten zwischen
50 uL min™ und 2 mL min™® angewandt. Je nach lonisierungstechnik (Kapitel 3.1, S. 33)
ist es notwendig, die Flussraten ins Massenspektrometer zu verringern. Daflr gibt es
Splitsysteme (Abb. 3.7), die direkt nach der HPLC-Pumpe den Primérfluss, der an der
Pumpe eingestellt wird, so aufteilen, dass Uber die HPLC-Saule der gewinschte
reduzierte Fluss fliel3t. Diese Splitsysteme kdnnen aber auch zum Splitten des Flusses
zwischen Analytsaule und Massenspektrometer eingesetzt werden.

Restriktor- - regulierter Fluss

kapillare 1

Primarfluss

Fluss durch

Restriktorkapillare 2 Restriktorkapillare

* konstanter regulierter Fluss

b T-Stick ‘\ Flusssensor

variabler

Primarfluss
i Restriktor

Fluss durch den
Restriktor

Abb. 3.7 Passives (a) und elektronisch reguliertes (b) Splitsystem.



Kapitel 1 — Strukturaufklarung mit HPLC-MS 40

Das passive Splitsystem (Abb. 3.7a) ist apparativ sehr einfach zu verwirklichen. Uber
ein T-Stuck werden die Zuleitung des Primarflusses sowie die Restriktorkapillaren 1 und
2 miteinander verbunden. Uber den Durchmesser und die Lange beider
Restriktorkapillaren wird der Fluss durch die resultierenden Unterschiede des
Druckabfalls beider Kapillaren im Verhaltnis der beiden Kapillardimensionen geteilt. In
Abb. 3.7a wird der Volumenfluss der Kapillare 1 tGber die Lange der Restriktorkapillare 2
eingestellt (Formel 16).

Formel 16 Berechnung des Splitverhaltnisses eines p  assiven Flusssplits

4

S _(n) L

s ) L

Si: Fluss Uber Restriktorkapillare 1

S,: Fluss Uber Restriktorkapillare 2

ri: innerer Radius der Restriktorkapillare 1
r,: innerer Radius der Restriktorkapillare 2
L,: Lange der der Restriktorkapillare 1

L,: Lange der der Restriktorkapillare 2

Ein Zuschneiden von Restriktorkapillaren ist bei einem elektronisch regulierten
Splitsystem (Abb. 3.7b) nicht notwendig. Auch hier werden zwei Kapillaren mit der
Primarflusskapillare tber ein T-Stlck verbunden. Der Unterschied besteht im variablen
Restriktor, der den Gegendruck der Restriktorkapillare variieren kann. Dieser
Gegendruck wird so eingestellt, dass der Gber den Flusssensor gemessene Saulenfluss
konstant bleibt.

Neben diesen Dingen bleibt anzumerken, dass eine Verringerung des Saulenflusses
auf MS-kompatible Dimensionen nur unter gleichzeitiger Miniaturisierung der

Trennsaule ohne Trennleistungsverlust zu verwirklichen ist.

3.4. Strukturaufklarung niedermolekularer Verbindun gen mittels
exakter Massen

Auch dieser Abschnitt soll die wichtigsten Fakten aus der weiterfiihrenden Literatur [35,
36] fur die Problemstellung diese Arbeit zusammenfassen.

Die Aminosduresequenzen von Peptiden kdénnen mittels Fragmentierungen in der
lonenfallenmassenspektrometrie aufgeklart werden. Die planare Peptidbindung
zwischen den einzelnen Aminosauren wird durch gezielte Fragmentierung gebrochen.
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Uber die bestimmte Masse und Ladung der einzelnen Fragmente konnen diese
eindeutig den entsprechenden Aminosauren zugeordnet werden. Durch gezielte
Abspaltung kann die Aminosduresequenz der Peptide bestimmt werden. Durch einen
Abgleich mit Datenbanken kénnen die identifizierten Peptiden auch den
entsprechenden Proteinen zugeordnet werden. Hierin liegt ein groRer Vorteil der
biologischen Molekile, da Proteine, abgesehen von einzelnen
Seitenkettenmodifizierungen, nur aus 20 Aminosauren bestehen. So ist die Anzahl
maoglicher Kombinationen zwar sehr grof3, aber durch die Ruckfihrung auf diesen
begrenzten Baustein-Pool gut automatisierbar durch Computer losbar.

Fur die Identifizierung niedermolekularer organischer Verbindungen mit molaren
Massen unter 1000 g mol* aus HPLC-MS-Experimenten stehen meist keine Daten-
banken zur Verfligung. Zusatzlich sind die Molekule variantenreicher aufgebaut, und die
Bindungen innerhalb des Molekiils werden durch die Fragmentierung nicht so typisch
gebrochen wie im Falle der Peptidbindung. Dadurch kann nicht eindeutig festgestellt
werden, wo genau das Fragment im Molekdl positioniert war. Isomere mussen vor der
massenspektrometrischen Detektion chromatographisch getrennt werden, da sie sich
nur in der Position eines Atoms oder einer funktionellen Gruppe unterscheiden und
somit die gleiche Masse wie auch fast immer identische Fragmentierungsspektren
aufweisen. So ist es mit Hilfe der Massenspektrometrie nur méglich, Strukturvorschlage
zu unterbreiten, da die raumliche Anordnung bestimmter Strukturelemente, wie Atome
oder funktionelle Gruppen im Molekil, mit dieser Methode nicht eindeutig bestimmt
werden konnen. Mit einem lonenfallenmassenspektrometer kdnnen  zwar
Fragmentierungsreaktionen untersucht werden, aber die gemessenen Massen sind nur
100 ppm genau.

Wie vorher schon erwahnt, kénnen mit Hilfe der Flugzeitmassenspektrometrie
Isotopenverteilungen der Analyten und exakte Massen bis zu 10 ppm genau ermittelt
werden.

Die Isotopenverteilung der Analyten in den Massenspektren hangt vom der
Molekiilaufbau ab. Zum Beispiel ist die Anzahl der natiirlich vorkommenden **C-Isotope
in einem Molektl entscheidend fur die Signalhdhe des zweiten Isotopenpeaks. Atome,
die keine nattrlich vorkommenden Isotope besitzen, liefern auch keinen Beitrag zur
Isotopenverteilung, sondern nur zum monoisotopischen Peak. Mit Hilfe der exakten
Masse und der Isotopenverteilung kann die atomare Zusammensetzung des

detektierten Molekduls, also die Summenformel, ermittelt werden. Dies wird heute durch
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geeignete Software unterstitzt. Mittels der Summenformel kénnen aber noch keine
eindeutigen Aussagen uber die vorliegende Struktur getroffen werden. Wenn es sich im
Falle der unbekannten Analyten um Abbauprodukte oder Synthesenebenprodukte
bekannter Substanzen handelt, kann die unbekannte Struktur aus bekannten
Substanzen und denkbaren chemischen Reaktionen abgeleitet werden. Denkbare
Abbauprodukte unterscheiden sich meist nicht sehr stark von den Hauptsubstanzen. In
vielen Fallen treten Verdnderungen in Seitenketten oder Abspaltungen bestimmter
Molekulgruppen auf. Wenn die Struktur der Ausgangssubstanz bekannt ist, konnen
durch Uberlegungen Vorschlage fur mogliche Molekilstrukturen unterbreitet werden.
Von diesen Strukturvorschlagen wird die theoretische exakte Masse berechnet und mit
der gemessenen Masse verglichen. Je kleiner die Differenz zwischen gemessener und
theoretisch berechneter Masse ist, umso wahrscheinlicher ist die vorgeschlagene
Struktur. Mit Hilfe von geeigneten Computerprogrammen kann die theoretische
Isotopenverteilung einer vorgeschlagenen Substanz berechnet und mit dem
gemessenen Isotopenmuster verglichen werden. Nichtsdestotrotz kénnen auch hier
keine eindeutigen Aussagen Uber Positionen bestimmter Gruppen oder Atomen im
Molekul getroffen werden. In solchen Fallen ist es immer nétig die Strukturen durch
deren Synthese und weitere strukturaufklarende Analysen (z.B. NMR-Spektroskopie) zu
bestatigen.

Um Summenformeln aus Massenspektren abzuleiten, kdnnen einige Regeln hilfreich
sein. Zunachst ist wichtig, dass fur eine gemessene akkurate Masse nur eine endliche
Anzahl an Elementkombinationen madglich ist. Je groRBer die Masse, umso mehr
Kombinationsmdglichkeiten gibt es. Weiterhin kann die Stickstoffregel angewandt
werden. Wenn die Molekilmasse gerade ist, weist das Molekul kein oder eine gerade
Anzahl an Stickstoffatomen auf. Bei einer ungeraden Anzahl von Stickstoffatomen wird
ungerade Molekilmasse gemessen. Die so genannte Doppelbindungsregel spiegelt
den Grad der Ungesattigtheit einer organischen Verbindung wieder. Die
Doppelbindungséaquivalente entsprechen der Anzahl an TteBindungen bzw. Ringen
innerhalb eines Molekils und kénnen aus der Summenformel berechnet werden. So
kann allein aus der Bestimmung der exakten Masse und Isotopenverteilung eine
Vielzahl an Informationsbausteinen abgeleitet werden, die schlie3lich zu einem
Strukturvorschlag zusammengesetzt werden mussen. In  Kapitel 3, das die
Strukturidentifizierung erlautert, wird néher auf diese einzelnen Regeln eingegangen
(Abschnitt 6.1, S. 128).
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1. Literaturtberblick

Im Rahmen dieses Kapitels soll ein Anionenaustauscher auf Basis von Polyethylenimin
(PEI) auf pordsem Kieselgel als stationdre Phase fur die HPLC entwickelt werden.
Polyethylenimin-Anionenaustauscher wurden bisher hauptsachlich fur die Protein- und
Oligonukleotid-Analytik eingesetzt. Daher lag in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf der
Synthese eines auf Polyethylenimin basierenden Anionenaustauschers fir die Analytik
niedermolekularer Verbindungen.

Polyethylenimin ist ein Polymer mit einer hohen Dichte an basischen Aminofunktionen
und kann daher auch je nach pH-Wert als Polykation bezeichnet werden. Industriell
werden diese Polymere unter anderem in der Papier- und Zigarettenindustrie eingesetzt
[37-40].

Uber einen weiten pH-Bereich sind die vorliegenden Aminofunktionen des
Polyethylenimins protoniert (Abb. 1.1). Daher wirkt es auch als schwacher
Anionenaustauscher und ist als stationdare Phase in der lonenaustausch-
chromatographie geeignet.
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Abb. 1.1 Verlauf der pH-Werte wahrend der Titration  von freiem linearen Polyethylenimin
[PEI]=0,421 eq/L; [NaCl]=1 mol/L. (untere Kurve) oh ne Zusatz von Salz; (obere Kurve) mit Zusatz
von Salz [Steffen Traser, Dissertation TU Darmstadt, 2005]

In dieser Arbeit wurde ein Anionenaustauscher durch Ummanteln (engl. Coaten) von
porosen Kieselgelteilchen mit Polyethylenimin synthetisiert. Zur Stabilisation des
Coatings werden die Polymere an der Kieselgeloberflache mit einem bifunktionellen
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Epoxid (hier: Ethandioldiglycidylether, EDGE) quervernetzt. Diese Entwicklung eines
Polyethylenimin-Anionenaustauschers ist seit langerem bekannt. Erste Arbeiten mit
Polyethylenimin-Cellulose als stationdre Phase in der Dunnschichtchromatographie
wurden bereits 1964 von Randerath [41, 42] verdffentlicht. Alpert und Regnier [1]
entwickelten 1979 eine Synthese, die apparativ sehr simpel gehalten wurde.
Polyethylenimin als stationare Phase wurde von ihnen fur Protein-Trennungen in der
HPLC eingesetzt. Die einfache Handhabbarkeit ermdglichte die Variation zahlreicher
Einflussgré3en. Unter anderem wurde der Einfluss auf das Retentionsverhalten und die
Kapazitat verschiedener Teilchendurchmesser, Porengréf3en, Polymerkettenlangen und
Quervernetzern untersucht [43]. Regnier et al. [44, 45] zeigten, dass Polyethylenimin-
Phasen auch fir die Oligonukleotidanalytik geeignet sind. In einer spateren Arbeit [46]
wurden Versuche zur Epoxidderivatisierung des quervernetzen Polyethylenimins
durchgefthrt. Jilge et al. [47] konnten die Synthese auf unpordse 2,1 pm-Kieselgele
Ubertragen. Durch eine Quarternisierung der Aminofunktionen war es maglich, Proteine,
wie auch Nukleotide erfolgreich zu trennen. 1987 Ubertrugen Rounds, Rounds und
Regnier diese Coating-Methode auf Polystyrol-Divinylbenzol-Teilchen [48], welches vor
der Adsorption von Polyethylenimin sulfoniert wurde. McNeff, Zhao und Carr [49]
brachten Polyethylenimin auf Zirkoniumdioxid mit der Adsorptionsmethode von Alpert
und Regnier und einer Evaporationsmethode auf. Es konnte von lhnen gezeigt werden,
dass sich die auf Zirkoniumdioxid synthetisierten Phasen auch fir kleine Molekile wie
Nitrit, Nitrat und Benzoesaurederivate eignen [49, 50]. 1983 wurden von Lawson et al.
[51] bereits mit Kieselgel gepackte Séaulen ,in situ® mit Polyethylenimin gecoatet und
danach quervernetzt. Dieses Verfahren konnte erfolgreich umgesetzt werden, wurde
aber von den Autoren als sehr kostenintensiv eingestuft. Polyethylenimin wird unter
anderem auch in der Chromatographie mit Gberkritischen Fluiden [52] wie auch in der
Dunnschichtchromatographie [53] eingesetzt.
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2. Experimenteller Tell

2.1. Gerate und Instrumente

Die einzelnen HPLC-Trennungen wurden zum einem auf zwei isokratischen, einem
Niederdruck- und einem Hochdruckgradientensystem realisiert.

Es wurde ein binares Hochdruckgradientensystem HP1100 von Agilent, bestehend aus
einer Pumpe G1312A, einem Entgaser G1322A, einem Festwellenlangendetektor
G1314A mit Semi-Micro-Cell (5 pL Zellvolumen) und einem Autosampler G1313A bzw.
einem manuellen Injektionsventii 7125 von Rheodyne verwendet. Als
Steuerungssoftware und zur Datenauswertung wurde Chromeleon™ der Version 6.70
eingesetzt. Als Niederdruckgradientensystem wurde eine Alliance 2695 der Firma
Waters mit einem Diodenarray-Detektor DAD 996 vewendet. Als Steuerungssoftware
und zur Datenauswertung wurde Empower™ 2 genutzt.

Bei beiden eingesetzten isokratischen Systemen handelt es sich um Bischoff 2200-
Pumpen. Die Datenaufzeichnung mit einem Detektor der Firma Knauer und einer
140 nL-Zelle sind mit der Software HP Chemstation Rev. A. 05.02 [273] von Agilent
Uber einen AD-Wandler HP Interface 35900E aufgezeichnet worden. Fur die Messung
der Durchbruchskurven wurden ein manuelles Umschaltventil Niederdruck-6-Wege-
5012 wund ein Injektionsventii 7125 von Rheodyne verwendet. Fur die
Packungscharakterisierung und Normalphasenchromatographie  wurde ein
Injektionsventil 7125 von Rheodyne eingesetzt. Die Datenauswertung wurde mit
Chemstation Version Rev. A. 05.02 durchgefihrt.

Der pH-Wert wurde mit einem pH-Meter WTW, Microprocessor pH Meter / pH 537
Uberpruft.

Fur die Synthesen wurde ein Flaschenschittler KS 130 basic, IKA eingesetzt. Die
HPLC-Séaulen wurden mit einer Wellchrom Pneumatic Pump K-1900 von Knauer und

einer Air driven fluid pump der Firma Haskel gepackt.
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2.2. Verwendete Chemikalien

Verwendetes Methanol (gradient grade) und Isopropanol (gradient grade) waren von
VWR™ Prolabo, Acetonitril (gradient grade) und n-Hexan (gradient grade) von Sigma-
Aldrich. Bei Fluka wurden Natriumdihydrogenphosphat (p.a.), Natriumnitrat (p.a.),
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) (purum 99 %), und Ethylenglycoldiglycidylether
(EDGE) (techn., ~50 % (GC)) bestellt. Salzsaure (37 %-ig) wurde bei Fisher Scientific
bestellt, Ameisensaure 98-99 % und Essigsdaure Suprapur® 100 % bei Merck. Von
Grusing waren Natriumhydroxid (p.a.) und Natriumchlorid 99,5 %. Polyethylenimin 99 %
(PEI-6, M = 600 g mol™) wurde bei Polyscience Inc. bestellt. Ethylacetat (Analyzed®
Reagent) wurde bei Baker und Tetrachlorkohlenstoff (puriss p.a.) bei Riedel-de Haén
bestellt. Entionisiertes Wasser wurde einer Reinst-Wasseranlage der Firma Elga, Model
Pure Lab Genetic Ultra entnommen.

2.3. verwendete Saulenhardware und Kieselgel-Trager material

Alle verwendeten Tragermaterialien waren ProntoSIL-Kieselgele von Bischoff
Analysentechnik und —gerdte GmbH. Die Synthesestrategien wurden auf
ProntoSIL-5 pm-120 A, Batch: 00/B0 302, ausgearbeitet. Die dafur verwendete
Saulendimension war 125 x 2,0 mm i.D. Das Upscaling wurde auf
ProntoSIL-5 um-120 A, Batch: 1532, in Saulendimensionen von 125 x 2,0 mm i.D. bzw.
100 x 2,0 mm i.D. durchgefihrt. Der Einfluss unterschiedlicher Porengrof3en wurde auf
ProntoSIL-10 pm-120 A, Batch: 1247, und ProntoSIL-10 pnm-100 A, Batch: 1457, mit
Saulen der Dimension von 50 x 2,0 mm i.D. untersucht. Die Applikationen wurden auf
S&ulen der Dimension 150 x 4,6 mm i.D. entwickelt.

2.4. Phasensynthese

Die entsprechende Menge an Polyethylenimin (99 %) wurde eingewogen und in
Methanol gelést (10, 20, 30 % (w/v)). Diese Losung wurde dem Kieselgel zugegeben
(3 g Kieselgel auf 50 mL methanolischer Polymerlésung) und fir 30 min mit einem
Flaschenschiittler bei Raumtemperatur durchmischt. Danach wurde ohne das Kieselgel
zu waschen die Uberschiissige methanolische Polymerlésung Uber eine Nutsche
(Schott, Duran, Porengréf3e 4) abgesaugt. Dem feuchten Polyethylenimin-Kieselgel
wurde eine 5 %-ige bzw. 15 %-ige methanolische Ethylenglycoldiglycidylether-Lésung



Kapitel 2 - Experimenteller Teil 48

zugegeben (fur 3 g Kieselgel 50 mL methanolische Epoxidldsung). Hierbei ist zu
beachten, dass Ethylenglycoldiglycidylether vom Hersteller in 50 %-iger-Lésung
geliefert wurde. Laut Angabe des Herstellers bestehen die anderen 50 % aus
Losungsmittel, zu dem aber keine naheren Angaben gemacht wurden. Die
Volumenangaben des Quervernetzers in dieser Arbeit entsprechen der vollstandig
eingesetzten EDGE-LOsung, die in Methanol gelost wurde, und nicht dem reinen
EDGE-Anteil der Losung. Nach der vollstdndigen Suspension des Kieselgels wurde der
Ansatz auf einem Flaschenschittler bei Raumtemperatur fur 16 h inkubiert. Die
Quervernetzung des Polyethylenimins mit dem Epoxid ist schematisch in Abb. 2.1

dargestellt.
H H H H H H ’
Polyethylenimin HZNNNV\N?N\/\NNNRZ HN SNSRI NR;
3 S
Ethandioldiglycidylether N - 3O

H H
Polyethylenimin H NSNS SN

2 %
NN~NR,

H
H,N ASNANSASNNSNA NSNS NR,

Abb. 2.1 Syntheseschema der Quervernetzung von Poly  ethylenimin mit Ethandioldiglycidylether.

2.4.1. CHN-Analyse

Zur Uberprifung der Synthese und Charakterisierung der einzelnen Synthesestrategien
wurde die CHN-Analyse (Elementar vario EL) genutzt. Man erhalt durch Verbrennen der
einzelnen Proben deren prozentualen Anteil von Kohlenstoff (%C), Stickstoff (%N) und
Wasserstoff (%H). Die Kohlenstoff- und Stickstoff-Gehalte der stationaren Phasen
kénnen genutzt werden, um die Bedeckungsgrade in pmol m™ stationarer Phase zu
berechnen. Der lonenaustausch findet im Falle der hier synthetisierten Phasen an den
Aminogruppen des Polyethylenimins statt. Daher kann mit Hilfe der CHN-Analyse aus
den Stickstoff-Gehalten die theoretische Austauschkapazitat bestimmt werden (Formel
17). Der durchschnittiche Bedeckungsgrad fiir den Gesamtkohlenstoffgehalt wurde
aquivalent bestimmt (Formel 18). Der Quervernetzer-Anteil der einzelnen Phasen kann
Uber mehrere Schritte bestimmt werden (Abschnitt 2.4.2).
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Formel 17 Berechnung des Stickstoff-Bedeckungsgrade s (BG) mittels N% der CHN-Analyse

%N *10° = [umol m 7]
%N*Mj

BG, =

14* n* 05{100—
14* n

Formel 18 Berechnung des Kohlenstoff-Bedeckungsgrad es (BG) mittels C% der CHN-Analyse

%C *10° = [umol m?]

0% *
12% n* 05;{100— /"CMJ
12*n

Osp spezifische Oberflache des Kieselgels [m? g™
M molare Masse des gebundenen Molekiils bzw. Atoms, hier 14,0067 g mol™ fiir
Stickstoff und 12,0107 g mol™ fiir Kohlenstoff
%N mit CHN-Analyse ermittelter elementarer Stickstoff
%C  mit CHN-Analyse ermittelter elementarer Kohlenstoff
n Anzahl der aufgebundenen N- bzw. C-Atome, hier 1

BG. =

2.4.2. Berechnung des PEI- und EDGE-Bedeckungsgrade s der stationaren Phasen

Uber den Stickstoff-Gehalt der CHN-Analyse wird der mittlere PEI-Gehalt berechnet. Da
wegen der Molmassenverteilung von PEI nicht die genaue Summenformel der
Polyethylenimin-Polymere angegeben werden kann, wird in diesem Fall die mittlere
Summenformel H,N-(C2HsN),-H (Angabe des Herstellers) genutzt (Formel 19).

Formel 19 Berechnung des PEI-Bedeckungsgrades (BG) mittels N% der CHN-Analyse

~ %N *10° = [umol m?]
BGPEI - %N * M
14* n* OS[{lOO— j
14*n
Osp spezifische Oberflache des Kieselgels [m? g™
M molare Masse des gebundenen Molekills, hier 600 g mol™
%N  mit CHN-Analyse ermittelter elementarer Stickstoff
n Anzahl der aufgebundenen N-Atome, hier 14,6

Uber den Bedeckungsgrad fiir PElI kann nun durch Umstellen der Formel 19 der
Kohlenstoff-Anteil des PEls am Gesamt-Kohlenstoff-Anteil der CHN-Analyse berechnet
werden (Formel 20).
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Formel 20 Berechnung des Anteils von PEl am Gesamt-  Kohlenstoff-Gehalt der CHN-Anaylse

C%. = BG,;, [12n[Osp(100
0PEI - 6
10’ + BG,., [M [Osp

BGpg berechneter Bedeckungsgrad fiir Polyethylenimin (Formel 19) [umol m]
Osp spezifische Oberflache des Kieselgels [m?g™]

M Molare Masse des aufgebundenen Molekiils; hier PEI mit 600 g mol™

n Anzahl der aufgebundenen C-Atome eines Molekdls, hier 27,1

C%  Kohlenstoffanteil der CHN-Analyse, der von PEI beigetragen wird

Der durch die CHN-Analyse ermittelte gesamte Kohlenstoffgehalt der Phase setzt sich
aus dem Kohlenstoff des PEIl und des EDGEs zusammen. Aus der Differenz des
gesamten C%-Gehalts und des mit Formel 20 ermittelten C%pg erhalt man den
prozentualen Anteil des Quervernetzers EDGE am Gesamtkohlenstoff. Mit diesem AC%
kann durch Einsetzen in Formel 18 der Bedeckungsgrad des Quervernetzers bestimmt

werden (Formel 21).

Formel 21 Berechnung des Bedeckungsgrades des Querv  ernetzers EDGE

%AC *10°

0 *
12n* 05{100— A’ACMJ
12n

BGepee =

BGeose  Bedeckungsgrad firr Kohlenstoff [umol m™]

Osp spezifische Oberflache des Kieselgels [m?g™]

M Molare Masse des aufgebundenen Molekiils; hier EDGE 174,20 g mol*
n Anzahl der aufgebundenen C-Atome eines Molekdls, hier 8

2.5. Packung

Alle Saulen wurden aus einer Suspension von 20 bis 30 % stationdrer Phase in
Tetrachlorkohlenstoff (w/v) heraus gepackt [54]. Wenn noétig wurde auch ein
Isopropanol/Tetrachlorkohlenstoff-Gemisch als Suspensionsmittel verwendet. Der
Packungsdruck lag je nach PartikelgroRe des Tragermaterials zwischen 400 und
750 bar. Als Pushing Solvent wurde Methanol verwendet.
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2.6. Probenvorbereitung

Fur Trennungen im Normalphasenmodus wurde ein Gemisch aus Toluol und
Dimethylphenolisomeren genutzt. Es wurden jeweils 100 ppm Toluol (destilliert,
chemisch reinst), 2,6-, 2,4-, 2,5- und 3,5-Dimethylphenol (p.a., Sigma-Aldrich) in
n-Hexan + 10 % Ethylacetat gel6st. Diese Stammlésung wurde vor der Injektion immer
1:10 mit dem Eluenten verdinnt.

Die kleinen Anionen Nitrit, Nitrat und lodid (p.a., Fluka) wurden als Natriumsalze
eingesetzt. Fur eine Stammldésung wurden 1000 ppm des jeweiligen Salzes in Wasser
geldst. Vor der Injektion wurden Nitrit und Nitrat auf jeweils 25 ppm und lodid auf
100 ppm mit Wasser verdunnt. Das Anionengemisch wurde aus den Stammlésungen
wie die Einzelproben angesetzt. Weiterhin wurden 1000 ppm der 2-Amino-6-
naphthalensulfonséure (p.a., Fluka) in Wasser geldst und vor der Injektion 1:100 mit
Wasser verdunnt. Jeweils 2000 ppm von 3,5,3',5-Tetraiodo-L-Thyronin, 3,5,3'-
Triiodothyroessigsaure (Peptido GmbH) und 3,5-Diiodothyropropionsaure (p.a., Sigma-
Aldrich) wurden in Extraction Solution (200 mg NaOH in 250 mL Wasser + 250 mL
Methanol) gel6st und vor der Injektion 1: 100 mit Wasser verdunnt.

Fur das Standardgemisch der Schilddrisenhormone wurden jeweils 300 bis 500 ppm
3,3'-Diiodo-L-Thyronin, 3,3',5'-Triiodo-L-Thyronin, 3,5,3'-Triiodothyropropionsaure
(Sigma-Aldrich), 3,5-Diiodo-L-Thyronin, 3,5,3'-Triiodo-L-Thyronin, 3,5,3",5'-Tetraiodo-L-
Thyronin, 3,5-Diiodothyroessigsaure, 3,5,3'-Triiodothyroessigsaure, 3,5,3',5'-
Tetraiodothyroessigsaure und 3,5,3',5'-Tetraiodothyroameisensaure (Peptido GmbH) in
Extraction Solution (200 mg NaOH in 250 mL Wasser + 250 mL Methanol) gelést und
vor der Injektion 1:10 mit Wasser verdunnt.

In Wasser mit 2 % Methanol wurden jeweils 1000 ppm Vanillinsaure (p.a., Acros
Organics), 2,5-Dihydroxybenzoeséaure, 4-Hydroxybenzoesaure (puriss., Sigma-Aldrich),
Ferulasaure, Methylparaben, Ethylparaben, Propylparaben (purum, Fluka),
Benzoesaure, 3,5-Dinitrobenzoesaure, Acetylsalicylsaure (p.a., Merck),
4-Hydroxybenzaldehyd (p.a., Merck) und 3-lodo-L-Tyrosin, 3,5-Diiodo-L-Tyrosin (p.a.,
Sigma-Aldrich) geldst. Vor der Injektion wurden fiur Injektionen der Einzelsubstanzen
und des Probengemisches die Stammldsungen mit Wasser wie folgt verdiinnt: 20 ppm
Dinitrobenzoeséaure, 25 ppm Hydroxybenzoesdure und Methylparaben, 35 ppm
Ethylparaben, 50 ppm Salicylsdure, Acetylsalicylsdure, Vanillinsdure, Benzoesdaure,
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3-lodo-L-Tyrosin und 3,5-Diiodo-L-Tyrosin, 60 ppm Propylparaben sowie 100 ppm
Dihydroxybenzoeséure und Ferulasaure.

2.7. Bezugsnachweis

Nachfolgend sind die Firmensitze der Hersteller der verwendeten Gerate und
Chemikalien aufgelistet.

Tab. 2.1 Auflistung der Firmesitze verwendeter Chem  ikalien- und Geratehersteller.

Acros Organics Heidelberg Deutschland
Agilent Technologies Waldbronn Deutschland
Bischoff Analysentechnik und -geréte Leonberg Deutschland
Fisher Scientific Schwerte Deutschland
Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) Deisenhofen Deutschland
Grising GmbH Filsum Deutschland
Haskel Int. Burbank, CA USA
Knauer Berlin Deutschland
Mallinckrodt Baker B. V. Deventer Holland
Merck KgaA Darmstadt Deutschland
Peptido GmbH Bexbach Deutschland
Polysciences, Inc. Eppelheim Deutschland
Rheodyne Californien, CA USA

Riedel de Haén (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)  Deisenhofen Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Deisenhofen Deutschland
VWR™, Prolabo Darmstadt Deutschland
Waters Eschborn Deutschland

2.8. HPLC-Methoden zur Charakterisierung der Packun  gsqualitat

Zur Packungscharakterisierung im Anionenaustauschmodus wurden zwei verschiedene
Puffersysteme verwendet. Auf einem HP1100-System mit manuellem Injektionsventil
und einer 5 pL-Probenschleife wurde unter isokratischen Bedingungen bei einem Fluss
von 250 pL min™ ein Anionengemisch aus Nitrit, Nitrat und lodid getrennt. Eluent war
5 mM Natriumdihydrogenphosphat pH 7,0 + 10 % Acetonitril (v/v), wobei der pH-Wert
des Phosphatpuffers mit Natronlauge eingestellt wurde. Detektiert wurde bei 215 nm.
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Auf dem Alliance-System wurde die Packungscharakterisierung des 10 pum-Tréger-
materials und des Masterbatches mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % Acetonitril (v/v)
bei einem Fluss von 250 pL min™ durchgefiihrt. Detektiert wurde bei 215 nm.

2.9. Normalphasenchromatographie

Fur die Normalphasenchromatographie wurde eine isokratische Pumpe von Bischoff
Modell 2200 mit manuellem Injektionsventil und einer 5 pL-Probenschleife verwendet.
Die UV-Detektion erfolgte mittels eines Knauer-Detektors mit einer 140 nL-Zelle. Zur
Datenubertragung diente ein AD-Wandler HP (Interface) 35900E.

Ein Gemisch aus Toluol und 2,6-, 2,4-, 2,5- und 3,5-Dimethylphenol wurde unter
isokratischen Bedingungen mit 10 % Ethylacetat in n-Hexan (v/v) + 500 ppm Wasser

bei einem Fluss von 250 pL min™ getrennt. Die Detektion erfolgte bei 254 nm.

2.10. HPLC-Methoden zur Bestimmung der van-Deemter- Parameter

Alle Messungen wurden auf dem Alliance-System durchgeftihrt. Die Abh&ngigkeit der
Bodenhdhe von der Lineargeschwindigkeit wurde fur das 10 um-Tragermaterial bei
Flissen von 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 700, 900, 1000 und 1200 pL min™
untersucht. Die Bestimmung der van-Deemter-Parameter flr den Masterbatch erfolgte
bei Fliissen im Bereich von 100 bis 1200 pL min™. Die kleinen Anionen Nitrit, Nitrat und
lodid wurden mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % Acetonitril (v/v) getrennt. Fir die
Trennung der héhermolekularen Anionen 2-Amino-6-Naphthalensulfonsdure, Thyroxin
und Triiodothyroessigsaure wurde der Acetonitrilgehalt auf 50 % erhoht. Alle lonen
wurden bei 215 nm detektiert. Die generierten Daten wurden mit Origin 6.0 (Originlabs)

gefittet, um die van-Deemter-Parameter zu bestimmen.

2.11. HPLC-Methode zur Bestimmung der chromatograph  ischen
Kapazitat

Die  chromatographische  Kapazitdt bzw. Beladungskapazitdit kann  mit
Durchbruchsmessungen, auch Frontanalyse genannt, bestimmt werden [55, 56]. Zum
Aquilibrieren und Beladen der lonenaustauschgruppen der stationaren Phase wurde die
Saule mit 1 M Natriumchloridlésung gespilt. Danach wurde die Saule mit Wasser
gespult, um Uberschissiges Salz zu entfernen. Die Aufnahme der Durchbruchskurve
erfolgte mit einer 5 mM bzw. 10 mM Natriumnitrat-Lésung bei 230 nm bei einem Fluss
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von 250 oder 300 pL min™. Um den Fluss genau zu bestimmen, wurde wahrend der
Aufnahme der Durchbruchskurve die benétigte Zeit fir ein definiertes Volumen gestoppt
und daraus der Fluss berechnet. Um das Spullen mit verschiedenen Eluenten zu
erleichtern, wurde ein manuelles Niederdruck-6-Wege-Umschaltventil (5012,
Rheodyne) der isokratischen Bischoff 2200-Pumpe vorgeschaltet (apparativer Aufbau
siehe Abb. 2.2).

Konditionieren Spulen Durchbruchs-Eluent

P

B

Umschaltventil -~ ‘

far Eluenten
HPLC-
Pumpe

Saule far
Kapazitatsbestimmung

Detektor

Restriktor-Saule Injektionsventil

Abfall

Abb. 2.2 Schematischer Aufbau der Apparatur fir die Durchbruchsmessungen.

Die Probenschleife des manuellen Injektionsventils 7125 (Rheodyne) wurde entfernt
und die Analytsdule auf Position 1 geschaltet. Eine so genannte Restriktorsaule befand
sich auf Position 3, wobei der Zugang der Pumpe auf Position 2 erfolgte (Abb. 2.3). Die
Restriktorsaule ist notwendig, um einen konstanten Druckabfall beim Umschalten des
Ventils zu gewahrleisten. So war es moglich, in der ,Load“-Position des Ventils das
gesamte Kapillarvolumen mit der Probenlésung Uber die Restriktorsdule zu spulen.
Durch Umschalten in die ,Inject“-Position wurde die Probenlésung tber die Testsaule
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geleitet und die Durchbruchskurve aufgenommen. Die UV-Detektion erfolgte bei
230 nm.

Pumpe

Séaule fur Durch-
bruchsmessung

Restriktor-
saule

V\\;;tste nicht belegt

Abb. 2.3 Belegung des Injektionsventils 7125 (Rheod  yne) fir die Durchbruchsmessungen.

2.12. HPLC-Methoden fur Stabilitatstests

2.12.1. Stabilitatstest mit Phosphatpuffer beipH7 ,0

Auf dem Alliance-System wurden zwei Séulen eines Syntheseansatzes mit 10 %
Polyethylenimin (w/v) und 5 % Ethandioldiglycidylether (v/v) in Methanol auf chemische
Phasenstabilitat hin getestet. Dabei wurden die Saulen immer fur 4 h mit 50 %
Acetonitril (v/v) in 5 mM Natriumdihydrogenphosphat pH 7,0 mit einem Fluss von
250 uL min™ gespiilt. Danach wurde nach einem Aquilibrierungsschritt von 30 min ein
Gemisch aus Nitrit, Nitrat, und lodid injiziert, wobei der Acetonitrilgehalt des Eluenten
auf 10 % reduziert wurde. Die Detektion erfolgte bei 210 nm.

2.12.2. Stabilitatstest mit TRIS/HCI bei pH 7,0

Die Phasenstabilitdit des Masterbatches 2 wurde auf dem HP1100-System mit
manuellem Injektionsventil und 5 pL Probenschleife durchgefuhrt. Bei einem Fluss von
250 pL min™* wurden 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 50 % Acetonitril (v/v) kontinuierlich
durchgepumpt. Es wurden Uber den gesamten Zeitraum hinweg in unterschiedlichen
zeitlichen Abstanden jeweils 2-Amino-6-naphthalensulfonsdure und ein Gemisch aus
Nitrit und lodid injiziert und bei 215 nm detektiert.
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2.12.3. Stabilitatstest mit Essigsaure

Mit jeweils einer Saule des Masterbatches 1 bzw. 2 wurde die Phasenstabilitat mit
Essigsaure an der HP1100-Anlage mit manuellem Injektionsventil und
5 uL-Probenschleife untersucht. Als Eluent wurde in beiden Fallen Wasser/Acetonitril
(60/40) mit 0,10 % Essigsaure (v/v/v) als Additiv verwendet. In unterschiedlichen
zeitlichen Abstdnden wurde ein Gemisch aus 3,5,3',5-Tetraiodo-L-Thyronin (T4,
Thyroxin) und 3,5-Diiodothyropropionsaure (DiProp) injiziert und bei 225 nm detektiert.

Wiéhrend des ganzen Zeitraumes betrug der Fluss immer 250 pL min™.

2.13. HPLC-Methoden fur Applikationen

Ein Gemisch aus 13 Benzoesaurederivaten (20 ppm Dinitrobenzoesaure, je 25 ppm
Hydroxybenzoesaure und Methylparaben, 35 ppm Ethylparaben, je 50 ppm
Salicylsaure, Acetylsalicylsdure, Vanillinsdure, Benzoesaure, 3-lodo-L-Tyrosin und 3,5-
Diiodo-L-Tyrosin, 60 ppm Propylparaben sowie 100 ppm Dihydroxybenzoesaure und
Ferulasaure) wurde unter lonenaustauschbedingungen getrennt. Die Trennung konnte
auf dem Alliance-System mit einem Salzgradienten (Tab. 2.2) von 0 bis 150 mM
Natriumchlorid in 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 realisiert werden. Auf einer 150 x 4,6 mm i.D.
Saule des Masterbatches 1 und 2 wurden die Substanzen bei einem Fluss von 1 mL

min™ bei einer Wellenlange von 240 nm detektiert.

Tab. 2.2 Verwendeter Salzgradient zur Analyse der B enzoesaurederivate.
Konzentration NacCl in

Zeit[minl 54" M TRIS/HCI pH 7,0 Fluss
0,0 0mM 1 mL min®
0,5 0 mM 1 mL min?
32,0 150 mM 1 mL min*
35,0 150 mM 1 mL min*
35,1 0mM 1 mL min®
37,0 0mM 1 mL min®

Das Standardgemisch der Schilddrisenhormone wurde auf einer Saule des
Masterbatches 2 mit einem Wasser-Acetonitril-Gradienten getrennt. Den Eluenten A
(Wasser) und B (Acetonitril) wurden jeweils 0,1 % Ameisensaure zugegeben. Vor dem
20 min-Gradienten von 5 % bis 60 % Acetonitril in Wasser mit 0,1 % Ameisensdure
erfolgte die Trennung fur 5 min isokratisch mit 5 % Acetonitril in Wasser mit 0,1 %
Ameisenséaure. Die Detektion der Substanzen erfolgte bei 225 nm.
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3. Synthesestrategien auf 5 pm-120A-Tragermaterial

Die ersten Synthesen eines Polyethylenimin-Anionenaustauschers auf Kieselgel
wurden 1979 von Alpert und Regnier [1] durchgefiihrt. Jilge et al. [47] modifizierten die
Synthese fur unporése 2,1 um-Silica-Teilchen. Die in dieser Arbeit durchgefuhrten
Phasensynthesen orientieren sich an der Arbeit von Jilge et al. und wurden fir die
verwendeten pordsen 5 um-Silica-Teilchen angepasst und modifiziert.

Die Polyethyleniminpolymere (PEI) adsorbieren auf Grund elektrostatischer
Wechselwirkungen an der Kieselgeloberflache, die wegen der Silanolgruppen
anionische Eigenschaften aufweist. Es stellt sich nach bestimmter Zeit ein
Gleichgewicht zwischen den an der Kieselgeloberflache adsorbierten und den sich in
Losung befindenden Polymeren ein. Dieses Gleichgewicht hangt stark von der
Konzentration der methanolischen Polymerlosung ab. Weiterhin lagern sich auf Grund
des Gleichgewichts nur eine begrenzte Anzahl der Polymere an der Oberflache an.
Wahrend dieses Prozesses wird die methanolische Polymerlésung durch Absaugen
vom Kieselgel entfernt. Die elektrostatisch ,gebundenen® Polymere bleiben an der
Kieselgeloberflache haften. Alpert und Regnier zeigten [1], dass sich durch mehrere
Waschschritte mit Methanol Polymerschichten bis hin zu einer Monoschicht abwaschen
lassen. Daher wird dem PEI-Kieselgel ein Epoxid zugegeben, in dieser Arbeit
Ethandioldiglycidylether (EDGE), was durch die Epoxid-Gruppen die Polyethylenimin-
Polymere miteinander quervernetzt und somit einen stabilen Polymerfiim um die
einzelnen Kieselgelteilchen bildet.

In dieser Arbeit wurde nun versucht, diese Synthese anzupassen, um kleine Anionen
bzw. niedermolekulare Substanzen mittels des Polyethylenimin-Anionenaustauschers

aufzutrennen.

3.1. Synthesestrategien

Der Anionenaustausch findet an den sekundaren Aminogruppen des Polyethylenimins
(PEI) statt. Daher hangt die chromatographisch zugangliche Austauschkapazitat stark
vom PEI-Anteil der stationaren Phase ab. Um eine mdglichst hohe Kapazitat zu
erreichen, wurde der PEI-Anteil in den einzelnen Synthesen zwischen 10 %, 20 % und
30 % PEI (w/v) in methanolischer Lésung variiert. Dabei betrug der Anteil des aus
50 %-iger LOosung eingesetzten Quervernetzers Ethandioldiglycidylether (EDGE) 5 Vol%
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in methanolischer Losung. Um zu Uberprifen, ob eine Erhdhung des Quervernetzer-
Anteils eine Erhdohung der Kapazitat zur Folge hat, wurden auch je ein Ansatz mit 30 %
PEI in methanolischer Losung und 15 Vol% EDGE untersucht. Mit Hilfe der CHN-

Verbrennungsanalyse konnen die einzelnen Synthesen miteinander verglichen werden

(Tab. 3.1).

Tab. 3.1 Ergebnisse der CHN-Analyse und daraus bere
Kohlenstoff (C), Polyethylenimin (PEI) und dem Quer

Synthesestrategien.

chnete Bedeckungsgrade fiir Stickstoff (N),

vernetzer EDGE der verschiedenen

gsr'nﬁg;z" (ivT/ /\Ol')er 10 % 10 % 20 % 30 % 30 % 30 %
E?ﬁfe?e”t(i')v';*‘fer 5 % 5 % 5 % 5 % 5 % 15 %
CIN 3,96 4,21 3,70 3,44 3,42 4,89
%C 8,26 8,95 9,09 9,28 9,02 12,86
%N 2,0 2,13 2,46 2,70 2,64 2,63
[E:;‘?glc;”.gf’i?rad N 5,07 5,18 6,00 6,60 6,46 6,43
E;?;C;”.gf’i rad C 25,00 27,32 27,77 28,42 27,53 41,00
E;?gf:;”g?ﬁ, rad PE| 0,36 0,37 0,43 0,48 0,47 0,47
Eg‘gg‘[ﬂrﬁ;gﬁg] . 1,88 2,15 1,98 1,90 1,82 3,57

@ Berechnung siehe Abschnitt 2.4.1

®) ausgehend von der mittleren Molekularformel H,N-(C,HsN)13.14-H, Berechnung siehe
Abschnitt 2.4.2

** Ausgangslosung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

Vanecek und Regnier untersuchten den Einfluss der Kettenlangen und Konzentrationen
des Polyethylenimins auf porésen Kieselgelen mit unterschiedlichen PorengréfRen [43].
Als Quervernetzer wurde von ihnen Butandioldiglycidylether (BUDGE) verwendet. In
dieser Arbeit diente der kurzerkettige Ethandioldiglycidylether als Quervernetzer.
Folglich sind bei Vanecek und Regnier hohere Kohlenstoffgehalte in den CHN-Analysen
zu erwarten. Bei einem Ansatz mit einer 10 %-igen methanolischen Polyethylenimin-
Lésung von PEI-6 (M = 600 g mol™) und einer 10 %-igen BUDGE-L&sung in Dioxan
erreichten sie fiir eine Kieselgeloberflache von 300 m? g™ einen Kohlenstoffgehalt (C%)
von 13,04 % und einen Stickstoffgehalt (N) von 4,62 %. Die in dieser Arbeit erzielten
Gehalte liegen unter denen von Vanecek und Regnier. Selbst bei der Synthese eines
30 %-igen PEI-Ansatz mit 15 % EDGE wurde nur ein Stickstoffgehalt der Phase von

2,6 % erreicht. Das kann zum einem am Einsatz eines anderen Quervernetzers liegen,
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aber auch an der Synthese selbst. Wie spéater noch gezeigt wird, kann ein héherer
Quervernetzergehalt wahrend der Synthese eine héhere chromatographische Kapazitat
zur Folge haben. In dieser Arbeit wurde in methanolischer Losung quervernetzt,
wodurch elektrostatisch gebundene Polyethylenimin-Polymere wieder in Ldsung
Ubergehen konnten. Vanecek und Regnier nutzen das weniger polare, aprotische
Dioxan als Losungsmittel fr die Quervernetzung. In Dioxan ist Polyethylenimin schwer
l6slich, was ein Abldsen von der Kieselgeloberflache verhindert. Mit einer Erhéhung der
Oberflache des Tragermaterials geht eine Erhéhung der Bedeckungsgrade pro Gramm
Tragermaterial einher. Dies kann aber auch eine Verringerung der Bedeckungsgrade
pro Quadratmeter zur Folge haben. In dieser Arbeit wurden mit einem 30 %-igen PEI-
Ansatz auf einer Oberflache von 300 m? pro Gramm Kieselgel (m*g™?) Stickstoff-
Bedeckungsgrade von 6,4 pmolm? erreicht, was dem Bedeckungsgrad einer
Oberflache von 500 m? g* von 7,1 pmol m? in der Arbeit von Vanecek und Regnier
nahe kommt. Fir 300 m?g* wurden doppelt so hohe Bedeckungsgrade von
11,5 umol m? fiir einen 10 %-igen PEl-Ansatz erzielt. Die Kohlenstoff-zu-Stickstoff-
Verhéltnisse (C/N) bestatigen den geringeren Polyethylenimin-Gehalt der in dieser
Arbeit synthetisierten Phasen. Vanecek und Regnier erreichten C/N-Verhaltnisse unter
drei, quervernetzten aber mit dem kohlenstoffreicheren BUDGE, was eine Erhdhung
des Verhdltnisses zu Folge hatte. Im Vergleich der in dieser Arbeit erzielten Werte
wurden jedoch hohere Verhéltnisse zwischen 4 und 5 erzielt, was den geringeren
Stickstoff-Bedeckungsgrad ebenfalls bestatigt.

Entscheidend fir den lonenaustausch ist jedoch die chromatographisch zugangliche
Austauschkapazitat, da aus sterischen Grinden nicht alle Aminogruppen dem
lonenaustausch zuganglich sind. Dies soll nun néher betrachtet werden. Die Kapazitat
kommerziell erhaltlicher Anionenaustauscher liegt um 1 peq m? (Mikroaquivalent pro
Quadratmeter Oberflache). In nachfolgender Tab. 3.2 sind die chromatographischen
Kapazitaten der verschiedenen Synthesestrategien aufgelistet. Diese Kapazitaten
wurden mittels Durchbruchsmessungen einer 10 mM Nitratlésung bestimmt.
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Tab. 3.2 Gegenuberstellung von chromatographisch zu

ganglicher und theoretischer Kapazitat.

PEI-Anteil in der

Synthese (W/v) 10 % 10 % 20 % 30 % 30 % 30 %
EDGE-Anteil in der

Synthese (V/v) ** 5% 5> % S % 5% 5% 15 %
Chromatographische

Kapazitat [umol m % ® 0,6 0.8 1,0 0,9 13 1,0
Theoretische Kapazitat

[umol m 7 ® 5,07 5,18 6,00 6,60 6,46 6,43
%C 8,26 8,95 9,09 9,28 9,02 12,86
%N 2,09 2,13 2,46 2,70 2,64 2,63
C/N 3,96 4,21 3,70 3,44 3,42 4,89

® Bestimmt mittels Frontanalyse mit NaNO;
® Bedeckungsgrad fiir Stickstoff, bestimmt mittels CHN-Analyse
** Ausgangslosung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

Wie erwartet folgt einer Erhdhung des PEI-Gehaltes in der Synthese auch eine
Erhbhung der lonenaustauschkapazitat. Mit einem PEI-Gehalt von 10 % wurden
Kapazitaten zwischen 0,6 und 0,8, mit 20 % PEI dagegen bereits 1,0 peq m™ erreicht.
Mit einem PEI-Gehalt von 30 % schwankten die Kapazitaten zwischen 0,9 und
1,3 peq m?. Die theoretischen wie auch chromatographischen Kapazitdten dieser
Anséatze zeigten keinen Einfluss des Quervernetzer-Anteils. Die Tendenz der CHN-
Ergebnisse war auch in den chromatographischen Kapazitdten erkennbar. Die durch
Frontanalyse bestimmten Kapazitdten hangen von der Menge stationarer Phase
innerhalb einer Trennsaule ab. Dies kann durch den Packvorgang von Séaule zu Saule
leicht variieren, womit die Schwankungen innerhalb der identischen Ansatze erklart
werden konnen. Insgesamt sind 12 bis 15 % der theoretischen Kapazitdt dem
lonenaustausch zugéanglich. Der Vergleich der erreichten chromatographischen
Kapazitaten mit Werten aus der Literatur ist nicht mdglich, da Regnier die Kapazitat mit
der statischen Methode und Picrinsdure oder chromatographisch mit Hamoglobin

bestimmt hat.

3.2. Phasenstabilitatstest

Die chemische Stabilitat stationarer Phasen kann anhand der k-Werte beobachtet
werden. Wenn sich wéhrend des Dauerbetriebes das Coating ablost, sollten die
k-Werte der Analyten abnehmen. Eine Abnahme der Bodenzahlen ist ein Indiz fir den
Zusammenbruch der Packung der stationédren Phase. Inwieweit das Coating der hier
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synthetisierten stationdren Phasen auch unter chromatographischen Bedingungen
stabil ist, wurde mit 5 mM Phosphatpuffer bei pH 7,0 untersucht. Es wurde jeweils vier
Stunden mit 5 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) mit 50 % Acetonitril gespult. Danach wurde
ein Anionengemisch mit Nitrit, Nitrat und lodid injiziert, wobei der Acetonitrilgehalt des
Eluenten auf 10 % reduziert wurde.

Miteinander verglichen wurden hier zwei Saulen der Dimension 125 x 2,0 mm i.D. des
gleichen  Syntheseansatzes mit 10%  Polyethylenimin  (w/v) und 5%
Ethandioldiglycidylether (v/v) in Methanol (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Stabilitatstest zweier Saulen (a, bund c, d) eines Syntheseansatzes mit 10 %
Polyethylenimin (w/v) und 5 % Ethandioldiglycidylet her (v/v) in Methanol. Bodenzahlen (c, d) und
k-Werte (a, b) in Abhangigkeit von den Saulenvolumi  na an Eluent. Spilen 4 h mit 50 % Acetonitril in
5 mM NaH,PO, (pH 7,0), Injektion Gemisch (Nitrit, Nitrat und lodid) mit 10 % Acetonitril in 5 mM
NaH,PO, (pH 7,0), Waters Alliance, 250 pL min™, 210 nm. Beispielchromatogramme siehe Abb. 3.2.

Das Coating ist unter den gewahlten Bedingungen chemisch stabil, da sich die k-Werte
(Abb. 3.1a, b) beider untersuchten Saulen nicht andern. Die Bodenzahlen (Abb. 3.1c, d)
brechen dagegen nach 5000 bzw. 4000 Saulenvolumina an Eluent ein, was am der
Packen der Phasen liegen kénnte. Jedoch sollte hier auch nicht auf3er Acht gelassen
werden, dass ein pH-Wert von 7,0 im Falle des 5 mM Phosphatpuffers schon an der
Grenze der Kieselgelstabilitat liegen kann, wie im Folgenden ndher erklart wird. In der
lonenaustauschchromatographie an schwachen Anionenaustauschern wie PEI hat der



Kapitel 2 - Synthesestrategien auf 5 um-120A-Trager material 62

pH-Wert des Eluenten einen entscheidenden Einfluss auf die Ladung und die Anzahl
der geladenen lonenaustauschgruppen der stationdren Phase. Im Falle des hier
eingesetzten basischen, sekundaren Amins PEI liegen auch bei neutralen und
basischen pH-Werten protonierte Aminogruppen vor. Die notwendigen Protonen
stammen aus dem Eluenten, der zugesetzte Puffer fangt dabei normalerweise eine
Anderung des pH-Wertes des Eluenten ab. Das hier genutzte Tragermaterial Kieselgel
ist bis zu einem pH-Wert von 8 stabil. Fir den Fall, dass die Anzahl der geladenen
Aminogruppen die Pufferkapazitdt des H,PO,  Ubersteigt, wirden durch die stark
basischen Aminogruppen dem Wasser zusatzlich Hydroniumionen entzogen werden,
was den pH-Wert im Medium direkt an der Kieselgeloberflache erhéht. Zwar wird in der
HPLC standig neuer Eluent nachgeliefert, doch der Austausch der mobilen Phase in
den Kieselgelporen, welche ca. 40 % des Gesamtséulenvolumens ausmachen, erfolgt
verzogert, da dies ausschlieRlich diffusionskontolliert geschieht. Im Falle einer pH-Wert-
Erh6éhung an der Kieselgeloberflache, ausgehend von dem hier verwendeten pH-Wert
von 7,0, ware dadurch der pH-Wert von 8 an der Porenoberflache schnell erreicht,
obwohl der mittlere pH-Wert der mobilen Phase noch bei 7 liegt. Ab diesem pH-Wert
wirde sich das Kieselgel langsam auflésen. In diesem Fall besitzt das durch das
Coaten entstandene Netzwerk keine Stabilitdt mehr und bricht in sich zusammen. Mit
dem Einbruch der Bodenzahlen (Abb. 3.1c, d) ist auch eine starke Erhéhung des
Druckabfalls der S&ulen bis tber 300 bar verbunden, was durch den Zusammenbruch
des Netzwerkes erklart werden kann. Zudem enstehen beim Aufléseprozess des
Kieselgels kleinere Teilchen. Der Teilchendurchmesser geht quadratisch in den
Gegendruck ein, was zu einem deutlich héheren Druckabfall Gber die Saule fuhrt.
Dieser Prozess des Auflosens kann durch die Amin-Funktionen des PEI zusatzlich
katalysiert werden.

Um das vermutete Auflosen des Kieselgels zu bestatigen, wurden die zwei Saulen
ausgepackt und mit Phasenmaterial eine CHN-Analyse durchgefuhrt (Tab. 3.3). Mittels
Verbrennungsanalyse werden die prozentualen Massenanteile der Elemente an der
stationdren Phase bestimmt. Wenn das Kieselgel unter dem Polymer beginnt, sich
aufzulésen, nimmt der Massenanteil des Kieselgels ab und die prozentualen
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte nehmen zu. Wie Tab. 3.3 zeigt, ist auf beiden Phasen
nach dem Stabilitatstest tatsachlich eine Zunahme der Kohlenstoff- und
Stickstoffgehalte zu erkennen. Dies belegt die Annahme einer Auflésung des

Kieselgels. Zusatzlich wurde eine weitere Saule (Saule 3, Tab. 3.3) Uber einen langeren
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Zeitraum mit 5 mM NaH,;PO4 (pH 7,0) gespult und danach die stationare Phase am
Anfang, in der Mitte und am Ende der Saule mittels CHN-Analyse untersucht. Es ist ein
deutliches Abfallen der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte zum Saulenende hin zu
erkennen. Auf den ersten Blick nehmen die Bedeckungsgrade zum Saulenende hin ab,
was dem Auflésen des Kieselgels nicht entsprechen wirde. In einem spateren
Abschnitt (4.3, S. 75) wird jedoch gezeigt werden, dass durch das Spulen mit
Phosphatpuffer nicht gebundenes Coating von der Phasenoberflache gewaschen wird.
Die Folge ist eine Abnahme der Werte in der CHN-Analyse. Im Falle der stationaren
Phase der Saule 3 war eine Abnahme bis zu einem C%-Gehalt von ca. 6,0 % und N%-
Gehalt von ca. 1,90 % zu beobachten. Daher deuten die hier beobachteten hdoheren
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte ebenfalls auf die Auflésung des Kieselgels hin.
Demnach setzt die Kieselgelauflosung am S&ulenanfang ein und nimmt zum
Saulenende hin ab. Zudem sattigt sich die mobile Phase vom Saulenkopf her mit dem
geldsten Silica, was eine Auflésung des Kieselgels zum S&ulenende hin verringert. Der
hohere Kohlenstoffgehalt kann aber auch auf eine Anreichung von Verunreinigungen

des Eluenten aber auch von Probenmolekilen am Saulenkopf zuriickgefuhrt werden.

m Stabilitatstest der Saulen aus Abb. 3.1.
d Kohlenstoff (C) berechnet.

Tab. 3.3 Ergebnisse der CHN-Analyse vor und nach de
Daraus wurden Bedeckungsgrade fir Stickstoff (N) un

. . Séaule 3 nach Spulen mit
direkt il el 2 Phosphatpuffer
nach der S E‘T’}.Ch S rgqlph
tabilitats- tabilitats-
Synthese tclelst t(lalst nach Saulen- | Saulen- | Saulen-
Synthese | Anfang Mitte Ende
C/N 3,96 3,64 3,66 3,37 3,33 3,17 3,19
%C 8,26 9,69 8,86 7,08 7,04 6,29 5,93
%N 2,09 2,66 2,42 2,10 2,11 1,99 1,86
ﬁlen?gcrl;ug?(s"‘ radN | 507 6,51 5,91 5,11 514 | 482 | 451
Elen?(flcr';“.rz‘?(sa LL(S 25,00 29,82 27,02 21,17 | 21,02 | 1866 | 17,51

@ Berechnung siehe Abschnitt 2.4.1
In Abb. 3.2 sind flir die zum Stabilitatstest verwendeten S&aulen jeweils zwei Beispiel-
die Die
Anionentrennungen zu Beginn des Stabilitatstests (Abb. 3.2a, b) zeigen gut aufgeltste,

chromatogramme dargestellt, identische Tendenzen erkennen lassen.

schmale wie auch symmetrische Peaks. Nach tber 4000 Saulenvolumina Eluent (Abb.

3.2c,d) ist ein deutlicher Verlust der Trennleistung erkennbar, also breite,
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unsymmetrische und nicht mehr basisliniengetrennte Peaks. Die Retentionszeiten und
damit auch die Selektivitaten verandern sich dagegen nur leicht. Folglich ist der Verlust
der Trenneffizienz eher auf eine Verringerung der Bodenzahlen, bedingt durch den
Zusammenbruch des Packungsbettes der stationdren Phase infolge der
Kieselgelauflésung (Tab. 3.3), als auf den Verlust der Selektivitat zurtickzufihren.
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Abb. 3.2 Beispielchromatogramme der Anionentrennung des Stabilitatstests (Abb. 3.1). Saule 1
nach (a) 4 h, (c¢) 116 h Spulen und Séule 2 nach (b) 4 h, (d) 100 h Spulen. Injektion Gemisch (Nitrit,
Nitrat und lodid), 10 % Acetonitril in 5 mM NaH,PO, (pH 7,0), Waters Alliance, 250 pL min™, 210 nm.

Auf Grund des vorher erwahnten hohen Druckabfalls der Saulen in Zusammenhang mit
der rapiden Abnahme der Bodenzahlen mussten die Stabilititsmessungen
abgebrochen werden. So lasst sich an diesem Punkt feststellen, dass das Coating tber
6000 Saulenvolumina Eluent stabil war.

Ein anderes Puffersystem konnte das Auflosen des Kieselgels einddmmen bzw.
verhindern. Dies kann einen genaueren Aufschluss Uber die Stabilitat der gecoateten
Phasen geben. So werden in einem spateren Abschnitt (Abschnitt 5) Stabilitatstests

unter anderen Eluentenbedingungen naher untersucht werden.
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4. Vergleich unterschiedlicher Kapazitaten und Pore  ngréf3en
auf 10 um-Tragermaterial

Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung des
Polyethylenimingehaltes wéhrend der Synthese auch eine hothere theoretische wie
auch chromatographische Kapazitat zur Folge hat. Mit einer groReren Oberflache des
Basiskieselgels sollte sich die erreichte Kapazitat pro Quadratmeter nicht &ndern, da bei
einer groReren Oberflache auch mehr PEI angelagert wird. Jedoch wird sich auf Grund
der hoheren Kieselgeloberflache die Kapazitat pro Gramm Tragermaterial erhéhen, was
eine hohere Kapazitat in der Trennsaule zur Folge hétte. Eine VergroRerung der
Oberflache wird durch eine Verringerung des Porendurchmessers erreicht. Kleine
Poren koénnen allerdings schneller durch den Polymerfilm stark verkleinert werden.
Regnier [43] zeigte, dass bei einem Syntheseansatz mit 10 % PEI das Polymercoating
eine Dicke von 60 A bis 80 A erreichen kann. In dieser Arbeit wurden porése
Tragermaterialien mit 120 A und 100 A PorengroRe verwendet, daher ist durchaus mit
einer starken Verkleinerung bzw. mit dem Verschliel3en der Poren zu rechnen. Dies
sollte starke Auswirkungen auf die Eigenschaften des Massentransports der einzelnen
stationdren Phasen haben. Mit den folgenden Untersuchungen sollte daher geklart
werden, welche Porengrol3e des pordsen Kieselgels und welcher Syntheseansatz die
hoheren Kapazitaten und gleichzeitig gute Massentransporteigenschaften aufweist. Um
die einzelnen Syntheseansatze richtig miteinander vergleichen zu kénnen, wurden fur
diese Untersuchungen die gleichen Teilchendurchmesser verwendet. Auf Grund der
leichteren Handhabbarkeit wurden alle Phasen fir diese Untersuchung auf
10 pm-Partikeln synthetisiert.

4.1. Synthesestrategien zum Erreichen verschiedener Kapazitaten

Im vorhergehenden Abschnitt wurde bereits gezeigt, dass mit einem 30 %-igen PEI-
Ansatz chromatographische Kapazitaten bis zu 1,3 pmol m™ erreicht werden kénnen.
Um diese Ergebnisse zu reproduzieren, wurde auf ProntoSIL-120 A-10 pm ebenfalls
10 % und 30 % PEI (w/v) aufgebunden, wobei der Anteil des Quervernetzers (EDGE)
5 % (v/v) betrug. Ein weiterer Ansatz enthielt 30 % PEI (w/v) und 15 % EDGE (v/v) in
methanolischer Losung. Der Quervernetzer wurde auch hier in einer 50 %-igen Losung

eingesetzt.
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Um zu verhindern, dass die Poren des ProntoSIL-100 A-10 um durch den hohen
Polymeranteil zu stark verkleinert werden, wurden in diesen Synthesen die Ansatze der
groReren Kieselgeloberflache zwar angepasst, aber nicht verdreifacht, wie vorher auf
dem 120 A-Tragermaterial. Daher entspricht hier die 30 %-ige PEI-Konzentration einem
doppelten Ansatz bezogen auf die Erh6hung der Kieselgeloberflache von vorher
300 m? g* auf 450 m? g*. Der Anteil des Quervernetzers wurde immer der hoheren
Kieselgeloberflache angepasst. Der PEI-Anteil betrug 15 % (entspricht 10 % auf 120 A -
Material) bzw. 30 % (w/v) mit einem Quervernetzer-Anteil von 8 % (v/v). Auch hier
wurde ein weiterer Ansatz mit einem hdoheren Quervernetzer-Gehalt von 15 % (v/v) und
einem PEI-Gehalt von 30 % (w/v) synthetisiert. Mit Hilfe der CHN-Analyse wurden die
theoretischen Kapazitaten der einzelnen Synthesestrategien berechnet (Tab. 4.1).

Tab. 4.1 Unterschiedliche Porengréf3en und Syntheses
Ergebnisse der CHN-Analyse und daraus berechnete Be
Kohlenstoff (C), Polyethylenimin (PEI) und dem Quer

trategien. Gegenuberstellung der
deckungsgrade fur Stickstoff (N),
vernetzer EDGE.

ProntoSIL-120 A-10 pm ProntoSIL-100 A-10 pm
Pl I ey 10 % 30 % 30 % 15 % 30 % 30 %
Synthese (w/v)
EDGE-Anteil in der . & e . . .
it 5 % 5 % 15 % 8 % 8 % 15 %
CIN 3,92 3,35 4,86 4,50 3,34 4,65
%C 8,27 8,84 12,43 12,29 10,62 14,19
%N 211 2,64 2,56 273 3,17 3,05
EEREEAT R EE 5,13 6,45 6,25 4,46 5,21 4,99
[umol m ]
Bedeckungsgrad C 25,03 26,95 39,43 25,95 21,99 30,62
[umol m ]
Eﬁr‘]jglcglﬂ]%grad N 1539,50 | 193431 | 1874,68 | 200461 | 2342,03 | 2247,29

@ Berechnung siehe Abschnitt 2.4.1
** Ausgangsldsung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

Die auf dem 10 um-Tragermaterial erzielten Bedeckungsgrade sind mit den
Ergebnissen, die auf ProntoSIL-120 A-5 um erreicht wurden (Tab. 3.1, S.48),
vergleichbar. Die Bedeckungsgrade eines 10 % PEI-Ansatzes lagen auf beiden
120 A-Materialien bei 5,1 pmol m? und die eines 30 % PEI-Ansatzes iiber 6 pmol m™.
Uberraschend hierbei ist jedoch der hohere Bedeckungsgrad fir Stickstoff, wenn in der
Synthese weniger Quervernetzer eingesetzt wird. Diese Tendenz ist auch auf dem
ProntoSIL-100 A-10 pm-Material zu beobachten. Durch die Verdopplung und nicht
Verdreifachung des 100 A-Material

Syntheseansatzes auf dem liegen die
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Bedeckungsgrade pro Quadratmeter (Tab. 4.1) deutlich unter denen des 120 A-
Tragermaterials. Jedoch sollte man hier auch auf Grund der gro3eren
Kieselgeloberflache des 100 A-Materials die Bedeckungsgrade pro Gramm Kieselgel
betrachten. In diesem Fall wurde durch die Erhdéhung der Kieselgeloberflache ein
Anstieg der theoretischen Kapazitdt pro Gramm Kieselgel um ca. 11 % erreicht.
Entscheidend ist hierbei jedoch die chromatographisch zugdngliche Kapazitat. Mittels
Durchbruchsmessungen von Nitrat wurden zunachst die chromatographischen
Kapazitaten des 100 A-Materials der Synthesen mit 15 % und 30 % PEI mit jeweils 8 %
EDGE und spéater auch fir 30 % PEI und 15 % EDGE beider Tragermaterialien
bestimmt (Tab. 4.2). Die chromatographischen Kapazitaten der hoch konzentrierten
PEI- und EDGE-Ansatze sind vergleichbar, aber viel zu gering im Vergleich zu den
Ergebnissen des vorherigen Abschnitts (Tab. 3.3, S. 59). Die zu geringe Kapazitat wird
beim Betrachten der Ergebnisse auf dem 100 A-10 pm-Tragermaterial (Tab. 4.1)
besonders deutlich. Die Synthese mit einem geringen Anteil an PEI wirde in dem Fall
eine um 35 % bis 40 % hohere Kapazitat liefern als ein doppelt so konzentrierter PEI-
Ansatz. Das scheint eher unwahrscheinlich. Die untersuchten Saulen wurden unter
identischen Bedingungen in identische Saulenhardware gepackt, fur die
Durchbruchsmessungen wurden die gleichen Eluenten verwendet. Jedoch wurde vor
den Durchbruchsmessungen die Charakterisierung der Packungsqualitat unter
abweichenden Bedingungen durchgefiihrt. Die Anionentrennung der zwei Saulen, die
eine hohe chromatographische Kapazitat aufweisen, wurde mit 5 mM NaH,PO,4 pH 7,0
+ 10 % Acetonitril (Abschnitt 2.8, S. 52) durchgefiihrt. Fir die anderen zwei Saulen
erfolgte die Packungscharakterisierung mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % Acetonitril.
Dies deutet auf einen deutlichen Einfluss der Saulenvorbehandlung hin, wie in
Abschnitt 4.3 (Oberflachenaktivierung, S. 75) naher untersucht wird.
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Tab. 4.2 Unterschiedliche Porengréf3en und Syntheses  trategien. Gegeniberstellung
chromatographisch zuganglicher und theoretischer Ka pazitat.

12%’2_‘1%";1}“ ProntoSIL-100 A-10 um
oo
EZEZZ?Q??J%%T?"% ® 0,66 @ 0,62 @ 0,96 ® 0,87 ®
EZ;%Z?;??J;%TSCQT @ 199,03 @ 278,88 @ | 43374 ® | 39223
E;lr:ﬁglrer;:s_;%h(% Kapazitat 6,25 4,99 5,20 4,50
E;lr:re];glrzti_sl;i:pg Kapazitat 1875 2246 2340 2025

® Bestimmt mittels Frontanalyse mit NaNO;

® Bedeckungsgrad fiir Stickstoff, bestimmt mittels CHN-Analyse

@ packungscharakterisierung mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % Acetonitril
®) packungscharakterisierung mit 5 mM NaH,PO, pH 7,0 + 10 % Acetonitril
** Ausgangslosung 50 %-ig in Losungsmittel (Herstellerangabe)

Eine weitere Mdglichkeit Aussagen Uber die chromatographische Kapazitat treffen zu
kénnen, bietet der Vergleich der k-Werte von, in diesem Fall, Anionen im
lonenaustauschmodus in einem gepufferten Eluentensystem. Hier kdnnen natirlich
keine absoluten Angaben gemacht werden, aber um eine Tendenz zu erkennen und
zwischen den einzelnen Synthesen zu vergleichen, ist dieser Ansatz ausreichend.
Hintergrund fiir diese Herangehensweise ist der Zusammenhang zwischen k-Wert und
chromatographischer Kapazitdit der Phase im Falle der lonenaustausch-
chromatographie. Mit einer Kapazitats-Erhéhung der stationaren Phase sollten unter
gleichen chromatographischen Bedingungen auch die k-Werte ansteigen. Hier werden
Aussagen uber Tendenzen in den Synthesen mit Hilfe der k-Werte von lodid getroffen,
die mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % Acetonitrii gemessen wurden (Abb. 4.1).
Acetonitril wurde dem Puffer zugegeben, um mdgliche hydrophobe Wechselwirkungen
des lodids mit der stationaren Phase zu unterdriicken. Der Vollstéandigkeit halber und im
Vorgriff auf den nachfolgenden Abschnitt (4.3, S. 75) soll an dieser Stelle erwahnt
werden, dass bereits die Packungscharakterisierung der fir diese Betrachtung
verwendeten Saulen mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % Acetonitril durchgefihrt
wurde. Daher sind diese Saulen niemals mit Phosphatpuffer in Beriihrung gekommen.
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Abb. 4.1 Vergleich der k-Werte von lodid (dunkler B alken) und Stickstoffbedeckungsgrade (BG, in
[umol g ™) (heller Balken) durch Normierung auf den Ansatz mit 10 % PEI und 5 % EDGE auf
ProntoSIL-120 A-10 pm. 100 A entspricht dem Tragerm  aterial ProntoSIL-100 A-10 pm, 120 A
entspricht dem Tragermaterial ProntoSIL-120 A-10 pm . 50 x 2,0 mm i.D., 10 % Acetonitril in 50 mM
TRIS/HCI pH 7,0, 250 pL min™, UV-Detektion @ 215 nm, Alliance.

Die k-Werte und die Bedeckungsgrade in Abb. 4.1 wurden auf den Ansatz mit der
geringsten Kapazitat normiert. Das heif3t, alle k-Werte bzw. Bedeckungsgrade wurden
immer durch die des Ansatzes mit 10 % PEI (w/v), 5% EDGE (v/v) auf ProntoSIL-
120 A-10 pm dividiert. Wie zu erwarten war, liefern die Anséatze mit dem héchsten PEI-
Gehalt auch die hochsten k-Werte fir lodid. Beim naheren Betrachten aller Ansatze mit
30% PEI wird der Einfluss des Quervernetzers deutlich. Ho6here Stickstoff-
Bedeckungsgrade werden mit einem geringeren EDGE-Anteil erreicht. Die grofReren
k-Werte erreichen aber hier die Phasen mit dem hdheren Quervernetzer-Gehalt in der
Synthese. So scheint der Quervernetzer einen starken Einfluss auf die
chromatographisch zugangliche Kapazitat der gecoateten Polyethyleniminphasen zu
haben. Obwohl sich die Bedeckungsgrade flur Stickstoff signifikant unterscheiden,
scheinen sich die chromatographischen Kapazitaten der beiden Ansatze mit 8 % EDGE
nicht zu unterscheiden, da die beiden normierten k-Werte um 2,0 liegen. Dies kann zum
einen durch Differenzen wahrend der Synthese erklart werden, oder die Poren wurden
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im 30 % PEI-Ansatz zu stark verkleinert und nicht alle ionenaustauschfahigen Gruppen
sind tatsachlich dem lonenaustausch zugénglich. Vergleichbare normierte k-Werte
wurden auf 120 A-10 um-Basiskieselgel mit 30 % PEI und 15 % EDGE erreicht. Die
chromatographische Kapazitat konnte innerhalb der Trennsdule durch Vergréf3erung
der Kieselgeloberflache des Tragermaterials, nach den normierten k-Werten zu urteilen,
mit einem 30 %-igen PEI und 15 %-igen EDGE Ansatz auf dem 100 A-Material erhoht
werden. Welchen Einfluss der hohe PEI-Gehalt auf die Eigenschaften des
Massentransports der stationdren Phasen hat, wird im nachfolgenden Abschnitt 4.2
(S. 70) naher untersucht werden. Wie vorher schon erwahnt, sind die hier diskutierten
Saulen nie in Kontakt mit Phosphatpuffer gekommen. Die Ergebnisse in Tab. 4.2 (S. 68)
lassen aber vermuten, dass der Kontakt der stationdren Phase mit Phosphatpuffer
einen entscheidenden Einfluss auf die mit der Frontanalyse bestimmte
chromatographische Kapazitat, daher auch auf den k-Wert, hat. Wie in Abschnitt 4.3
(Oberflachenaktivierung) gezeigt werden wird, konnen die hier verwendeten k-Werte
dennoch als repréasentativ angenommen werden.

4.2. Eigenschaften des Massentransports

Aussagen uUber die Massentransporteigenschaften von stationaren Phasen kdnnen
mittels der Theorie von van Deemter [10, 11] getroffen werden. Diese Theorie
beschreibt unter anderem den Zusammenhang zwischen der Bandenverbreiterung und
der Lineargeschwindigkeit. In diesen Zusammenhang gehen die Streudispersion und
Longitudinaldiffusion (A und B) wie auch der Massentransport (C) (Formel 22) ein
(néhere Erlauterung siehe Kapitel 2, Abschnitt 1.2, Bandenverbreiterung). Praktisch
werden so genannte H-u-Kurven durch Injektion einer Analytsubstanz bei
verschiedenen Flissen aufgenommen. Dabei wird die erreichte Bodenhdéhe H in um in
Abhangigkeit von der Lineargeschwindigkeit u in mm s* aufgetragen. Mittels einer
geeigneten Software kénnen durch Fitten der H-u-Kurve die van Deemter-Parameter
(Formel 22) bestimmt werden. An diesen Parameter lasst sich ablesen, welche
Synthesestrategie fur die Polyethylenimin-Phasen geeignet ist. Aussagen Uber den
Massentransport kénnen anhand des C-Terms, der unter anderem von der
Lineargeschwindigkeit u abhangig ist, getroffen werden. Je kleiner dieser Term ist,
umso besser sind die Eigenschaften des Massentransports der untersuchten
stationéren Phase.
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Formel 22 vereinfachte van Deemter-Gleichung

H = A+ 2+ C

Die Bodenhdhe (Quotient aus Saulenlange und Bodenzahl) nimmt unter isokratischen
Bedingungen mit dem k-Wert des Analyten zu, daher sollten immer H-u-Kurven
analoger k-Werte miteinander verglichen werden. An dieser Stelle sollte nochmals
darauf hingewiesen werden, dass die hier untersuchten stationaren Phasen auf 10 um-
Partikeln synthetisiert wurden. Daher sind relativ steile C-Terme zu erwarten. Es
wurden flur jeweils eine Saule der verschiedenen Synthesestrategien (Tab. 4.1, S. 66)
H-u-Kurven mit den kleinen Anionen Nitrit, Nitrat und lodid aufgenommen. In
nachfolgender Abb. 4.2 wurden die experimentell bestimmten H-u-Kurven der einzelnen
stationdren Phasen fur den k-Wert von ca. 10 dargestellt. Der Syntheseansatz auf
ProntoSIL-100 A-10 ym mit 15% PEI und 8% EDGE wurde zur besseren
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Die van Deemter-Parameter der H-u-Kurven fir Nitrit,
Nitrat und lodid aller Synthesen sind im Anhang (Seite A-7 und Folgende) aufgelistet.

k-Wert ca. 10
160 —

120 — ¢ -

H [um]

| | | | | | | | |
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Abb. 4.2 H-u-Kurven der Synthesestrategien und unte  rschiedlichen Porengré3en des 10 um-
Kieselgelmaterials (Tab. 4.1). lonen die mit einem  k-Wert von 10 eluiert wurden (von Nitrit, Nitrat
oder lodid).

ProntoSIL-120 A-10 um, <10 % PEI 5 % EDGE, 30 % PEI 5 % EDGE, M 30 % PEI 15 % EDGE,
ProntoSIL-100 A-10 um, @30 % PEI 8 % EDGE, A30 % PE |15 % EDGE. 10 % ACN in 50 mM
TRIS/HCI pH 7,0, UV @ 215 nm, 50 x 2,0 mm i.D., Flusse: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 700,
900, 1000, 1200 pL min™

|
10

In Abb. 4.2 wird deutlich, dass fur die gezeigten Kurven nur die Ansatze mit 30 % PEI
und 5% EDGE auf ProntoSIL-120 A-10 pm und 30 % PEl und 15 % EDGE auf
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ProntoSIL-100 A-10 um unter den Bedingungen iiberhaupt ein Minimum fiir einen
k-Wert von 10 erreichen. Daher hat der B-Term der van Deemter-Gleichung selbst bei
einem Fluss von 50 pL min™ noch keinen Einfluss auf den Kurvenverlauf. Der Ansatz
auf ProntoSIL-120 A-10 pm mit 10 % PEI und 5% EDGE zeigt eine auffallige nicht
typische Abhangigkeit der Bodenhdhe von der Lineargeschwindigkeit. Die Kurven
verlaufen fast spiegelverkehrt zum zu erwarteten Bild. Dieser untypische Verlauf kbnnte
auf einen weiteren Retentionsmechanismus hindeuten. Generell unterscheiden sich die
einzelnen Syntheseansatze nicht sehr stark im Anstieg des C-Terms. In Abb. 4.3 wurde
daher das 100A- wund 120 A-Basisimaterial vergleichbarer Syntheseansétze
gegenubergestellt. So sollen Aussagen getroffen werden koénnen, welches
Tragermaterial die besseren Massentransporteigenschaften aufweist.

a b

0 5 ufmmsy 10

Abb. 4.3 Gegenliberstellung der H-u-Kurven &hnlicher Synthesestrategien zum Vergleich der zwei
verwendeten PorengréRen (Tab. 4.1). ( +..)..ProntoSIL—12 0 A-10 pm, (m—) ProntoSIL-100 A-

10 pm. (a) + 120 A, 10 % PEI 5 % EDGE, m100 A, 15 % P EI 8 % EDGE, (b) % 120 A, 30 % PEI 5 %

EDGE, ® 30 % PEI 8 % EDGE, (c) 4 120 A, 30 % PEI 15 % EDGE, ® 100 A, 30 % PEI 15 % EDGE.
10 % ACN in 50 mM TRIS/HCI pH 7,0, (von oben nach unten Nitrit, Nitrat oder lodid) UV @ 215 nm,
50 x 2,0 mm i.D., Flusse: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 700, 900, 1000, 1200 pL min™
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In allen Gegeniiberstellungen in Abb. 4.3 erreichen die Phasen auf ProntoSIL-100 A
das Minimum der van Deemter-Kurve bei héheren Lineargeschwindigkeiten als die
Phasen des 120 A-Tragermaterials. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Bandenverbreiterungstheorie nach van Deemter zu erwarten und kann mit der Diffusion
der Analyten in den Poren erklart werden. Je hoher die Lineargeschwindigkeit u, umso
starker dominiert der verzogerte Massentransport, hervorgerufen durch die Diffusion der
Analyten in die Poren des Phasenmaterials und die stationdre Phase (C-Term), die
Bandenbreite und die Bodenhdhe H. Ein langerer Aufenthalt von Analytteilchen in den
Poren oder der stationaren Phase im Vergleich zu den Analytteilchen in der stromenden
mobilen Phase bedeutet dabei eine starkere Bandenverbreiterung. Dieser langere
relative Aufenthalt kann nun durch kleinere Diffusionskoeffizienten der Analyten, durch
hohrere Lineargeschwindigkeiten nicht retardierter Analytmolekuile, oder durch langere
Diffusionswege, also Porengréf3en, verursacht werden. In groRen Poren mit
entsprechend langen Diffusionswegen benotigt der Diffusionsprozess mehr Zeit,
wodurch die Bandenverbreiterung schon bei kleineren Lineargeschwindigkeiten eine
entscheidende Rolle spielt. Daher liegt das Minimum der van-Deemter-Plots des
120 A-Tragermaterial bei kleineren Fliissen als das des 100 A-Materials.

Die van-Deemter-Plots der Ansdtze mit den geringsten Polyethylenimin-Gehalten (Abb.
4.3a) weisen die steilsten Anstiege auf. Im Falle des 120 A-Materials kristallisierte sich
fur alle drei lonen auf diesem Syntheseansatz ein nicht typischer Kurvenverlauf heraus,
welcher fur das lodid am starksten ausgepragt war (Abb. 4.3a, oberste Kurve). Die
Messungen wurden fir diese Saule wiederholt und zeigten, dass dieser Kurvenverlauf
reproduzierbar ist. Eine mdgliche Erklarung fur diesen anormalen Verlauf kdnnte das
Vorliegen zweier Retentionsmechanismen sein. Dieser Effekt ist offenbar fur lodid am
starksten ausgepragt. Von den hier untersuchten lonen kann lodid auch Uber
hydrophobe Interaktionen mit der stationaren Phase in Wechselwirkung treten, so dass
lodid in diesem Fall neben dem lonenaustausch- auch durch einen Umkehrphasen-
mechanismus retardiert wird.

Die Anséatze mit 30 % PEI und dem geringeren Quervernetzeranteil zeigen unter den
hier gewéhlten Bedingungen nicht nur die kleinsten Anstiege im C-Term, sondern auch
keine entscheidenden Unterschiede zwischen den zwei PorengréfRen (Abb. 4.3b).
Dennoch ist auch hier die Tendenz des 120 A-Material zu steileren C-Termen hin zu
erkennen. Die C-Terme der beiden Ansétze mit den hohen Polyethylenimin- und
Quervernetzeranteilen liegen zwischen denen der zwei anderen Synthesestrategien
(Abb. 4.3c). An dieser Stelle lasst sich zusammenfassen, dass die Phasen des
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100 A-Tragermaterials fur die kleinen Anionen die geringfiigig besseren Massentrans-
porteigenschaften aufweisen. Die einzelnen Zahlenwerte aller bestimmten van-
Deemter-Parameter sind im Anhang (Seite A-7 und Folgende) aufgelistet.

Bisher kbnnen nur Aussagen uber das Verhalten der synthetisierten Phasen gegentuber
kleinen Anionen getroffen werden. Beim Betrachten des Massentransportes und der
Kapazitaten (vergl. Abb. 4.6, S.77 und Abb. 4.1, S.69) scheinen die zwei
Syntheseansatze mit 30 % Polyethylenimin und 15 % Ethandioldiglycidylether die am
besten geeignete Kombination aus beiden Eigenschaften zu sein. Daher soll nun im
Weiteren geklart werden, wie sich der Massentransport fur Moleklle grol3erer
Molmassen auf den zwei ausgewahlten Phasen verhalt. 2-Amino-6-
naphthalensulfonsdure (AminonaphthSQO3), 3,5,3',5-Tetraiodo-L-Thyronin (T4) und
3,5,3'-Triiodothyroessigsaure (TriAc), die einen Molmassenbereich von 200 bis
800 g mol™einschlieRen, wurden dafiir als Analytmolekiile ausgewahlt.

1600~

Abb. 4.4 H-u-Kurven héhermolekularer Analyten. Verg  leich der Synthese mit 30 % PEI und 15 %

EDGE auf zwei verwendeten PorengréRen (Tab. 4.1). (  —) ProntoSIL-120 A-10 um, ©TriAc, *I'4,
+ Aminonaphthalensulfonséure (SO  3), (.....) ProntoSIL-100 A-10 ym, ATriAc, €74, R
Aminonaphthalensulfonsaure (SO 3). 50 % ACN in 50 mM TRIS/HCI pH 7,0, UV @ 225 nm,

50 x 2,0 mm i.D., Fliisse: 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 700, 900, 1000, 1200 pL min™

In Abb. 4.4 sind die experimentell ermittelten van-Deemter-Kurven dargestellt. Speziell
im Vergleich der Kurven des T4 wird der Unterschied zwischen den zwei Porengro3en
deutlich. Das 100 A-Tragermaterial zeigt einen fast doppelt so groRen C-Term wie das
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120 A-Material. Die Tendenz ist auch fiir die Sulfonséure und die Triiodothyroessigaure
zu beobachten. Zur besseren Ubersicht wurden die Werte der C-Terme aller Analyten

fur die zwei ausgewahlten Phasen in Abb. 4.5 zusammengefasst.

180 10,
140, 80
6,0 —
100, £
S — 5 _
@ n
= O
O 4,04
60
| 2,04
20 ﬂ H
0 ﬂ 0,0 .
120A| 100A| 120A | 100A | 120A | 100A k=6,5 | k=9,08| k=9,36 | k= 13,23| k= 19,71| k= 26,47
k= 9,53 | k= 10,97| k= 16,09| k= 18,14 | k= 19,25 |k= 21,20 Nitrit Nitrat Nitrit Nitrat odid lodid
, 120 A 100 A 120 Al 100A
T4 SO3 TriAc

Abb. 4.5 Zusammenfassung der C-Terme (sortiert nach k-Wert) fir den Syntheseansatz mit
30 % PEI und 15 % EDGE auf ProntoSIL-120 A-10 pm un d ProntoSIL-100 A-10 pm.
S0O3; = Aminonaphthalensulfonsaure

Fur die kleinen Anionen Nitrit, Nitrat und lodid zeigen beide Tragermaterialien fur den
Syntheseansatz mit 30 % PEI und 15 % EDGE vergleichbare Massentransportterme.
Erst bei Analyten mit gréReren Molekulargewichten bis 800 g mol* werden
grundlegende Unterschiede deutlich. Die experimentell bestimmten C-Terme des
100 A-Materials sind groRer als die des 120 A-Materials. Daher sollten die
Anionenaustauscherphasen auf Grund der besseren Massentransporteigenschaften

bevorzugt auf einem 120 A-Material synthetisiert werden.

4.3. Oberflachenaktivierung

Im Abschnitt 4.1 (S. 65) zeigten S&ulen, die mit 5 mM NaH,PO, pH 7,0 in Kontakt
gekommen sind, eine signifikant hdhere chromatographische Kapazitat als Saulen, die
nur mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 in Berihrung kamen. Der pH-Wert hat in diesem Fall
keinen Einfluss auf das Auftreten der hoheren Kapazitat, da beide Eluenten auf pH 7,0
eingestellt wurden. Auch die hohere Konzentration des TRIS-Puffers scheidet als
Erklarung aus. Demzufolge scheint der Phosphatpuffer die Oberflache der stationaren

Phase zu aktivieren und die Kapazitat zu erhéhen.
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Zunachst wurde eine CHN-Analyse einer neu synthetisierten stationdren Phase
durchgeflihrt (Tab. 4.3). Diese Phase wurde dann in eine Standardsaulenhardware mit
2 mm i.D. gepackt und mit 5 mM NaH,PO, pH 7,0 bei einem Fluss von 250 pL min™ fiir
1,5 Stunden gespult. Danach wurde die stationdre Phase dieser Saule wieder
ausgepackt und mittels CHN-Analyse erneut untersucht. In Tab. 4.3 sind die Ergebnisse
gegenibergestellt.

Tab. 4.3 CHN-Analyse einer Polyethyleniminphase dir ekt nach der Synthese und nach dem
Kontakt mit 5 mM NaH ,PO, pH 7,0.

ProntoSIL-120 A-5 pm
PEI-Anteil in der Synthese (w/v) 30 %
EDGE-Anteil in der Synthese (v/v) ** 5 %
direkt nach nach Spilen mit
CHN-Analyse wurde durchgefihrt 5 mM NaH,PO,
der Synthese ®
pH 7,0
CIN 3,44 3,56
%C 9,28 8,02
%N 2,70 2,26
Bedeckungsgrad N [umol m 2] @ 6,60 5,49
Bedeckungsgrad C [umol m 2] @ 28,42 24,22
Bedeckungsgrad N [umol g ] © 1979 1648

@ Berechnung siehe Abschnitt 2.4.1
® CHN-Analyse der stationdren Phase, die mit 5 mM NaH,PO, pH 7,0 in Kontakt war.
** Ausgangsldsung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

Der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt der stationaren Phase nimmt durch den Kontakt
mit Phosphatpuffer signifikant ab. Daraus kann geschlossen werden, dass ein Teil des
PEI-Coatings heruntergewaschen wird. Demnach sollte auch die chromatographische
Kapazitat abnehmen. Jedoch lassen die Ergebnisse der Frontanalyse mit Nitrat aus
dem vorhergehenden Abschnitt (Tab. 4.2, S. 68) vermuten, dass das Spulen der Saulen
mit Phosphatpuffer die chromatographische Kapazitdt erhdht. Um dies ndher zu
untersuchen, wurden drei reprasentative Saulen mit  unterschiedlichen
Tragermaterialien (ProntoSIL-120 A-10 um, -120 A-5 pm, -100 A-10 um), aber dem
gleichen Syntheseansatz (30 % PEI, 15 % EDGE) ausgewahlt, und diese durch eine

Frontanalyse mit Nitrat jeweils vor und nach dem einstindigem Spullen der Saulen mit
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5mM NaH,PO, pH7,0 untersucht (Abb. 4.6). Die Eluenten fir diese
Kapazitatsbestimmungen waren dabei identisch.

1,20

1,00

-2

ogof | B
0,60

0,40 ~

Kapazitat in pmol m

0,20 ~

0,00

15 % EDGE 15 % EDGE 15 % EDGE
30 % PEI 30 % PEI 30 % PEI

120 A, 5 pm 120 A, 10 um 100 A, 10 um

O Saule nur mit TRIS/HCI gespdilt
B Saule nach dem Spilen mit Phosphatpuffer

Abb. 4.6 Gegeniberstellung chromatographisch zugéang licher Kapazitat vor und nach dem
einstuindigen Spiilen der drei Saulen (2,0 mmi.D.)m it 5 mM NaH PO, pH 7,0 bei 250 uL min ™. Die
Kapazitat wurde mittels Frontanalyse mit NaNO3; bestimmt (Beispieldurchbruchskurve Abb. 4.7a).

Wider Erwarten nimmt die chromatographische Kapazitdt nach dem Spulen mit
Phosphatpuffer tatsachlich signifikant zu (Abb. 4.6 und Abb. 4.7a). Dennoch zeigt im
Gegensatz zu den normierten k-Werten der 100 A-10 um-Ansatz eine geringere
Kapazitat als der Ansatz auf dem 120 A-10 um-Material (Abb. 4.1, S 69). Alle Saulen
wurden eine Stunde mit Phosphatpuffer gespult, es ist mdglich, dass die Spuilzeit fur die
hohe Kapazitat der 100 A-Phase zu kurz war um die gesamte Oberflache zu aktivieren.
Dennoch muss nun eine Erklarung gefunden werden, warum die chromatographische
Kapazitat zunimmt, obwohl der Stickstoffgehalt der stationdren Phase abnimmt und sich
die k-Werte trotz der h6heren Kapazitat nicht &ndern (Abb. 4.7b).
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Abb. 4.7 (a) Durchbruchsmessung mit NaNO 3, (b) Trennung von Nitrit, Nitrat und lodid, 50 mM
TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % ACN, 250 pL min " (einzelne Parameter der Chromatogramme siehe Tab.
4.4), vor (=— =) und nach ( =—3-dem einstiindigen Spilen mi  t5 mM NaH,PO, pH 7,0. Synthese auf
ProntoSIL-120 A-5 pm, 125 x 2,0 mm i.D..

Im Vergleich der Stickstoffbedeckungsgrade mit der chromatographischen Kapazitat
wird deutlich, dass nur 10 bis 20 % der Aminogruppen wirklich dem lonenaustausch
zuganglich sind. Wéahrend der Phasensynthese und des S&aulenpackens kommt die
stationdre Phase nicht mit Puffer in Kontakt. Daher werden die Aminogruppen des
Polyethylenimins beim ersten Kontakt mit Puffer protoniert, also geladen. Diese Ladung
ist abhangig vom pH-Wert des Puffers, welcher aber in diesem Fall fir
Dihydrogenphosphat- und TRIS/HCI-Puffer immer auf 7,0 eingestellt wurde. Dennoch
erhoht der Phosphatpuffer die chromatographische Kapazitat, der TRIS/HCI-Puffer
dagegen nicht. Phosphat ist im Vergleich zur TRIS ein kleines Molekil und kommt
daher besser an fur TRIS schwerer bis gar nicht zugangliche Aminogruppen heran, um
diese zu protonieren, was die Zunahme der Kapazitat erklart. Die Abnahme der
Bedeckungsgrade laut CHN-Analyse (Tab. 4.3) hingegen deutet auf einen
Auswascheffekt von Polyethylenimin bzw. dem Quervernetzer hin. Dadurch kénnen im
besten Fall wieder mehr Aminogruppen dem lonenaustausch zuganglich sein, weil die
Ordnung der Phasenoberflaiche  durch das  Entfernen  Uberschissiger
Polymerrickstande erhoht wird, was wiederum eine veranderte Adsorptions- und
Diffusionskinetik fur die Analytmolekile zur Folge hétte. Im Falle der hier untersuchten
Phasen wurden zwar Polymerriickstdnde heruntergewaschen (Tab. 4.3), dadurch sind
aber sterisch mehr Aminogruppen dem lonenaustausch zuganglich (Abb. 4.6, Abb.
4.7a). In Tab. 4.4 sind die Retentionszeiten, Symmetriefaktoren, Peakbreiten und
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Bodenzahlen der Trennung aus Abb. 4.7b vor und nach dem Spulen mit Phosphatpuffer

gegenubergestellt.

Tab. 4.4 Gegenuberstellung der Retentionszeiten, Sy  mmetriefaktoren, Peakbreiten und
Bodenzahlen vor und nach der Oberflachenaktivierung mit 5 mM NaH ,PO, pH 7,0. Parameter der
Trennung von Nitrit, Nitrat und lodid aus Abb. 4.7b

ProntoSIL-120 A-5 pm
PEI-Anteil in der Synthese (w/v) 30 %
EDGE-Anteil in der Synthese (v/v)** 15 %
Oberflachenaktivierung durch 5 mM NaH ,PO,pH 7,0
vor der nach der
Aktivierung Aktivierung
Retentionszeit Nitrit [min] 7,37 7,75
Retentionszeit Nitrat [min] 10,39 10,94
Retentionszeit lodid [min] 21,38 22,28
Symmetriefaktor Nitrit 0,93 1,00
Symmetriefaktor Nitrat 0,88 0,94
Symmetriefaktor lodid 0,83 0,96
Peakbreite in 50 % Peakhdhe Nitrit [min] 0,28 0,40
Peakbreite in 50 % Peakhdhe Nitrat [min] 0,39 0,58
Peakbreite in 50 % Peakhohe lodid [min] 0,80 1,17
Bodenzahl Nitrit 3819 2088
Bodenzahl Nitrat 4027 1996
Bodenzahl lodid 3955 1999

** Ausgangsldsung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

Es ist eine leichte, aber nicht eindeutige Zunahme der Retentionszeiten durch das
Spulen mit Phosphatpuffer zu beobachten, obwohl die Stickstoffoedeckungsgrade
abnehmen. Daher scheint es wahrscheinlich, dass zwar Material ausgewaschen wird,
aber gleichzeitig auch eine hohere Anzahl an Aminogruppen durch Phosphat aktiviert
werden konnen. Vor dem Spulen mit Phosphatpuffer betrug die durchschnittliche
Bodenhdhe der Saule 30 pum, was einer nicht optimalen, aber akzeptablen
Packungsqualitat der Saule entspricht. Dies lasst darauf schliel3en, dass die gecoateten
Kieselgelteilchen in einer relativ dichten Anordnung in die Saule gepackt wurden. Da die
Saule nach dem Spulen nicht aus- und wieder neu gepackt wurde, haben sich die
Bodenzahlen verschlechtert und das Packungsbett muss sich verandert haben. Die
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Abnahme der Boden und Zunahme der Peakbreiten kann damit auf eine Veranderung
im Packungsbett durch die vorher erwahnten Auswascheffekte zurtickgefihrt werden.

4.4. Schlussfolgerung

In den vorangegangenen Abschnitten wurden verschiedene Ansétze zur Synthese
eines Anionenaustauschers auf Basis von Polyethylenimin entwickelt, welcher zur
Stabilisierung  mit  Ethandioldiglycidylether  quervernetzt wurde  (Abschnitt 3,
Abschnitt 4.1). Es konnte gezeigt werden, dass mittels Phosphatpuffer die Oberflache
des Anionenaustauschers aktiviert wird (Abschnitt 4.3). Dadurch wurde die
chromatographische Kapazitat erhoht, ungebundene Polymerriickstande werden von
der Phase gewaschen. Weiterhin wurden die Syntheseansatze auf zwei verschiedenen
Porengro3en auf ihre Massentransporteigenschaften untersucht (Abschnitt 4.2).

Es hat sich gezeigt, dass die Synthese eines Ansatzes mit 30 % Polyethylenimin (w/v)
und 15 % Ethandioldiglycidylether in methanolischer LOésung die gewlnschten
Kapazitaten und besseren Massentransporteigenschaften auf ProntoSIL-120 A aufwies.
Fur eine kommerzielle Handhabbarkeit missen die bisher erzielten Ergebnisse flr
Synthesen mit gro3eren Ansétzen bestatigt werden. So wird nun im folgenden Abschnitt
der Syntheseansatz von bisher 1,5g bis 6 g Kieselgel auf 30 g Kiesel erhoht.
Tragermaterial fur die so genannten Masterbatches soll auf Grund der besseren
Massentransporteigenschaften ein ProntoSIL-120 A mit 5 pm-Partikeln sein. Die
Oberflachenaktivierung der stationdren Phase mit Phosphatpuffer sollte aus praktischen

Grinden vor dem Saulen-Packen erfolgen.
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5. Upscaling der Synthese auf 5 um-120A-Tragermater ial

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass ein Syntheseansatz mit 30 %
Polyethylenimin und 15 % Ethandioldiglycidylether (Ausgangslosung 50 %-ig in
Losungsmittel, Herstellerangabe) die erwlinschten Kapazitaten und gleichzeitig gute
Massentransporteigenschaften erreicht. Bisher wurden die stationaren Phasen in
Ansatzen mit 1,59 bis 6 g Kieselgel synthetisiert. Nun soll dieser Ansatz auf eine
groRere Menge ProntoSIL-120 A mit 5 pm-Partikeln tibertragen werden.

5.1. Synthese und Oberflachenaktivierung

Fur die Synthese der zwei 30 g-Ansatze wurden nicht nur die Polymer- und
Quervernetzergehalte, sondern auch die GroRe der verwendeten Glasgefalie
angepasst. Die Vorgehensweise war identisch mit den entsprechenden
vorhergehenden Ansatzen. Der Einfachheit halber werden im Folgenden die zwei
Syntheseansatze mit Masterbatch 1 (MB 1) und Masterbatch 2 (MB 2) bezeichnet.
Beide Masterbatches wurden unter identischen Bedingungen, aber, um die
Reproduzierbarkeit zu Uberprifen, zu unterschiedlichen Zeitpunkten hergestellt. Es
wurde nur der Waschschritt nach der Synthese variiert. Der Masterbatch 1 wurde wie
bisher Uber einer Nutsche gewaschen und im Trockenschrank getrocknet (MB 1a). Um
die Oberflachenaktivierung zu gewahrleisten, wurde der Masterbatch 1 nach dem
Trocknen ebenfalls in 5 mM NaH,PO,4 pH 7,0 mit 50 % Methanol fur sieben Stunden auf
einem Flaschenschittler inkubiert und ebenso mit Wasser Uber einer Nutsche
gewaschen. Danach wurde eine Saule mit diesem Batch gepackt. Mittels Frontanalyse
vor und nach dem Spulen der Séaule mit Phosphatpuffer wurde die
Oberflachenaktivierung (Abschnitt 4.3, S. 75) untersucht. Direkt nach der Synthese und
dem urspriinglichen Waschen des Masterbatches 2 Uber einer Nutsche wurde fur die
CHN-Analyse ein kleiner Teil entnommen (Masterbatch 2a, (MB 2a)). Die Ubrige Phase
wurde in 5 mM NaH,;PO, pH 7,0 aufgeschlammt und auch hier wurde ein Teil fur die
CHN-Analyse entnommen (Masterbatch 2b, (MB 2b)).

Danach wurde die restliche Phase in 5 mM NaH,PO, pH 7,0 mit 50 % Methanol fur
sieben Stunden auf einem Flaschenschuttler inkubiert und anschliel3end mit Wasser
Uber einer Nutsche gewaschen. Diese Phase wird im Folgenden als Masterbatch 2
bezeichnet und fur alle weiteren Charakterisierungen herangezogen. Die Ergebnisse
der CHN-Analyse dieser Phasen sind in Tab. 5.1 gegenubergestellt.
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Tab. 5.1 CHN-Analyse vor und nach der Oberflachenak tivierung der zwei Masterbatches mit
5 mM NaH,PO, pH 7,0. Syntheseansatz mit 30 % PEl und 15 % EDGE (Ausgangslosung 50 %-ig in
Losungsmittel (Herstellerangabe)).

Masterbatch 1 Masterbatch 2
nach Trocknen iiber Nutsche direkt nach
Waschschritte der direkt der Phase, direkt mit Phosphat- Synthese
stationaren Phase nach der Inkubation far nach der uffepr Inkubation fur
nach der Synthese | Synthese | 7 h im Phosphat- | Synthese P @ | 7 him Phosphat-
gewaschen
puffer puffer

MB la MB 1 MB_2a MB 2b MB 2
C/N 5,78 5,86 5,76 5,60 6,22
%C 11,97 12,04 12,27 12,04 9,54
%N 2,07 2,05 2,13 2,15 1,53
Bedeckuggg rad N 5.03 5.00 5,18 5,23 3,71
[umol m ]
SEELEERC | g 38,01 38,84 38,03 29,30
[umol m ]

@ Berechnung siehe Abschnitt 2.4.1
@) Phosphatpuffer entspricht 5 mM NaH,PO, pH 7,0
® Inkubation in 5 mM NaH,PO, pH 7,0 + 50 % Methanol (v/v)

Fur die Synthese der Masterbatches mit 30 % Polyethylenimin (w/v) und 15 %
Ethandioldiglycidylether (v/v) in methanolischer Lésung wurden die Polymer- und
Quervernetzermenge, das Volumen der methanolischen Loésung wie auch die
verwendeten Gefallvolumina der gréReren Kieselgelmenge angepasst. Dennoch
entsprechen die in der Synthese erreichten Stickstoff-Bedeckungsgrade denen eines
kleinen 10 %-Polyethyleniminbatch (Tab. 5.1, MB 1a und MB 2a), obwohl die
Bedeckungsgrade des Kohlenstoffs einem 15 %-igen Quervernetzeransatz entsprechen
(vergl. Tab. 3.1, S.58 und Tab. 4.1, S. 66). Im Gegensatz zu den vorhergehenden
Synthesen erfolgte die Oberflachenaktivierung nicht in der gepackten Saule, sondern
mit dem gesamten Batch. Das kurze Aufschlammen der Phase in Phosphatpuffer und
das direkte Absaugen Uber eine Nutsche verdndern die theoretische und
chromatographische Kapazitat nicht (siehe MB 2b in Tab. 5.1 und Tab. 5.2). Das
Schitteln der Phase (MB 2) in Phosphatpuffer fir sieben Stunden direkt nach der
Synthese verringert den Stickstoffoedeckungsgrad um 30 %. Die chromatographische
Kapazitat erhoht sich dagegen nicht sehr stark (MB 2, Tab. 5.2). Dieser Effekt wurde
schon in Abschnitt 4.3 (S. 75) naher beschrieben. Der Masterbatch 1 dagegen zeigt
auch nach sieben Stunden Schuitteln der Phase (MB 1) in Phosphatpuffer keine
Verringerung der theoretischen Kapazitdt (Tab. 5.1), wobei sich die



Kapitel 2 - Upscaling der Synthese auf 5 um-120A-Tr  Agermaterial 83

chromatographische Kapazitat aber erhéht (Tab. 5.2). Die Unterschiede in den
Ergebnissen beider Batches werden durch den Zeitpunkt der Oberflachenaktivierung
hervorgerufen. Der Masterbatch 2 wurde direkt nach der Synthese dem Phosphatpuffer
ausgesetzt. Wahrend des Quervernetzens befindet sich die Polymerphase fir 16 h in
methanolischer Losung, in welcher das Polyethylenimin zu quellen beginnt. Im
gequollenen Zustand wird die polymerbeschichtete Kieselgelphase starker durch
Phosphatpuffer ausgewaschen. Offensichtlich stabilisiert das Trocknen der
quervernetzten Polyethylenimin-Phase das Coating zusatzlich, da flr den
Masterbatch 1 auch nach sieben Stunden Schiitteln in Phosphatpuffer keine Anderung
in der CHN-Analyse aufgetreten ist. Denkbar ware, dass das Quervernetzen weiterhin
fortgesetzt wird und so die Auswascheffekte verringert werden. Um zu Uberprifen, ob
Unterschiede zwischen einer Aktivierung in der S&ule und eines ganzen Ansatzes
auftreten, wurde eine Saule mit dem Masterbatch 1a gepackt und mittels Frontanalyse
vor und nach dem Spulen mit Phosphatpuffer untersucht (MB l1a, Tab. 5.2). Auch hier
findet eine Erhdhung der chromatographischen Kapazitat statt, welche mit der des

aktivierten Ansatzes vergleichbar ist.

Tab. 5.2 Frontanalyse der Masterbatches. Gegeniibers tellung der verschiedenen Waschschritte
der zwei Syntheseansatze.

Masterbatch 1 Masterbatch 2
MB 1la MB 1 MB 2a MB 2b MB 2
direkt nach der Synthese nach .

2 ir di RN CLEl Uber Nutsche dlSrerﬁhnei%h
Saule fur die Saule vor Saule nach Phase und direkt it Phosphat Ink )() tion fi
Frontanalyse wurde dem Spilen | dem Spulen | Inkubation fiir nach der | ™ pu?fsee at n u7ah|i0mn ur

mit mit 7 him Synthese ®)
TEEL... Phosphat- Phosphat- Phosphat- gewaschen Phof?pha(lct)-
puffer puffer © puffer © putter
ChiemeisgnepiEane | g 0,60 0,53 0,47 0,47 0,57 | 0,48
Kapazitat [umol m ]
Theoretische Kapazitat
) ap 5,03 5,00 5,18 5,23 3,71
[umol m ]

® Bestimmt mittels Frontanalyse mit NaNO;

® Bedeckungsgrad fur Stickstoff, bestimmt mittels CHN-Analyse
@ sSaule 1 h mit 5 mM NaH,PO, pH 7,0 gespiilt

®) Phosphatpuffer entspricht 5 mM NaH,PO, pH 7,0

© Inkubation in 5 mM NaH,PO, pH 7,0 + 50 % Methanol (v/v)

Trotz der geringeren chromatographischen Kapazitat des Masterbatches 2 zeigt dieser
die hoheren k-Werte fir lodid, Nitrat und Nitrit im Vergleich zum Masterbatch 1 unter
identischen Bedingungen (Abb. 5.1). Erst nach der Oberflachenaktivierung durch das
Schitteln beider Ansétze fur sieben Stunden in Phosphatpuffer wurden die k-Werte der
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kleinen Anionen angeglichen. Dieses Phdnomen Uberrascht angesichts der Ergebnisse
der CHN- und Frontanalyse.

Der Masterbatch 2 besitzt einen viel geringeren prozentualen Stickstoffgehalt. Mittels
Phosphatpuffer kbénnten aus sterischen Griinden mehr Aminogruppen aktiviert worden
sein. Im Masterbatch 1 hingegen liegt ein hoherer Stickstoffgehalt vor. Offensichtlich
sind hier aber nicht alle Aminogruppen aktiviert worden. Im Vergleich miteinander
missten auf beiden Phasen durch die zuvor beschrieben Aktivierungsméglichkeiten
eine gleiche Anzahl Amino-Gruppen aktiviert werden, was unwahrscheinlich ist. Warum
die grolRen Differenzen beider Batches in chromatographischer und theoretischer
Kapazitat dennoch zu vergleichbaren Retentionsfaktoren flhren, kann an dieser Stelle

leider nicht geklart werden.

18
154 ]
e 12
(@)
=
4 9 | ]
6 .
3 .
0 -
Saule direkt | Séaule nach nach Synthese- Synthese-
nach der Spulen mit Inkubieren ansatz ansatz mit ]
Synthese Phosphat des Phosphat nach Inkubieren des
Synthese- tiber Nutsche Synthese-Ansatzes fur 7h
Ansatzes fir gewaschen in Phosphat
7h
in Phosphat
Masterbatch 1 Masterbatch 2

H k-Wert lodid O k-Wert Nitrat O k-Wert Nitrit

Abb. 5.1 Vergleich der k-Werte von lodid, Nitrat un  d Nitrit vor und nach der
Oberflachenaktivierung der zwei Masterbatches mit 5 mM NaH,PO, pH 7,0. 125 x 2,0 mm i.D.,
50 mM TRIS/HCI pH 7,0 + 10 % ACN, 250 pL min "1 UV-Detektion @ 215 nm, Waters Alliance.
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5.2. Chromatographische Phasencharakterisierung

Neben der chromatographischen und theoretischen Kapazitat eines lonenaustauschers
sind auch die Resthydrophobie und die Massentransporteigenschaften von Bedeutung.
Daher wurden beide Masterbatches auch auf diese Eigenschaften hin untersucht.

5.2.1. lonenaustausch und Hydrophobie

In der lonenaustauschchromatographie hat die lonenstarke des Eluenten einen
entscheidenden Einfluss auf die Retention der Analyten. Ein hoher Salzgehalt in der
mobilen Phase flihrt zu einer starkeren Verdrangung der Analyten von der stationaren
Phase, was kleinere Retentionsfaktoren zur Folge hat. Da die meisten modifizierten
Kieselgelphasen auch Kohlenstoff enthalten, kann neben dem lonenaustausch noch ein
weiterer Retentionsmechanismus, vorwiegend ein Umkehrphasenmechanismus,
vorliegen. Durch die Abhéngigkeit des Retentionsfaktors eines Analyten vom Salzgehalt
der mobilen Phase kann die Resthydrophie einer lonenaustauscherphase bestimmt
werden. Der k-Wert in Abhangigkeit von der inversen Salzkonzentration ist eine
typische Auftragung, die Aussagen zur Resthydrophobie der Phase zuldsst. Weiterhin
kann dadurch tberpruft werden, ob es sich wirklich unter den gewahlten Bedingungen
um einen lonenaustauschmechanismus fur die Analyten handelt. Ist dies der Fall, muss
eine lineare Abhangigkeit des Retentionsfaktors von der reziproken Salzkonzentration
vorliegen. Die Auftragung Uber die inverse Salzkonzentration lasst eine Extrapolierung
auf eine unendlich hohe Salzkonzentration zu, was dem Schnittpunkt der Gerade mit
der y-Achse bei c'=0 entspricht (Abb. 5.2). Fir den Fall, dass die Retention
ausschlief3lich auf lonenaustausch beruht, verlauft die Gerade durch den Ursprung, da
durch die hohe Salzkonzentration die Analyten keine Retention aufweisen wuirden.
Wenn der Schnittpunkt mit der y-Achse bei einem k-Wert grof3er Null erfolgt, muss ein
weiterer Retentionsmechanismus vorliegen. Daher kann dieser Schnittpunkt als ein
Mal3 fur die Resthydrophobie der Phase interpretiert werden. Fir beide Masterbatches
sind diese Auftragungen in Abb. 5.2 gegentibergestellt.
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Abb. 5.2 Retentionsfaktor in Abhéngigkeit von der i nversen Salzkonzentration. Isokratische
Trennung von Nitrit und lodid mit jeweils 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM NaCl in 50 mM TRIS/HCI pH
7,0 + 10 % ACN, 250 pL min™, UV-Detektion @ 225 nm. MB 1 und MB 2 125 x 2,0 mm.

Auf Grund der linearen Abhangigkeit der Retentionsfaktoren fur Nitrit und lodid von der
inversen  Salzkonzentration kann davon ausgegangen werden, dass hier
lonenaustausch der Hauptretentionsmechanismus ist (Abb. 5.2). Dennoch zeigen beide
Masterbatches Resthydrophobie. Die Geraden von Nitrit und lodid beider
Masterbatches schneiden die y-Achse bei einem k-Wert kleiner zwei. Nitrit scheint aber
weniger stark mit der stationaren Phase Uber hydrophobe Wechselwirkungen zu
interagieren als lodid. Die Stellung der beiden Anionen in der Hofmeister-Reihe [57]
stutzt dieses Ergebnis.

Die Umkehrphasenchromatographie basiert auf solvophoben Wechselwirkungen
zwischen Analyten und stationarer Phase. Hierbei fuhrt eine ErhOhung des
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Organikgehaltes des Eluenten zu einer Erh6hung der Elutionskraft. Um zu Uberprifen,
ob Nitrit und lodid wirklich hydrophobe Wechselwirkungen aufweisen, wurde deren
Retentionsfaktor in Abh&angigkeit von der Acetonitrilkonzentration untersucht. Als dritter
Analyt wurde fir diese Untersuchung Thyroxin (T4) ausgewahlt. Die Molekulstruktur von
T4 weist ein Kohlenstoffgrundgerist wie auch eine Carbonsauregruppe auf, wodurch
neben den ionischen auch hydrophobe Wechselwirkungen mdglich sind. Der
Retentionsfaktor von T4 sollte demnach eine starke Abhangigkeit der
Acetonitrilkonzentration zeigen. In Abb. 5.3 sind die Abhangigkeiten der
Retentionsfaktoren von Nitrit, lodid und T4 vom Acetonitrilgehalt dargestellt.

16,0

* . MB 2

14,0 *
12,0 + .

10,0 1 ¢ .

k-Wert

8,0 -
6.0 - -
408

2,0 A

0,0 T T T T
0 20 40 60 80 100

ACN-Gehalt [%]
& lodid @ Nitrit /A T4

Abb. 5.3 Retentionsfaktor in Abhéngigkeit von der A cetonitrilkonzentration.  Isokratische Trennung
von Nitrit, lodid und T4 mit jeweils 0 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 % 50 % und 60 % ACN in
50 mM TRIS/HCI pH 7,0, 250 pL min™, UV-Detektion @ 225 nm. MB 2, 125 x 2,0 mm.

Die Retentionsfaktoren von lodid und T4 nehmen mit der Erhdhung des
Acetonitrilgehalt des Eluenten ab. Wie erwartet zeigt T4 eine starkere Abhangigkeit der
Retention vom Anteil an organischen Loésemittel, was auf starkere hydrophobe
Wechselwirkungen des kohlenstoffreichen Gerlistes mit der stationdren Phase
zurtckgefuhrt werden kann. lodid hingegen besitzt zwar kein Kohlenstoffgertust, kann
aber auch im Gegensatz zu Nitrit Uber hydrophobe Wechselwirkungen retardieren
(Hofmeister-Reihe [57]). Nitrit scheint bei hdéheren Acetonitriigehalten eine grof3ere
Affinitat zur stationaren Phase zu haben, was die Erh6hung des Retentionsfaktors mit
dem Anstieg des Acetonitrilgehaltes erklart. Dieser solvophobe Effekt wird beim

Betrachten der Hofmeister-Reihe [57] bestatigt. Nitrit gehért zu den wenig bis gar nicht
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hydrophoben Verbindungen, wodurch keine bzw. geringe Affinitaten zum organischen
Eluenten bestehen. Dadurch hélt sich Nitrit eher an der polareren und hydrophileren
Oberflache der stationdren Anionenaustauscherphase auf als in der hydrophoben
mobilen Phase.

Die Ergebnisse bestatigen damit die Vermutung aus dem vorhergehenden Abschnitt
(Abschnitt 4.2, S. 70), dass auf Grund des untypischen Aussehens der H-u-Kurve (Abb.
4.3a) neben dem lonenaustausch noch ein weiterer Retentionsmechanismus vorliegt.
Wie in Abb. 5.3 deutlich wird, handelt es sich dabei um hydrophobe Wechselwirkungen.

5.2.2. Massentransport

Eine weitere wichtige Eigenschaft neben der Hydrophobie und der Kapazitat ist der
Massentransport kleiner und hdéhermolekularer Anionen. Im Folgenden wird der
Massentransport beider Masterbatches mit Nitrit, Nitrat, lodid, Thyroxin (T4) und
Aminonaphthalensulfonsaure (Abk.: SO3) verglichen (Abb. 5.4). Wie zu erwarten sind
die Anstiege des Massentransportterms auf dem hier verwendeten 5 pm-Material im
Vergleich zu den H-u-Kurven des 10 um-Tragermaterials (Abb. 4.3, S. 72 und Abb. 4.4,
S. 74) deutlich geringer. Dennoch zeigt auch hier T4 den grof3ten Anstieg des C-Terms
(Tab. 5.3). Wie bereits gezeigt wurde (Abschnitt 5.2.1), retardiert T4 auch Uber
hydrophobe Wechselwirkungen mit der stationaren Phase. Das Vorhandensein eines
weiteren Retentionsmechanismus’ kann einen starken Einfluss auf das Verhalten des
Massentransports der Analyten haben. Die H-u-Kurve von lodid weist dagegen flr ein
5 um-Tragermaterial einen untypischen Kurvenverlauf (Abb. 5.4) auf. Die héheren
Lineargeschwindigkeiten haben offensichtlich keinen Einfluss auf den Massentransport
von lodid, was eigentlich eher bei einem unporésen Tragermaterial zu erwarten ware.
Die Ursache fur dieses Verhalten kann an dieser Stelle nicht geklart werden. Méglich
ware auch hier das Vorhandensein eines weiteren Retentionsmechanismus’ neben dem
lonenaustausch. Beide Masterbatches zeigen fir die hier untersuchten Substanzen
trotz der Unterschiede in den Bedeckungsgraden (Tab. 5.1, S.82) vergleichbare
Abh&ngigkeiten des Massentransports von der Lineargeschwindigkeit (Tab. 5.3).
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Abb. 5.4 H-u-Kurven des Masterbatch 1 (MB 1) und Ma sterbatch 2 (MB 2). ©Nitrat, Witrit, A,

€ Aminonaphthalensulfonsaure (SO 5), M lodid, van Deemter-Parameter siehe Tab. 5.3
10 % bzw. 50 % ACN in 50 mM TRIS/HCI pH 7,0, UV @ 225 nm, 125 x 2,0 mm i.D., Flusse: 100, 150,

200, 250, 300, 400, 500, 700, 900, 1000, 1200 uL min™

Tab. 5.3 Gegenuberstellung der van Deemter-Paramete r beider Masterbatches fur kleine Anionen
(Nitrit, Nitrat, lodid) und héhermolekulare Anionen mit Kohlenstoffgrundgerust (T4,

Aminonaphthalensulfonsaure). H-u-Kurven siehe Abb. 5.4.
Masterbatch 1 Masterbatch 2

K-Wert A-'I;agrm B-'Izsrm C-'I('Srm K-Wert A-'I;Srm B-'Izgrm C-'I('Srm
Nitrit 4,34 19,82 8,08 6,96 4,56 16,78 11,18 6,08
Nitrat 6,37 25,89 3,56 4,34 6,56 20,86 8,71 3,92
lodid 14,09 76,97 55,68 -3,25 13,42 37,31 30,42 0,83
T4 5,22 70,23 | -19,28 | 28,60 5,05 57,83 | -13,68 | 29,57
AminoNaphSO ; 11,84 22,63 6,03 9,30 12,02 25,55 3,28 9,94

B

@ Bestimmt mit Origin-Fit der Gleichung H = A + 2+ C [L
u
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Die Bandenverbreiterung hin zu groBeren Retentionsfaktoren innerhalb einer
isokratischen Trennung auf Grund von Diffusionsvorgéngen ist hinreichend bekannt.
Daher sollten immer die van-Deemter-Parameter gleicher k-Werte miteinander
verglichen werden, was aber den Vergleich der hier bestimmten Parameter mit der
Literatur erschwert. Ohmacht und Halasz [14] untersuchten 1981 kommerziell
erhaltliche 10 um- und 5um-Kieselgel-Tragermaterialien und bestimmten dabei unter
anderem fur 5 um-Partikel die van-Deemter-Parameter. Die Retentionsfaktoren ihrer
untersuchten Analyten lagen zwischen 0,0 und 2,7, also deutlich unter den hier
erreichten k-Werten. Demnach werden die van-Deemter-Parameter der hier
untersuchten Masterbatches grof3er sein. Ohmacht und Halasz bestimmten fur einen
Retentionsfaktor um 2,7 Werte fur den Massenubergangsterm zwischen 2,7 und 4,0.
Hier wurden fur beide Batches bei einem k-Wert von zum Beispiel 12 (vergl.
Aminonaphthalensulfonsaure, Tab. 5.3) Massenubergangsterme von 9 bis 10 ermittelt.
Das lasst vermuten, dass die Massentransporteigenschaften beider Masterbatches mit
denen kommerziell erhaltlicher stationdrer Phasen basierend auf 5 pm-Partikeln

vergleichbar sind.

5.3. Stabilitditsmessungen

Bisher wurde ausschlie3lich das chromatographische Verhalten der Masterbatches
naher untersucht. Fur einen HPLC-Nutzer ist jedoch auch von Bedeutung, unter
welchen Bedingungen die S&ule betrieben werden kann. Dabei sind die chemische
Stabilitat des Coatings und die Stabilitdit des Packungsbettes entscheidend.
Kieselgelphasen sind im Allgemeinen in einem pH-Bereich von 2,5 bis 8 stabil.
Oberhalb von pH 8 l6st sich das Kieselgel auf. Unterhalb von pH 2 beginnt bei
silanmodifizierten stationdren Phasen die Ruckreaktion zu Kieselgel und dem
entsprechenden Silan. In der lonenaustauschchromatographie haben der pH-Wert, die
Pufferkonzentration und die lonenstarke einen bedeutenden Einfluss auf die Trennung
der Analyten. Daher ist die pH-Stabilitat der stationdren Phase entscheidend. Wéhrend
der ersten Synthesen (Abschnitt 3.2, S. 60) hat sich gezeigt, dass Phosphatpuffer
schon bei einem pH-Wert von 7,0 das Kieselgel angreift. Daher werden die
Polyethylenimin-Phasen auf die Stabilitat im Dauerbetrieb bei pH 7,0 mit TRIS/HCI und
bei pH 3,0 - 3,2 mit Essigsaure untersucht.

Wie in Abschnitt 3.2 (S. 60) schon erlautert, kébnnen auf Grund der k-Werte und

Bodenzahlen Aussagen uber die chemische und mechanische Stabilitdt einer
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stationédren Phase innerhalb der gewéhlten Testbedingungen gemacht werden. Eine
Abnahme der Retentionsfaktoren lasst sich auf das Ablésen bzw. Abwaschen des
Coatings zuruckfuhren. Dadurch wére die untersuchte Phase chemisch nicht stabil.
Eine starke Abnahme der Bodenzahlen lasst sich auf Veranderungen im Packungsbett
zurlickfuhren, wodurch die Phase mechanisch nicht stabil ware. Das Auflésen des
Kieselgels hat eine Abnahme der mechanischen Stabilitat auf Grund der Instabilitat des
Coating-Netzwerks zur Folge (Abschnitt 3.2, S. 60).

5.3.1. Stabilitat bei pH 7,0 mit TRIS/HCI

In Abschnitt 3.2 (S.60) hat sich gezeigt, dass ein pH-Wert von 7 fir die
Kieselgelstabilitat bereits kritisch sein kann. Der in Abschnitt 3.2 diskutierte
Erklarungsansatz basierte auf der Erhéhung des pH-Wertes an der Oberflache der
Kieselgelporen. In den Poren, die ca. 40 % des Saulenvolumens einnehmen, wird die
mobile Phase als stehend betrachtet, es findet nur Diffusion von Molekilen statt.
Dadurch werden die Poren nicht kontinuierlich mit ,frischem” Eluent gespult, wodurch
der Austausch der mobilen Phase verzdgert erfolgt. Dadurch kann sich der pH-Wert in
den Poren lokal erh6hen, was zu einer Auflosung des Kieselgels fuhrt (Einzelheiten
siehe Abschnitt 3.2, S. 60). Die Zuganglichkeit der Poren ist fur das kleinere Phosphat-
lon erhéht. Ein groRReres Puffermolekil konnte daher die Stabilitdt des Kieselgels im
Vergleich zu dem Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 7 verbessern. Um die
Stabilitat der Masterbatches bei pH 7,0 zu untersuchen, wurde daher 50 mM TRIS/HCI
als Puffersystem gewahlt. TRIS ist im Gegensatz zu Phosphat ein organisches Molekiil,
was ein weiterer Vorteil fur die Kieselgelstabilitat sein kbnnte. Fur die Untersuchung der
Stabilitat bei pH 7,0 wurde aus Zeitgriinden nur der Masterbatch 2 getestet. Wie sich
spater beim Stabilitatstest mit Essigsaure (Abschnitt 5.3.2) zeigen wird, unterscheiden
sich beide Batches in Bezug auf die Phasenstabilitat nicht.

Die Saule des Masterbatch 2 wurde kontinuierlich Uber den gesamten Zeitraum mit
50 % Acetonitril in 50 mM TRIS/HCI pH 7,0 gespilt. In verschiedenen zeitlichen
Abstanden wurden einmal die Aminonaphthalensulfonsaure und ein Gemisch aus Nitrit
und lodid injiziert. Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde zusatzlich der
Druckabfall der Saule beobachtet. Die k-Werte und Bodenzahlen der Analyten in

Abhéngigkeit der Saulenvolumina an Eluent sind in Abb. 5.5 dargestellt.
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Abb. 5.5 Stabilitatstest bei pH 7,0 des Masterbatch 2 (125 x 2,0 mm). (a) k-Werte und (b)
Bodenzahlen in Abhangigkeit von den Saulenvolumina an Eluent. 50 % Acetonitril in 50 mM
TRIS/HCI (pH 7,0), Injektion von Aminonaphthalensulfonsaure (SO3) und einem Gemisch aus Nitrit und
lodid, HP1100, UV-Detektion @ 215 nm, 250 pL min™.

Die Retentionsfaktoren bleiben Uber den gesamten Zeitraum konstant, was die
chemische Stabilitdt des Polyethylenimin-Coatings belegt. Wie vorher schon mit 5 mM
Phosphatpuffer beobachtet wurde (Abb. 3.1, S. 61), brechen die Bodenzahlen von Nitrit
und lodid bei ca. 6000 Saulenvolumina an Eluent ein. Die Stabilitdt des Packungsbettes
scheint mit TRIS/HCI geringfigig héher zu sein. Im Falle der
Aminonaphthalensulfonsaure ist zudem in Anstieg der Bodenzahl zu erkennen.

Ob sich das Kieselgel tatsachlich auflst, wurde auch hier durch eine CHN-Analyse der
ausgepackten stationaren Phase Uberprift (Tab. 5.4). Im Falle eines Auflésens des
Kieselgels nehmen die mittels CHN-Analyse bestimmten Kohlenstoff- und
Stickstoffgehalte zu. Dieser Effekt sollte verstarkt im vorderen Bereich der Saule
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auftreten. Die mit den Masterbatches gemessenen Ergebnisse bestatigen die Resultate
aus der Phasenentwicklung (Vergl. Saulen 1 und 2 in Tab. 3.3, S. 63).

Tab. 5.4 CHN-Analyse der ausgepackten Saule des Mas terbatch 2 vor und nach dem
Stabilitatstest mit 50 mM TRIS/HCI pH 7,0

. Saule nach Stabilitatstest @
direkt
nach der
Synthese | Saulen- | Saulen- Saulen-
Anfang Mitte Ende
CIN 6,22 5,53 5,46 5,40
%C 9,54 18,76 13,30 12,91
%N 1,53 3,39 2,43 2,39
EELEE UL 3,71 8,37 5,94 5,84
[umol m ]
Bedeckungsgrad C | 5930 | 6416 | 42,63 41,20
[umol m ]

@ Bedingungen siehe Abb. 5.5

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass auch im Falle eines TRIS/HCI-Puffers ein pH-
Wert von 7,0 fur die Polyethyleniminphase kritisch ist. Mit dem gro3eren TRIS-Molekdl
als Pufferion ist die Phase zwar stabiler, aber dennoch nicht langer als 7000
Saulenvolumina. Wie in Tab. 5.4 ersichtlich, sind nach dem Stabilititstest die
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte viel hoher, was das Auflésen des Kiesels bestatigen
wirde. Auch hier wurde wieder ein Anstieg des Saulendrucks beobachtet, was
ebenfalls ein Indikator fur das Auflosen des Kieselgels ist. Am S&ulenanfang ist dabei
eine starkere Zunahme zu beobachten. Dies kann zum einen auf das Auflésen des
Tragermaterials, aber auch auf Anreicherungseffekte der Analyten oder von
Eluentbestandteilen am Saulenkopf zurickgefihrt werden.

5.3.2. Essigsaure

Im vorhergehenden Abschnitt wurde die Stabilitdt an der oberen Grenze des pH-
Bereichs der Kieselgelstabilitdt untersucht. Nun soll die Stabilitdit der
Polyethyleniminphase im sauren pH-Bereich untersucht werden. Die untere pH-Wert-
Grenze des Kieselgels liegt bei 2,5 bis 3,0. Daher wurde 0,1 Vol% Essigsaure als
Additiv dem Eluent hinzugefiigt, was einem pH-Wert von 3,0 bis 3,2 entspricht.
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Hier wurde jeweils eine Saule fiir beide Masterbatches untersucht. Uber den gesamten
Zeitraum wurden die Saulen mit einem Gemisch aus Wasser/Acetonitril (60/40) mit
0,1 Vol% Essigsaure als Additiv gespult. In unterschiedlichen zeitlichen Abstanden
wurde ein Gemisch aus Thyroxin (T4) und Diiodothyropropionsaure (DiProp) injiziert.
Die k-Werte und Bodenzahlen beider Substanzen in Abhangigkeit der Sdulenvolumina
an Eluent sind fur den Masterbatch 1 und 2 in Abb. 5.6 dargestellt.
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Abb. 5.6 Stabilitatstest beider Masterbatches (100  x 2,0 mm). (a) k-Werte (b) und Bodenzahlen in
Abhéngigkeit von den Saulenvolumina an Eluent. Wasser/Acetonitril (60/40) + 0,1 Vol% Essigsaure,
Injektion eines Gemisches aus Thyroxin (T4) und Diiodothyropropionséure (DiProp), HP1100,
UV-Detektion @ 225 nm, 250 pL min™.

Nach 17.000 bzw. 20.000 Saulenvolumina an Eluent wurden die Stabilitatsmessungen
abgebrochen. Uber den gesamten Zeitraum blieben die k-Werte und Bodenzahlen
relativ konstant (Abb. 5.6). Die Schwankungen sind dabei unter anderem auf die

Injektion mittels manuellen Injektionsventil zurtick zufiihren. Im Falle der Propionsaure
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ist bis ca. 1600 Saulenvolumina an Eluent ein Anstieg der k-Werte zu beobachten. Da
die Retentionsfaktoren danach konstant bleiben, handelt es sich hierbei wahrscheinlich
um Auswascheffekte und Oberflachenaktivierung. Die Packungscharakterisierung der
verwendeten Saule des Masterbatch 2 zeigte eine reduzierte Bodenhohe von 6. Die
Saule des Masterbatch 1 hingegen erreichte eine reduzierte Bodenhthe von 4. Daher
sollte die Packung des Masterbatch 1 stabiler sein. Auch hier wurden die stationaren
Phasen nach dem Stabilitatstest ausgepackt und mit Hilfe der CHN-Analyse auf
maogliche Auswascheffekte hin Gberprift (Tab. 5.5).

Tab. 5.5 CHN-Analyse der ausgepackten Saule beider  Masterbatches vor und nach dem
Stabilitatstest mit Essigsaure

Master- Masterbatch 1 nach Master- Masterbatch 2 nach

batch 1 Stabilitastest © batch 2 Stabilitastest @

nach der | Saulen- Saulen- Saulen- | nach der | Saulen- Saulen- Saulen-

Synthese | Anfang Mitte Ende Synthese | Anfang Mitte Ende
CIN 5,86 5,77 5,82 5,66 6,22 5,81 5,80 5,67
%C 12,04 14,36 13,92 13,58 9,54 14,97 14,63 14,11
%N 2,05 2,49 2,39 2,40 1,53 2,58 2,52 2,49
Bedeckungsgrad N | ;99 | 5075 | 583 5,86 3,71 6,30 616 | 6,078
[umol m ]
[E:lfgglcr';“.g]gsgrad C | 3801 | 4657 | 4493 | 4367 | 2930 | 4892 | 4761 | 4564

(a) Bedingungen siehe Abb. 5.6

Auch hier ist eine Zunahme der Kohlenstoff- und Stickstoffgehalte zu beobachten, die
aber im Vergleich zum pH-Wert von 7 nicht so signifikant ausgepragt ist. Diese
Zunahme kann ihre Ursache in der Kieselgelauflosung, aber auch in
Anreicherungseffekten haben. Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass die
mechanische und chemische Stabilitdt beider Masterbatches bei einem pH-Wert von
ca. 3 unter den hier gewahlten Bedingungen Uber einen lAngeren Zeitraum gegeben ist.
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5.4. Zusammenfassung

Die Verzehnfachung des 30 %igen Polyethylenimin-Syntheseansatzes (Upscaling) mit
15 % Ethandioldiglycidylether auf ProntoSIL-120 A-5 pm erzielte nicht die vorher bei
kleineren Kieselgelansatzen beobachteten Stickstoff- und Kohlenstoffbedeckungsgrade
(Vergl. Tab. 5.1, S. 82 und Tab. 4.1, S. 66). Die Bedeckungsgrade, die durch das
Upscaling der Synthese erreicht wurden, entsprechen denen der kleineren Ansatze mit
15% Polyethylenimin  und 5% Ethandioldiglycidylether in Methanol. Die
chromatographischen Kapazitaten zeigen nach der Oberflachenaktivierung bei pH 7,0
mit 5 mM Phosphatpuffer vergleichbare Tendenzen (Vergl. Tab. 5.2, S. 83 und Tab. 3.2,
S. 59). Da auch die Volumina der in der der Synthese verwendeten Gefalie angepasst
wurden, kann an dieser Stelle dieser Effekt nicht geklart werden. Die
Oberflachenaktivierung erfolgte durch Schitteln des gesamten Syntheseansatzes Uber
sieben Stunden in 5 mM Phosphatpuffer pH 7,0. Ein Ansatz (Masterbatch 1) wurde vor
dem Kontakt mit Phosphatpuffer im Trockenschrank getrocknet. Der zweite Ansatz
(Masterbatch 2) wurde direkt nach der Synthese dem Phosphatpuffer ausgesetzt. Der
Masterbatch 2 zeigt durch diesen Prozess eine starke Abnahme der Bedeckungsgrade.
Die Stickstoff- und Kohlenstoffgehalte des Masterbatches 1 hingegen veradndern sich
nach der Oberflachenaktivierung nicht signifikant. Die chromatographischen
Kapazitaten und k-Werte beider Ansatze sind dennoch vergleichbar (Tab. 5.2, S. 83
und Abb. 5.1, S. 84). Fur beide Anionenaustauscherphasen wurden die van-Deemter-
Parameter kleiner anorganischer Anionen und héhermolekularer organischer Anionen,
bestimmt. Beide Batches weisen keine signifikanten  Unterschiede der
Massentransporteigenschaften auf (C-Term, Tab. 5.3, S. 89). Die ermittelten Parameter
sind mit Werten aus der Literatur vergleichbar [14]. Auch die Resthydrophobie
unterscheidet sich nicht signifikant (Abb. 5.2, S. 86).

Stabilitatsuntersuchungen mit TRIS/HCI- und Phosphat-Puffer (Abschnitt 5.3, S. 90 und
Abschnitt 3.2, S.60) haben gezeigt, dass ein pH-Wert von 7,0 die Stabilitat des
Kieselgels einschrankt. Die chemische Stabilitdt des Coatings ist bei diesem pH-Wert
dennoch gegeben. Die Phasenstabilitat im unteren pH-Bereich wurde bei einem pH-
Wert von 3,0 bis 3,2 mit Essigsaure untersucht. Unter diesen Bedingungen ist die
Stabilitat des Coatings und des Packungsbettes auch nach 20.000 Saulenvolumina,
was einem Dauerbetrieb von Uber 400 Betriebsstunden entspricht, gegeben.
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6. Applikation des Polyethylenimin-Anionenaustausch ersin
verschiedenen chromatographischen Modi

In den vorhergehenden Abschnitten wurde die Synthese und Charakterisierung des
Polyethylenimin-Anionenaustauschers genauer betrachtet. Zur Charakterisierung der
Saulen wurden vielfach unterschiedliche HPLC-Methoden eingesetzt, wobei jedoch der
Schwerpunkt der einfacheren Handhabbarkeit wegen nicht auf der Komplexitat des
Trennproblems lag. Im Folgenden sollen nun komplexere Probengemische auf der
entwickelten Polyethyleniminphase getrennt werden. Die entwickelte stationdre Phase
kann sowohl in der die Anionenaustauschchromatographie, als auch in der
Normalphasenchromatographie eingesetzt werden. Durch die Resthydrophobie der
Phase bietet sich zudem die Umkehrphasenchromatographie an. Im Folgenden sollen
verschiedene Anwendungsbeispiele vorgestellt werden. Die in Abschnitt 6.1 und 6.2
zusammengestellten Probengemische beruhen dabei nicht auf realen Trennproblemen
aus der Laborpraxis. Sie dienen lediglich dazu, die Leistungsfahigkeit der entwickelten
stationéaren Phase gegenuber verschiedenen Analyten zu demonstrieren. Dagegen wird
in Abschnitt 6.3 auf ein reales Trennproblem eingegangen, dessen Bedeutung in einem

spateren Teil dieser Arbeit naher erlautert wird.

6.1. Normalphasenchromatographie

In der Normalphasen- oder auch Adsorptionschromatographie wird eine polare
stationdre Phase in Verbindung mit einre unpolaren mobilen Phase verwendet.
Typische Eluenten sind beispielsweise unpolare aliphatische Kohlenwasserstoffe. Die
Zugabe von polareren Solventien wie Alkoholen oder, wie in dieser Arbeit, Estern,
erhoht die Elutionsstéarke des Eluenten. Fir eine Trennung eines Gemisches aus Toluol
und 2,6-, 2,4-, 2,5, und 3,5-Dimethylphenol wurde n-Hexan/Ethylacetat (90/10, v/v) als
mobile Phase ausgewahlt (Abb. 6.1). Um den Wassergehalt der mobilen Phase und
somit auch die Retentionszeiten zu kontrollieren, wurde dem Eluenten 500 ppm Wasser

hinzugeflgt.
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CH,
2,4-Dimethylphenol 2,5-Dimethylphenol 2,6-Dimethylphenol

OH CH,

H,C CH,

3,5-Dimethylphenol Toluol

Abb. 6.1 Probengemisch der Normalphasenchromatograp hie.

Eine Beipieltrennung der finf Substanzen ist auf zwei Saulen eines 10 %igen
Polyethyleniminansatzes mit 5 % Quervernetzer in Abb. 6.2 gezeigt. Unter den hier
gewahlten Bedingungen co-eluieren 2,4- und 2,5-Dimethylphenol (Peak 3 und 4, Abb.
6.2). Dagegen konnen Toluol, 2,6- und 3,5-Dimethylphenol basisliniengetrennt
detektiert werden. Zum Vergleich wurde das Gemisch unter gleichen Bedingungen auf
einer kommerziell erhéltlichen Amino-Phase (ProntoSIL-120-3-AMINO, Bischoff) injiziert
(Abb. 6.3). Auf dem ersten Blick ist sofort ersichtlich, dass die Trennung auf der
kommerziellen Aminophase in vier Minuten erfolgt ist. Diese Saule ist 2,5 cm kuirzer.
Selbst wenn man dies berlcksichtigt, ist die Adsorption an der PEI-Phase deutlich
hoher. Auf der Polyethyleniminphase dauert eine Trennung ca. 17 Minuten. Demnach
ist die Adsorption der Analyten auf der Polymerphase starker. Die kommerzielle
Aminophase basiert auf 3 um-Partikeln, woraus schmalere Peaks resultieren. Trotz
5 um-Partikeln ist jedoch die Polyethyleniminphase in der Lage, 2,4- und 2,5-
Dimethylphenol anzutrennen. Durch ein 3 pm-Tragermaterial kann auf Grund der
besseren Massentransporteigenschaften die Auflésung erhoht werden. Dies wird
sicherlich nicht zu einer Basislinientrennung fuhren, ware aber eine Mdglichkeit der
Optimierung. Die Retention erfolgt hier tUber die polaren Wechselwirkungen der OH-
Gruppe, was die Retentionsreihenfolge gelegt. Je weniger die OH-Gruppe sterisch
durch Nachbargruppen abgeschirmt wird, desto héher ist die Retention, womit 2,6-
Dimethylphenol sehr friih, 3,5-Dimethylphenol hingegen als letzes eluiert.

Diese Applikation soll verdeutlichen, dass die in dieser Arbeit synthetisierten
Polyethyleniminphasen auch fur die Normalphasenchromatographie geeignet sind.
Daher wurde an dieser Stelle auf eine weitere Optimierung verzichtet.
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Abb. 6.2 Normalphasenchromatographie. Zwei Sdulena  und b eines Syntheseansatzes mit
10 % PEI und 5 % EDGE auf ProntoSIL-120A-5, 125 x 2,0 mm, Eluent: n-Hexan + 10% Ethylacetat
(v/v) + 500 ppm Wasser, Bischoff-Pumpe, Knauer-Detektor, manuelles Injektionsventil mit 5 pL

Probenschleife, 254 nm, 250 pL/min, Elutionsreihenfolge: Toluol, 2,6-DiMePh, 2,4-DiMePh + 2,5-DiMePh,
3,5-DiMePh (Dimethylphenole).
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Abb. 6.3 Normalphasenchromatographie einer kommerzi  ellen Aminophase.
ProntoSIL-120-3-AMINO,3 um Partikel, 120A-Tragermat erial, 100 x 4,6 mm. Eluent: n-Hexan +

10% Ethylacetat (v/v) + 500 ppm Wasser. Bischoff-Pumpe, Knauer-Detektor, manuelles Injektionsventil
mit 5 uL Probenschleife, 254 nm, 1,0 mL/min, Elutionsreihenfolge: Toluol, 2,6-DiMePh, 2,4-DiMePh + 2,5-
DiMePh, 3,5-DiMePh (Dimethylphenole).
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6.2. lonenaustauschchromatographie mit Benzoesaured erivaten

Es wurde bereits mehrfach erwéhnt, dass in der lonenaustauschchromatographie die
Erh6hung der Elutionskraft durch eine Erh6hung der lonenstérke des Eluenten erreicht
wird. Um die Trennleistung der Masterbatches im lonenaustausch-Modus zu
demonstrieren, wurden 13 Derivate der Benzoesdure bzw. Substanzen mit einer
ahnlichen Moleklstruktur ausgewahlt (Abb. 6.4). Die Elution der Substanzen erfolgte
mit einem Natriumchlorid-Gradienten in einem 50 mM TRIS/HCI gepufferten
Eluentensystem bei pH 7,0. Das Gemisch wurde auf beiden Masterbatches unter

identischen Bedingungen getrennt (Abb. 6.5).

O OH o oH
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OH
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* OH HO |
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“CH, \jr]v : z;\/\CHg Z
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Abb. 6.4 Probengemisch der Benzoesaurederivate.
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Abb. 6.5 Trennung von Benzoesaure-Derivaten mittels lonenaustauschchromatographie auf einer
Saule des Masterbatch 1 (MB 1) und Masterbatch2 (M B 2), 150 x 4,6 mm i.D. (Werte siehe Tab.
6.1). Gradient in 32 min von 0 - 150 mM NacCl in 50mM TRIS/HCI pH 7,0, 1 mL min™, UV-Detektion @
240 nm.

(1) 3-lodo-L-Tyrosin, (2) Methylparaben,(3) Ethylparaben, (4) Propylparaben, (5) Acetylsalicylséaure,
(6) Dinitrobenzoesaure, (7) Benzoesaure, (8) 3,5-Diiodo-L-Tyrosin, (9) 4-Hydroxybenzoeséaure,

(10) Vanillinséure, (11) Salicylséaure, (12) Ferulasaure, (13) Dihydroxybenzoeséaure.

Der Polyethylenimin-Anionenaustauscher ist zur Trennung der Benzoesaurederivate
geeignet (Abb. 6.5). Auf dem Masterbatch 2 kdnnen alle dreizehn Substanzen in dem
Salzgradienten in 35 min getrennt detektiert werden. Auf dem Masterbatch 1 hingegen
co-eluieren Propylparaben und Acetylsalicylsaure (Peak 4 und 5, Abb. 6.5). Wie auch in
vorhergehenden Messungen schon beobachtet, eluieren die Benzoesauederivate auf
dem Masterbatch 1 geringfugig friher, nur die Parabene eluieren spéater (vergl. Tab.
6.1). Daher scheinen sich beide Masterbatches in ihren Selektivitaten speziell in Bezug

auf die Parabene zu unterscheiden. Dies deutet auf eine héhere hydrophobe Retention
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des Masterbatch 1 hin, was auch in der CHN-Analyse (12,04 %C im MB 1 und 9,54 %C
im MB 2, siehe Tab. 5.1, S. 82) bestatigt wird.

Tab. 6.1 Retentionszeiten und Auflésungen der Benzo  esaurederivate auf beiden Masterbatches.
Chromatogramme siehe Abb. 6.5.

. . . Auflésung
Retentionszeiten [min] . .
. o Mittelwerte aus drei
Mittelwerte aus drei Injektionen L
Peak Injektionen
Substanz ;
# Master- Master- As\évr?';\:ﬂh; rig Peak- Master- Master-
batch 2 batch 1 [%] paar batch 2 batch 1

1 |3-lodo-L-Tyrosin 3,95 3,75 5,00 1/2 3,40 4,92
2 | Methylparaben 4,98 5,03 -0,99 2/3 1,25 2,10
3 | Ethylparaben 5,39 5,70 -5,69 3/4 2,38 2,10
4 | Propylparaben 6,35 6,93 -9,11 4/5 2,14 1,00
5 | Acetylsalicylsaure 7,02 6,93 1,32 5/6 7,07 5,95
6 | Dinitrobenzoesaure 10,06 9,73 3,29 6/7 2,25 3,19
7 | Benzoesaure 11,13 10,98 1,30 718 6,81 6,84
8 |3,5-Diiodo-L-Tyrosin 15,73 14,94 5,03 8/9 3,30 4,00
9 |Hydroxybenzoesaure 18,22 17,61 3,34 9/10 1,64 2,12
10 | Vanillinséaure 19,46 18,93 2,70 10/11 3,77 4,58
11 | Salicylsaure 22,16 21,95 0,92 11/12 6,24 7,47
12 | Ferulaséure 29,14 28,25 3,05 12/13 2,16 2,89
13 | Dihydroxybenzoesaure 32,10 31,36 2,32

In der Packungscharakterisierung zeigte sich, dass die hier verwendete Saule des
Masterbatch 1 eine reduzierte Bodenhdhe von 2,8, die S&ule des Masterbatch 2
hingegen von 4 erreicht. Daher sind auf dem Masterbatch 2 breitere Peaks zu
beobachten, was eine Verringerung der Auflosung zweier Peaks zur Folge hat. In Tab.
6.1 sind die erreichten Auflosungen und Retentionszeiten fur beide stationaren Phasen
gegenibergestellt (Chromatogramme siehe Abb. 6.5). Die Retentionszeiten des
Masterbatch 1 weichen im Allgemeinen um maximal 5 % von denen des Masterbatch 2
ab.

Es kann zusammengefasst werden, dass die hier synthetisierten Anionenaustauscher
auch far die Trennung komplexer Gemische Kkleinerer Moleklile durch

lonenaustauschchromatographie geeignet sind.
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6.3. Trennung des Standardgemisches aus synthetisch  en Thyroxin-
Derivaten

3,5,3',5'-Tetraiodo-L-Thyronin oder auch Thyroxin ist eines der Schilddrisenhormone,
die im menschlichen Organismus produziert werden. Diese Hormone enthalten lod, das
mit der Nahrung aufgenommen werden muss. In so genannten iodarmen Regionen
konnen verstarkt Mangelerscheinungen auftreten. Durch die Schilddrise werden
lebenswichtige Funktionen des menschlichen Organismus reguliert. Daher ist schon seit
langer Zeit die Synthese der beiden Schilddriisenhormone Thyroxin (T4) und 3,5,3'-
Triiodo-L-Thyronin (T3) notwendig. Die chemische Produktion dieser Wirkstoffe
unterliegt strengen Regularien, die unter anderem auch Reinheitsuntersuchung
einschlielRen. Hier soll als Beispiel fir eine weitere Anwendung der Polyethylenimin-
Phasen, ein reales Trennproblem in Form eines Standardgemisches aus Thyroxin-
Derivaten (Strukturen siehe Abb. 6.6) getrennt werden. Der Problematik des
verwendeten Standardgemisches und der Schilddriisenhormon-Proben selbst wird in
einem spateren Kapitel (Kapitel 3, S. 106 ff) grol3ere Aufmerksamkeit gewidmet werden.

| |
[ NH, ljg/ NH, 'j;j/ NH,
HO:Q/ \ OH HO | OH HO | OH
I o) o | o
3,5,3',5'-Tetraiodo-L-Thyronin 3,5,3-Triiodo-L-Thyr  onin 3,3,5-Triiodo-L-Thyronin
|
NH, NH;
HO/©/ | OH HO/Q/ I OH
(0] | (0]
3,5-Diiodo-L-Thyronin 3,3"-Diiodo-L-Thyronin
| | l
H;©/ | OH Hoj©/l OH HO/Q/T H
o) I I
Triiodothyropropionséure Tetraiodothyroessigsaure Triiodothyroessigsaure
I |
|
(0]
HO/©/ (Ijij\/“\OH H;Q/QI o
|
Diiodothyroessigsaure Triiodothyroameisensaure

Abb. 6.6 Substanzen des verwendeten Standard aus Th  yroxin-Derivaten.
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Mit einem Acetonitril-Gradienten in Wasser, wobei beiden Eluenten jeweils 0,1 %
Ameisensaure zugegeben wurde, war es mdglich, acht von zehn Substanzen des
Standardgemisches innerhalb von 20 min aufzutrennen (Abb. 6.7). Die Isomere des
Diiodothyronin (3,5- und 3,3'-Diiodo-L-Thyronin) und Triiodothyronin (3,5,3’- und 3,3',5'-
Triiodo-L-Thyronin) kdénnen auf dem PEI-Anionenaustauscher nicht getrennt werden,
weil sowohl Hydrophobie als auch Masse/Ladungsverhéltnis dieser Substanzen sehr

ahnlich sind.
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Abb. 6.7 Trennung des Standardgemisches aus Thyroxi  n-Derivaten auf einer Séule des
Masterbatch 2. 5 min isokratisch mit 5 % Acetonitril in Wasser mit 0,1 % Ameisensaure, Gradient in
20 min von 5 % bis 60 % Acetonitril in Wasser mit 0,1 % Ameisensaure

Der pH-Wert des Trennsystems lag durch die Ameisensaure, die den Eluenten als
Additiv zugegebenen wurde, bei 2,5 bis 3,0. Demnach kdnnte die Elution der Thyroxin-
Derivate auch Uber lonenaustausch erfolgen. Innerhalb der Hydrophobie-Untersuchung
in Abschnitt 5.2.1 (S.85) konnte jedoch gezeigt werden, dass T4 vor allem in
Abhangigkeit des Organikgehaltes eluiert wird (Abb. 5.3). Diese Art der Elution wird in
der Umkehrphasenchromatographie genutzt und basiert auf hydrophoben
Wechselwirkungen der Analyten mit der stationaren Phase. Demnach konnte die
Polyethylenimin-Phase auch als Umkehrphase eingesetzt werden. In einem spateren
Abschnitt wird die Trennung des Standardgemisches mit anderer Problemstellung

optimiert werden.
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7. Zusammenfassung

Basierend auf den Arbeiten von Alpert und Regnier war es mdglich, einen
Anionenaustauscher durch Ummanteln (Coaten) von pordsen Kieselgelteilchen
herzustellen.

Es wurden der Einfluss des Polyethylenimingehaltes und des Quervernetzergehaltes
auf die theroretische und chromatographische Kapazitat, wie auch auf den
Massentransport verschiedener Tragermaterialien unterschiedlicher Porengréfl3en
untersucht. Es stellte sich heraus, dass unter den hier gewéhlten Synthesebedingungen
ein Ansatz mit 30 % Polyethylenimin und 15 % Ethandioldiglycidylether in
methanolischer Lésung die besten Ergebnisse zeigt. Die erreichten
Massentransporteigenschaften und lonenaustauschkapazitaten dieser Polymerphasen
sind mit denen kommerzieller Anionenaustauscher vergleichbar. Daher wurde versucht,
die Synthese auf grol3eren Ansatzen zu reproduzieren, wobei leider nicht die vorher
erreichten Kapazitaten erzielt wurden. Die Stabilitat der entwickelten stationaren
Anionenaustauscher-Phase wurde bei pH-Werten von 7,0 und 3,0 bis 3,3 untersucht.
Dabei zeigte sich, dass der obere pH-Bereich kritisch fir die Kieselgelstabilitat, aber
nicht fir das Coating ist. Im unteren pH-Bereich konnte eine hohe Stabilitat (iber 400
Betriebsstunden) gegeniiber den hier gewdahlten Eluentenbedingungen beobachtet
werden. Weiterhin  konnte gezeigt werden, dass die Oberflache des
Anionenaustauschers mit einem Phosphatpuffer nach der Synthese aktiviert werden
kann.

Bisher wurden die Polyethyleniminphasen hauptsachlich in der Protein- bzw. in der
Oligonukleotidanalytik eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die PEI-Phasen fur
die Trennung organischer niedermolekulare Verbindungen sowie anorganischer
Anionen geeignet sind. Neben den Eigenschaften als lonenaustauscher konnten noch
hydrophobe Wechselwirkungen festgestellt werden. Daher sind die in dieser Arbeit
synthetisierten stationaren Phasen fur Trennungen im Normalphasenmodus, im

lonenaustauschmodus, aber auch im Umkehrphasenmodus geeignet.
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1. Literaturtberblick und Zielsetzung

Schilddriisenhormone beeinflussen wichtige Kdrperfunktionen, wie zum Beispiel den
Sauerstoffverbrauch in den Zellen, den Energiestoffwechsel (Verstopfwechselung vom
Kohlenhydraten, Fetten und Eiweil3en), die Funktion des Herz-Kreislauf-Systems und
des Magen-Darm-Traktes. Diese Hormone beeinflussen auch Wachstums- und
Differenzierungsvorgadnge, wobei diese vor allem bei Neugeborenen die geistige
Entwicklung einschlief3t.

Die natirliche Synthese der zwei iodhaltigen Schilddriisenhormone Liothyronin (T3,
Abb. 1.1) und Levothyroxin (T4, Abb. 1.1) erfolgt in der schmetterlingsfGrmigen

Schilddrise, die sich zu beiden Seiten der Luftrohre im Bereich des Kehlkopfs befindet.

| |
I |
OU NH, NH,
y | OH 1o | OH
o) | o)

Liothyronin, T3 Levothyroxin, T4

Abb. 1.1 Strukturen der zwei Schilddriisenhormone.

Die vorrangig pharmakologisch wirksame Substanz ist Liothyronin (T3), die allerdings
nur eine geringe Halbwertszeit besitzt. Der von der Schilddriise hergestellte Depotstoff
Levothyroxin (T4) ist unter physiologischen Bedingungen stabiler und wird bei Bedarf
vom Korper in kurzer Zeit enzymatisch in das bendtigte T3 umgewandelt.

Eine gesunde Schilddriise gibt pro Tag etwa 10 ug T3 und 100 pg T4 ab. Die zwei
Hormone werden durch Transportproteine im Organismus verteilt, so dass sich weniger
als 1% der Hormone in freier Form im Blut befinden. Pharmakologisch aktiv sind nur die

freien Formen, wobei T3 deutlich starker wirksam ist als T4.

Wie zuvor schon erwahnt, handelt es sich im Falle der Hormone um iodhaltige
Substanzen, worin sich auch die Notwendigkeit ihrer chemischen Synthese begriindet.
lod ist ein essentielles Spurenelement, das nicht vom Kdorper produziert werden kann.
Es muss mit der Nahrung aufgenommen werden. Wie viele andere Lander weltweit,
zahlt auch Deutschalnd zu den so genannten lodmangelgebieten. In diesen Gebieten
treten oft Mangelerscheinungen auf, die auf eine Schilddrisenunterfunktion
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zuruckgefuhrt werden konnen, und medikamentds behandelt werden mussen. Der
tagliche lodbedarf betragt laut Deutscher Gesellschaft fur Erndhrung e.V. fur Kinder und
altere Menschen 180 ug, fur Jugendliche und Erwachsene mittleren Alters 200 pg. Um
dieses Defizit auszugleichen, werden synthetisch hergestelltes Liothyronin und
Levothyroxin oral verabreicht. Die technische Synthese der Schilddrisenhormone ist
schon seit Ende der Zwanziger Jahre bekannt [58-62].

Heute unterliegt die Synthese pharmazeutischer Wirkstoffe strengen Regulatorien
(GMP, Good manufacturing practice). Durch Behérden werden fir jeden Wirkstoff
Randbedingungen festgelegt, die eingehalten werden missen. Zum einen muss die
Enantiomerenreinheit  gewéhrleistet sein.  Die  erforderlichen  analytischen
Enantiomerentrennverfahren fur Schilddriisenhormone sind bereits mehrfach in der
Vergangenheit realisiert worden [63-65].

Neben der Enantiomerenreinheit missen auch Stabilitatsuntersuchungen durchgefihrt
werden, wobei die einzelnen Wirkstoffe unter definierten Bedingungen gelagert aber
auch gestresst werden. Ausgewertet werden dann unter anderem Abbauprofile, wobei
zum einen die Abnahme des Wirkstoffgehaltes und zum anderen die Zunahme von
Abbauprodukten relevant sind. Meist erfolgt diese Analyse mit Methoden, die speziell
auf diese Trennproblematik hin entwickelt wurden.

Heutzutage kommen vorwiegend flissigchromatographische Methoden, gekoppelt mit
UV-Detektion (HPLC-UV) und, in neuerer Zeit, mit Massenspektrometrie (HPLC-MS)
zum Einsatz. Dabei sind fir die Schilddrisenhormone sowohl Trennungen an
hydrophoben C18-Umkehrphasen (RP) als auch an vergleichsweise polaren
Nitrilphasen beschrieben. Dartber hinaus sind RP-HPLC-Methoden mittlerweile als
robuste Methoden zur Qualitatskontrolle in einschlagigen Prifvorschriften etabliert, so
beispielsweise in der US Pharmacopeia [66] und der European Pharmacopoeia [67].
Von den zahlreichen Publikationen sind im Folgenden einige beispielhaft vorgestellt.
Won untersuchte 1992 an einer Cyanosilica-Phase das Abbauverhalten von
Levothyroxin (T4) unter diversen Umgebungsbedingungen [68]. Levothyroxin wurde in
Losung und in Pulverform durch verschiedene pH-Werte und Temperaturen chemisch
gestresst. Wahrend Abbauprodukte allgemein durch Dunnschichtchromatographie
(TLC) getrennt und unbekannte Spots nach Isolierung aus dem TLC-Material mittels
Elektronenionisations-(EI)-MS und NMR-Spektroskopie charakterisiert wurden,
entstanden Kinetikstudien zum Levothyroxinabbau mittels HPLC-UV bei einer
Detektionswellenlange von 225 nm. Dabei zeigte sich, dass Levothyroxin unter sauren
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Bedingungen sehr viel schneller zum Abbau unter lodabspaltung neigt als im
alkalischen Milieu.

Andre, Domanig et al. fuhrten 1996 ahnliche Studien mit Liothyronin (T3) durch [69]. Die
HPLC-UV-Messungen wurden mittels einer Gradientenelution mit
Triethylammoniumphosphat/Acetonitrii  bei pH 3 an einer Silica-C18-Phase
durchgefuhrt. HPLC-MS-Messungen an derselben stationaren Phase gelangen mit
Wasser/Acetonitril-Gradienten mit Essigsaure zur pH-Einstellung unter Verwendung
eines Thermospray-Interfaces. Die massenspektrometrische Detektion erfolgte dabei im
negativen Modus. Zur HPLC-MS-Auswertung zogen die Autoren bevorzugt das
extrahierte Massenchromatogramm bei m/z 254 heran, da alle iodierten Spezies mit
mehr als zwei lodatomen stets ein charakteristisches Fragment dieser Masse besal3en,
was auf die Bildung von freiem lod unter den gewéhlten Fragmentierungsbedingungen
zurtckgefuhrt wurde. Die Signalintensitat des intakten Moleklls nahm mit steigender
Zahl an lodatomen ab. Die bei weitem am haufigsten beobachtete
Fragmentierungsreaktion in der Gasphase war der Verlust ein oder mehrerer lodatome
als lodwasserstoff oder molekulares lod. Als dritte, jedoch schon deutlich seltener
auftretende Fragmentierungsreaktion war eine Decarboxylierung der Aminoséure zu
beobachten. Dieselben Reaktionstypen fiihren auch unter thermischer oder acider
Belastung der Substanz zur Bildung chromatographisch trennbarer Nebenprodukte.
Darlber hinaus konnten Abbauprodukte detektiert werden, deren Strukturvorschlage
unter anderem eine oxidative Desaminierung zur Milchsaure oder eine Reduktion der
Aminosaure bis hin zu Thyroethan nahelegen.

Ein deutlich empfindlicheres Detektionsprinzip zur Gehaltsbestimmung in Tabletten, bei
dem allerdings jegliche Substanzinformation verloren geht, wahlten Kannamkumarath et
al. 2004, indem sie eine RP-HPLC-Methode an einer Nitrilphase mit induktiv-
gekoppelter Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) verbanden [70]. Zwar wird die
Analytsubstanz bei der lonisierung zerstort, die Messung der lodatommassenspur
erlaubt jedoch eine sehr selektive und zugleich hochempfindliche Detektion
(Nachweisgrenze fiir T3 von 0,17 ug L™ und fiir T4 von 0,09 pg L™).

Die Analytik von Levothyroxin bzw. Liothyronin in biologischen Proben wie
Humanserum ist eine andere Herausforderung. Hier ist nicht mehr, wie in der
Reinheitskontrolle, die Basislinientrennung aller Analyten notwendig. Fir Messungen
des Schilddrisenhormonspiegels in Humanproben ist die selektive Bestimmung des

gewinschten Hormons von Interesse. 2000 berichteten Samanidou et al. [71] von einer
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HPLC-UV-Methode zur Bestimmung von T3 und T4 in Blutserum und in Urin nach
Anreicherung und Matrixentfernung durch Festphasenextraktion. Die erzielten
Nachweisgrenzen bei 240 nm Detektionswellenlange betrugen 1 ng T3 bzw 2 ng T4.
Diese Ergebnisse wurden 2005 dahingehend verbessert, dass in einem
chromatographischen Lauf mehr Analyten von Interesse (TO — T4, Diiodotyrosin,
Tyrosin u.a.) getrennt werden konnen und durch eine verbesserte SPE-
Probenvorbereitung die Nachweisgrenzen signifikant verringert werden konnten (z.B.
auf 0,02 ng L™ T4 in Serum und Urin ) [72].

Tai, Bunk et al. entwickelten 2004 eine Referenzmethode zur quantitativen Bestimmung
von Liothyronin in Humanserum unter Verwendung von Tandem-Massenspektrometrie
[73]. Nach Anreicherung und Extraktion von T3 aus Serum mittels SPE erfolgte die
Substanztrennung an einer C18-Phase im Wasser/Methanol-Gradienten und
anschlieBender Detektion nach Elektrosprayionisierung im positiven Modus und Multiple
Reaction Monitoring (MRM) und Quantifizierung unter Einbeziehung der

Isotopenverdinnungsanalyse.

Aufgabe dieser Arbeit war die ldentifizierung von unbekannten Abbauprodukten der
synthetischen Schilddriisenhormone, die zuvor teilweise starkem thermischen Stress
ausgesetzt wurden. Durch diese Stressung sollten die Konzentrationen mdglicher
relevanter Abbauprodukte in kiirzester Zeit stark erhéht werden, um fur eine HPLC-MS-
Analyse in der Probe ausreichend konzentriert vorzuliegen.

Ziel war es zunachst, eine Dbereits bestehende HPLC-UV-Methode zur
Reinheitskontrolle in eine mit der Massenspektrometrie kompatible HPLC-Methode zu
transferieren. Dies erfordert insbesondere die Umstellung auf mit der
Massenspektrometrie kompatible Eluenten, ohne eine signifikante Umkehr in der
Elutionsreihenfolge der Analyten und Verschiebungen der Retentionszeiten
hervorzurufen. Durch die Kopplung der entwickelten HPLC-UV-Methode mit der
Flugzeitmassenspektrometrie sollten plausible Strukturvorschlage fir mdglichst alle
detektierten Peaks im Massenchromatogramm ausgearbeitet werden.
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2. Experimenteller Tell

2.1. Gerate und Instrumente

Alle  HPLC-Trennungen wurden auf einem binaren Hochdruckgradientensystem
HP1100, bestehend aus einer Pumpe G1312A, einem Entgaser G1322A, einem
Festwellenlangendetektor G1314A mit Semi-Micro-Cell (5 pL Zellvolumen) und einem
Autosampler G1313A, durchgefiihrt. Als Steuerungssoftware und zur Datenauswertung
wurde Chromeleon™ der Vers. 6.70 verwendet. Dieses HPLC-System wurde mit den
entsprechenden Massenspektrometern gekoppelt. Dabei handelt es sich zum einen um
eine Quadrupol-lonenfalle des Typs Esquire-HCT der Firma Bruker Daltonics. Fur
dieses Massenspektrometer wurden die Elektrosprayionisierung (ESI) sowie die
chemische lonisierung unter  Atmospharendruck (APCI) eingesetzt. Die
Datengenerierung erfolgte mit der Steuerungssoftware Bruker Daltonics Control der
Version 5.1 und die Datenauswertung mit Bruker Daltonics Data Analysis der Version
3.1. Die Detektion mit der Flugzeitmassenspektrometrie (TOF-MS) wurde mit einem
micrOTOF der Firma Bruker Daltonics durchgefiihrt. Fir dieses Geréat stand nur die
lonisierung uber Elektrospray zur Verfigung. Die Datengenierung erfolgte hier tGber die
Steuerungssoftware micrOTOF control der Version 1.0 (Bruker Daltonics). Die
Datenauswertung der Systemtests erfolgte mit Data Analysis Version 3.3 (Bruker
Daltonics). Die Auswertung der Massenspektren der gestressten Proben erfolgte mit

Data Analysis Version 4.0 alpha (Bruker Daltonics).

2.2. verwendete Chemikalien und Probenvorbereitung

Methanol und Acetonitril (HPLC, gradient grade) waren von Sigma Aldrich. Wasser
wurde einer Reinstwasseranlage Modell Pure Lab Genetic Ultra von Elga entnommen.
Essigsaure Suprapur® 100 %, Ameisensaure 98-99 % (p.a.) und Natriumhydroxid (p.a.)
wurden bei Merck, Kaliumdihydrogenphosphat und Ammoniumacetat bei Fluka bestellt.
3,3',5'-Triiodo-L-Thyronin (r-T3), 3,5,3-Triiodothyropropionsaure (TriProp) wurden bei
Sigma Aldrich bestellt. 3,5-Diiodo-L-Thyronin (T2), 3,5,3-Triiodo-L-Thyronin (T3),
3,5,3',5-Tetraiodo-L-Thyronin ~ (T4), 3,5-Diiodothyroessigsaure  (DiAc), 3,5,3-
Triiodothyroessigsaure (TriAc), 3,5,3',5'-Tetraiodothyroessigsaure (TetraAc) und
3,5,3',5'-Tetraiodothyroameisensédure (TetraFA) wurden von Peptido GmbH
synthetisiert. Das Standard- bzw. Referenzgemisch (Abb. 2.1, Tab. 2.1) wurde von



Kapitel 3 — Experimenteller Teil 112

Peptido GmbH als 300 bis 500 ppm (ug mL?) Stammldsung in einer alkalischen
Methanolldsung (400 mg Natriumhydroxid in 500 mL Wasser + 500 mL Methanol) zur

Verfliigung gestellt.
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Abb. 2.1 Referenzsubstanzen fiir die Methodenentwick  lung. (weitere InformationenTab. 2.1)

Tab. 2.1 Ubersicht der Referenzsubstanzen fiir die M ethodenentwicklung und deren
monoisotopischen [M-H] ~-Spezies. Strukturen sind in Abb. 2.1 dargestellt.

theoretische

Peak Referenzsubstanzen vem_endete monoisotopische

# Abkurzung Masse der

[M-H] -Spezies
1 3,5-Diiodo-L-Thyronin T2 523,886117
2 3,3'-Diiodo-L-Thyronin r-T2 523,886117
3 |3,5,3-Triiodo-L-Thyronin T3 649,782760
4 | 3,3',5'-Triiodo-L-Thyronin r-T3 649,782760
5 3,5,3',5'-Tetraiodo-L-Thyronin T4 775,679403
6 |3,5-Diiodothyroessigsaure DiAc 494,859568
7 |3,5,3-Triiodothyroessigsaure TriAc 620,756211
8 |3,5,3-Triiodothyropropionsaure TriProp 634,771861
9 |3,5,3,5'-Tetraiodothyroessigsaure TetraAc 746,652854
10 |3,5,3',5'-Tetraiodothyroameisensaure TetraFA 732,637204




Kapitel 3 — Experimenteller Teil 113

Die Probenvorbereitung erfolgte fur alle Proben gleich. Fir die Stammlésung wurden
jeweils 2000 pg mL™ eingewogen und in einer alkalischen Methanollésung (400 mg
Natriumhydroxid in 500 mL Wasser + 500 mL Methanol) gel6ést. Fir die HPLC-
Messungen wurden das Standardgemisch wie auch die Stammldsung der Proben 1:10
in Eluent A/B (30:70, v:v) verdunnt. Eine nahere Erlauterung der in dieser Arbeit
verwendeten Proben ist in Tab. 2.2 aufgelistet. Die Proben wurden von der Peptido

GmbH, Bexbach thermisch gestresst und fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Tab. 2.2. Ubersicht aller Proben, die in dieser Arb  eit verwendet wurden, deren nahere
Erlauterungen und Abkirzungen.

Verwendung Kurze Beschreibung

Kalibrierung der Massenachse,

Einstellung der Gerateparameter ungestresst und nicht verunreinigt

T4
Strukturaufklarung maoglicher gelagert bei 40C fur 6 Monate, danach fur 1h
Abbauprodukte bei 60C im Trockenschrank
T Kalibrierung der Massenachse, unaestresst
Einstellung der Gerateparameter 9
Kalibrierung der Massenachse,
ungestresst

Einstellung der Gerateparameter

2.2.1. Bezugshachweis

Néahere Informationen zu den Herstellern verwendeter Chemikalien und Instrumente
sind nachfolgend aufgelistet.

Tab. 2.3 Herstellernachweis der verwendeten Chemika lien und Instrumente.

Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) Deisenhofen Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Deisenhofen Deutschland
Merck KgaA Darmstadt Deutschland
Fisher Scientific Schwerte Deutschland
Riedel de Haén (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)  Deisenhofen Deutschland
Peptido GmbH Bexbach Deutschland
Grace-Vydac Worms Deutschland
Bruker Daltonics Bremen Deutschland

YMC Kyoto Japan
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2.3. Verwendete Saulenhardware und Instrumente

Die HPLC-MS-Messungen zur Strukturaufklarung wurden auf dem HP1100-micrOTOF-
System durchgefuhrt. Fur diese Trennungen wurde eine YMC-Pack Pro C18,
150 x 1 mm i.D. Séule, die mit 3 um-120 A Partikeln durch Grace-Vydac gepackt wurde,
verwendet. Die Vorversuche zur lonisierung wurden auf einer YMC-Pack Pro C18,
150 x 4,6 mm mit 5 pm-120 A-Partikeln von YMC durchgefiihrt.

2.4. Verwendete HPLC-Methoden

2.4.1. Herstellen der verwendeten Eluenten

Das verwendete Eluentensystem fir die Standard-HPLC-Methode setzte sich aus
4,5 mM Phosphatpuffer (Eluent A) und Acetonitrii (Eluent B) zusammen. Zur
Herstellung des 4,5 mM Phosphatpuffers (pH 2,0-2,5) wurden 135mglL*
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) und 250 pl L™ 85 %ige Phosphorsaure in Wasser
gelost.

Fir die entwickelte Ameisensdauremethode wurden Wasser als mobile Phase A und
Acetonitril als mobile Phase B verwendet. Beiden Eluenten wurden jeweils 0,1 Vol%
Ameisenséaure zugegeben.

Fur die APCI-Messungen wurde zusatzlich eine Ammoniumacetatmethode, unter
Verwendung von 10 mM Ammoniumacetat (pH 6,5-7,0) als Eluent A und reinem
Acetonitril als Eluent B, eingesetzt.

Alle verwendeten Eluenten wurden jeweils fir 15 min im Ultraschallbad entgast.

2.4.2. Verwendeter Gradient fur alle HPLC-Messungen

Fur alle HPLC-Messungen wurde das gleiche Gradientenprogramm eingesetzt. Nur die
Flussrate wurde dem verwendeten S&ulendurchmesser angepasst. FiUr einen
Sauleninnendurchmesser von 4,6 mm wurden 900 pL min™ und fiir einen 1,0 mm-
Durchmesser 50 pL min? verwendet. Das eingesetzte Gradientenprogramm ist
nachfolgend aufgelistet:
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Tab. 2.4 Gradientenprogramm der HPLC-Messungen
Zeit [min] Eluent B [%] Temperatur

0,00 bis 5,00 30 Raumtemp.
bis 42,00 70 Raumtemp.
bis 57,00 70 Raumtemp.
bis 59,00 30 Raumtemp.
bis 65,00 30 Raumtemp.

2.5. HPLC-MS-Methoden

Die Kopplung des HPLC-Systems mit dem Massenspektrometer wurde Uber einen
passiven Fluss-Split Uber ein T-Stick und Druckabfallkapillaren realisiert. Die
4,6 mm i.D-Saulen arbeiten bei einem Fluss von 900 pL min™. Dieser Fluss wurde nach
dem UV-Detektor auf 50 pL min™ins Massenspektrometer gesplittet.

Fur die Messungen mit der 1,0 mm-i.D.-Séaule wurde der Detektorausgang direkt mit
dem Massenspektrometer verbunden. Der Hauptfluss von 500 pL min™ wurde zwischen
Pumpe und Injektionsventil {iber einen passiven Flusssplit auf 50 pL min™ Saulenfluss
gesplittet.

Fur die Kopplung mit dem lonenfallenmassenspektrometer erfolgten alle HPLC-
Trennungen auf einer Saule mit einem Innendurchmesser von 4,6 mm. Vor dem
Flugzeitmassenspektrometer erfolgten die Trennungen auf einer 1,0 mm-Séaule.

Die Bedingungen fiur die einzelnen HPLC-Messungen wurden bereits in Kapitel 2.4
naher beschrieben. In diesem Kapitel wird daher nur auf die Bedingungen der
massenspektrometrischen Detektion eingegangen.

2.5.1. HPLC-negativ-ESI-MS mit der Ameisensauremetho de

Die Detektion mit der negativen Elektrosprayionisierung erfolgt in einem Masse-zu-
Ladungsbereich (m/z-Bereich) von 100 bis 2000 m/z fur die lonenfallenmassen-
spektrometrie und 300 bis 2000 m/z fiir die Flugzeitmassenspektrometrie.

Die Gerateparameter der lonenfalle wurden durch Direktinfusion einer 20 ug mL™*-
Thyroxin-Losung in Wasser/Acetonitril (70/30, v/v) mit 0,1 Vol% Ameisensaure auf
maximale Signalintensitat des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses 775,7 (m/z) des
deprotonierten T4 optimiert.

Die Gerateparameter des Flugzeitmassenspektrometers wurden durch Direktinfusion
eines Gemisches aus T4, T3 und T2 mit jeweils 2 pgmL™ in Wasser/Acetonitril
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(70/30, viv) mit 0,1 Vol% Ameisensaure auf maximale Signalintensitat der einfach
deprotonierten lonen bei m/z 775,6794, m/z 649,7832 und m/z 523,8969 optimiert.

2.5.2. HPLC-neg/posAPCI-MS mit der Ameisensauremethod e

Fur die APCl-lonisierung wurde der Detektorausgang direkt mit dem
Massenspektrometer verbunden. Daher erfolgte die Detektion im APCI-Modus bei
900 uL min™® in einem Bereich von 100 bis 2000 m/z. Die Gerateparameter des
lonenfallenmassenspektrometers wurden durch Direktinfusion einer 20 pug mL™-
Thyroxin-Losung in Wasser/Acetonitril (70/30, v/v) mit 0,1 Vol% Ameisensaure auf
maximale Signalintensitdt des m/z 775,7 des deprotonierten lons und m/z 777,6 des

protonierten lons optimiert.

2.5.3. HPLC-neg/posAPCI-MS mit der Ammoniumacetatmeth  ode

Auch hier erfolgte die Detektion im APCI-Modus bei 900 pL min™ in einem Bereich von
100 bis 2000 m/z. Bei dieser Flussrate wurde der Detektorausgang direkt mit dem
Massenspektrometer verbunden. Die Geréateparameter des lonenfallenmassen-
spektrometers wurden durch Direktinfusion einer 20 pg mL™*-Thyroxin-Lésung in 10 mM
Ammoniumacetat/Acetonitril (70/30, v/v) auf maximale Signalintensitat 775,7 m/z des
deprotonierten lons und 777,6 m/z des protonierten lons optimiert.
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3. Transfer der Phosphatpuffermethode zwischen den zwel
Laboratorien

Zunachst musste die von Peptido fur die Qualitatskontrolle der Wirkstoffe verwendete
Phosphatpuffermethode auf das in dieser Arbeit verwendete HPLC-System Ubertragen
werden. Dies ist relevant, da unbekannte Peaks in den detektierten UV-
Chromatogrammen der Peptido GmbH in Saarbriicken identifiziert und zugeordnet
werden sollen. Daher soll nun gezeigt werden, dass die erzielten Retentionszeiten eines
Standardgemisches beider verwendeter HPLC-Systeme miteinander korrelieren. Dafur
kdbnnen unter anderem relative Retentionszeiten genutzt werden. Relative
Retentionszeiten sind unabhangig von dem verwendeten HPLC-System, wenn das
gleiche Phasenmaterial verwendet wird. Die detektierten Retentionszeiten der Analyten
(tr anayt) Werden auf die Retentionszeit eines bekannten Analyten (tr gezug) NOrmiert und
so in relative Retentionszeiten (tr ref) Umgewandelt.

Formel 23 Bestimmung relativer Retentionszeiten

t

t — R Analyt
Rrel t
R Bezug
Um die in Saarbrucken detektierten Peaks mit denen der Peptido GmbH vergleichen zu
konnen, wurde die Phosphatpuffermethode in Saarbricken auf dem HP 1100-System
wiederholt. Die Trennungen wurden auf einer YMC C18 Pro Saule mit 4.6 mm i.D. und
5 um Partikeln mit dem Gemisch der zehn Standardsubstanzen nachgestellt. Die
relativen und die absoluten Retentionszeiten aus Saarbriicken (SB) sind in
nachfolgender Tab. 5.1 denen von Peptido gegenuberstellt.
Es sind kleinere Unterschiede innerhalb der relativen Retentionszeiten, welche auf T4
bezogen wurden, erkennbar, die fir Substanzen, die im linearen Gradienten eluieren,
groRer sind (Abb. 3.1). Dies kann auf die zwei verschiedenen Gradientensysteme
zuruckgefuhrt werden. In Saarbricken wurde ein Hochdruckgradientensystem, bei
Peptido dagegen ein Niederdruckgradientensystem verwendet. Wenn die relativen
Retentionszeiten auf das spater eluierende TetraAc bezogen werden (Tab. 5.1), sind
die Abweichungen der relativen Retentionszeiten fiur die im Gradienten eluierenden
Substanzen geringer.
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Zusammenfassend betrachtet, ist die Phosphatpuffermethode mit einer mittleren

relativen Standardabweichung von 5 % innerhalb der zwei Laboratorien Ubertragbar.

Tab. 3.1. Gegenlberstellung der Retentionszeiten un

Standardgemisches bezogen auf T4 mit der Phosphatpu

d relativen Retentionszeiten des
ffermethode in Saarbrticken (SB) und von
Peptido. Bedingungen fur Saarbriicken: YMC C18 Pro 150 x 4.6 i.D.; isokratische Elution mit 30 %

Acetonitril in 4,5 mM Phosphatpuffer pH 2.0 - 2.5, Gradient von 30-70 % Acetonitril in 38 min,
900 pL min™; UV @ 225 nm. (Strukturen siehe Abb. 2.1)

relative relative
Retentionszeiten [min] Retentionszeiten Retentionszeiten
Substanz bezogen auf T4 bezogen auf TetraAc
Peptido SB Peptido SB Peptido SB
T2 3,5-Diiodo-L-Thyronin 3,26 3,89 0,27 0,25 0,10 0,12
r-T2 3,3'"- Diiodo-L-Thyronin 4,99 6,08 0,43 0,39 0,15 0,18
T3 3,5,3-Triiodo-L-Thyronin 8,31 9,96 0,70 0,65 0,25 0,28
r-T3 3,3',5'- Triiodo-L-Thyronin 9,81 11,31 0,79 0,77 0,29 0,32
3,5,3',5-Tetraiodo-L-
T4 Thyronin 12,81 14,27 1,00 1,00 0,38 0,41
DiAc 3,5-Diiodothyroessigsaure 21,69 22,24 1,56 1,69 0,65 0,64
TriAc 3,5,3-Triiodothyroessigsaure 28,10 28,70 2,01 2,19 0,84 0,83
; 3,5,3-
TriProp Triiodothyropropionséure 30,11 30,70 2,15 2,35 0,90 0,90
3,5,3,5'"-
TetraAc Tetralodothyroessigs4ure 33,40 34,17 2,40 2,61 1,00 1,00
3,5,3,5'"-
Tetra FA Tetraiodothyroameisenséure 35,09 36,39 2,55 2,74 1,05 1,06
3,0
2,5+
2,0
1,5
1,0
N " ﬂ “
0,0 ’—. T ’—I T T T T T T
T2 r-T2 T3 r-T3 T4 DiAc TriAc TriProp TetraAc Tetra

Orelative RT Peptido

Abb. 3.1 Gegenliberstellung der relativen Retentions
Retentionszeit von T4 des Standardgemisches in der
(SB) und von Peptido.

M relative RT SB

FA

zeiten (relative RT) bezogen auf die
Phosphatpuffermethode in Saarbriicken
Bedingungen fur Saarbriicken: YMC C18 Pro 150 x 4.6 i.D.; isokratische Elution

mit 30 % Acetonitril in 4,5 mM Phosphatpuffer pH 2.0 - 2.5, Gradient von 30-70 % Acetonitril in 38 min,
900 pL min™; UV @ 225 nm.
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4. Einfluss verschiedener lonisierungsmodi

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, inwieweit die Analyten in den
Schilddriisenhormonproben mittels Massenspektrometrie detektiert werden konnen.
Zunachst wurde Uberprift, unter welchen Bedingungen diese Analyten die hochsten
Intensitaten im Massenspektrum und Massenchromatogramm aufweisen.

Mittels Massenspektrometrie kdnnen Analyten protoniert im positiven Modus oder
deprotoniert im negativen Modus detektiert werden. Die Schilddriisenhormone bzw. deren
Abbauprodukte sind ganz allgemein betrachtet phenolische Verbindungen, die in beiden
Modi detektiert werden konnen. Im Falle der vorliegenden Analyten handelt es sich
Uberwiegend um mittel- bis unpolare Substanzen, wodurch diese mittels
Elektrosprayionisierung (ESI) und chemischer lonisierung unter Atmospharendruck
(APCI) detektiert werden kdnnen.

In diesem Abschnitt werden die Empfindlichkeit und Effizienz der ESI und APCI im
positiven und negativen Modus untersucht, speziell die Signalintensitdt und das
Hintergrundrauschen. Bei ersten Vorversuchen konnte mittels positiver
Elektrosprayionisierung nicht das vollstandige Peakspektrum der Proben detektiert
werden (hier nicht gezeigt). Daher wird im Folgenden die positive ESI nicht weiter
betrachtet.

Fur das lonenfallenmassenspektrometer standen eine APCI- und eine ESI-Quelle zur
Verfiigung. Daher wurde das HP1100-System mit der lonenfalle (HCT, Bruker Daltonics)
gekoppelt, um den Einfluss der verschiedenen lonisierungsmodi auf die Massendetektion
der Schilddriisenhomone und Abbauprodukte zu untersuchen. Es wurde die Wirkung von
10 mM Ammoniumacetat und 0,1 % Ameisensaure auf die Massendetektion im negativen
und positiven APCI- und im negativen ESI-Modus untersucht. Die detaillierten
Bedingungen sind in den Abschnitten 2.4 (S. 114) und 2.5 (S. 115) beschrieben. Zum
Zeitpunkt dieser Studie stand das Gemisch der zehn Standardsubstanzen noch nicht zur
Verfigung. Daher wurden diese Untersuchungen mit einer Thyroxin-Probe (T4-Probe)
durchgefiihrt. Die Basispeakchromatogramme der T4-Probe unter den einzelnen
lonisierungsmodi sind in  Abb. 4.1 gegentbergestellt. Es wird deutlich, dass Thyroxin mit
95 % bis 99 % den Hauptanteil der Wirkstoffprobe darstellt. Jedoch sind die zum Tell
unbekannten und geringer konzentrierten Neben- bzw. Abbauprodukte fur die
nachfolgenden Strukturaufklarungen relevant. Abb. 4.1 demonstriert, dass die hier
untersuchten lonisierungsmodi mit den einzelnen HPLC-Methoden kompatibel sind. Die



Kapitel 3 — lonisierungsmodi 120

hdchsten Intensitaten in den Basispeakchromatogrammen konnte mittels negativer APC-

lonisierung mit Ammoniumacetat als HPLC-Eluent beobachtet werden.

/ d " Jt _(e) negAPCI, NH ,Ac

\ . . A l (d) negAPCI FA
L k ‘m . .(c)posAPCI, NH ,Ac

N Aib) posAPCI, FA
(a) negESI, FA

A A Aha j Ak

/

| | |

0 25 50 min

Abb. 4.1 Vergleich von APCI und ESI fir die massens  pektrometrische Detektion.

YMC C18 Pro 150 x 4.6 mm i.D.; isokratische Elution flr 5 min mit 30 % Acetonitril in (a), (b), (d)
Wasser mit 0,1% Ameisenséaure (FA), (c), () 10 mM Ammoniumacetat (NH4Ac), pH 7,0. danach
Elution innerhalb eines Gradienten von 30-70 % Acetonitril (c), (e) bzw. Acetonitril mit 0,1%
Ameisensaure (a), (b), (d) in 38 min, 900 pL min™; negative-ESI- (a), negative APCI- (d), (e)
positive APCI-Detektion (b), (c), m/z 400-2000. HP1100/Esquire HCT.

Beim naheren Betrachten der Signal-zu-Rauschen-Werte in den detektierten
Massenspektren werden durch Ammoniumacetat im HPLC-Eluentensystem im positiven
wie auch im negativen APCI-Modus die gro3ten Werte erzielt (Abb. 4.2). Es wurden hier
reprasentativ nur zwei m/z-Werte von Probennebenkomponenten mit geringerer
Konzentration dargestellt, welche aber die Tendenz des gesamten Probenspektrums
widerspiegeln. Demnach scheint eine APCI unter 10 mM Ammoniumacetat die

empfindlichere lonisierungsmethode flur diese Analyten zu sein.
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Abb. 4.2 Gegenuberstellung der Signal-zu-Rauschen-W  erte von ausgewahlten m/z bei

verschiedenen lonisierungsmodi (APCIl und ESI) in de  tektierten Massenspektren. Daten aus

Messungen von Abb. 4.1.

In dieser Arbeit sollte die Strukturaufklarung der unbekannten Probennebenprodukte mit

Hilfe der exakten Massenmessungen erfolgen. Dies kann mit einem Flugzeitmassen-

spektrometer realisiert werden. Jedoch stand fur das in dieser Arbeit verwendete micrO-

TOF von Bruker keine APCI-Quelle zur Verfligung. Im Basispeakchromatogramm ( Abb.

4.1) scheint die Elektrosprayionisierung die geringsten Intensitaten aufzuweisen. Der

Wirkstoffpeak wird jedoch auch nicht so stark Uberladen detetekiert,

wodurch

Nebenprodukte nicht durch den Hauptpeak Uberlagert werden. Weiterhin sind die unter
ESI ermittelten Signal-zu-Rauschen-Werte vergleichbar mit denen der APCI (Abb. 4.2).
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5. Ubertragung der Phosphatpuffermethode auf die MS -
kompatible Ameisensauremethode

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Analyten unter Elektrospray (ESI) wie
auch chemischer lonisierung (APCI) unter Atmospharendruck ionisiert und im negativen
mittels APCI auch im positiven Modus detektiert werden kdénnen.

Die Zuodnung mdglicher Strukturen soll mittels der Flugzeitmassenspektrometrie
erfolgen. In dieser Arbeit stand ein micrOTOF von Bruker zur Verfigung, woftr aber
keine APCI-Quelle vorhanden war. Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden,
dass die negative Elektrosprayionisierung mit einem Wasser/Acetonitril-Eluentensystem
versetzt mit Ameisensaure mit APCI vergleichbare Signal-zu-Rauschen-Werte erreicht.
Zusatzlich wird durch die ESI der Wirkstoffpeak nicht so stark tberladen detektiert,
wodurch Nebenprodukte nicht durch den Hauptpeak tberlagert werden. Daher wird nun
die Phosphatpuffermethode auf die Ameisensauremethode Ubertragen, um exakte
Massen mit der negativen ESI-Flugzeitmassenspektrometrie zu detektieren. Die
Ubertragung der Methode ist notig, da Phosphatpuffer mit der Massenspektrometrie
nicht kompatibel ist.

Um die Methode zu transferieren, wurde das Gradientenprogramm beibehalten und nur
das Eluentsystem geandert. Das urspriingliche Eluentensystem enthéalt neben
Acetonitril als orgnaische Komponente 4,5 mM Phosphatpuffer mit einem pH-Wert
zwischen 2,0 und 2,5. Innerhalb der neuen MS-kompatiblen HPLC-Methode wird ein
Wasser/Acetonitrilgradient verwendet, wobei beide Eluenten mit jeweils 0,10 Vol%
Ameisensaure versetzt wurden. Weiterhin wurde der innere Durchmesser der
Trennsdule von 4,6 mm auf 1,0 mm verringert, wodurch der Fluss von urspinglich
900 pL min™ auf 50 pL min™ reduziert werden musste, um bei vergleichbarer Linearge-
schwindigkeit zu arbeiten. Um diesen Fluss Uber die Trennsaule zu realisieren, wurde
tiber einen passiven Flussplit der Hauptfluss von 500 pL min™ bereits zwischen Pumpe
und Injektionsventil auf 50 pL min™ gesplittet. Auf Grund des reduzierten Saulenflusses
ist nun eine direkte Verbindung des Detektorausganges mit dem Massenspektrometer
maoglich.

Zunachst wurde Uberprift, inwieweit die Phosphatpuffermethode auf die
Ameisensauremethode Ubertragen werden kann. Dafur wurde das Gemisch der zehn

Standardsubstanzen mittels der zwei Eluentensysteme aufgetrennt (Abb. 5.1),
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anschliefend wurden die resultierenden absoluten und relativen Retentionszeiten
verglichen (Tab. 5.1).

(@)
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Abb. 5.1 Gegenuberstellung einer Trennung des Stand  ardgemisches mit der Phosphatpuffer-
methode (a) und der Ameisensduremethode (b). (a) YMC C18 Pro 150 x 4,6 i.D.; isokratische Elution
mit 30 % Acetonitril in 4,5 mM Phosphatpuffer pH 2,0 — 2,5, Gradient von 30 - 70 % Acetonitril in 38 min,
15 pL inj., 900 pL min’™; (b) YMC C18 Pro 150 x 1 mm; isokratische Elution mit 30 % Acetonitril in 0,10 %
Ameisensaure, 38 min Gradient von 30 - 70 % Acetonitril in 0,10% Ameisensaure, 50 pL min™; 50 pL inj.;
UV @ 225 nm; (Strukturen siehe Abb. 2.1)

Tab. 5.1.Absolute und relative Retentionszeiten (be  zogen auf T4) des Standardgemisches mit der
Phosphatpuffer- und Ameisensauremethode  (Bedingungen siehe Abb. 5.1).

Retentionszeit [min] relative Retentionszeiten
bezogen auf T4
Substanz Phosphat- Ameisen- Phosphat- Ameisen-
puffer- saure- puffer- saure-
methode methode methode methode
T2 3,5-Diiodo-L-Thyronin 3,89 3,78 0,27 0,26
-T2 3,3'- Diiodo-L-Thyronin 6,08 5,48 0,43 0,37
T3 3,5,3"-Triiodo-L-Thyronin 9,96 9,05 0,70 0,62
r-T3 3,3',5'- Triiodo-L-Thyronin 11,31 10,65 0,79 0,72
T4 3,5,3',5-Tetraiodo-L-Thyronin 14,27 14,71 1,00 1,00
DiAc 3,5-Diiodothyroessigsaure 22,24 24,50 1,56 1,67
TriAc 3,5,3'-Triiodothyroessigsaure 28,70 31,33 2,01 2,13
TriProp 3,5,3'-Triiodothyropropionsaure 30,70 33,38 2,15 2,27
TetraAc 3,5,3',5"-Tetraiodothyroessigsaure 34,17 36,85 2,39 2,50
3,5,3,5"-
Tetra FA Tetraiodothyroameisensaure 36,39 39,04 2,55 2,65
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Die Phosphatpuffermethode konnte mit Erfolg auf die Ameisensdauremethode
Ubertragen werden. Die Retentionszeiten sind zwischen den beiden Methoden
vergleichbar. Die Ameisensduremethode kann mit der Massenspektrometrie gekoppelt
werden, wobei die detektierten Retentionszeiten der zehn Standardsubstanzen im
Basispeakchromatogramm (BPC) mit denen der UV-Detektion korrelieren.

Dennoch spiegelt das detektierte Basispeakchromatogramm das UV-Chromatogramm
bezuglich der Peakintensitdten nicht vollstandig wider. Die Responsfaktoren der
Substanzen unterscheiden sich innerhalb der UV- und Massendetektion, was
Unterschiede in den Peakintensitaten zur Folge hat. Der Responsfaktor innerhalb der
UV-Detektion hangt mafRgeblich vom Extinktionskoeffizienten der Substanzen ab. Im
Falle der Massendektion dagegen spielt die lonisierbarkeit der Substanzen eine
entscheidene Rolle fur die Empfindlichkeit. Daher weist das Basispeakchromatogramm
(Abb. 5.2) der Standardsubstanzen eine andere Intensitatsverteilung als das UV-
Chromatogramm bei 225 nm (Abb. 5.1b) auf. UV- und ESI-MS-Detektion funktionieren
nach vollig unterschiedlichen Prinzipien, und keines der beiden Verfahren erlaubt eine
absolut universelle Detektion. Dadurch konnen durchaus Substanzen im
Massenspektrometer detektiert werden, die im UV-Chromatogramm nicht sichtbar sind
und umgekehrt. Zusétzlich besitzt die Ameisensaure, welche als Eluentadditiv
eingesetzt wird, in einem Bereich von 200 bis 235 nm eine starke Eigenabsorption, was
die Detektion gering konzentrierter Probennebenprodukte erschwert und sogar
verhindern kann. Die gewdahlte Wellenlange von 225 nm stellte dabei den besten
Kompomiss zwischen moglichst guter Absorption der Analyten und geringer

Hintergrundabsorption dar.

An dieser Stelle kann nun zusammengefasst werden, dass eine MS-kompatible HPLC-
Methode entwickelt werden konnte, die fur die Detektion der Schilddrisenhormone und
deren Abbauprodukte mittels negativer Elektrosprayionisierung geeignet ist, und eine
Zuordnung der Peaks des Basispeakchromatogramms zu denen der Phosphatpuffer-
HPLC-Methode erlaubt.
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Abb. 5.2 Basispeakchromatogramm und Massenspektren

des Standardgemisches mit der

Ameisensauremethode. YMC C18 Pro 150 x 1 mm; isokratische Elution mit 30 % Acetonitril in 0,10 %

Ameisensaure, 38 min Gradient von 30 - 70 % Acetonitril
ESI-TOF-MS, m/z 400-2000.

in 0,10% Ameisensaure, 50 UL min™, negative
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6. Strukturidentifizierungen am Beispiel einer T4-P  robe

Das Erstellen eines Verunreinigungsprofils (engl. impurity profiling) gestresster
Wirkstoffproben ist nicht trivial. Die Verunreinigungen bzw. Abbauprodukte sind meist
unbekannt. Fir pharmazeutische Wirkstoffe ist es jedoch vorgeschrieben,
Abbauprodukte ab einem bestimmten Flachenprozentanteil zu charakterisieren, was
deren Identifizierung notwendig macht.

Die Flugzeitmassenspektrometrie erméglicht die Bestimmung exakter Massen mit einer
Genauigkeit bis zu 5ppm. Anhand dieser detektierten exakten Masse-zu-
Ladungsverhaltnisse (m/z) und deren Isotopenverteilungen koénnen chemische
Summenformeln  berechnet  werden.  Weiterhin ist es  mdglich, die
Doppelbindungséaquivalente dieser Summenformel zu ermitteln, die den Grad der
ungesattigten Strukturelemente in einem Molekul beschreiben. Dies kann mathematisch
mit Softwareunterstitzung gelost werden. Im Falle der Schilddriisenhormone ist die
softwareunterstitzte = massenspektrometrische  Strukturaufklarung nicht trivial.
Schilddrisenhormone und deren Abbauprodukte enthalten neben Kohlenstoff-,
Sauerstoff-, Stickstoff- und Wasserstoffatomen auch lodatome in ihrem Molekulgerust.
Im Massenspektrometer wird zum einem die monoisotopische Masse, welche aus den
exakten Massen der haufigsten Isotope ermittelt wird, und zum anderen die Massen der
Ubrigen vorkommenden Isotopen detektiert. Im Falle des Kohlenstoffatoms kommt das
Isotop C-12 mit 98,9 % am haufigsten vor und tragt somit zum monoisotopischen Peak
(Abb. 5.2,c erster Peak) bei; das Isotop C-13 ist ein natirlich vorkommendes Isotop mit
einer Haufigkeit von 1,1 % und tragt stark zur Intensitat des ersten Isotopenpeaks
(Abb. 5.2,c zweiter Peak) bei. Im Vergleich mit den Massenspektren einer lod
enthaltenden Substanz (Abb. 5.2,a und b) wird deutlich, dass der erste Isotopenpeak
der iodierten Verbindung mit nur 17 % der Intensitdt des monoisotopischen Peak viel
kleiner ist. lod ist ein Element, welches, im Gegensatz zum Kohlenstoffatom, keine
naturlichen schwereren Isotope aufweist und daher auch nicht zur Isotopenverteilung
beitragt. Zusatzlich ist lod mit einer molaren Masse von 126,9 g mol® ein relativ
schweres Element und hat somit einen hohen Anteil an der Intensitdt des
monoisotopischen Peaks (Abb. 5.2,a und b). Im Vergleich waren zehn
Kohlenstoffatome ndétig, um die Masse eines lodatoms zu erreichen. Im Falle der
Schilddriisenhormone und deren Abbauprodukte kénnen in einem Molekil bis zu vier

lodatome vorhanden sein, welche somit den Hauptbeitrag zur gesamten Molektlmasse
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leisten. Diese starke Gewichtung des ersten Isotopensignals erschwert die
softwareunterstitzte Summenformelbestimmung erheblich, da in kommerziellen
Programmen solche isotopenreine Elemente wie lod meist nur unzureichend
bertcksichtigt werden.

theoretisches Spektrum T4 gemessenes Spektrum T4
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Abb. 6.1 Theoretisches (a) und gemessenes (b) Masse nspektrum von Thyroxin (T4) und typisches
Massenspektrum eines Kohlenstoffwasserstoffs C s6H104 Mit einer vergleichbaren Masse (c).

Mit Hilfe der Isotopenverteilung und der exakten Massen kénnen Vorschlage maoglicher
Strukturen ausgearbeitet werden. Es ist jedoch ausdrucklich festzuhalten, dass es auf
diesem Weg nicht mdglich ist, die raumlich Anordnungen von Atomen oder funktionellen
Molekullbausteinen innerhalb eines Molekils zu ermitteln. Weiterhin kénnen oft trotz der
detektierten exakten Masse im Rahmen der Messungenauigkeit mehrere funktionelle
Gruppen in Betracht kommen. So kann beispielsweise nicht zwischen der Masse einer
Aldehydgruppe oder der Masse einer Ethylgruppe unterschieden werden, da der
Messfehler des Massenspektrometers in der Regel fur eine solche Entscheidung zu
grof3 ist.
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6.1. Vorgehen der Strukturidentifizierung

In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die urspringliche
Phosphatpuffermethode ein vergleichbares Peakmuster zeigt wie die fur die HPLC/MS-
Analyse verwendete Ameisensaduremethode. Diese Information ist fur die spatere
Ubertragung der ausgearbeiteten Strukturvorschlage auf die bereits validierte
Phosphatpuffermethode sehr wichtig.

Die Ausarbeitung moglicher Strukturvorschlage der detektierten Substanzpeaks in den
thermisch gestressten Wirkstoffproben basiert auf den mittels HPLC-neg-ESI-TOF-MS
generierten Massenspektren und —chromatogrammen.

Im Folgenden soll nun das Vorgehen zur Ausarbeitung von Strukturformeln anhand
einer gestressten T4-Probe exemplarisch ndher erlautert werden. Eine Diskussion aller
gefundenen Strukturvorschlage wirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, deshalb
sind die Resultate der tGibrigen Proben tabellarisch im Anhang zusammengefasst.

6.1.1. Ausarbeitung moglicher Strukturen ausgehend von Thyroxin

Beim naheren Betrachten der Molekilstruktur von Thyroxin (T4) kdnnen durch
Uberlegungen Strukturen mdoglicher Abbauprodukte bzw. Synthesenebenprodukte
ausgearbeitet werden. In Abb. 6.2 sind einige Strukturbeispiele und Nebenreaktionen
dargestellt. Prinzipiell sind die ausgearbeiteten Strukturen, die vier lodatome aufweisen,
auch analog mit nur drei oder zwei lodatomen vorstellbar. Das Grundgerust in der
Molekulstruktur von Thyroxin sind die zwei Phenylringe, die Uber eine Etherbriicke
miteinander verbunden sind. Dieses Grundgerist verhalt sich durch die
Resonanzstabilisierung der Aromaten eher inert gegeniiber einem thermischen Abbau,
wodurch bei Abbau- bzw. Nebenprodukten Veranderungen bevorzugt an der
Seitenkette zu erwarten sind (Abb. 6.2). Es kann zum einen die Amino- wie auch die
Carbonséauregruppe abgespalten bzw. ersetzt oder die Kette verkirzt werden. Die in
dieser Arbeit verwendete Nomenklatur der nachfolgend gezeigten bzw.
vorgeschlagenen Thyroxin-Derivate bezieht sich vorwiegend auf die vorliegende
Seitenkette und Anzahl der lodatome, wobei die Bezeichnung ,Thyro-, fir die zwei
etherverlinkten Phenylringe steht. Daher sind unter anderem Carbonsaure-, Amin-,
Keton-, Aldaheyd- und S&ureamid-Derivate unterschiedlicher Kettenlange aber auch
Milchséaurederivate moglich. Auf Grund der Synthese sind aber auch Tyrosinderivate

sowie Esterprodukte denkbar.
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Abb. 6.2 Beispiele mdglicher Strukturen von Abbaupr odukten bzw. Synthesenebenprodukten
ausgehend von Thyroxin (T4).

Anhand dieser entwickelten Strukturen kann deren theoretische exakte Masse bzw. ihr
Masse-zu-Ladungsverhaltnis berechnet und mit den gemessenen Masse-zu-
Ladungsverhaltnissen verglichen werden. Je geringer die Abweichung (hier in ppm
angegeben) zwischen theoretischer und gemessener Masse ist, umso wahrscheinlicher
liegt tatséachlich diese Struktur vor.

6.1.2. Softwareunterstitzte Strukturaufklarung

Die Strukturaufklarung kann mathematisch unterstitzt werden. Hier wurde die
massenspektrometrische Auswertung mit Hilfe der DataAnalysis-Software von Bruker
durchgefihrt. Diese Software verfugt Uber eine zusétzliche Funktion, den so genannten
SmartFormula 3D, die auf Basis der detektierten Masse-zu-Ladungsverhaltnisse (m/z)
und Isotopenverteilungen Vorschlage fur mogliche Summenformeln und deren
Doppelbindungséaquivalente berechnet. Diese Vorschlage sind aber ausschlie3lich

mathematische Resultate, die chemisch nicht plausibel oder unmdglich sein kénnen.
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Daher muss jede prognostizierte Summenformel auf chemische Plausibilitat hin
Uberpruft werden.

Die Software liest das m/z der monoisotopischen Masse ein. Auf Basis der exakten m/z-
und Intensitatsverhaltnisse der monoisotopischen bzw. Isotopen-Peaks werden
maogliche Summenformeln berechnet.

Zur Intensitat des monoisotopischen Peaks tragt die Anzahl der am haufigsten nattrlich
vorkommenden Isotope bei. Daher wird der monoisotopische Peak auch meist als
intensivster Peak detektiert, wobei dessen m/z auch dem m/z der detektierten Substanz
entspricht. Im Falle des Kohlenstoffatoms waren dies *2C-, fiir Stickstoff **N- und fiir
Sauerstoff '°O-Isotope. Das exakte m/z des monoisotopischen Peaks kann mit
zahlreichen Atomkombinationen, die einer Summenformel entsprechen, erreicht
werden. Um diese umfassende Auswahl an Kombinationen weiter eingrenzen zu
konnen, beziehen Software-Tools auch die Intensitaten der Isotopenpeaks in die
Simulationen mit ein. Zur Intensitat des ersten Isotopenpeaks tragen alle Atome eines
Molekuls bei, in dessen Molekulaufbau ein Atom mit einem Isotop ausgetauscht wurde,
welches um ein Neutron schwerer ist. Im Falle eines kohlenstoffenthaltenden Molekails,
ware ein *C-Isotop gegen ein *C-Isotop ausgetauscht, welches dann um ein m/z zum
monoisotopischen Peak verschoben detektiert wird, wenn es sich um einfach geladenes
lonen handelt. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 1,1 % kommen **C-Isotope natiirlich
vor. Software-Tools beziehen die natirliche Haufigkeitswahrscheinlichkeit und die
Besetzungswahrscheinlichkeit im Molekul in ihre Berechnungen ein, wodurch die
umfangreiche Auswahl eingeschrankt wird. Der Vergleich und das Ubereinstimmen von
berechneten mit detektierten m/z- und Intensitatsverhéltnissen lasst ein Ranking
innerhalb der Summenformelvorschlage zu.

In dem Software-Tool SmartFormula kénnen Atome und Atomanzahlen in
Haufigkeitsbereichen vorgeben werden, was die Treffergenauigkeit erhoht. Der
angegebene SigmaRank entspricht dem Grad der Ubereinstimmung von gemessenem
und theoretischem Isotopenmuster und m/z. Weiterhin kann die Suche durch die
Angabe des Toleranzbereiches eingeschrdnkt werden, da hier nur
Summenformelvorschlage unterbreitet werden, deren m/z innerhalb dieses
Toleranzbereiches vom gemessenen m/z abweicht. Zusétzlich kann fur die Suche die
Stickstoffregel angewandt werden. Diese Regel besagt, dass ein Molekil, welches eine
gerade Molekilmasse aufweist, kein oder eine gerade Anzahl, im Fall einer ungeraden

Molekilmasse dagegen eine ungerade Anzahl Stickstoffatome enthéalt. Der
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SmartFormula gibt nicht nur den SigmaRank, die Abweichung vom theoretischen m/z
und ein theoretisches Massenspektrum an, sondern auch Doppelbindungsaquivalente
(DBE), welche aus den Summenformeln berechnet werden kénnen und den Grad an
ungesattigten Strukturelementen innerhalb eines Molekils widerspiegelt. Um eine
Doppelbindung innerhalb eines Molekiils zu schaffen, missen zwei Wasserstoffatome
eliminiert werden. Das einfachste Beispiel hierfir ist ein Ethanmolekil (Abb. 6.3a),
welches sechs Wasserstoffatome und keine Doppelbindung aufweist und somit auch
keine DBE. Ethen leitet man formal aus Ethan (Abb. 6.3b) ab, indem zwei
Wasserstoffatome entfernt werden und eine Doppelbindung entsteht, wodurch Ethen
ein DBE  aufweist. Thyroxin (Abb. 6.3c) dagegen besitzt  neun
Doppelbindungséaquivalente, wobei ein Aromatenring allein vier DBEs besitzt. Das
Thyroxin-Molekil besteht aus zwei Phenylringen, welche demnach acht DBEs
entsprechen, und einem doppeltgebundenen Sauerstoff, welcher einem DBE entspricht,
woraus insgesamt neun Doppelbindungsaquivalente fir diese Molekilstruktur

|
N C
H
H H H H |
a) Ethan, 0 DBE b) Ethen, 1 DBE c) Thyroxin, 9 DBE

Abb. 6.3 Zusammenhang von Molekilaufbau und Doppelb  indungséaquivalenten (DBE) am Beispiel
von Ethan (a), Ethen (b und Thyroxin (c).

resultieren.

H

Durch die Kombination von Ausarbeitung mdglicher Molekilstrukturen auf dem Papier
mit einer softwareunterstitzten Summenformelberechnnung, wurde die Identifizierung
unbekannter Peaks in gestressten Wirkstoffproben in dieser Arbeit vorgenommen.
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6.2. Korrelation der Massenspektren einer thermisch gestressten T4-
Probe mit méglichen Strukturen

Wie zuvor bereits erlautert, erfolgt die Zuordnung moglicher Strukturen durch den
Vergleich von detektierten und theoretischen Masse-zu-Ladungsverhaltnissen der
parallel ausgearbeiteten Strukturen. Zusatzlich dienen die berechneten Summenformeln
und die dazugehorigen Doppelbindungsaquivalente als weitere Bestéatigung.
Beispielhaft soll nun das Vorgehen der Strukturaufklarung anhand einer thermisch
gestressten Thyroxin-Wirkstoffprobe diskutiert werden.

In der hier gezeigten Probe konnten insgesamt 20 Peaks im Basispeakchromatogramm
detektiert werden (Abb. 6.2.1). Diese Probe wurde zum einen thermisch stark gestresst
und zum anderen fur die HPLC/MS-Analyse stark Uberladen injiziert, um die
Nebenkomponenten ausreichend detektieren zu kénnen.

6 -
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Abb. 6.2.1 Basispeakchromatogramm ungezoomt (oben) und gezoomt (unten) einer thermisch
gestressten Thyroxinprobe. YMC C18 Pro 150 x 1 mm; isokratische Elution mit 30 % Acetonitril in
0,10 % Ameisensaure, 38 min Gradient von 30 - 70 % Acetonitril in 0,10% Ameisensaure, 50 pL min™,
negative ESI-TOF-MS, m/z 400-2000.
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Die Beschriftung der detektierten Peaks in Abb. 6.2.1 zeigt die Nummerierung der
Strukturvorschlage, die im Anhang zu finden ist. Die Strukturen der Peaknummern eins
bis zehn (#1 bis #10) entsprechen den Substanzen des Standardgemisches. Vor der
Auswertung der Massenspektren wurde die Massenachse mit Hilfe der theoretischen
Massen der lonen von Thyroxin (T4), Thyronin (T3), Tetraiodothyroameisensaure
(TetraFA) und Tetraiodothyroessigsaure (TetraAc) kalibriert. Nachfolgend sind die
Massenspektren, welche unter den einzelnen Peaks im Basispeakchromatogramm
(Abb. 6.2.1) detektiert wurden, nach steigender Retentionszeit aufgelistet und die
entsprechenden Peakzuordnungen mit zugehdrigen Strukturvorschlagen dargestellt.
Alle detektierten lonen lagen als einfach negativ geladene Spezies vor. An dieser Stelle
muss erwahnt werden, dass im direkten Vergleich immer die theoretischen und
detektierten Masse-zu-Ladungsverhaltnisse (m/z) und nicht die daraus resultierenden
Massen miteinander verglichen wurden. Die theoretischen m/z wurden mit Hilfe der
Softwarefunktion ,Isotope Pattern“ in der DataAnalysis-Software von Bruker simuliert.

Zunachst soll das Massenspektrum des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses 431,89719
naher betrachtet werden (Abb. 6.2.2). Im direkten Vergleich mit den theoretischen m/z
der zuvor ausgearbeiteten Strukturvorschlage kann es sich hierbei zum einen um
Diiodotyrosin (Abb. 6.2.2, #11), aber auch um (Hydroxy-Diiodophenyl)-aminobutanol
handeln (Abb. 6.2.2, #12). Beim Betrachten der Abweichung von den theoretischen m/z

scheint es sich mit einer Abweichung von 86 ppm nicht um Diiodotyrosin zu handeln.
|

#11 /] #12 HO NH,
801 #fl oH
431,89719 o
60- Diiodotyrosin

Summenformel [M-H] —: CqHgl,NO4
Abweichung vom theoretischen m/z: 86,3 ppm

H
#12 H,
) OH

Hydroxy-Diiodophenylaminobutanol

] Summenformel [M-H] - C,,H;,I,NO,
Abweichung vom theoretischen m/z: 2,1 ppm

O-M_M

431 432 433 434 m/z

Intensitat
N
@

Abb. 6.2.2 Detektiertes Massenspektrum unter dem P eak #11/#12 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlége sind rechts dargestellt.
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Um eine genauere Aussage treffen zu konnen, wurde daher eine
Diiodothyrosinstandardlésung mit HPLC-UV zeitnah unter identischen Bedingungen
untersucht. Es konnte in der Probe bei einer Retentionszeit von 2,4 min ein Peak des
m/z 431,84973 im Massenspektrometer detektiert werden (Abb. 6.2.3, a+b), wobei die
Delayzeit zwischen Massenspektrometer und HPLC in diesem Versuch auf mindestens
0,5 min reduziert wurde, um die Retentionszeiten zwischen UV- und MS-Detektion
miteinander vergleichen zu kénnen. Die Diiodotyrosinstandardlésung zeigte ebenfalls
einen Peak im UV-Chromatogramm bei 2,4min (Abb. 6.2.3,c) sowie ein
vergleichbares Massenspektrum innerhalb eines Direktinfusionsexperiments (Abb.
6.2.3,d). Die Substanz Hydroxy-Diiodophenylaminobutanol ist im Vergleich zu
Diiodotyrosin viel hydrophober. Die Trennung der Analyten in dem hier verwendeten
Umkehrphasen-Trennsystem basiert auf hydrophoben Wechselwirkungen, daher sollte
(Hydroxy-Diiodophenyl)-aminobutanol (Abb. 6.2.2,#12) unter diesen Bedingungen
spater als Diiodotyrosin (Abb. 6.2.2, #1) eluieren. Somit liefert die chromatographische
Analyse eine zusatzliche Information zur Strukturentwicklung, wahrend die
Massenspektrometrie allein die Frage nach der Substanz nicht eindeutig beantworten

kann.
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Abb. 6.2.3 Identifizierung des detektierten m/z 43  1,89719 (Abb. 6.2.2) bei 2,4 min im Basispeak-
chromatogramm (Abb. 6.2.1) als Diiodotyrosin. a) Basispeakchromatogramm einer T4-Probe,
Bedingungen siehe Abb. 6.2.1, b) detektiertes Massenspektrum unter dem Peak bei 2,4 min, ¢) Injektion
einer Diiodotyrosinlésung in das Trennsystem aus Abb. 6.2.1, d) Direktinfusion der Diiodotyrosinldsung,
Detektion im negativen Elektrospraymodus.
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Zusammenfassend betrachtet handelt es sich hier mit grol3er Wahrscheinlichkeit um
Diiodotyrosin. Die groéfRere Abweichung kann auf die interne Kalibrierung der
Massenachse zurlckgefuhrt werden. Diese erfolgte mit vier bekannten
Standardsubstanzen, die auch in der Probe gefunden wurden (T3, T4, TetraAc,
TetraFA) und die molaren Massen von 600 bis 800 g mol™” aufweisen. Diiodotyrosin
liegt mit einer molaren Masse von 400 g mol™ deutlich unterhalb des Massenbereichs
der vier Standardsubstanzen, was einen grol3eren Fehler in der Massenkalibrierung zu
Folge hat.

Bei einer Retentionszeit von 3,9 min konnte das m/z von 760,68332 extrahiert werden
(Abb. 6.2.4). Es konnte sich hierbei um Tetraiodothyropropionsdure handeln, wobei
aber die Abweichung von 19,5ppm recht hoch ist. Die Carbonsduren im
Standardgemisch eluieren allerdings bei Retentionszeiten Uber 20 min. Auch
Triiodothyropropionsaure (TriProp) kann erst nach 33 min detektiert werden. Wie die
Retentionsreihenfolge von DiAc und TriAc zeigt, nimmt die Hydrophobie eines Molekiils
mit steigender Zahl an lodsubstituenten zu. Daher ist Tetraiodothyropropionséaure eher
bei hoheren Retentionszeiten zu erwarten, auch wenn in diesem Fall ein Strukturisomer
vorliegen sollte. Mit einem SigmaRank von sieben wurde jedoch mit dem
SmartFormula-Tool die Summenformel Ci5Hql4O4 (Abb. 6.2.4) gefunden. Obwohl aus
chromatographischer Sicht Einwdnde gegen diese Struktur bestehen, konnte kein
plausiblerer Vorschlag fur diese Substanz als Tetraiodothyropropionsaure entwickelt

werden.
#14
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300 -
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Abb. 6.2.4 Detektiertes Massenspektrum unter dem P eak #14 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hléage sind rechts dargestellt.
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Unter dem Peak #24 + #46 bei 8,7 min konnten zwei m/z-Verhaltnisse detektiert werden
(Abb. 6.2.5), wobei das m/z 731,69071 (Abb. 6.2.5, #24) eine signifikant hdhere
Intensitat als das m/z 802,73993 (Abb. 6.2.5, #46) aufweist. Im Falle des m/z
731,69071 handelt es sich vermutlich um Tetraiodothyroethylamin (Abb. 6.2.5, #24),
was die Abweichung vom theoretischen m/z von 1,6 ppm auch unterstreicht.
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Abb. 6.2.5 Detektiertes Massenspektrum unter dem P eak #24 + #46 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlége sind rechts dargestellt.

Die Suche mit dem SmartFormula ergab auf dem SigmaRank eins einen Treffer mit der
Summenformel Ci4H10l4sNO2, deren Struktur 8,5 Doppelbindungséquivalente aufweist.
Die vorgeschlagene Struktur fir Tetraiodoethylamin in Abb. 6.2.5, #24 besitzt zwei
Phenylringe, die acht Doppelbindungsaquivalenten entsprechen. Hier wird das einfach
negativ geladene lon detektiert, wodurch ein halbes Doppelbindungsaquivalent wegen
rechnerisch fehlender Absattigung des Anions mit Wasserstoff zu den theoretischen
Doppelbindungsaquivalenten addiert werden muss. So handelt es sich mit grol3er
Wahrscheinlichkeit um Tetraiodothyroethylamin. Es soll jedoch nicht verschwiegen
werden, dass der gezeigte Propylester (#46) auch auftreten kann, wenn wahrend der
T4-Synthese einmal n-Propanol als Losungsmittel zum Einsatz kam. Die geringere
Abweichung von 1,6 ppm lasst allerdings Tetraiodothyroethylamin als wahrscheinlicher
erscheinen.

Auf Grund des Standardgemisches, welches auch T3 und r-T3 enthélt, konnten die
Peaks #3 und #4 (Abb. 6.2.6) diesen zwei Substanzen zugeordnet und durch die
detektierten Massenspektren als diese identifiziert werden. Die sehr geringe
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Abweichung zwischen theoretischer und experimentell bestimmter Masse erklart sich in

diesem Fall dadurch, dass die Massenachse zuvor intern unter anderem auf T3

kalibriert wurde.
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Abb. 6.2.6 Detektiertes Massenspektrum unter den P eaks #3 und #4 im zuvor gezeigten
Basispeakchromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Auf ~ Grund des zuvor injizierten
Standardgemisches kénnen beide Substanzen als T3 un  d r-T3 identifiziert werden.

Im auslaufenden Peak des stark Uberladenen Thyroxins konnte das m/z 1119,6213
extrahiert werden (Abb. 6.2.7). Es war mit den bisherigen Kenntnissen, auch unter
Verwendung des SmartFormula, nicht mdglich, diesem m/z eine Struktur zuzuordnen.
Die Abweichungen von den theoretischen m/z waren gréer als 150 ppm. Dass mit
Unterstitzung des SmartFormula keine wahrscheinliche Summenformel ausgearbeitet
werden konnte, kann wiederum auf den Bereich der internen Kalibrierung der
Massenachse von 600 bis 800 m/z zurtickgefuihrt werden. Das detektierte m/z liegt weit
aulRerhalb dieses Kalibrierbereichs, was eine grol3ere Unsicherheit des detektierten m/z
zur Folge hat.

Da zudem mit steigender Molekularmasse einer Verbindung innerhalb der
Messunsicherheit eines TOF-MS fir eine detektierte Masse deutlich mehr

Atomkombinationen rechnerisch mdglich werden, sinkt die Vorhersagegenauigkeit
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dieser Art der Summenformelbestimmung oberhalb von Molmassen von 800 bis
1000 g mol™ zusatzlich erheblich.

-
775,67919
) /H
™
=
< 2]
5
‘»
c .
[}
=
1 ?? Keine Struktur gefunden
1119,62113
0l |
800 900 1000 1100 1200 m/z

Abb. 6.2.7 Detektiertes Massenspektrum unter dem a  uslaufenden T4-Peak im zuvor gezeigten

Basispeakchromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Fir  die Masse 1119,62113 konnten zu diesem
Zeitpunkt keine Strukturvorschlage unterbreitet wer den.

Das m/z 817,71286 konnte bei 23,8 min extrahiert werden. Mit Hilfe des SmartFormula
konnten keine Summenformeln gefunden werden, die realistisch erscheinen. Mit einer
Abweichung von 16,5 ppm kann es sich um die zuvor ausgearbeitete Struktur Abb.
6.2.8, #48 handeln. Diese Verbindung wirde beispielsweise wahrend der Synthese

durch Veresterung von T4 mit dem Losungsmittel n-Propanol entstehen.
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Abb. 6.2.8 Detektiertes Massenspektrum unter dem P eak #48 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlége sind rechts dargestellt.
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Ein Tetraiodothyromilchsaureamid kann bei 27,3 min detektiert (Abb. 6.2.9) werden. Mit
einer Abweichung des detektierten vom theoretischen m/z von 5,2 ppm liegt diese
Substanz mit groRer Wahrscheinlichkeit vor. Der SmartFormula gibt auf dem ersten
SigmaRank-Platz die Summenformel C,4HglsNO4 mit 9,5 Doppelbindungséquivalenten
(DBE) an, wobei 0,5 DBE auf den formalen Elektroneniiberschuss der vorliegenden
anionischen Form der Substanz zurtickgefuhrt werden. Die vorgeschlagene Struktur
des Tetraiodothyromilchsaureamids (Abb. 6.2.9, #22) weist zwei aromatische Ringe
auf, die insgesamt acht DBE entsprechen. Der doppelt gebundene Sauerstoff der
Seitenkette entspricht einem weiteren DBE. Zudem erfullt das Neutralmolektl mit einer
geraden molekularen Masse die Stickstoffregel. So korreliert die hier gezeigte Struktur
ebenfalls mit den Ergebnissen des SmartFormula, was eine weitere Bestatigung des
Milchsaureamides ist.
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Abb. 6.2.9 Detektiertes Massenspektrum unter dem P eak #22 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlége sind rechts dargestellt.

Unter dem Peak bei einer Retentionszeit von 31,1 min wurden die m/z-Verhaltnisse
745,66852 und 803,68235 detektiert (Abb. 6.2.10). Auf dem SigmaRank eins wurde fur
das m/z 745,66852 die Summenformel Cyi4HglsNO3z mit 9,5 DBE vorgeschlagen. Der
vorgeschlagenen Struktur #19 in Abb. 6.2.10 entsprechen 9 DBE, wobei hier ebenfalls
Anionen detektiert wurden und daher 0,5 DBE addiert werden mussen. Die Abweichung
von dem theoretischen m/z von -0,4 ppm lasst darauf schlieRen, dass es sich hierbei
um Tetraiodothyroessigsaureamid handelt (Abb. 6.2.10,#19). Fir das zweite
detektierte m/z wurden zwei Strukturvorschlage ausgearbeitet (Abb. 6.2.10, #40, #45),
wobei die Abweichung vom theoretischen m/z des Esterproduktes (#45) mit -35,3 ppm
signifikant groRer ist wie die des Ameisensaure-Adduktes (#40) mit 10,0 ppm. Der
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SmartFormula schlagt auf dem SigmaRank eins die Summenformel Ci6H10lsNO3 mit
10,5 DBE vor, was dem Strukturvorschlag #40 in Abb. 6.2.10 entspricht. Die geringere
Abweichung zwischen Messergebnis und theoretischen Strukturvorschlag spricht somit
eher fir das Anhydrid #40, wohingegen die Esterstruktur #45 chemisch plausibler ist, da
das Anhydrid bei wassriger Aufarbeitung hydrolysieren sollte. Diese Diskrepanz kann
ohne weitere strukturaufklarende Verfahren (NMR etc.) nicht geklart werden.
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Abb. 6.2.10 Detektiertes Massenspektrum unter dem  Peak #19 +#40/#45 im zuvor gezeigten
Basispeakchromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Stru  kturvorschlage sind rechts dargestellt.

Bei 32,3 min wurden die m/z-Verhaltnisse 762,65131, 590,74999 und 462,86258
detektiert (Abb. 6.2.11).

Zundachst soll das m/z 762,65131 (Abb. 6.2.11, #15) naher betrachtet werden. Mit einer
Abweichung des theoretischen m/z-Verhéltnisse von 4,6 ppm handelt es sich hierbei mit
groRer Wahrscheinlichkeit um Tetraiodothyromilchsaure. Auf dem SigmaRank eins
wurde vom SmartFormula die Summenformel CisH71,05 mit 9,5 DBE vorgeschlagen.
Beim naheren Betrachten der Struktur des vorgeschlagenen Milchséurederivates sind
wieder zwei aromatische Ringe, welche acht DBE entsprechen, und ein
doppelgebundener Sauerstoff der Seitenkette, welcher einem weiteren DBE entspricht,
vorhanden. Die 0,5 DBE mussen wiederum noch addiert werden, da die
Tetraiodothyromilchsaure als Anion detektiert wurde. Die Bildung von
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Milchsaurederivaten ist eine bereits bekannte Nebenreaktion, was diesen
Strukturvorschlag ebenfalls wahrscheinlich macht.

Beim m/z 590,74999 betragt die Abweichung vom theoretischen m/z der
vorgeschlagenen Struktur des Triiodothyroaldehyd 7,4 ppm (Abb. 6.2.11, #30). Fur
dieses m/z gibt der SmartFormula auf dem SigmaRank eins die Summenformel
Ci3HglsO3 mit 9,5 DBE an. Auch hier sind mit der vorher diskutierten
Tetraiodothyromilchséaure identische Strukturelemente vorhanden, wodurch der hier
gezeigte Triiodothyroaldehyd ebenfalls 9,5 DBE aufweist. Dies wuirde fur die
Anwesenheit des Triiodothyroaldehydes sprechen. Es stellt sich an dieser Stelle nur die
Frage, ob es sich hierbei um eine Coelution des Milchsaure- und Aldehydderivates
handelt, oder ob es sich um Fragmente handelt, die erst wahrend der
Elektrosprayionisierung im Massenspektrometer entstehen. Prinzipiell kbnnen in der
Gasphase des Massenspektrometers auch Strukturelemente abgespaltet werden.
Demnach muisste von der Tetraiodothyromilchsaure ein lod-Atom und die
Carbonsaurefunktion als CO, abgespalten werden und sich ein doppelgebundener
Sauerstoff an der vorherigen OH-Gruppe ausbilden, was wiederum eher
unwahrscheinlich ist. Diese Abspaltungen sollten insgesamt eher eine kationische
Gruppe ausbilden, die im negativen Modus nicht im Massenspektrometer nicht
detektierbar ist. Daher ist anzunehmen, dass es sich hierbei tatsadchlich um eine
Coelution zweier verschiedener Substanzen handelt.

Das dritte detektierte m/z 462,86258 (Abb. 6.2.11, #37) kann mit einer Abweichung
vom theoretischen m/z von -15,5ppm der zuvor ausgearbeiteten Struktur des
Hydroxydiiodophenyl-hydroxystyrylether zugeordnet werden. Die etwas hohere
Abweichung kann wiederum auf den schon mehrmals erwéhnten Kalibrierbereich der
Massenachse (von 600 bis 800 m/z) zuriickgefihrt werden. Mit Hilfe des SmartFormula
wurde keine sinnvolle Summenformel gefunden, was ebenfalls auf den Kalibrierbereich
zurtckgefuhrt werden kann. Auch bei diesem Strukturvorschlag ist es eher
unwahrscheinlich, dass es sich hierbei des Hydroxydiiodophenyl-hydroxystyrylether um
ein Gasphasenprodukt handelt. Somit wirden bei 32,3 min drei Substanzen coeluieren.
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Abb. 6.2.11 Detektiertes Massenspektrum unter dem Peak #15 + #30 + #37 im zuvor gezeigten
Basispeakchromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Stru  kturvorschlage sind rechts dargestellt.

Innerhalb des auslaufenden 32,4 min-Peak konnte das m/z 731,65348 extrahiert
werden (Abb. 6.2.12). Mit einer Abweichung vom theoretischen m/z von 0,4 ppm
handelt es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um die vorgeschlagene Struktur des
Tetraiodothyroameisensaureamids. Auch das SmartFormula-Softwaretool gibt dessen
Summenformel Ci3HglsNO3 mit 9,5 DBE auf dem SigmaRank eins an, was mit dem
vorgeschlagen Struktur (Abb. 6.2.12, #17) Ubereinstimmt. Folglich handelt es sich

hierbei mit groler Wahrscheinlichkeit um das abgebildete Tetraiodothyro-
ameisensaureamid.



Kapitel 3 — Strukturidentifizierung einer Thyroxin-P robe 143

H#17 (+#15 + #30 + #37)

#15
3
[32)
S I o}
o > #17
kS H NH,
(2]
2
g | o
5 : o :
Tetraiodothyroameisensaureamid
#30 731,65348 Summenformel [M-H] ~: C;3Hgl,NO;
11 Abweichung vom theoretischen m/z: 0,4 ppm
#37
0 l T T T T T = T
450 550 650 750 m/z

Abb. 6.2.12 Detektiertes Massenspektrum unter dem  Peak #17 im zuvor gezeigten Basispeak-

chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlage sind rechts dargestellt.  Die Strukturen
#15, #30, #37 sind in Abb. 6.2.11 gezeigt.
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Abb. 6.2.13 Detektiertes Massenspektrum unter dem  Peak #20 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlége sind rechts dargestellt.

Bei 35,2 min wurde das m/z 759,68653 detektiert (Abb. 6.2.13). Der SmartFormula
berechnet die Summenformel CisH;0ls,NO3; mit 9,5 DBE auf dem SigmaRank eins.
Diese Summenformel entspricht der  vorgeschlagenen Struktur des
Tetraiodothyropropionsaureamids (Abb. 6.2.13, #20), dessen Abweichung vom
theoretischen m/z 2,7 ppm betragt. Auch die DBE von 9,5 stimmen mit dieser Struktur

Uberein, was eine weitere Bestétigung der Anwesenheit des
Tetraiodothyropropionsaureamids ist.
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Bei einer Retentionszeit von 36,3 min wurde das m/z 606,74076 extrahiert (Abb.
6.2.14). Aus dem Pool der zuvor ausgearbeiteten Strukturvorschlage kann es sich bei
dieser Substanz zum einen um Triiodothyroameisensaure (Abb. 6.2.14, #13), aber
auch um den Triiodothyroethanol (Abb. 6.2.14, #28) handeln. Beim né&heren Betrachten
der Abweichungen von den theoretischen m/z-Verhaltnissen handelt es sich eher nicht
um den Alkohol, da dessen Abweichung mit -59,6 ppm viel grol3er ist als die des
Ameisenséaurederivates mit 0,3 ppm. Der SmartFormula schlagt auf dem SigmaRank
eins die Summenformel C;3Hgl304 mit 9,5 DBE vor, was ebenfalls der Struktur des
Ameisenséaurederivates (Abb. 6.2.14, #13) entspricht. Daher handelt es bei der hier

detektierten Substanz mit grol3er Wahrscheinlichkeit um Triiodothyroameisensaure.
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Abb. 6.2.14 Detektiertes Massenspektrum unter dem Peak #13/#28 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hléage sind rechts dargestellt.

Das Massenspektrum bei 37,5 min zeigt Tetraiodothyroessigsaure (Abb. 6.2.15), die
auch im Standardgemisch vorhanden ist. Daher ist hier die Strukturzuordnung ohne
Schwierigkeiten mdglich. Auch das m/z 702,66308 wurde bereits im Massenspektrum
der Standardsubstanz detektiert. Durch CO»-Abspaltung in der Gasphase kann die
Tetraiodothyroessigsaure in ein Ethanderivat umgewandelt werden. Da dieser Prozess
in der Gasphase wahrend der lonisierung erfolgt, handelt es sich beim m/z 702,66308
auch nicht um eine Substanz, die coeluiert.
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Abb. 6.2.15 Detektiertes Massenspektrum unter dem  Peak #9 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlage sind rechts dargestellt.  Auf Grund des

zuvor injizierten Standardgemisches kann diese Substanz als Tetraiodothyroessigsaure identifiziert
werden.

Unter dem Peak #27 in Abb. 6.2.1 auf Seite 132 wurde das m/z 718,65834 detektiert.
Der SmartFormula schlagt hierfir die Summenformel C,3H1,03 mit 8,5 DBE vor. Dies
entspricht der Struktur #27 Abb. 6.2.16, die ebenfalls 8 DBE aufweist. Da
Tetraiodothyromethanol (Abb. 6.2.16, #27) als Anion im negativen Modus detektiert
wird, missen noch 0,5 DBE addiert werden, um die Gesamt-DBE der vorgeschlagenen
Struktur zu bestimmen. Mit einer Abweichung vom theoretischen m/z von 0,6 ppm
handelt es sie bei der hier detektierten Substanz mit groRer Wahrscheinlichkeit um
Tetraiodothyromethanol.
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Abb. 6.2.16 Detektiertes Massenspektrum unter dem Peak #27 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlége sind rechts dargestellt.

Das Massenspektrum bei 39,4 min zeigt Tetraiodothyroameisensaure (TetraFA, Abb.
6.2.17), die ebenfalls im Standardgemisch vorhanden ist. Daher kann das hier
detektierte m/z 732,63689 (Abb. 6.2.17, #10) auch als identifiziert angesehen werden.
Ein weiteres m/z (Abb. 6.2.17, #35) konnte unter dem Peak im Massenchromatogramm
detektiert werden. Der SmartFormula hat fir dieses m/z die Summenformel Ci2Hsl40-
mit 8,5 DBE vorgeschlagen, was der Struktur #35 in Abb. 6.2.17 entspricht. Dieses m/z
688,64664 wurde auch im Massenspektrum der Standardsubstanz extrahiert. Dies lasst
auch hier die Vermutung zu, dass es sich hierbei nicht um eine coeluierende Substanz,

sondern ein Produkt handelt, welches durch CO,-Abspaltung in der Gasphase gebildet
wird.
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Abb. 6.2.17 Detektiertes Massenspektrum unter dem Peak #10 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hlage sind rechts dargestellt.  Auf Grund des
zuvor injizierten Standardgemisches kann diese Substanz als Tetraiodothyroameisen identifiziert werden.

Im Massenspektrum unter dem Peak bei 40,7 min konnten die drei m/z-Verhaltnisse
759,68459 (Abb. 6.2.18, #20), 745,67364 (Abb. 6.2.18, #19) und 704,64339 (Abb.
6.2.18, #36) detektiert werden. Mit Hilfe des SmartFormula-Tools konnte nur fir das m/z
759,68459 ein chemisch sinnvoller Summenformelvorschlag erarbeitet werden. Mit
einer Abweichung vom theoretischen m/z von 0,1 ppm handelt es sich hierbei mit
groBer  Wabhrscheinlichkeit um ein  Tetraiodothyropropionsareamid.  Dieses
Propionsaureamid wurde auch schon bei einer Retentionszeit von 35,2 min detektiert
(Abb. 6.2.13, Seite 143). Es kénnen in diesem Fall Strukturisomere vorliegen, die sich
zum Beispiel in der Position der lodatome im Molekll unterscheiden. Mit Hilfe der
Massenspektrometrie kann nicht zwischen Isomeren unterschieden werden, da diese
mit identischen m/z-Verhaltnissen detektiert werden. Jedoch ist es moglich diese
Isomere chromatographisch aufzutrennen, was auch schon im Standardgemisch mit
T2 /r-T2 und T3/ r-T3 gezeigt wurde.

Auch im Falle des zweiten m/z 745,67364 kann es sich um ein Strukturisomer des
Tetraiodothyroessigsaureamids handeln (Abb. 6.2.18, #19), da dieses zuvor auch bei
31,1 min detektiert wurde. Mit einer Abweichung vom theoretischen m/z von 6,4 ppm,
kann es sich tatsachlich um das Tetraiodothyroessigsaureamid handeln.
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Beim dritten m/z 704,643369 (Abb. 6.2.18, #36), welches unter diesem Peak bei
40,7 min identifiziert wurde, handelt es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um
Di-(Diiododihydroxyphenyl)-ether.
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Abb. 6.2.18 Detektiertes Massenspektrum unter dem  Peak #20 + #19 + #36 im zuvor gezeigten
Basispeakchromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Stru  kturvorschlage sind rechts dargestellt.

Die Identifizierung der letzten zwei Peaks im Massenchromatogramm in Abb. 6.2.1 auf
Seite 132 erfolgt analog. In beiden Fallen kann es sich um ein Ethanderivat (Abb.
6.2.19, #32 und Abb. 6.2.20, #33) oder ein Aldehydderivat (Abb. 6.2.19, #30 und Abb.
6.2.20, #31) handeln. Beide Derivate haben die gleiche nominelle Masse,
unterscheiden sich aber in ihrer exakten Masse und der Zahl der
Doppelbindungséaquivalente. Die detektierten Anionen der Ethanderivate besitzen 8,5
und die der Aldehydderivate 9,5 Doppelbindungsaquivalente. Die Abweichung der
theoretischen m/z-Werte des Triiodothyroethans (Abb. 6.2.19, #32) und des
Tetraiodothyroethans (Abb. 6.2.20, #31) sind groRRer als 50 ppm und daher weniger
wahrscheinlich. Dagegen ist die Abweichung des Triiodothyroaldehydes (Abb. 6.2.19,
#30) mit 7,7 ppm und die des Tetraiodothyroaldehydes (Abb. 6.2.20, #31) mit -3,0 ppm
gering. Der SmartFormula hat in beiden Féllen auf dem ersten SigmaRank die
Summenformeln der Aldehydderivate vorgeschlagen, was ebenfalls das Vorliegen des
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Triiodothyroaldehydes (Abb. 6.2.19, #30) und des Tetraiodothyroaldehydes (Abb.
6.2.20, #31) bestatigt.
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Abb. 6.2.19 Detektiertes Massenspektrum unter dem Peak #30/#32 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hléage sind rechts dargestellt.
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Abb. 6.2.20 Detektiertes Massenspektrum unter dem Peak #31/#33 im zuvor gezeigten Basispeak-
chromatogramm Abb. 6.2.1, Seite 132. Strukturvorsc  hléage sind rechts dargestellt.
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6.3. Peakfraktionierung und Identifizierung der Fra  ktionen mit
HPLC/TOF-MS

Peakfraktionierung ist eine Mdglichkeit, die Korrelation zwischen den UV-Messungen
der Phosphatpuffermethode und die UV/MS-Messungen der Ameisensauremethode zu
verifizieren. Es wurden neun Peaks (Abb. 6.3.1) der thermisch gestressten Thyroxin-
Probe aus der Phosphatpuffermethode heraus fraktioniert. Die Auswahl der Peaks
wurde von der Peptido GmbH vorgegeben, wobei es sich um relevante
Verunreinigungen handelt. Die Trennung mit der Phosphatpuffermethode wurde auf
einer YMC C18 Pro mit einem Innendurchmesser von 4,6 mm durchgefuhrt. Die neun
Peaks wurden Uber sechs HPLC-Laufe hinweg gesammelt. In Abb. 6.3.1 ist ein UV-
Chromatogramm der thermisch gestressten Thyroxin-Probe dargestellt. Die

fraktionierten Peaks sind mit der entsprechenden Fraktionsnummer gekennzeichnet.
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Abb. 6.3.1 UV-Chromatogramm mit den fraktionierten Peaks einer thermisch gestressten T4-
Probe. YMC C18 Pro 150 x 4,6 mm i.D.; mobile Phase, 5 min isokratische Elution in 30 % Acetonitril in
4,5 mM Phosphatpuffer, 38 min Gradient von 30-70 % Acetonitril, 900 uL min™; UV @ 225 nm.

Eine Herausforderung ist die hohe Verdinnung der einzelnen Fraktionen, welche durch
den hohen Saulenfluss auf Grund des Innendurchmessers von 4,6 mm resultiert. Das
Gesamtvolumen von 1400 uL pro Fraktion wurde mittels eines Eppendorf-
Concentrators auf 150 pL bis 250 pL reduziert. Ein Volumen von jeweils 100 pL dieser
aufkonzentrierten Fraktionen wurde auf eine YMC C18 Pro mit einem
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Innendurchmesser von 1,0 mm unter Verwendung der modifizierten Ameisenséaure-
methode reinjiziert.

In der modifizierten Ameisensaduremethode fir die HPLC-MS-Analyse der Fraktionen
wurde auch hier Wasser (Eluent A) und Acetonitril (Eluent B), jeweils versetzt mit
0,1 Vol% Ameisensaure, verwendet. Nur das Gradientenprogramm wurde geandert
(Tab. 6.1). Zunachst erfolgte eine isokratische Elution mit 10 % Acetonitril, um die
Phosphatsalze aus der Fraktionierung zu eluieren bevor die Analyten im
Massenspektrometer detektiert werden. Dies ist nétig, da die Phosphatsalze die
Massendetektion negativ beeinflussen konnen. Nach dieser isokratischen Stufe erfolgte
die Elution der fraktionierten Analyten in einem Gradienten, der mit der urspriinglichen
Ameisensauremethode vergleichbar ist (Tab. 6.1). Die Massendetektion erfolgte unter
den bisherigen Bedingungen und ist im Experimentellen Teil Kapitel 2.5.2, Seite 116
beschrieben.

Tab. 6.1 Gradientenprogramm der HPLC-MS-Messungen d  er Fraktionen.

Z(_ait Eluent B Fluss . Temperatur
[min] [%0] [ML min 7]

0,00 -3,00 10 50 Raumtemp.

- 8,00 30 50 Raumtemp.

- 45,00 70 50 Raumtemp.

- 51,00 70 50 Raumtemp.

- 54,00 10 50 Raumtemp.

Nachfolgend soll nun n&aher auf die einzelnen Fraktionen eingegangen werden, wobei
der Ubersichtlichkeit halber hier nur die Massenchromatogramme der Fraktionen la
und 1 dargestellt wurden. Innerhalb der ersten zehn Minuten konnte der
Phosphatpuffer, welcher in den einzelnen Proben auf Grund der urspringlichen
fraktionierten Methode enthalten war, eluiert werden (Abb. 6.3.2). So werden
Phosphatpuffer und die Analyten ausreichend getrennt voneinander detektiert, womit
die Massendetektion durch stérende Puffersalze nicht beeinflusst oder behindert wird.
Unter dem Peak l1a, welcher bei 3,95 min in der Phosphatpuffermethode fraktioniert
wurde, konnte kein Massenspektrum detektiert werden (Abb. 6.3.2). Falls es sich
hierbei um einen schwer bzw. nicht ionisierbaren Analyten handelt, wird dieser
massenspektrometrisch nicht erfasst. Die hohe Verdinnung des Peaks, welche aus
dem Fraktionierungslauf resultiert, verringert die Empfindlichkeit zusatzlich. Zu diesem
Zeitpunkt kann dem Peak 1a (Abb. 6.3.1, S. 150) keine Masse zugeordnet werden.
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Abb. 6.3.2 Basispeakchromatogramm der Fraktion la. Es konnte kein Massenspektrum detektiert
werden. YMC C18 Pro 150 x 1 mm i.D.; 3 min isokratische Elution in 10 % Acetonitril und 5,0 min in

30 % Acetonitril versetzt mit 0,10% Ameisensaure, 37 min-Gradient von 30-70 % Acetonitril versetzt mit
0,10% Ameisensaure, 50 pL min™; negESI-TOF.
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Im Basispeakchromatogramm der Fraktion #1 (Abb. 6.3.3) konnte ein Peak mit dem
m/z 431,85738 detektiert werden, welches im Abschnitt 6.2 auf Seite 132 dem
Diiodothyrosin zugeordnet wurde (Abb. 6.2.2, S. 133 und Abb. 6.2.3, S. 134).
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Abb. 6.3.3 Basispeakchromatogram mit extrahierten Massenspektrum der Fraktion 1, die Elution
der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a  bgeschnitten. YMC C18 Pro 150 x 1 mm i.D;
3 min isokratische Elution in 10 % Acetonitril und 5,0 min in 30 % Acetonitril versetzt mit 0,10%
Ameisensaure, 37 min-Gradient von 30-70 % Acetonitril versetzt mit 0,10% Ameisensaure, 50 L min™;
negESI-TOF.
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Alle weiteren Basispeakchromatogramme und Massenspektren der einzelnen
Fraktionen sind der Ubersichtlichkeit halber im Anhang zu finden. Die detektierten m/z-
Verhéltnisse aller Fraktionen sind in Tab. 6.2 den Retentionszeiten der Peaks in der
Phosphatpuffermethode zugeordnet. Die Tabelle Tab. 6.2 fasst das Ergebnis der
Peakfraktionierung zusammen.

Tab. 6.2 Ubersicht der detektierten Massen innerhal b der einzelnen Fraktionen ausgewahlter
Peaks einer gestressten Thyroxin-Probe (Korrelation zwischen Peaks und Fraktionsnummer Abb.
6.3.1, S.150). Fraktionierung erfolgte innerhalb der Phosphatpuffermethode. HPLC/MS-Detektion unter
Verwendung der Ameisensauremethode.

UV-Chromatogramm
@ 225 nm in der detektierte Peaks im korrespondierenden Basispeakch romatogramm
Phosphatpuffermehode mit negESI-TOF-MS
(Abb. 6.3.1, S. 150)
Fraktions- | Retentions- Retentions- .
nummer zeit P zeit CIEEENTE Zuordnung
4 ; # X m/z
[min] [min]
la 3,95 kein Peak im Basispeakchromatogramm detektiert
1 2,42 1 13,86 431,88738 | #11 - Diiodothyrosin
#22 - Tetraiodothyromilchsaureamid
2 24,38 1 LI 761,69919 #38 - Tetraiodothyrohydroxypropanamin
3 s 1 43,71 745,69472 | #19 - Tetraiodothyroessigsaureamid
’ 2 46,34 664,77125 | keine Zuordnung mdoglich
1 46,42 762,68105 | #15 - Tetraiodothyromilchsaure
590,76100 | #30 - Triiodothyroaldehyd
4 28,72 2 50,44 491,82316 | keine Zuordnung maglich
509,85106 | Diiodothyrohydroxypropanamin
619,74948 | Triiodothyroessigsaure
1 50,27 746,67625 | #9 - Tetraiodothyroessigsaure
5 33,90
2 52,75 665,75609 | keine Zuordnung mdoglich
6 34,40 kein Peak im Basispeakchromatogramm detektiert
7 36,02 1 52,96 732,65351 | #10 - Tetraiodothyroameisensaure
1 30,19 522,34101 | keine Zuordnung maglich
8 42,83
2 57,49 716,66884 | #31 — Tetraiodothyroaldehyd

Die Massenachse der detektierten Spektren konnten nicht intern kalibriert werden, da
kein T3, T4, TetraAc und TetraFA in den einzelnen Fraktionen enthalten war.
Demzufolge sind signifikant groRere Abweichungen der theoretischen und detektieren

m/z-Verhaltnisse zu erwarten. Daher wurden die Abweichungen nicht in Tab. 6.2
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aufgelistet. In Fraktion #1 wurde auch in der Phosphatpuffermethode das Diiodotyrosin
identifiziert. In Fraktion zwei kénnen zwei mogliche Strukturen (#22 und #38) dem
detektierten m/z zugeordnet werden, wobei das Tetraiodothyrohydroxypropanamin
(#38) die geringere Abweichung vom theoretischen m/z aufweist. In dem HPLC-MS-
Lauf der gestressten T4-Probe wurde unter diesem Peak ein vergleichbares m/z
detektiert, welches aber als Tetraiodothyromilchsaureamid identifiziert wurde (Abb.
6.2.9, S. 139). Da fir diese Messungen eine interne Kalibrierung der Massenachse
durchgefiihrt werden konnte, handelt es sich bei Fraktion #2 mit groRRerer
Wahrscheinlichkeit um das Milchsdureamid. In den weiteren Fraktionen wurden zum
Teil m/z-Verhaltnisse detektiert, die in der vorherigen HPLC-MS-Analyse der
gestressten T4-Probe nicht gefunden wurden. Dabei kann es sich um Verunreinigungen
aus dem Phosphatpuffersystem handeln, in welchem die Fraktionierung durchgefihrt
wurde, oder aber auch, um Anreicherungen bzw. Verunreinigungen, die durch den
Wechsel der verschiedenen Probengefalie eingebracht wurden.

Zusammenfassend betrachtet, konnte mit Hilfe der Fraktionierung gezeigt werden, dass
die relevanten Peaks der gestressten  Thyroxin-Probe, die mit der
Phosphatpuffermethode im UV-Chromatogramm bei 225 nm detektiert wurden, durch
die HPLC-MS-Analyse mit der Ameisensauremethode den Substanzen Diiodothyrosin,
Tetraiodothyroameisensaure, Tetraiodothyroessigsaure, Triiodothyroaldehyd und
Tetraiodothyroaldehyd sowie die Tetraiodothyromilchsdure und das Tetraiodothyro-
milchsaureamid zugeordnet werden konnten. Folglich kbnnen die Peakmuster beider
HPLC-Methoden miteinander verglichen werden, was eine Zuordnung der hier
unterbreiteten  Strukturvorschlage der HPLC-MS-Analyse den Peaks im
Chromatogramm der Phosphatpuffermethode ermdglicht.
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7. Zusammenfassung

Es konnte eine HPLC-Methode zur Identifizierung von Abbauprodukten der
synthetischen Schilddrisenhormone Thyroxin (T4) bzw. Liothyronin (T3) entwickelt
werden, die mit der Massenspektrometrie (MS) kompatibel ist. Ausgangspunkt war
dabei eine bereits zur Qualitatskontrolle eingesetzte HPLC-UV-Methode, die wegen des
verwendeten Phosphatpuffers jedoch nicht MS-kompatibel ist. Die Retentionszeiten und
Elutionsreihenfolgen der Analyten der in dieser Arbeit entwickelten Ameisenséaure-
methode sind mit denen der urspriinglichen Phosphatpuffermethode vergleichbar. Die
entwickelte Ameisensauremethode konnte erfolgreich mit der Massenspektrometrie
gekoppelt werden. Die Ausarbeitungen der Strukturvorschlage in dieser Arbeit basieren
auf der Messung exakter Massen und Isotopenverteilungen, welche mit der
Flugzeitmassenspektrometrie durchgefuhrt wurden.

Einen entscheidenen Einfluss auf die massenspektrometrische Detektion hat die
lonisierung der Analyten. Daher wurden zunachst die chemische lonisierung unter
Atmosphéarendruck (APCI) im positiven und negativen Modus und die
Elektrosprayionisierung (ESI) im negativen Modus einander gegenibergestellt. Das
Verhéltnis des m/z-Signals zum Rauschen (S/N) ausgewdahlter Peaks im
Massenspektrum wurde miteinander verglichen, wobei die negative APCI-lonisierung
die hochsten S/N-Werte erreicht. Die negative ESI zeigte zwar geringere
Signalintensitaten, dennoch wurde der Wirkstoffpeak im Massenspektrum nicht so stark
uberladen, wodurch eine Uberlagerung durch den Wirkstoff reduziert wird. Dadurch sind
die S/N-Werte der negativen ESI mit denen der APCI vergleichbar. Aus diesen und
apparativen Grinden wurden alle Daten, die in dieser Arbeit zur Ausarbeitung von
Strukturvorschlagen herangezogen wurden, mit der negativen ESI generiert.

Die positive ESI hat schon in Vorversuchen gezeigt, dass unter diesen Bedingungen
nicht alle Analyten im Massenspektrometer detektiert werden kénnen und wurde daher

nicht weiter verfolgt.

Die Ausarbeitung der Strukturvorschlage erfolgte primar durch Ableitung aus bekannten
chemischen Reaktionen ausgehend von der Struktur des Thyroxins (T4) bzw.
Liothyronin (T3). Es wurden die theoretischen Masse-zu-Ladungsverhaltnisse (m/z) mit
den detektierten verglichen und die Abweichung in ppm betrachtet. Zusatzlich wurde
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zur Bestéatigung der Zuordnung ein Software-Tool herangezogen, welches basierend
auf exakten m/z und Isotopenverteilungen Summenformelvorschlage berechnet.

An dieser Stelle muss erwahnt werden, dass in dieser Arbeit keine quantitativen
Aussagen Uber die detektierten Nebenpeaks getroffen werden. Zum einem handelt es
sich um unbekannte Substanzen, wodurch keine Standardsubstanzen zur Verfigung
standen. Zum anderen unterschieden sich die Analyten stark in ihrem
lonisierungsverhalten, was einen entscheidenen Einfluss auf den Responsfaktor und
damit auf die Peakintensitat im Massenchromatogramm hat. Das primare Ziel war die
Ausarbeitung von Strukturvorschlagen, wodurch nur die detektierten m/z und nicht die
Peakflachen betrachtet wurden wurden.

Es standen in dieser Arbeit mikronisierte T4-Proben und nicht mikronisierte T4- und T3-
Proben zur Verfiigung, welche unter verschiedenen Bedinungen thermisch gestresst
wurden. Im Anhang Seite A-32 und Folgende sind die detektierten m/z und die
Zuordnung der einzelnen Proben aufgelistet.

Diese Massenlisten zusammengefasst betrachtet, konnte in allen T4-Proben wie auch
den T3-Proben Diiodotyrosin, Triiodothyroaldehyd und Tetraiodothyroaldehyd sowie T3
und T4 detektiert werden. Ein Milchsaurederivat konnte in allen T4-Proben identifiziert
werden. Dagegen konnte fur das m/z 1119 keine Zuordnung getroffen werden, was
unter anderem auch auf die Kalibrierung der Massenachse zurlckgefuhrt werden kann
(Abb. 6.2.7,S. 138). Tetraiodothyroameisensaure und -essigsaue sind auch im
Standardgemisch enthalten. Fir diese zwei Substanzen konnten Abspaltungsprodukte,
welche wahrend des lonisierungsprozesses entstehen, beobachtet werden. In der
ungestressten mikronisierten T4-Probe wurde im Gegensatz zu allen weiteren Proben
kein r-T3 detektiert. In T3-Proben konnten neben T3 und r-T3 auch T2 und r-T2
identifiziert werden. In den T4-Proben wurden m/z detektiert, die groRRer als 800 sind,
wobei es sich um Veresterungsprodukte handeln durfte.

Alle T4-Proben zeigen ein vergleichbares Abbauprofil in den Massenspektren, wobei
auch zwischen mikronisierten und nicht mikronisierten Proben keine signifikanten
Unterschiede beobachtet wurden.

Der direkte Vergleich zwischen T3- und T4-Proben zeigt vergleichbare Abbaureaktionen
bei beiden Hormonen. Dies kann aus der Tatsache gefolgert werden, dass fur die
Verunreinigungen der T3-Proben Strukturvorschlage ausgearbeitet werden konnten, die
denen in den T4-Proben sehr ahnlich sind und sich zum Teil nur um ein lodatom im

Molekulgerist unterscheiden.
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.vereinfache das Komplizierte und kompliziere nicht das Einfache.”
Papst Johannes XXIII., (1881 - 1963)
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1. Literaturtberblick und theoretischer Hintergrund

Die Entwicklung von HPLC-Methoden zur Trennung komplexer Probengemische erfolgt
meist durch Testen unterschiedlicher stationdrer Phasen mit verschiedenen
Selektivitaten unter Optimierung der mobilen Phase. Meist steht dem Anwender ein
Pool mit einer begrenzten Anzahl an stationaren Phasen zur Verfigung. Auf der Saule
mit dem viel aussichtsreichsten Ergebnis wird die Trennung durch Modifizieren der
mobilen Phase meist durch eine Gradientenelution optimiert [74-79]. Dieser Weg der
Methodenentwicklung in der HPLC kann auch durch den Einsatz entsprechender
Software unterstitzt werden. Snyder nahm 1978 eine Einteilung verschiedener
Losungsmittel vor [80], die 1983 von Kirkland und Glajch durch das
Losungsmittelstarke-Prisma fur Multilésungsmittel-Elutionen erweitert wurde [74]. Das
-PRISMA*-Modell wurde von Nyiredy, Kallenbach-Tolke und Sticher fir die Optimierung
in der Dunnschichtchromatographie angewandt [81, 82]. Durch die in diesen Arbeiten
diskutierten  Hintergrinde und Zusammenhange konnen unter anderem
Retentionsfaktoren vorhergesagt werden [83], was die Basis fur eine
computerunterstitzte Optimierung der mobilen Phase ist. Glajch et al. variierten
systematisch die mobile und stationdre Phase, um eine isokratische Trennung von
Aminosaurederivaten zu erreichen [84].

Der entgegengesetzte Ansatz, eine HPLC-Methode zu entwickeln bzw. zu optimieren,
liegt im Kombinieren verschiedener stationéarer Phasen. Auch hier kann das ,PRISMA*-
Modell angewandt werden, um die richtige Auswahl an Selektivitdten zu treffen. Jede
homogene stationédre Phase besitzt fir ein gegebenes Trennproblem eine bestimmte
Selektivitat. Komplexe Probengemische weisen einen grol3en chromatographischen
Elutionsbereich auf und kénnen meist nicht oder nur mit langen Analysenzeiten auf
einer einzelnen homogenen stationaren Phase ausreichend getrennt werden. Der grol3e
dynamische Bereich einer Probe wird durch eine grol3e Variabilitdt der chemischen
Eigenschaften der Substanzen hervorgerufen. So kann zum Beispiel die Trennung
eines Gemisches aus Sauren und stark hydrophoben Verbindungen, die auch zum Teil
in Form von Isomeren vorliegen, den Anwender vor eine grof3e Herausforderung
stellen. Durch die Kombination von stationaren Phasen mit verschiedenen
Oberflachenmodifkationen kdnnen neue Selektivitdten erreicht werden, die mit einer
einzelnen homogenen Phase nicht moéglich waren. Dies kann eine Lésung fur

anspruchsvolle Trennprobleme sein.
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Doch wie konnen die verschiedenen stationdaren Phasen miteinander kombiniert
werden ? Zum einen kénnen die entsprechenden HPLC-S&ulen in Reihe hintereinander
geschaltet werden [85-87]. Die Nachteile dieser Kopplungsmoglichkeit sind die
Totvolumina und die daraus resultierende Bandenverbreiterung, die durch die
Verbindungen zwischen den einzelnen Séulen vergrol3ert werden. Ein anderer Ansatz
ist, die verschiedenen stationaren Phasen in eine einzige Saule zu packen [84]. Doch
gerade das Packen ist nicht trivial, da sich die chemischen Eigenschaften der einzelnen
Phasen voneinander unterscheiden und folglich auch verschiedene Packvorschriften
notig sind. Moglich ist aber auch das Kombinieren einzelner Saulensegmente [2, 88,
89].

Nyiredy Ubertrug das PRISMA-Modell auf die Optimierung der stationdren Phasen und
bezeichnete dieses Prinzip der Methodenentwicklung als ,stationary Phase selectivity
optimized liquid chromatography” (SOS). Dieses Konzept konnte umgesetzt werden,
indem eine totvolumenfreie Kopplung von Saulensegmenten entwickelt wurde, die
kommerziell unter dem Namen POPLC™ (Bischoff Analysentechnik und -gerdte GmbH)
erhaltlich ist. In diesem segmentierten Saulensystem (POPLink-System) werden die
einzelnen Teile durch ein mannlich-weiblich-Stecksystem ohne Effizienzverlust
miteinander verbunden. Mit Hilfe der dazugehorigen Software (POPLC-Optimizer), die
auf dem PRISMA-Modell basiert, werden die Berechnungen zur Optimierungen

unterstitzt [2].

1.1. Das ,PRISMA“-Modell fiir die Optimierung statio  narer Phasen

Wie vorher schon erwahnt, kann durch Kombination verschiedener stationarer Phasen,
die sich stark in ihren Selektivitaten unterscheiden, fast jede gewiunschte Selektivitat
erreicht werden, um komplexe Probengemische aufzutrennen. Einen Ansatz der
Optimierung bietet das PRISMA-Modell, welches urspriinglich fur die Optimierung der
mobilen Phase angewandt wurde [81].

Die Ubertragung dieses Modells auf stationiare Phasen ist moglich, da sich
Retentionszeiten additiv verhalten, wenn verschiedene stationare Phasen miteinander
kombiniert werden. So kann das Optimierungsproblem auch mathematisch betrachtet
und durch geeignete Computerprogramme gelost werden. Dies bedeutet, dass ,nur”
das richtige Verhaltnis und somit die richtige Kombination entsprechender stationarer
Phasen gefunden werden muss, die das Trennproblem |I6sen. Dafur wird das PRISMA-
Modell [2] genutzt. In Abb. 1.1 ist solch ein Prisma dargestellt. Die Schenkel des
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Prismas reprasentieren die einzelnen stationaren Phasen, wobei die Schenkelhthen
der Retentionsstarke eines Analyten auf der eingesetzten stationdren Phase
entsprechen. Wenn drei stationdre Phasen betrachtet werden, spannen diese eine
Dreiecksflache auf (Abb. 1.1, rechts). Innerhalb dieser Flache gibt es eine ,optimale”
Retentionsstarke fur diesen Analyten, die durch eine Kombination der drei Phasen
erreicht werden kann [POPLC-Broschiure, www.poplc.de]. Jeder Punkt auf der
Dreiecksflache ist als Linearkombination der verschiedenen Anteile von A, B und C
darstellbar und kann dadurch berrechnet werden. Eine Trennung von zwei
Komponenten kann somit Giber die Optimierung der einzelnen Retentionszeiten und den

zugehdrigen Bodenzahlen bzw. Peakbreiten rechnerisch vorhergesagt werden.

Abb. 1.1 PRISMA-Modell (links) fur die Eigenschafte  n (z.B. Selektivitat) dreier verschiedener
stationdrer Phasen A, B und C (rechts) unter identi  schen Elutionsbedingungen.

Das Prinzip ist apparativ einfach umsetzbar, die praktische Vorgehensweise ist
schematisch in Abb. 1.2 (stat. Phase A, B, C) dargestellt. Man beginnt zun&chst mit der
Bestimmmung der Retention der Analyten auf jeder einzelnen homogenen stationaren
Phase bei einer isokratischen Zusammensetzung der mobilen Phase. Dabei
unterscheiden sich die Selektivitaten der stationaren Phasen stark voneinander, es ist
meist nicht méglich, das Gemisch unter isokratischen Bedingungen auf einer einzigen
homogenen Phase zu trennen. Die erreichten Retentionszeiten aller Analyten auf den
jeweiligen Phasen werden in das entsprechende Computerprogramm eingegeben.
Dieses berechnet auf Basis des PRISMA-Modells und der Gesetzmaligkeit, dass

Retentionszeiten additiv sind, die Kombination der stationdren Phasensegmente, die
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notig sind um das Probengemisch in dieser isokratischen mobilen Phase aufzutrennen.
Dann werden die entsprechend vorgeschlagenden Saulen-Segmente miteinander
verbunden, wobei die Reihenfolge der Saulensegmente keinen Einfluss auf das
Trennproblem haben sollte. Unter den vorher gewdahlten isokratischen Bedingungen der
Basismessungen wird das Probengemisch auf die zusammengesetzte Saule injiziert
und kann getrennt werden.

Stat. Phase A Stat. Phase B Stat. Phase C
1 4 1 1
4 2 4
2
3 3 3

i

x%A + Y% B + z%C N

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Vorgehensweis e in der Optimierung der stationdren Phase
mit dem POPLC-System, basierend auf dem PRISMA-Mode Il am Beispiel von drei stationaren
Phasen A, B und C.
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Die verwendeten stationdren Phasen sollten sich in ihren chemischen Modifikationen
stark voneinander unterscheiden, um durch die Kombination ein breites
Selektivitatsspektrum zu erreichen. In dieser Arbeit wurde ein POPLC-System mit funf
verschieden stationdren Phasen verwendet, deren folgende Beschreibung der POPLC-
Broschire entnommen wurde. Zum einen ist eine Octadecyl-Silica-Phase enthalten,
welche eine klassische C18-Phase mit Endcapping ist und auf der eine Trennung auf
Grund von hydrophoben Wechselwirkungen erzielt wird. Die Triacontyl-Silica-Phase
besitzt kein Endcapping, zeichnet sich aber durch eine hohe molekulare
Formerkennung (engl. shape selectivity) aus. Auf der Phenyl-Silica-Phase (ebenfalls mit
Endcapping) erfolgt die Trennung der Analyten hauptsédchlich Ober T1=TF
Wechselwirkungen. Das Cyanopropyl-Silica ist eine stark polare Phase, die zwar ein
Endcapping aufweist, aber deren hydrophobe Wechselwirkungen stark reduziert sind.
Die flinfte stationare Phase ist ein Octadecyl-Silica mit eingebetteten polaren Gruppen,
auf der saure Analyten eine starkere Affinitat zur stationaren Phase haben als basische.
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1.2. Zielsetzung

Kapitel 3 dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Strukturaufklarung von Abbau- bzw.
Nebenprodukten thermisch gestresster Schilddrisenhormonproben. Dabei handelt es
sich um relativ komplexe Probengemische, deren Substanzen mit UV- und
massenspektrometrischer Detektion identifiziert und charakterisiert wurden. Thermisch
gestresste Thyroxin-Proben weisen eine grol3e Heterogenitat chemischer Strukturen
auf. Da es sich vorwiegend um Abbau- oder Synthesenebenprodukte handelt, ist die
Grundstruktur der unbekannten Substanzen der des Hauptproduktes (hier T4) sehr
ahnlich. Die Strukturen unterscheiden sich vorwiegend in der Anzahl an lodatomen
und/oder im Aufbau der Seitenkette des Molekils. Eine volle Analyse einer thermisch
gestressten T4-Probe auf der Standard-Séaule YMC C18 Pro bendtigt trotz einer
Gradientenelution auf Grund der chemischen Probenheterogenitéat tber 60 min. Diese
Methode soll im Folgenden als Referenzmethode bzw. -messung bezeichnet werden.
Ziel ist es, unter Anwendung des Konzepts der Optimierung stationédrer Phasen
(POPLC™) die Analysendauer, wenn méglich unter isokratischen Bedingungen, zu

reduzieren.



Kapitel 4 — Experimenteller Teil 164

2. Experimenteller Tell
2.1. Gerate und Instrumente

2.1.1. HPLC-Instrumente

Die Optimierung der stationédren Phasen wie auch die Messungen auf den optimierten
stationdren Phasen wurden auf einem Niederdruckgradientensystem der Firma Waters,
Alliance 2695, mit einem Diodenarray-Detektor DAD 996 durchgefuhrt. Als
Steuerungssoftware und zur Datenauswertung wurde Empower™ 2 genutzt.

Die Standard-Referenz-Messung auf einer klassischen Microbore-Saule wurden auf
einem bindrem Hochdruckgradientensystem von Agilent HP1100, bestehend aus einer
Pumpe G1312A, einem Entgaser G1322A, einem Festwellenlangendetektor G1314A
mit Semi-Micro-Cell (5 pL-Zelle) und einem Autosampler G1313A durchgefihrt. Als
Steuerungssoftware und zur Datenauswertung wurde Chromeleon™ der Version 6.70

eingesetzt.

2.1.2. Massenspektrometer und gekoppelte Systeme

Fur die Standard-Referenz-Messung auf einer klassischen stationaren C18-Phase
wurde das binare Hochdruckgradientensystem HP1100 direkt mit einem ESI-
Flugzeitmassenspektrometer (TOF) micOTOF der Firma Bruker Daltonics gekoppelt.
Die Datengenerierung erfolgte hier Uber die Steuerungssoftware mircOTOF control der
Version 1.0 (Bruker Daltonics). Die Datenauswertung der Systemtests erfolgte mit Data
Analysis Version 3.3 (Bruker Daltonics).

Fur die Basismessungen (Methodenentwicklung) wurde das Alliance-System mit einer
ESI-Quadrupol-lonenfalle von Bruker Daltonics (Esquire-LC) gekoppelt. Die
Datengenerierung erfolgte hier Uber die Steuerungssoftware von Bruker Daltonics,
Esquire Control Version 4.5. Die Datenauswertung der Systemtests erfolgte mit Data
Analysis Version 3.3 (Bruker Daltonics).

Fur die Messungen mit den optimierten stationaen Phasen wurde das Alliance-System
Uber eine Standard-ESI-Quelle mit dem Flugzeitmassenspektrometer micrOTOF von

Bruker Daltonics verbunden. Auch hier war die Steuerungssoftware micrOTOF control
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Version 1.0 von Bruker Daltonics. Die Datenauswertung erfolgte ebenfalls mit der Data
Analysis der Version 3.3 (Bruker Daltonics).

Fur die Basismessungen und Messungen mit den optimierten stationdren Phasen
wurde der Detektorausgang des Alliance-Systems Uber einen passiven Flusssplit mit

dem Massenspektrometer verbunden.

2.2. verwendete Chemikalien und Probenvorbereitung

Methanol und Acetonitril (HPLC gradient grade) waren von Sigma Aldrich. Wasser
wurde einer Reinstwasseranlage Model Pure Lab Genetic Ultra von Elga entnommen.
Essigsaure Suprapur® 100 %, Ameisensaure 98-99 % (p.a.) und Natriumhydroxid (p.a.)
wurden bei Merck bestellt.

3,3',5'-Triiodo-L-Thyronin (r-T3) und 3,5,3'-Triiodothyropropionsaure (TriProp) wurden
bei Sigma Aldrich bestellt. 3,5-Diiodo-L-Thyronin (T2), 3,5,3'-Triiodo-L-Thyronin (T3),
3,5,3',5-Tetraiodo-L-Thyronin ~ (T4), 3,5-Diiodothyroessigsaure  (DiAc), 3,5,3-
Triiodothyroessigsaure (TriAc), 3,5,3',5'-Tetraiodothyroessigsaure (TetraAc) und
3,5,3',5'-Tetraiodothyroameisensaure (TetraFA) wurden von Peptido GmbH
synthetisiert. Das Standard- bzw. Referenzgemisch (Abb. 2.1, Tab. 2.1) wurde von
Peptido GmbH als 300 bis 500 pg mL™*-Stammlésung in einer alkalischen
Methanolldsung (400 mg Natriumhydroxid in 500 mL Wasser + 500 mL Methanol) zur
Verfligung gestellit.
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Abb. 2.1 Referenzsubstanzen fir die Methodenentwick  lung (weitere Informationen Tab. 2.1).

Tab. 2.1 Ubersicht der Referenzsubstanzen fiir die M ethodenentwicklung und deren
monoisotopische [M-H] ~-Spezies. Strukturen sind in Abb. 2.1 dargestellt.

theoretische

Peak Referenzsubstanzen verw__endete monoisotopische

# Abkirzung Masse der

[M-H] -Spezies
1 |3,5-Diiodo-L-Thyronin T2 523,886117
2 | 3,3-Diiodo-L-Thyronin r-T2 523,886117
3 |3,5,3-Triiodo-L-Thyronin T3 649,782760
4 |3,3',5-Triiodo-L-Thyronin r-T3 649,782760
5 |3,5,3,5-Tetraiodo-L-Thyronin T4 775,679403
6 |3,5-Diiodothyroessigsaure DiAc 494,859568
7 |3,5,3'-Triiodothyroessigsaure TriAc 620,756211
8 |3,5,3'-Triiodothyropropionsaure TriProp 634,771861
9 |3,5,3,5-Tetraiodothyroessigsaure TetraAc 746,652854
10 |3,5,3',5-Tetraiodothyroameisensaure |TetraFA 732,637204
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Die Probenvorbereitung erfolgte fur alle Proben gleich. Fir die Stammlésung wurden
jeweils 2000 ug mL™* der Probe und jeweils 300 bis 500 pg mL™ der Standarsubstanzen
eingewogen und in einer alkalischen Methanollésung (400 mg Natriumhydroxid in
500 mL Wasser + 500 mL Methanol) gel6ést. Fur die HPLC-Messungen wurden das
Standardgemisch wie auch die Stammlésung der Proben 1:10 in Wasser bzw.
Acetonitril - Wasser (30:70, v:v) mit 0,10 % Essigsaure verdunnt.

2.2.1. Bezugsnhachweis

Néahere Informationen zu den Herstellern verwendeter Chemikalien und Instrumente

sind nachfolgend aufgelistet.

Tab. 2.2 Herstellernachweis der verwendeten Chemika lien und Instrumente.

Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) Deisenhofen Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Deisenhofen Deutschland
Merck KgaA Darmstadt Deutschland
Fisher Scientific Schwerte Deutschland
Riedel de Haén (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)  Deisenhofen Deutschland
Bischoff Analysentechnik und -geréte Leonberg Deutschland
Peptido GmbH Bexbach Deutschland
Grace-Vydac Worms Deutschland
Bruker Daltonics Bremen Deutschland

2.3. Verwendete Saulenhardware und Instrumente

Die Standard-Referenz-HPLC-MS-Messung wurde auf dem HP1100-micrOTOF-System
durchgeftihrt. Fur die Trennung wurde eine YMC-Pack Pro C18 150 x 1 mm i.D. Saule
(3 um-Partikeln, 120 A-PorengroRe) gepackt von Grace-Vydac verwendet.

Die Optimierung der stationdren Phase wurde auf dem Alliance-System durchgefuhrt.
Da die Substanzen des Standardgemisches nicht als Einzelsubstanzen zur Verfiigung
standen, erfolgte die Zuordnung der Chromatogrammpeaks mittels Quadrupol-
lonenfallen-Massenspektrometrie (Esquire-LC). Fir die Optimierung wurde das
POPLink Saulensystem der Firma Bischoff Analysentechnik und -gerate GmbH
(POPLC™) verwendet. Dieses baukastenartige Saulensystem enthalt fiinf verschiedene
stationdre Phasen mit unterschiedlichen Selektivitdten. In diesem System sind

Saulensegmente von jeweils 10, 20, 40, 60 und 80 mm Lange eines Octadecyl-Silica
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(SH), Triacontyl-Silica (C30), Phenyl-Silica (PH), Cyanopropyl-Silica (CN) und ein
Octadecyl-Silica mit polaren eingebetteten Gruppen (EPS) enthalten. Der
Innendurchmesser aller Saulensegmente betragt 3,0 mm. Basismaterial fur alle
stationaren Phasen ist 5 pum ProntoSIL mit einer PorengréRe von 100 A. Nur das
Tragermaterial der C30-Phase basiert auf 5 pm, 200 A ProntoSIL. In diesem POPLink-
System koénnen die einzelnen Segmente Uber ein totvolumenfreies Mannlich-weiblich-

Stecksystem miteinander verbunden werden (Abb. 2.2).

Séaulen- Saulen-
N Abschluss
Abschluss Saulen-Segment 1 Saulen-Segment 2 u

D) R s KO > 3

zusammensetzte Saule

Abb. 2.2 Schematische Darstellung des POPLink Syste ~ ms zum Zusammenfligen von
Saulensegmenten.

2.4. Chromatographische und massenspektrometrische Bedingungen

Die Standard-Referenz-HPLC-Methode basiert auf einer isokratischen Stufe fir 5 min
bei einem Acetonitrilgehalt von 30 % in Wasser. Dieser Stufe folgt ein 38 min-Gradient
von 30 % bis 70 % Acetonitril in Wasser. Beiden Eluenten wurde 0,1 % Ameisensaure
zugegeben. Die Trennungen auf der Saule YMC C18 Pro der Dimension 150 x 1,0 mm
i.D. erfolgten bei einem Fluss von 50 pL min™. Dafir wurde der Hauptfluss von
500 pL min? vor dem Injektionsventil des HP1100-Systems auf 50 uL min™ mittels
eines passiven Flusssplits geteilt. Die UV-Detektion erfolgte bei 225 nm. Fir die
massenspektrometrische Detektion wurde der Detektorausgang direkt mit dem
Massenspektrometer (micrOTOF) verbunden.

Die Basismessungen zur Bestimmung der Retentionsfaktoren erfolgten auf den
einzelnen homogenen stationdren Phasen durch Injektion des Standardgemisches
unter isokratischen Bedingungen. Dafir wurden Saulen mit 100 mm Lange verwendet,
die aus jeweils einem 20 mm- und einem 80 mm-Saulen-Segment zusammengesetzt
wurden. Ein Wasser-Acetonitril-Gemisch (50:50, viv), dem 0,1% Essigsaure
zugegeben wurde, diente als Eluent fir alle isokratischen Trennungen mit dem
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Standard-POPLink-System (Abschnitt 3 und 4). Die Basismessungen fir das POPLink-
System mit einem Polyethylenimin-Anionenaustauscher (Abschnitt 5) wurden unter
isokratischen Bedingungen mit einem Wasser-Acetonitril-Gemisch (60:40, v:v),
welchem 0,1 % Ameisensaure zugegeben wurde, durchgefihrt. Der Fluss betrug fir
alle Messungen 500 pL min™ und wurde hinter dem Detektor durch einen passiven Split
auf 50 pL min™ ins Massenspektrometer geteilt. Die UV-Detektion der Proben wie auch
der Standardsubstanzen erfolgte bei 225 nm. Die Durchflusszeit des Alliance-Systems
und der einzelnen S&ulen wurde durch Injektion von Uracil in 100 % Acetonitril
bestimmt.

Die Trennung der thermisch gestressten Thyroxin-Probe (T4) auf der optimierten
stationaren Phase wurde durch einen Stufengradienten mit vier Stufen bei 25 %B fir
3 min, gefolgt von 45 %B fir 10 min, 50 %B fir 10 min und 70 %B fir 10 min bei einer
Flussrate von 500 uL min™ verwirklicht. Eluent A war in diesem Fall Wasser mit 0,1 %
Essigsaure und Eluent B Acetonitril mit 0,1 % Essigsaure. Auch hier erfolgte die UV-
Detektion bei 225 nm. Zur Kopplung mit dem Flugzeitmassenspektrometer wurde der
Fluss hinter dem Detektorausgang durch einen passiven Flusssplit auf 50 pL min™ ins
Massenspektrometer geteilt.

Beide verwendeten Massenspektrometer wurden im negativen lonenmodus, in
welchem auch die Detektion der Substanzen erfolgte, betrieben, die Gerateparameter
optimiert und die Massenachse kalibriert.

Die Gerateparameter des Quadrupol-lonenfallenmassenspektrometers wurden durch
Direktinfusion eines 20 pg mL*-Gemisches aus Tetraiodothyronin (T4), Triiodothyronin
(T3) und Diiodothyronin (T2) in Wasser-Acetonitril (70:30, v:v) mit 0,10 % Essigsaure
bei einem Fluss von 50 uL min™ auf die Masse des Tetraiodothyronins optimiert. Die
Masse-zu-Ladungs-Achse wurde mit den Massen von Tetraiodothyronin,
Triiodothyronin und Diiodothyronin Kkalibriert. Detektiert wurde mittels negativer
Elektrosprayionisierung (negESI) in einem Massenscanbereich von 300 bis 1500 m/z.
Die Feineinstellung des Flugzeitmassenspektrometers erfolgte durch Direktinfusion
eines 2 pg mL™*-Gemisches aus Tetraiodothyronin, Triiodothyronin und Diiodothyronin
in Wasser-Acetonitril (50:50, v:v) mit 0,10 % Essigséure bei einem Fluss von 50 pL min®
! Auch hier wurde die Masse-zu-Ladungs-Achse mit den Massen von
Tetraiodothyronin, Triiodothyronin und Diiodothyronin kalibriert. Die optimierten
Gerateparameter fur die negativen ESI-TOF-MS-Detektion sind wie folgt:

Massenscanbereich 300 — 1500 m/z; Aufsummierung von 20.000 Mikroscans pro
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Massenspektrum; negative lonenpolaritat; capillary exit -145,2 V; high voltage capillary
3700 V; high voltage end plate offset -584 V. Die Elektrospraybedingungen waren: Dry-
Temperature, 200 T; Nebulizer-Gas, 4,5 bar; Dry-Gas, 6 L min™.

Wahrend der Trennung im Stufengradienten wurden die Sprayparameter fur jede
einzelne isokratische Stufe angepasst (siehe Tab. 2.3).

Tab. 2.3 Ubersicht der angepassten Sprayparameter f  iir jede isokratische Stufe des
Stufengradienten fiir die Trennung einer thermisch g estressten T4-Probe auf der optimierten
stationdren Phase.

Gradienten- QC\?\ISQSSLQ(S?VE;IE_ Druck des Flussrate des
Stufe 0.1 % N Nebulizer-Gases Dry-Gases
,1 % Essigsaure
1 25 % 4.5 bar 7,0 L min™
2 45 % 4,7 bar 6,5L min?
3 50 % 4.5 bar 6,0 L min™
4 70 % 3,5 bar 5,5 L min™
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3. Methodenentwicklung durch Optimierung der statio naren
Phase

3.1. Basismessungen auf den homogenen Phasen

Diese Auswahl der zehn Standardsubstanzen (Abschnitt 2.2, Abb. 2.1, S. 166, Tab. 2.1,
S. 166) spiegelt nur einen Teil mdglicher Abbau- bzw. Nebenprodukte thermisch
gestresster T4-Proben wider. Dennoch decken diese zehn Standardsubstanzen bereits
den Grof3teil der Bandbreite an Strukturmerkmalen und Hydrophobie der Komponenten
von thermisch  gestressten  Thyroxin-Proben  ab. Daher erfolgte die
Methodenentwicklung mit diesem Standardgemisch, welches sich zum einen aus
Diiodothyronin (T2, Peak #1) und den zwei Schilddriisenhormonen Liothyronin (T3,
Peak #3) und Thyroxin (T4, Peak #5) sowie den zwei Stellungsisomeren reversed-T2
(rT2, Peak #2) und reversed-T3 (rT3, Peak #4) zusammensetzt. Diese flnf
Verbindungen unterscheiden sich in der Anzahl an lodatomen im Molekul. Die anderen
funf Substanzen (Peak #6 bis #10) sind Carbonsauren, deren Seitenkettenlange
variiert.

Die Standardmischung wurde auf den finf einzelnen homogenen stationédren Phasen
des POPLIink-Systems injiziert, unter isokratischen Bedingungen in einem Wasser-
Acetonitril-Gemisch (50/50, v/v), welches mit 0,1 Vol% Essigsaure versetzt wurde,
getrennt und bei 225 nm detektiert. Die Zuordnung der Peaks im UV-Chromatogramm
erfolgte Uber die Bestimmung der Massen, indem der Detektorausgang uber einen
passiven Flusssplit mit dem lonenfallenmassenspektrometer (Esquire-LC) verbunden
wurde. Die Substanzen wurden mit negativer Elektrospray-lonisierung bei einem Fluss
von 50 uL min? ohne Fragmentierung detektiert. In Abb. 3.1, Seite 173 sind die UV-
Chromatogramme der einzelnen stationaren Phasen dargestellt. Wie zu erwarten war,
ist es unter den hier gewéhlten Bedingungen nicht moglich, das Standardgemisch auf
einer der homogenen Phasen zu trennen. Dennoch sind die verschiedenen
Selektivitaten der funf Tragermaterialien deutlich zu erkennen. Auf der Phase mit
eingebetteten polaren Gruppen (Abb. 3.1, EPS) zeigen die Carbonsauren (Peak #6 bis
#10) die grof3ten Retentionszeiten, wobei zwischen Tetraiodothyroessigsaure (Peak #9)
und Tetraiodothyroameisensaure (Peak #10) die hochste Selektivitat auftritt, da die
letzte Substanz auch nach 70 min nicht eluiert werden konnte. Die klassische C18-
Phase (Abb. 3.1, SH) zeigt akzeptable Selektivitdten fur die Carbonsauren, die funf
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Hormone dagegen (Peak #1 bis #5) kdnnen nicht basisliniengetrennt werden. Die
Carbonséuren liegen im essigsauren Medium kaum bzw. undissoziiert vor und weisen
daher die starkeren hydrophoben Wechselwirkungen mit der RP-Phase auf. Die
ampholytischen Hormone sind im essigsauren Eluenten hingegen Uber die
protonierbare Aminofunktion kationisch, was die hydrophobe Retention und Selektivitat
auf der C18-Phase deutlich verringert. Die SH-Phase ist mit der YMC C18 Pro, die fur
die Referenzmessung verwendet wurde, in Bezug auf die Hydrophobie und
Selektivitaten vergleichbar. Beim Betrachten aller Trennungen auf den einzelnen
homogenen Phasen kdnnen die Substanzendes Standardgemisches, auch die frih
eluierenden Hormone (Peak #1 bis #5), innerhalb von 15 min auf der C30-Phase (Abb.
3.1, C30) fast basisliniengetrennt werden, obwohl die Selektivitaten der Carbonséauren
im Vergleich zur SH-Phase geringer sind. Die Retentionszeiten und damit auch die
Selektivitaten auf der Phenyl- (Abb. 3.1, Phenyl) wie auch auf der Cyano-Phase (Abb.
3.1, CN) sind sehr gering, wobei die Tetraiodothyroessigsaure (Peak #9) und
Tetraiodothyroameisensaure (Peak #10) coeluieren. Die Cyano-Phase zeigt die
kleinsten Auflésungen zwischen den einzelnen Substanzen, was auf Grund des
geringen Kohlenstoffgehaltes zu erwarten war.

Unter den hier gewdahlten Eluentenbedingungen ist es demnach nicht mdoglich, das
Standardgemisch im isokratischen Modus auf einer der funf homogenen Phasen
vollstandig aufzutrennen (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Isokratische Trennung der Standardmischung aus zehn Substanzen auf den funf
stationdren Phasen. Verwendete stationdre Phasen in der Sdulendimension, 100 x 3.0 mm
Cyanopropyl-Silica (CN), Phenyl-Silica (PH), Triacontyl-Silica (C30), Octadecyl-Silica (SH), Octadecyl-
Silica mit eingebetteten polaren Gruppen (EPS); Isokratische Elution mit Wasser/Acetonitril (50/50, v/v) +
0,10 % Essigséaure; 500 pL min™; Injektionsvolumen 50 pL; UV-Detektion @ 225 nm; Peakzuordnung im

negativen ESI-Modus (nicht gezeigt). Peakidentifikation in Tab. 2.1, S. 166.
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3.2. Optimierung der stationaren Phase

Die POPLC-Optimizer-Software berechnet auf Basis des PRISMA-Modells [2] Uber die
Retentionszeiten und Selektivitaten der Substanzen auf den finf einzelnen stationaren
Phasen die optimale Kombination der entsprechenden Phasensegmente, mit der eine
isokratische Trennung der Substanzen unter den gewdahlten Bedingungen erreicht wird.
In das Optimizer-Programm missen fir die Berechnungen die Ergebnisse der
Basismessungen, also die Durchflusszeiten der einzelnen Saulen wie auch die
Retentionszeiten der einzelnen Analyten auf den jeweiligen Phasen, eingeben werden.
Weiterhin missen die Bodenzahlen angegeben werden, was wahlweise in Form einer
gemittelten oder einer individuellen Bodenzahl erfolgen kann. Die gemittelte Bodenzahl
entspricht dem Mittelwert der erreichten Béden aller Substanzpeaks auf einer Saule. Im
Falle der individuellen Bodenzahl wird fir jeden Analyten die auf der entsprechenden
stationdren Phase erreichte Bodenzahl individuell eingegeben. Die Peakbreiten der
Substanzpeaks und die Bodenzahlen hangen ursachlich miteinander zusammen,
wodurch Uber die Eingabe der Boden auch die Tendenzen der Peakbreiten in die
Berechnung einflie3en. Dies ist relevant, da Substanzen, die in breiten Peaks eluieren,
bei gleicher Selektivitat mit geringerer Auflosung getrennt werden als schmale Peaks.
Daher konnen sich die Ergebnisse fiur die Zusammensetzung der optimierten
stationdren Phase zwischen der Angabe der gemittelten und individuellen Boden
unterscheiden. Prinzipiell fihren die Berechnungen unter Einbeziehung der
individuellen Béden zu einer realistischeren Simulation der Peakauflosungen als bei der
Verwendung der gemittelten Boden. Daher wurden hier die Bechnungen mit den
idividuellen Bodenzahlen der Basismessungen durchgefihrt.

In die Optimizer-Software wurden die Durchflusszeiten, die Retentionszeiten und
individuellen Bodenzahlen der Basismessungen (Abschnitt 3.1) eingegeben. Fir die
Berechnung der Saulenzusammensetzung wurden eine maximale Auflosung von 2,0,
eine maximale Saulenldnge von 250 mm und eine maximale Analysenzeit von 30 min
als Randbedingungen gewéhlt. Das vorhergesagte Ergebnis mit der besten Auflésung
(Abb. 3.2a) soll mit einer 220 mm langen Saule, die aus einem 90 x 3 mm i.D.
Triacontyl-Silica-, einem 80 x 3 mm i.D. Octadecyl-Silica- und einem 50 x 3 mm i.D.
Cyanopropyl-Silica-Segment zusammengesetzt ist, erreicht werden.

Fur die endgultige Sdulenzusammensetzung wurden ein 10 mm C30-, ein 80 mm C30-,
ein 80 mm SH-, ein 10 mm CN- und ein 40 mm CN-Saulensegment in dieser
Reihenfolge miteinander kombiniert, wobei die Segment-Reihenfolge theoretisch keinen
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Einfluss auf die Trennleistung der Saule und die Retentionszeiten der Analyten hat. Auf
der optimierten stationdren Phase wird eine isokratische Trennung der zehn
Standardsubstanzen in Wasser-Acetonitril (50/50, v/v), versetzt mit 0,1 % Essigsaure,
innerhalb von 30 min bei einem Fluss von 500 pL min™ vorhergesagt. Abb. 3.2 stellt das
simulierte (Abb. 3.2a) und das gemessene UV-Chromatogramm (Abb. 3.2b) der zehn
Standardsubstanzen gegenuber.
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Abb. 3.2 Vergleich des simulierten (a) und gemessen  en (b) UV-Chromatogramms der
Standardmischung auf der optimierten Séaulensegment- Kombination. Saule, 220 x 3,0 mm i.D.
(90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN); isokratische Elution mit Wasser-Acetonitril (50/50, v/v) +
0,1 % Essigséaure, 500 pL min™;UV-Detektion bei 225 nm. Peakidentifizierung in Tab. 2.1.

Wie in Abb. 3.2b gezeigt, ist eine isokratische Trennung der Standardsubstanzen
innerhalb von 30 min auf der optimierten S&aule moglich. Auf der optimierten Saule
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eluieren die Analyten friher als vorhergesagt wurde. Dieser Effekt wird im Falle der
Carbonséauren (Peak #6 bis #10) besonders deutlich. Die absoluten und relativen
Abweichungen (Tab. 3.1) zeigen einen steigenden Trend zu grél3eren Retentionszeiten
hin. Eine Korrelation zwischen Richtung bzw. Ausmald der Abweichung und der
chemischen Struktur der Analyten kann nicht festgestellt werden. Alle Carbonsauren,
aber auch die Mehrzahl der Hormone aul3er T4 und r-T3, weisen eine geringere
Retention als vorhergesagt auf. Eine einfache Erklarung, die auf zusatzliche
elektrostatische Wechselwirkungen zuriickgefihrt werden kann, scheidet daher aus.

Eine Ursache dieser Abweichungen kann nicht eindeutig geklart werden.

Tab. 3.1 Vergleich der vorhergesagten und gemessene n Retentionszeiten der optimierten Saule.
Chromatogramme Abb. 3.2.

Retentionszeit [min] Abweichung
Peak b _
. Substanz O Al —) absolut ® | relativ ©
[min] [%]
1 |T2 3,53 3,27 -0,26 7,44
2 |r-T2 3,95 3,72 -0,23 5,88
3 |T3 4,60 4,44 -0,16 3,49
4 |r-T3 5,30 5,88 0,58 -11,02
5 |T4 6,35 6,82 0,47 -7,33
6 |DiAc 7,85 7,40 -0,45 571
7 | TriAc 13,56 12,76 -0,80 591
8 |TriProp 17,14 16,12 -1,02 5,96
9 |TetraAc 24,27 22,33 -1,94 7,98
10 |TetraFA 29,42 26,70 -2,72 9,26
Mittelwert der 0.86 7 00©
Betrage ' '

(a) Mittelwert aus 10 Injektionen
(b) Differenz zwischen vorhergesagter und gemessener Retentionszeit

(c) Berechnung: absoluteDiferenz Ok
vorhergesgteRetenionszdi

(d) Mittelwert der Betrage der Zahlenwerte

Durch die Optimierung der stationaren Phase konnte die Analysenzeit des
Standardgemisches von vorher 40 min in der Gradientenelution unter Referenz-
bedingungen auf 28 min unter isokratischen Bedingungen reduziert werden. Die
vollstadndige Trennung einer thermisch gestressten Thyroxin-Probe hingegen kann unter
den hier gewdhlten isokratischen Bedingungen auf der optimierten Saule nicht erreicht



Kapitel 4 — Optimierung der stationdaren Phase 177

werden (Abb. 3.3). Das Standardgemisch, das fur die Optimierung herangezogen
wurde, schlie3t durch die strukturelle Variabilitait der Substanzen zwar einen grof3en
Teil, aber nicht den vollstandigen chromatographischen Bereich der Probe ein. Der
umfassende Ansatz zur Optimierung der stationdren Phase wirde voraussetzen, dass
alle zu trennenden Substanzen in der Optimizier-Software erfasst werden. Bei
komplexen Probengemischen mit unbekannten Inhaltsstoffen ist dies schwer zu
realisieren. Im folgenden Abschnitt soll daher versucht werden, die
Elutionsbedingungen flr eine Probentrennung anzupassen.

5]

N

0,20

UV @ 225 nm [AU]

— N

—g)

0,00

(o))
|

Intensitat
-104 [counts]

N OMALAY
| | | | | |

0 10 Zeit [min] 20 30

Abb. 3.3 Trennung einer thermisch gestressten Thyro  xin-Probe unter isokratischen Bedingungen
auf der optimierten Saule. 220 x 3,0 mm i.D. (90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN); isokratische

Elution mit Wasser-Acetonitril (50/50, v/v) + 0,1 % Essigsaure, 500 L min™; UV-Detektion bei 225 nm
und massenpektrometrische Detektion im negativen ESI-Modus mit TOF-MS.

o
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3.3. Erweiterung der isokratischen Methode flr eine thermisch
gestresste Thyroxin-Probe

Die chromatographische Trennung von Abbau- bzw. Nebenprodukten in thermisch
gestressten Wirkstoffproben stellt eine Herausforderung dar. Der Wirkstoff selbst ist mit
95 % bis 99 % der Hauptbestandteil der Probe. Um die Nebenprodukte zu detektieren,
muss meist die Saule mit dem Wirkstoff Uberladen werden, was starke
Peakverbreiterung und —asymmetrie zur Folge hat. In Abb. 3.4a ist ein typisches UV-
Chromatogramm  einer thermisch  gestressten  Thyroxin-Probe unter den
Gradientenelutionsbedingungen der etablierten Referenzmethode dargestellt. Um die
Nebenprodukte zu identifizieren, muss das Chromatogramm stark vergréf3ert werden
(Abb. 3.4b).

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass es unter isokratischen Bedingungen nicht
maoglich ist, alle Komponenten der gestressten Thyroxin-Probe innerhalb von 30 min zu
detektieren (Abb. 3.3, S. 177). Durch die Referenzmessung dieser Probe (Abb. 3.4) im
Gradientenmodus ist bekannt, dass die Komponenten bei Acetonitrilgehalten zwischen
30 % und 70 % eluiert werden. Auf der phasenoptimierten Séule eluieren letztere unter
den isokratischen Bedingungen erst nach tber 70 min. Zusatzlich werden durch die
Uberladung der Saule mit Thyroxin weitere Nebenkomponenten (iberlagert oder
verdrangt. Die stationare Phase wurde mit dem Standardgemisch optimiert, welches,
wie Abb. 3.4b zeigt, nicht den vollstandigen chromatographischen Bereich der
gestressten Thyroxin-Probe einschlie3t. Daher soll nun versucht werden, die
isokratische Methode so zu erweitern, dass auch die unbekannten Probenbestandteile
erfasst werden kdnnen.
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Abb. 3.4 UV-Chromatogramm der Referenzmessung einer  thermisch gestressten

Thyroxinprobe (a) und vergroRert (b). Der Elutionsb  ereich des Standardgemisches wurde grau
hinterlegt.

Die Substanzen, die im grau hinterlegten Fenster in Abb. 3.4b eluieren, kénnen auf der
phasenoptimierten S&ule unter isokratischen Bedingungen mit 50 % Acetonitril
innerhalb von 30 min detektiert werden (vergl. Abb. 3.3, S. 177). Um die Substanzen
vor und nach diesem Elutionsfenster zu erfassen, ist ein Stufengradient mit vier
isokratischen Stufen geeignet. Durch eine Stufe mit 25 % Acetonitril in 0,1 %
Essigsaure kdnnen Substanzen, die vor dem Wirkstoffpeak eluieren, erfasst werden.
Eine weitere Stufe bei 45 % Acetonitril in 0,1 % Essigsaure separiert den Wirkstoffpeak
von Analyten, die in der nachfolgenden Stufe bei 50 % Acetonitril in 0,1 % Essigsaure
eluieren. Analyten, die erst bei h6heren Organikgehalten eluieren, werden innerhalb der
letzten Stufe bei 70 % Acetonitrii in 0,1 % Essigsaure detektiert. Durch den
Stufengradient kann die gestresste Thyroxin-Probe immer noch innerhalb von 35 min
getrennt werden (Abb. 3.5b).
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Abb. 3.5 UV-Chromatogramm des Standardgemisches (a)  und der thermisch gestressten
Thyroxin-Probe (b) im Stufengradienten auf der phas  enoptimierten Saule. Die Gradientstufen
wurden eingezeichnet (Delayzeit des HPLC-Systems wu  rde dafiir berticksichtigt).  Saule 220 x
3,0 mm i.D. (90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN); Stufengradient mit 25 % Acetonitril in

0,1 % Essigséaure fiur 3 min, 45 % fur 10 min, 50 % fir 10 min, 70 % fur 10 min; 500 pl min™; UV-
Detektion bei 225 nm.

Durch die Anpassung der isokratischen Methode auf die vier Elutionsbereiche der

thermisch gestressten Thyroxin-Probe kdénnen mehr Nebenproduktpeaks im UV-

Chromatogramm detektiert werden. Im direkten Vergleich mit der isokratischen
Trennung handelt es dabei um die Substanz 11, die bei einem geringeren
Acetonitrilgehalt eluiert, die Substanz 14, welche nach dem Thyroxinpeak eluiert und
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18, welche erst durch die Stufe mit 70 % Acetonitril innerhalb von 35 min eluiert werden
konnte.

Die Analysendauer der thermisch gestressten Thyroxin-Probe konnte dadurch von
60 min auf einer klassischen C18-Saule auf 35 min unter Anwendung eines
Stufengradienten auf der optimierten Saule, die sich aus drei stationaren Phasen
90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN zusammensetzt, reduziert werden. Die
Reduzierung der Analysenzeit hat aber meist auch eine Verringerung der
Peakauflosung zur Folge. Um dies naher zu betrachten, wurden die Auflésungen der
Substanzpeaks des Standardgemisches innerhalb der Trennung im Stufengradienten
und unter isokratischen Bedingungen auf der optimierten Saule sowie unter
Referenzbedingungen im linearen Gradienten auf der Standardséule in Tab. 3.2

gegenibergestellt.

Tab. 3.2 Gegenuberstellung der Auflosungen der Stan  dardsubstanzen auf der phasenoptimierten
Saule unter isokratischen und Stufengradient-Beding ungen und der Referenzmethode auf der
Standardsaule mit Gradientelution.

Auflésung der Standardsubstanzen
_— ; Standard-
R |
’ o 150 x 1,0 mm i.D.
Peak # isokratisch Agrsatgifr?t_ Iine?r:e3r86r:]ailgient
1/2 |T2/rT2 1,16 3,83 4,00
2/3 |rT2/T3 1,37 3,40 6,32
3/4 |T3IrT3 2,05 3,00 2,43
4/5 |rT3/T4 1,43 2,78 7,27
5/6 |T4/DiAc 1,43 4,94 19,79
6/7 |DIiAc/TriAc 1,20 1,49 13,78
718 |TriAc/TriProp 5,55 6,37 4,08
8/9 |TriProp/TetraAc 7,74 6,98 6,55
9/10 |TetraAc/TetraFA 4,02 3,59 3,42
Mittelwert 2,88 4,04 7,52
Analysenzeit 26 min 28 min 40 min

Auf Grund der verkirzten Analysenzeit ist die mittlere erzielte Auflosung der
Standardsubstanzen im linearen Gradient der Referenzmessung mit 7,5 fast doppelt so
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grof3 wie auf der optimierten Saule im isokratischen Modus und im Stufengradient. Beim
naheren Betrachten der einzelnen Auflosungen im Stufengradient wird deutlich, dass
diese nicht so stark variieren wie innerhalb der anderen zwei Methoden. Die
isokratische Methode zeigt wie erwartet die kleinsten Auflésungen, da die stationére
Phase fur die Trennung der Standardsubstanzen unter diesen Bedingungen optimiert
wurde. Die Tabelle zeigt dennoch deutlich, dass durch diese Phasenoptimierung
unndtig groRe Auflosung reduziert wurde. Trotz der Halbierung der Trenndauer sind alle
kritischen Peakpaare basisliniengetrennt. Im Falle der Peakpaare TriAc/TriProp sowie
TetraAc/TetraFA konnte die Auflosung gegeniber der Referenzmethode sogar
verbessert werden.

Um Aussagen Uber die Reproduzierbarkeit der Trennungen auf der optimierten Saule,
die aus mehreren Segmenten zusammengesetzt wurde, machen zu kdnnen, wurden
die Standardabweichungen der Retentionszeiten der Standardsubstanzen uber
10 Injektionen bestimmt (Tab. 3.3).

Tab. 3.3 Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten de  r Standardsubstanzen mit UV-Detektion bei
225 nm auf der phasenoptimierten Saule unter isokra  tischen Elutionsbedingungen und im
Stufengradient.

Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten auf der pha  senoptimierten
Séaule (90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN) x 3,0 mmi. D.
Retentionszeiten der Retentionszeiten der

isokratischen Trennung Trennung im Stufengradienten

peal wert @ | Sw@ndard | G2REE | W | Sendars- | ERIE

# abweu;hung abweichung abweu;hung abweichung

[min] it (% [min] it (%]

1 (T2 3,27 0,03 1,06 8,09 0,02 0,25
2 |IT2 3,72 0,01 0,40 9,13 0,03 0,32
3 |T3 4,44 0,02 0,56 10,26 0,04 0,36
4 |rT3 5,88 0,03 0,49 11,65 0,05 0,42
5 |T4 6,82 0,02 0,35 13,28 0,06 0,44
6 |DiAc 7,40 0,07 0,92 15,23 0,04 0,28
7 | TriAc 12,76 0,15 1,20 21,55 0,05 0,22
8 |[TriProp 16,12 0,21 1,27 25,04 0,97 3,86
9 |TetraAc 22,33 0,28 1,25 27,71 0,02 0,06
10 |TetraFA | 26,70 0,37 1,39 28,53 0,02 0,07
Mittelwert 0,12 0,89 0,13 0,63

(a) Mittelwert aus 10 Injektionen
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Die relativen Standardabweichungen der Retentionszeiten zeigen einen steigenden
Trend zu groReren Retentionszeiten hin, wobei eine mittlere Standardabweichung von
0,89 % erreicht wurde. Dagegen streuen die Retentionszeiten im Stufengradient nicht
so stark.

Abschliel3end lasst sich festhalten, dass durch die Optimierung der stationaren Phase
die bestehende Referenzmethode in Bezug auf Analysendauer und Trennleistung
verbessert werden konnte, wobei die optimierte stationdare Phase nicht nur unter
konstanten isokratischen Bedingungen eingesetzt werden kann. Fur Trennungen
komplexer Probengemische kann das Potential der optimierten Phase in Verbindung
mit stufenweiser Elutionsstarkeanpassung erhéht werden.
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4. Kopplung mit der Flugzeitmassenspektrometrie

Fur die chromatographische Analyse synthetischer Wirkstoffproben missen
Nebenkomponenten detektiert werden, die in sehr geringen Konzentrationen in den
Proben enthalten sind. Dabei handelt es sich meist um Abbau- oder
Synthesenebenprodukte, die sich strukturell &hneln. Um unbekannte Peaks in einem
UV-Chromatogramm bekannten Strukturen zuzuordnen, kann die HPLC mit der
Massenspektrometrie gekoppelt werden. Die Herausforderung hierbei ist, eine HPLC-
Methode zu entwickeln, die die Detektion der gering konzentrierten Nebenprodukte
ermoglicht, ohne dass diese vom Wirkstoffpeak tberlagert werden, und die zusatzlich
kompatibel zu Massenspektrometrie ist. In der hier verwendeten Probe nimmt der
Wirkstoff Thyroxin 95 - 99 % der totalen Peakflachen innerhalb eines UV-Chromato-
gramms ein. Weiterhin kbnnen Peaks im Massenspektrometer detektiert werden, die
nicht im UV-Detektor erfasst werden, was natirlich auch umgekehrt moglich ist. Auch
die detektierten Peakintensitaten unterscheiden sich zwischen den beiden
Detektionsmethoden.

Im vorherigen Abschnitt wurde mittels Optimierung der stationaren Phase zunéchst die
optimale Zusammensetzung der stationaren Phase ermittelt, mit der das
Standardgemisch der Schilddrisenhormone unter isokratischen Bedingungen in
kirzester Zeit aufgetrennt werden kann. Um die Auftrennung einer gestresste Thyroxin-
Probe zur erzielen, wurde die isokratische Methode durch einen Stufengradienten mit
Stufen bei 25, 45, 50 und 70 % Acetonitril erweitert. Nun soll die massen-
spektrometrische Detektion der Nebenprodukte durch Kopplung der vorher optimierten
Trennsaule (90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN) der Dimension 220 x 3,0 mm i.D.
mit der Flugzeit-Massenspektrometrie verbessert werden.

Um die HPLC mit der Elektrospray-Massenspektrometrie zu koppeln, missen die
Sprayparameter an die verwendeten Flussraten und Eluentenzusammensetzung
angepasst werden, um ein stabiles Elektrospray und niedrige Detektionslimits zu
erreichen. Auf Grund der konstanten Eluentenzusammensetzung tber den gesamten
Detektionszeitraum hinweg ist eine isokratische HPLC-Methode im Gegensatz zu einer
Gradientelution dabei von Vorteil, da die Spraystabilitat und das Ausmal3 der Trocknung
stark von der Eluentenzusammensetzung abhangen, welche sich innerhalb einer
Gradientenelution fortwdhrend &andert. Nachteil einer isokratischen Methode ist die

Peakverbreiterung zu hoheren Retentionszeiten hin, da damit auch eine Verringerung
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der Konzentration im Peakmaximum einhergeht. Um die massenspektrometrischen
Detektionslimits der gering konzentrierten Nebenprodukte in der Thyroxin-Probe auf der
phasenoptimierten Saule zu minimieren, kdénnen die Sprayparameter auf die
Eluentzusammensetzungen der einzelnen isokratischen Gradientenstufen angepasst
werden. Ein  weiterer Vorteil des Stufengradienten ist die geringere
Bandenverbreiterung, was auch héhere Konzentrationen im Peakmaximium zur Folge
hat.

Die Gerateparameter des Massenspektrometers wurden fir jede isokratische Stufe
durch Direktinfusion eines Gemisches aus jeweils 2,0 pg mL™* Tetraiodothyronin,
Triiodothyronin  und Diiodothyronin, die im Eluent mit dem entsprechenden
Acetonitrilgehalt (25, 45, 50 und 70 % Acetonitril) gelést wurden, optimiert. Die
Elektrospray-Parameter, die fur jede isokratische Stufe angepasst wurden, sind in Tab.

4.1 aufgelistet.

Tab. 4.1 Ubersicht der angepassten Sprayparameter f  iir jede isokratische Stufe des
Stufengradienten zur Trennung einer thermisch gestr essten T4-Probe auf der optimierten
stationdren Phase.

Gradienten- QC\?\}ggistg:g?,?vali Druck des Flussrate des
Stufe 0.1 % .( ..) Nebulizer-Gases Dry-Gases
,1 % Essigsaure
1 25 % 4.5 bar 7,0 L min™
2 45 % 4,7 bar 6,5L min™
3 50 % 4.5 bar 6,0 L min?
4 70 % 3,5 bar 5,5L min?

Die Quellenparameter nehmen zu hdheren Acetonitrilgehalten hin ab. Eluenten mit
einem hohen Acetonitrilgehalt konnen auf Grund der geringeren Oberflachenspannung
leichter in die Gasphase Uberfuhrt werden, was geringere Dricke des Vernebelungs-
und Trocknungsgases erfordert. Durch vorprogrammierbare, abgegrenzte Zeitfenster,
die definierte Gerateparameter enthalten, kdnnen die optimierten Quellenparameter
separat fur jede Elutionsstufe festgelegt werden. Abb. 4.1 stellt das UV- und
Basispeakchromatogramm (BPC) mit optimierten Sprayparametern der thermisch
gestressten Thyroxin-Probe gegenuber. Unter den Stufengradientbedingungen kénnen
im Gegensatz zur isokratischen Methode zusatzlich die Substanzpeaks 11, 14 und 18
detektiert werden, wobei die Substanzpeaks 4 und 14 nur auf Grund der optimierten
Sprayparameter detektiert werden.
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Abb. 4.1 UV-Chromatogramm (a) und Basispeak-Chromat = ogramm (b) einer thermisch gestressten
Thyroxin-Probe mit Stufengradientelution. Phasenoptimierte Séaule, 220 x 3,0 mm i.D. (90 mm C30 +
80 m SH + 50 mm CN); Acetonitril in Wasser versetzt mit 0,10 % Essigsaure, Stufengradient mit 25 %
Acetonitril fir 3 min, 45 % fir 10 min, 50% fir 10 min, 70% fir 10 min; 500 pL min™; UV-Detektion bei
225 nm und massenspektrometrische Detektion im negativen ESI-Modus.

Wie zuvor erwahnt, ist eine konstante Eluentenzusammensetzung fur die
Elektrosprayionisierung (ESI) von Vorteil. Fur eine Trennung im Stufengradienten
konnen die Sprayparameter separat fir jede isokratische Stufe angepasst werden. Um
den Einfluss der optimierten Sprayparameter naher zu untersuchten, wurden zwei
Trennungen der gestressten Thyroxin-Probe unter chromatographisch identischen
Bedingungen im Stufengradient getrennt und mittels ESI-TOF-MS detektiert, wobei die
Detektion im Massenspektrometer flr eine Trennung unter stufenweise angepassten
Sprayparametern (Tab. 4.1) und fur die andere unter konstanten Sprayparametern

erfolgte. Fur letztere wurden die Parameter auf einen konstanten Acetonitrilgehalt von
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50 % optimiert. Um den Einfluss deutlicher zu machen, wurden fir die
Gegenuberstellung vorwiegend Nebenprodukte betrachtet, die in geringen
Konzentrationen in der Probe enthalten waren bzw. mit einer geringen Signalintensitat
im Massenspektrometer detektiert wurden (Abb. 4.2 und Abb. 4.3).
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Abb. 4.2 Vergleich der massenspektrometrischen Dete  ktion von T3 (#3) und rT3 (#4) mit
angepassten (d—f) und nicht angepassten Sprayparame  tern (a-c) in der Thyroxin-Probe. Spray-
parameter (a-b) auf Eluent mit 50 % Acetronitril optimiert, (d-f) optimiert auf isokratische Stufe (Tab. 4.1),
Chromatographische Bedingungen (Abb. 4.1), - — _. Wechsel der Sprayparameter der 25 %-igen auf die
45 %-ige Acetonitrilstufe.

Abb. 4.2 zeigt die Massenchromatogramme unter konstanten (a - ¢) und optimierten
(d - f) Elektrospraybedingungen fir jeweils einen Ausschnitt von 7,5 bis 10,5 min aus
dem Elutionsfenster von T3 (Peak #3) und rT3 (Peak #4). Unter konstanten
Spraybedingungen kann rT3 weder im rekonstruierten Totalionenstromchromatogramm
(RTICC, reconstructed total ion current chromatogram) (Abb. 4.2a) noch eindeutig im
Basispeakchromatogramm (BPC) (Abb. 4.2b) detektiert werden. Dagegen kann im BPC
unter optimierten Bedingungen eindeutig ein Peak (Abb. 4.2e) identifiziert werden. Erst
innerhalb des extrahierten lonenchromatogramms (EIC) ist es unter konstanten
Spraybedinungen mdglich, rT3 zu detektieren (Abb. 4.2c). T3 (Peak #3) ist hoher
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konzentriert in der Probe enthalten und kann daher mit und ohne angepasste
Sprayparameter detektiert werden. Der Basisliniensprung in Abb. 4.2a und b entsteht
durch den Wechsel der Eluentenzusammensetzung von 25 % auf 45 % Acetonitril, was
durch die Anpassung der Sprayparameter auf den héheren Acetonitrilgehalt verhindert
werden kann (Abb. 4.2d und e). Die Verbindung #12 eluiert bei 50 % Acetonitril. Fir die
Detektion unter konstanten Spraybedingungen wurden die Sprayparameter auf diesen
Acetonitrilgehalt optimiert. Daher kann diese Verbindung unter konstanten (Abb. 4.3b)
wie auch optimierten lonisationsbedingungen (Abb. 4.3e) im Basispeakchromatogramm
identifiziert werden. Jedoch ist eine Identifizierung im RTICC unter beiden Bedingungen
nicht moglich (Abb. 4.3a, d).

Konstante Sprayparameter Angepasste Sprayparameter
Substanz unter Peak #12 Substanz unter Peak #12
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Abb. 4.3 Vergleich der massenspektrometrischen Dete  ktion von Verbindung #12 mit angepassten
(d—f) und nicht angepassten Sprayparametern (a-c. Sprayparameter (a-b) auf Eluent mit 50 %
Acetronitril optimiert, (d-f) optimiert auf isokratische Stufe (Tab. 4.1), Chromatographische Bedingungen
(Abb. 4.1), - _ _ . Wechsel der Sprayparameter der 45 %-igen auf die 50 %-ige Acetonitrilstufe.

Gering konzentrierte Substanzen kdnnen zum Teil nur identifiziert werden, wenn sich
die Peaks auch vom Rauschen abheben. Durch die Anpassung der Sprayparameter auf

die Eluentzusammensetzungen der einzelnen isokratischen Stufen, sollte das
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Untergrundrauschen in den Massenchromatogrammen und Massenspektren verringert
werden. Daher sollen nun die Signal-zu-Rauschen-Verhéltnisse unter konstanten und
angepassten Spraybedingungen einiger ausgewahlter Substanzen naher betrachtet
werden (Tab. 4.1). Aus den vorhergehenden Abb. 4.2 und Abb. 4.3 ist ersichtlich, dass
die absoluten Signalintensitaten einzelner Substanzpeaks unter beiden Bedingungen
vergleichbar sind. Daher fihrt das Reduzieren des Rauschens auf Grund der
Anpassung der Sprayparameter zu héheren Signal-zu-Rauschen-Verhéltnissen. Viele
Substanzen sind nicht im RTICC detektierbar und ihre Masse ist unbekannt, was die
Nutzung extrahierter lonenchromatogramme schwer moglich macht, daher wird die
Identifizierung der Substanzpeaks vorwiegend innerhalb der Basispeak-
chromatogramme  erfolgen. Die  Signal-zu-Rauschen-Verhaltnisse  der  funf
ausgewahlten Substanzpeaks in Tab. 4.1 zeigen durch die Anpassung der
Sprayparameter die groReren Verhaltnisse. Innerhalb der Massenspektren ist keine
Verbesserung der Signal-zu-Rauschen-Verhéltnisse durch die Anpassung der
Sprayparameter zu beobachten. Jedoch kdnnen Substanzpeaks nur identifiziert
werden, wenn sich diese im Basepeakchromatogramm auch eindeutig vom Rauschen
unterscheiden (vergl. T3 und r-T3). Dies ist besonders wichtig, wenn unbekannte

Proben untersucht werden sollen.

Tab. 4.1 Einfluss der Sprayparameter-Anpassung auf die Signal-zu-Rauschen-Verhaltnisse einiger
ausgewabhlter Verbindungen einer gestressten Thyroxi n-Probe in der massenspektrometrischen
Detektion.

Signal-zu-Rauschen
Substanz mit und ohne Anpassung der Sprayparameter
RTICC? BPCP EICY Massenspektrum
ange- nicht ange- nicht ange- nicht ange- nicht
d) ange- d) ange- d) ange- d) ange-
passt passtd) passt passtd) passt passtd) passt passtd)
2;2) 1,3 nd® | 150 7.4 410 | 587 | 60,0 | 99,0
[;1)3 n.d. n.d. 3,5 0,6 11,4 | 147 | 140 | 152
#12 1,3 1,0 5,0 0,20 83,7 74,1 168,0 158,7
;‘ggraAC 10,7 | 245 432 195 653 781 | 1686 | 1231
#17 n.d.® n.d.® 3,8 4,2 10,0 5,8 7.8 12,9

% rekonstruiertes Totalionenstromchromatogramm

®) Basispeak Chromatogramm

° extrahiertes lonenstromchromatogramm

) Sprayparameter wurden an den Acetonitrilgehalt angepasst
® nicht detektierbar
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4.1. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde gezeigt, wie die Optimierung stationarer Phasen genutzt
werden kann, um eine HPLC-Trennung von Thyroxinproben zu beschleunigen und die
massenspektrometrische Detektion zu verbessern. Als Ausgangspunkt wurden
Basismessungen mit einem Standardgemisch unter isokratischen Bedingungen mit
Wasser-Acetonitril (50/50) versetzt mit 0,1 % Essigsaure durchgefuhrt, um die optimale
Saulenzusammensetzung zu finden. Durch die Optimizier-Software des POPLC-
Systems wurde die optimale Saulenzusammensetzung zur Trennung des
Standardgemisches unter isokratischen Bedingungen berechnet. Die simulierten
Retentionszeiten auf dieser Saule der Dimension 220 x 3,0 mm i.D., die sich aus
90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN zusammensetzt, sind mit einer mittleren
absoluten Abweichung von 0,9 min reproduzierbar. Durch Optimierung der stationéren
Phase konnte die Analysendauer einer thermisch gestressten Thyroxin-Probe um ca.
50 % reduziert werden, was aber einen Verlust der Peakauflésung gegenuber der
Referenzmethode zur Folge hat.

Da die Thyroxin-Probe einen grofReren chromatographischen Elutionsbereich aufweist
als das Standardgemisch, wurde die isokratische Methode durch einen Stufengradient
erweitert. In Abb. 4.4 sind die UV-Chromatogramme des Standardgemisches unter
Referenzbedingungen auf einer 150 x 1,0 mm i.D. YMC-C18-Pro und auf der
optimierten Saule unter isokratischen Bedingungen sowie im Stufenfengradient

gegenubergestellt.

Durch Anpassung der lonenquellenparameter an jede isokratische Stufe des
Stufengradienten konnte die massenspektrometrische Detektion der zum Teil gering
konzentrierten Nebenprodukte der gestressten Thyroxin-Probe verbessert werden.

Die Optimierung der stationaren Phase ist eine wirksame Moglichkeit der
Methodenentwicklung, die auch fir komplexe Probengemische eingesetzt werden und

den Einsatz der massenspektrometrischen Detektion erleichtern bzw. verbessern kann.
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Abb. 4.4 Optimierung der stationéaren Phase mit dem Standardgemisch. (a) Referenzmessung, (b),
(c) 220 x 3,0 mm i.D. optimierte POPLC-Saule (90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN),

(a) 150 x 1,0 mm i.D. YMC-C18-Pro, 30-70 % Acetonitril-Gradient in 0,1 % Ameisenséaure (b) isokratische
Elution mit 50% Acetonitril in 0,1 % Essigsaure; (c) Stufengradient mit 3 min/25 %, 10 min/45 %,

10 min/50 %, 10 min/70 % Acetonitril in 0,1 % Essigsaure.
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5. Optimierung stationarer Phasen mit einem
Polyethylenimin-Anionenaustauscher

In Kapitel 2 dieser Arbeit wurde ein Anionenaustauscher auf Basis von Polyethylenimin
(PEI) fur Trennungen niedermolekularer Verbindungen entwickelt. Es wurde gezeigt,
dass diese PEI-Phasen auch in der Umkehrphasenchromatographie eingesetzt werden
kénnen. In der Hydrophobie sind die in dieser Arbeit entwickelten PEI-Phasen der
Cyanopropyl-Phase sehr ahnlich, sollten aber fur die Trennung saurer Analyten besser
geeignet sein.

Im Folgenden soll nun untersucht werden, inwieweit diese PEI-Phasen sich unter
Verwendung des POPLC-Systems zur Optimierung der stationdren Phase eignen. Die
Trennung des Standardgemisches der Schilddrisenhormone konnte im letzten
Abschnitt durch die Optimierung der stationaren Phase auf einer 220 x 3,0 mm i.D.
optimierten POPLC-Saule (90 mm C30 + 80 mm SH + 50 mm CN) verkirzt werden. Die
Basismessungen wurden mit dem Standardgemisch, welches einen relativ grol3en
chromatographischen Bereich auf Grund der strukturellen Variabilitat aufweist,
durchgefthrt. Vor allem in Hinsicht auf die Carbonsauren sollte dabei die Selektivitat der
PEI-Phasen einen Einfluss haben.

Die Basismessungen (Abb. 5.1) wurden auch hier unter isokratischen Bedingungen,
diesmal in Wasser/Acetonitril (60/40, v/v) versetzt mit 0,10 % Ameisensaure, auf allen
funf Phasen des POPLink-Systems und auf der PEI-Phase durchgefuhrt (Abb. 5.1).
Auch hier ist es nicht mdglich, das Standardgemisch auf einer der homogenen Phase
unter den hier gewahlten Bedingungen vollstadndig aufzutrennen. Auf dem Cyanopropyl-
Silica (Abb. 5.1, CN) zeigen die Standardsubstanzen die geringste Retention, was unter
anderem auf die geringe Hydrophobie der Phase zurtickgefuhrt werden kann. Dagegen
kann auf der EPS-Phase auch nach 120 min das Ameisensaurederivat noch nicht
eluiert werden (Abb. 5.1, EPS). Auf dem Triacontyl-Silica (Abb. 5.1, C30) ist es moglich,
das Standardgemisch bis auf T4 und DiAc (Peak #5+6) innerhalb von 40 min
aufzutrennen. Das Polyethylenimin-Silica (Abb. 5.1, PEI) zeigt eine hohe Selektivitat fur
das saurere Ameisensaurederivat (Peak #10), wobei aber die weiteren neun
Substanzen innerhalb von drei Peaks eluiert werden. Demnach bringt das PEI-Silica
eine weitere Selektivitat fur saure Verbindungen in das POPLC-System ein. Die
Retentionsreihenfolge der Carbonsauren spiegelt dabei sowohl die unterschiedliche
Aciditdt der Sauren als auch die Hydrophobie in Abhangigkeit von der Zahl der
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lodatome wieder. Das am schwéchsten saure Propionsaurederivat TriProp (Peak #8)

eluiert vor den Essigsaurederivaten (Peak #6 und #7), diese wiederum vor dem

Ameisensaurederivat (Peak #10). Innerhalb einer Saurestérke steigt der Anteil an

hydrophober Retention mit der Anzahl an lodatomen im Molekil, so dass DIiAc (#6) vor

TriAc (#

14
7

e
&
—

J5

5//

7) und TetraAc (#9) eluiert.

8
9+10

CN

7+9

UV @ 225 nm [AU]

4
5 6
7 8 9 SH
A N N\ 10
,;Il__fl
5
6 ; 8 9 EPS
I I I I I I I I I I I T
0 20 40 60 80 100 120
Zeit [min]
Abb. 5.1 Isokratische Trennung des Standardgemisch auf den sechs stationaren Phasen.

Verwendete stationdre Phasen der Saulendimension 100 x 3.0 mm; Cyanopropyl-Silica (CN), Phenyl-
Silica (Phenyl), Triacontyl-Silica (C30), Octadecyl-Silica (SH), Octadecyl-Silica mit polar eingebetteten
Gruppen (EPS); Saulendimension 100 x 2,0 mm Polyethylenimin-Silica (PEIl), Isokratische Elution mit
Wasser/Acetonitril (60/40, v/v) + 0,10 % Ameisensaure; 500 uL min™ bzw. PEI mit 225 uL min™*;UV-

Detektion @ 225 nm; Peakzuordnung im negativen ESI-Modus (nicht gezeigt). Peakidentifikation in Tab.
2.1, S. 166.

Fur die Berechnung der optimalen Sédulenzusammensetzung wurden wie im Abschnitt

zuvor die Durchflusszeiten, die Retentionszeiten und individuellen Bodenzahlen der

Basismessungen in die Optimizer-Software eingegeben. Fir die Berechnung der

Saulenzusammensetzung wurden ebenfalls eine maximale Auflosung von 2,0, eine
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maximale Saulenlange von 250 mm und eine maximale Analysenzeit von 30 min als
Randbedingungen gewabhit.

Das vorhergesagte Ergebnis mit der besten Auflésung (Abb. 5.2) soll auf einer 100 mm
langen Saule, die aus einem 30 x 3 mm i.D. Triacontyl-Silica-, einem 20 x 3 mm i.D.
Polyethylenimin-Silica- und einem 50 x 3 mm i.D. Phenyl-Silica-Segment
zusammengesetzt ist, erreicht werden. Das UV-Chromatogramm der Trennung des
Standardgemisches auf dieser optimierten Saule ist in Abb. 5.2a dargestellt. Wie vorher
schon erwahnt, ist die Hydrophobie der PEI-Phase mit der CN-Phase vergleichbar.
Dennoch besitzt letztere eher polaren und ungeladenen Charakter im Gegensatz zum
PEI-Silica, welches protonierbare Aminofunktionen mit ionischen Eigenschaften
aufweist. Um den Einfluss beider Phasen zu vergleichen, wurde die Trennung (Abb.
5.2a) auf einer zusammengesetzten Saule, die an Stelle des PEI-Segmentes ein CN-
Segment enthalt, unter identischen Bedingungen wiederholt (Abb. 5.2b).

1
01 / 2
3
_— / 30 mm C30 + 20 mm PEI + 50 mm Ph
2 4
e
g | a
o P 7 ()
N 8
° 9
3 10
0,0 _’"\1)
0 , ' 16 ' ' ' 26 ' l ' 3(') '
Zeit [min]
0,2 —
1
= 2 30 mm C30 + 20 mm CN + 50 mm Ph
.4_:, -
IS
c
o _
S (b)
®
>
o)
0,0 4
0 10 20 30

Zeit [min]
Abb. 5.2 Trennung des Standardgemisches auf einer o ptimierten stationaren Phase, die einen
Polyethyleniminanionenaustauscher enthalt. 100 x 3, 0 mm i.D. optimierte POPLC-Séaule (30 mm
C30 + 20 mm PEI + 50 mm Ph) und eine optimierte POP LC-S&ule, bei der die PEI-Phase durch CN
ausgetauscht wurde. Isokratische Elution mit 40% Acetonitril in 0,1 % Essigsaure.
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Auf der optimierten Saule mit dem Cyanopropyl-Silica-Segment kann das
Standardgemisch in weniger als 30 min, auf der PEl-enthaltenden S&ule in 35 min
getrennt werden. Innerhalb der Elution der Hormone (Peak #1 bis #5) unterscheiden
sich beide Saulen nicht signifikant voneinander. Der Einfluss des Anionenaustauschers
wird erst beim nadheren Betrachten der Carbonsauren deutlich. Speziell die
Tetraiodothyroessigsaure (Peak #9) und —ameisensaure (Peak #10) werden auf der
Saule mit dem PEI-Segment deutlich héher aufgeldst. Die Basismessungen haben
schon diese hohe Selektivitat hinsichtlich des Ameisenséurederivates (Peak #10)
gezeigt. Die einzelnen Selektivitdten und speziell die Aufldsungen zwischen den

Carbonséauren des Standardgemisches sind in Tab. 5.1 aufgelistet.

Tab. 5.1 Gegenuberstellung der Auflosungen der Stan  dardsubstanzen auf der phasenoptimierten
Saule unter isokratischen und Stufengradient-Beding ungen und der Referenzmethode auf der
Standardsaule mit Gradientelution.

(30 mm C30 + 20 mm CN_+ | (30 mm C30 + 20 mm PEI +
50 mm Ph) x 3,0 mm i.D. 50 mm Ph) x 3,0 mm i.D.
Peak # Selektivitat Auflésung Selektivitat Auflésung
1/2 |T2/rT2 1,34 1,30
2/3 |rT2/T3 1,37 1,37
3/4 |T3IrT3 1,27 1,28
415 |rT3/T4 1,38 1,38
5/6 |T4/DiAc 1,72 3,71 1,88 3,43
6/7 |DIiAc/TriAc 2,09 8,32 2,03 574
718 |TriAc/TriProp 1,32 3,47 1,24 1,88
8/9 |TriProp/TetraAc 1,42 4,54 1,49 3,56
9/10 |TetraAc/TetraFA 1,13 1,60 1,40 3,45
Mittelwert 1,45 4,33 1,49 3,61

Die erreichten Selektivitaten zwischen den Hormonen (#1 bis #5) unterscheiden sich
nicht zwischen den beiden eingesetzten Segmenten (Tab. 5.1). Dagegen wird mit
einem CN-Saulensegment eine héhere mittlere Auflésung der Carbonsauren von 4,3
erreicht. Dennoch ist die Auflosung zwischen dem Ameisensaure- und
Essigsaurederivat auf der PEI-Phase am grof3ten. Diese beiden Carbonsauren sind
zwar schwache Sauren, aber im Vergleich mit den anderen drei im Standard
enthaltenen die saureren Verbindungen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die im Kapitel 2 entwickelte Polyethylenimin-
Phase durch eine zusatzliche Selektivitat speziell fir saure Verbindungen auch eine
geeignete Erweiterung im POPLC-Phasensystem zur Optimierung stationédrer Phase
ware. Da die Hydrophobie der PEI-Phase mit der bereits im POPLink-System
enthaltenden Cyanopropyl-Phase vergleichbar ist, bietet die PEI-Phase eine gute

Alternative zur CN-Phase.
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Abkulrzungsverzeichnis

A Angstrem
ACN Acetonitril

AminonaphthSO;  2-Amino-6-naphthalensulfonsaure
engl. atmospheric pressure chemical ionization, Chemische lonisierung

APCI unter Atmospharendruck

AU Absorptionseinheiten

BG Bedeckungsgrad

BPC Basispeakchromatogramm

C/N Verhaltnis Kohlenstoff zu Stickstoff

C30 Triacontyl-Silica

CN Cyanopropyl-Silica

DBE Doppelbindungsaquivalente

DiAc 3,5-Diiodothyroessigsaure

DiProp Diiodothyropropionséure

EDGE Ethylenglycoldiglycidylether

EIC Extrahiertes lonenchromatogramm

EPS Octadecyl-Silica mit eingebetten polaren Gruppen

ESI Elektrosprayionisierung, engl. electrospray ionization

FA Ameisensaure

HPLC engl. hi'gh perfo[me}nce liquid chromgtography,
Hochleistungsfliissigchromatographie

I.D. Innendurchmesser

m/z Verhéltnis Masse zu Ladung

mAU Milliabsorptionseinheiten

MeOH Methanol

mM Millimolar (Konzentrationsangabe)

MS Massenspektrometrie

negAPCI Chemische lonisierung unter Atmospharendruck im negativen Modus

negESI Elektrosprayionisation im negativen Modus

NH4-Ac Ammoniumacetat

HOACc Essigsaure
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p.a. pro analysii
PEI Polyethylenimin
Ph Phenyl-Silica

engl. Phase optimimized liquid chromatography, Optimierung stationarer
POPLC I .

Phasen fur die Flussigchromatographie
posAPCI Chemische lonisierung unter Atmospharendruck im positiven Modus
QIT engl. quadrupole ion trap, Quadrupoleionenfalle
RPC engl. reversed phase chromatography, Umkehrphasenchromatographie
r-1T2 3,5-Diiodo-L-Thyronin
r-T3 3,3',5'-Triiodo-L-Thyronin

engl. reconstructed total ion current chromatogram, rekunstruiertes
RTICC .

Totalionenstromchromatogramm
S/IN Verhdltnis Signalhéhe zu Rauschhéhe
SH Octadecyl-Silica mit hydrophobem Endcapping
T2 3,3'-Diiodo-L-Thyronin
T3 3,5,3'-Triiodo-L-Thyronin, Thyronin
T4 3,5,3,5-Tetraiodo-L-Thyronin, Thyroxin
TetraAc 3,5,3',5'-Tetraiodothyroessigsaure, Tetraiodothyroessigsaure
TetraFA 3,5,3',5'-Tetraiodothyroameisenséaure, Tetraiodothyroameisensaure
TOF-MS engl. time-of-flight mass spectrometry, Flugzeitmassenspektrometrie
TriAc 3,5,3'-Triiodothyroessigsaure, Triiodothyroessigsaure
TriProp 3,5,3'-Triiodothyropropionsaure, Triiodothyropropionsaure
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
uv Ultraviolett

SO; 2-Amino-6-naphthalensulfonséure
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A-1

Kapitel 2 — Entwicklung eines Anionenaustauschers a

pordsen Kieselgels

Abb. 3.1, S.61,bundd

uf Basis eines

| Séulen- Retentions- | Bodenzahl | Peakbreite bei 50%
on volumen oo o 3 ; ; k-Wert
Eluent [mL] zeit [min] 10 Peakhohe [min]

Nitrit 4,40 4,46 0,15 2,78
Nitrat Zeitpunkt 0 5,38 4,86 0,18 3,61
lodid 8,54 5,35 0,27 6,33
Nitrit 3,78 3,96 0,14 2,25
Nitrat 135 4,44 4,45 0,16 2,81
lodid 6,52 5,22 0,21 4 59
Nitrit 3,80 3,99 0,14 2,26
Nitrat 351 4,47 4,52 0,16 2,84
lodid 6,62 5,29 0,21 4,68
Nitrit 3,81 4,08 0,14 2,27
Nitrat 567 4,50 4,61 0,16 2,86
lodid 6,69 5,36 0,21 4,74
Nitrit 3,81 4,17 0,14 2,27
Nitrat 782 4,49 4,71 0,15 2,86
lodid 6,65 5,47 0,21 4,71
Nitrit 3,82 4,25 0,14 2,28
Nitrat 998 450 4,73 0,15 2,86
lodid 6,67 5,46 0,21 4,72
Nitrit 3,85 4,24 0,14 2,30
Nitrat 1214 4 55 4,74 0,16 2,90
lodid 6,79 5,45 0,22 4,83
Nitrit 3,86 4,25 0,14 2,32
Nitrat 1430 4 57 477 0,16 2,92
lodid 6,84 5,46 0,22 4,87
Nitrit 3,88 4,27 0,14 2,33
Nitrat 1492 4,60 4,74 0,16 2,95
lodid 6,91 5,46 0,22 4,93
Nitrit 3,84 4,44 0,14 2,30
Nitrat 1708 452 4,88 0,15 2,88
lodid 6,66 5,59 0,21 472
Nitrit 3,80 4,36 0,14 2,26
Nitrat 1924 4,56 4,83 0,15 2,92
lodid 6,79 5,52 0,21 4,82
Nitrit 3,89 4,29 0,14 2,34
Nitrat 2140 4,60 4,65 0,16 2,95
lodid 6,88 5,43 0,22 491




Anhanqg Kapitel 2

Saulen-

lon volumen Retentions— Bodenzsahl Peakbre?.te bei _50% K-Wert
Eluent [mL] zeit [min] *10 Peakhdhe [min]

Nitrit 4,57 4,76 0,16 2,92
Nitrat 2364 5,66 5,20 0,18 3,85
lodid 9,22 5,75 0,29 6,92
Nitrit 3,90 4,38 0,14 2,34
Nitrat 2580 4 58 4. 85 0,16 2,93
lodid 6,73 5,58 0,21 4,78
Nitrit 3,93 4,28 0,14 2,37
Nitrat 2796 4.64 473 0,16 2,98
lodid 6,88 5,41 0,22 4,91
Nitrit 3,96 4,13 0,14 2,40
Nitrat 3012 4,69 4,59 0,16 3,02
lodid 7,01 5,27 0,23 5,02
Nitrit 3,96 4,07 0,15 2,40
Nitrat 3228 4,72 4,53 0,16 3,05
lodid 7,08 5,22 0,23 5,07
Nitrit 3,97 4,06 0,15 2,41
Nitrat 3444 4,69 4,50 0,16 3,03
lodid 6,97 5,17 0,23 4,99
Nitrit 3,97 4,07 0,15 2,41
Nitrat 3660 4,69 4,47 0,17 3,03
lodid 6,95 4,94 0,23 4,97
Nitrit 4,01 3,96 0,15 2,45
Nitrat 3876 4,76 4,32 0,17 3,08
lodid 7,11 4,80 0,24 511
Nitrit 4,03 3,84 0,15 2,46
Nitrat 4092 4,79 4,15 0,17 3,11
lodid 7,19 4,55 0,25 5,17
Nitrit 4,69 4,14 0,17 3,03
Nitrat 4317 5,80 4,22 0,21 3,97
lodid 9,36 4,34 0,33 7,03
Nitrit 4,05 3,21 0,17 2,48
Nitrat 4533 4,79 3,37 0,19 3,11
lodid 7,10 3,43 0,28 5,09
Nitrit 4,09 2,18 0,21 2,51
Nitrat 4,84 2,23 0,24 3,16
lodid 4749 7,23 1,55 0,37 5,21
Nitrit 4,06 1,36 0,27 2,49
Nitrat 4965 4,81 1,41 0,30 3,13
lodid 7,20 1,44 0,44 5,18
Nitrit 4,04 1,39 0,25 2,47
Nitrat 5181 478 1,49 0,29 3,10
lodid 7,12 1,47 0,41 511
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Saulen-

lon volumen Retentions— Bodenzsahl Peakbre?.te bei _50% K-Wert
Eluent [mL] zeit [min] *10 Peakhdhe [min]

Nitrit 3,97 1,43 0,25 2,41
Nitrat 5397 4,67 1,45 0,29 3,01
lodid 6,72 1,79 0,38 4,77
Nitrit 3,90 0,77 0,33 2,35
Nitrat 5613 4,60 0,75 0,40 2,95
lodid 6,83 0,94 0,49 4,86
Nitrit 3,89 1,27 0,26 2,34
Nitrat 5829 4,60 1,30 0,30 2,95
lodid 6,89 2,07 0,36 4,91
Nitrit 3,85 1,44 0,27 2,31
Nitrat 6045 4,58 1,32 0,30 2,93
lodid 6,93 2,29 0,34 4,95
Abb. 3.1, S.61,aundc

lon VSO?SJT?;:] Retentions- Bod*enzsahl Peakbre?_te bei 50% K-Wert

Eluent [mL] zeit [min] 10 Peakhdhe [min]

Nitrit 4,40 4,29 0,14 2,88
Nitrat Zeitpunkt O 5,42 5,88 0,17 3,77
lodid 8,72 7,07 0,24 6,68
Nitrit 3,79 4,40 0,13 2,34
Nitrat 138 4,47 5,07 0,15 2,93
lodid 6,63 6,36 0,20 4,83
Nitrit 3,80 4,32 0,14 2,34
Nitrat 340 4,50 4,98 0,15 2,96
lodid 6,75 6,23 0,20 4,94
Nitrit 3,82 4,26 0,14 2,36
Nitrat 557 4,53 4,22 0,15 2,98
lodid 6,82 6,18 0,20 5,00
Nitrit 3,80 4,34 0,14 2,34
Nitrat 774 4,49 4,24 0,15 2,95
lodid 6,69 6,21 0,20 4,89
Nitrit 3,82 4,20 0,14 2,36
Nitrat 992 4,52 4,85 0,15 2,98
lodid 6,78 6,10 0,20 4,97
Nitrit 3,85 4,15 0,14 2,39
Nitrat 1208 4,56 4,80 0,15 3,01
lodid 6,86 6,09 0,21 5,04
Nitrit 3,86 4,08 0,14 2,40
Nitrat 1425 4,59 4,71 0,16 3,04
lodid 6,92 6,04 0,21 5,09
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Saulen-

lon volumen Retentions— Bodenzsahl Peakbre?.te bei _50% K-Wert
Eluent [mL] zeit [min] *10 Peakhdhe [min]
Nitrit 3,86 4,13 0,14 2,40
Nitrat 1642 4,57 4,79 0,16 3,03
lodid 6,81 6,12 0,21 5,00
Nitrit 3,87 4,16 0,14 2,41
Nitrat 1859 4,58 4,81 0,16 3,03
lodid 6,88 6,14 0,21 5,05
Nitrit 3,89 4,16 0,14 2,42
Nitrat 2075 4,61 4,82 0,16 3,06
lodid 6,93 6,18 0,21 5,10
Nitrit 3,91 4,23 0,14 2,44
Nitrat 2292 4,64 4,91 0,16 3,08
lodid 6,99 6,29 0,21 5,16
Nitrit 4,55 5,21 0,15 3,01
Nitrat 2517 5,62 5,92 0,17 3,95
lodid 9,17 6,12 0,25 7,07
Nitrit 3,92 4,64 0,14 2,45
Nitrat 2733 4,62 5,32 0,15 3,07
lodid 6,88 6,63 0,20 5,06
Nitrit 3,96 4,64 0,14 2,49
Nitrat 2949 4,69 5,27 0,15 3,13
lodid 7,07 6,55 0,20 5,22
Nitrit 3,98 4,60 0,14 2,50
Nitrat 3164 4,72 5,28 0,15 3,15
lodid 7,11 6,60 0,21 5,26
Nitrit 4,00 4,67 0,14 2,52
Nitrat 3380 4,75 5,35 0,15 3,18
lodid 7,17 6,66 0,21 5,31
Nitrit 4,00 4,77 0,14 2,52
Nitrat 3596 4,73 5,43 0,15 3,16
lodid 7,08 6,74 0,20 5,24
Nitrit 4,02 4,77 0,14 2,54
Nitrat 3812 4,77 5,43 0,15 3,19
lodid 7,17 6,67 0,21 5,31
Nitrit 4,04 4,72 0,14 2,56
Nitrat 4028 4,80 5,38 0,15 3,23
lodid 7,25 6,60 0,21 5,38
Nitrit 4,06 4,63 0,14 2,57
Nitrat 4244 4,83 5,22 0,16 3,25
lodid 7,30 6,41 0,21 5,43
Nitrit 4,07 4,62 0,14 2,58
Nitrat 4460 4,82 5,19 0,16 3,25
lodid 7,26 6,31 0,22 5,39




Anhanqg Kapitel 2

Saulen-

lon volumen Retentions— Bodenzsahl Peakbre?.te bei _50% K-Wert
Eluent [mL] zeit [min] *10 Peakhdhe [min]
Nitrit 4,08 4,52 0,14 2,59
Nitrat 4677 4,84 5,05 0,16 3,26
lodid 7,31 6,11 0,22 5,43
Nitrit 4,74 5,01 0,16 3,17
Nitrat 4893 5,87 5,50 0,19 4,17
lodid 9,59 6,32 0,28 7,44
Nitrit 4,12 4,16 0,15 2,63
Nitrat 5109 4,91 4,62 0,17 3,32
lodid 7,44 5,43 0,24 5,55
Nitrit 4,13 3,92 0,15 2,63
Nitrat 5326 4,91 4,31 0,18 3,32
lodid 7,41 4,96 0,25 5,52
Nitrit 4,13 3,53 0,16 2,64
Nitrat 5542 4,91 3,31 0,19 3,32
lodid 7,41 4,22 0,27 5,53
Nitrit 4,18 2,31 0,21 2,68
Nitrat 5758 4,97 2,09 0,24 3,38
lodid 7,55 2,49 0,36 5,64
Nitrit 4,18 1,29 0,28 2,68
Nitrat 5974 4,99 1,29 0,33 3,40
lodid 7,54 1,30 0,49 5,64
Nitrit 4,20 0,95 0,32 2,70
Nitrat 6191 4,99 0,94 0,38 3,39
lodid 7,54 0,94 0,58 5,64
Nitrit 4,15 0,78 0,41 2,65
Nitrat 6407 4,93 0,81 0,41 3,34
lodid 7,44 0,91 0,58 5,55
Nitrit 4,13 0,75 0,36 2,63
Nitrat 6623 4,90 0,77 0,42 3,31
lodid 7,38 0,88 0,59 5,50




Anhang Kapitel 2 A-6
Abb. 4.1, S. 69
Normiert auf Ansatz mit
\Vol% 10 Vol% PEI und 5 Vol% EDGE
Poren- Vol% EDGE auf Kieselgel mit 120 A
durchmesser des PEI in PorengrolRe
Kieselgels in Methanol Methanol * | k-Wert von Stickstoff-
lodid Bedecklfngsgrad
[umol g ~“Kieselgel]
15 % 8 % 2,06 1,30
100 A 30 % 8 % 1,97 1,52
30 % 15 % 2,93 1,46
30 % 15 % 2,09 1,22
120 A
30 % 5% 1,43 1,26
120 A 10 % 5 % 1,00 1,00
(Normierungspunkt)

* Ausgangslésung 50 %-ig in Losungsmittel (Herstellerangabe)




Anhang Kapitel 2 A-7
Abb. 4.2, S 71 und Abb. 4.3, S. 72
* Ausgangslésung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)
30% PEI, 15% EDGE*, 100 A
lodid Nitrit Nitrat
Fluss Durchfluss- Lin'ear.ge- '
[uL/min] __ze|t der schW|nd|gk_?|t B_(_)den- B_(_)den- B_(_)den-
Séule [min] u[mms -] k-Wert | héhe H | k-Wert | hhe H | k-Wert | hohe H
[hm] [hm] [hm]
150 0,755 1,10 30,28 70,49| 11,41| 68,12 15,83 68,25
200 0,491 1,70 27,59 72,36 9,16 62,03| 13,26 59,82
250 0,398 2,09 27,49 71,59 9,18 64,44| 13,27 61,30
300 0,332 2,51 27,47 70,77 9,27| 66,93| 13,35 63,61
400 0,252 3,31 26,57 74,50 9,15 73,31| 13,08 69,71
500 0,204 4,08 25,80 79,42 9,05 79,98| 12,83 76,38
700 0,146 571 25,47 | 88,48 9,14 91,27| 12,83 87,49
900 0,119 7,00 24,25 96,75 8,83| 105,54| 12,33 98,05
1000 0,107 7,79 24,27 101,61 8,92| 109,49| 12,39 103,79
1200 0,085 9,80 25,52 109,81 9,63| 123,79| 13,15 116,08
15% PEI, 8% EDGE*, 100 A
lodid Nitrit Nitrat
Fluss Durchfluss- Lin'ear.ge- '
[uL/min] zeit der schwindigkeit Boden- Boden- Boden-
Séule [min] u[mms ] k-Wert | héhe H | k-Wert | hhe H | k-Wert | hohe H
[um] [um] [um]
150 0,687 1,21 18,87| 70,25 10,50| 63,85 7,76 65,26
200 0,519 1,61 19,37| 64,04 10,52| 62,64 7,82 62,54
250 0,417 2,00 19,37 63,31 10,55| 63,28 7,86 63,44
300 0,348 2,39 19,43| 64,42 10,61| 66,07 7,91 64,86
400 0,259 3,22 19,69| 67,68 10,82| 71,37 8,08 70,00
500 0,211 3,95 19,43| 71,15 10,74| 76,19 8,06 73,42
700 0,153 5,45 19,25| 81,22 10,73| 87,42 8,09 83,99
900 0,119 7,00 19,41 90,19( 10,91 101,72 8,27 95,36
1000 0,110 7,58 18,98| 94,53 10,70| 105,88 8,14 99,12
1200 0,089 9,36 19,71 101,83 11,18| 119,30 8,54 111,57




Anhang Kapitel 2 A-8
30% PEI, 8% EDGE*, 100 A
lodid Nitrit Nitrat
Fluss Durchfluss- Linearge-
e zeit der schwindigkeit Boden- Boden- Boden-
[HL/min] | guie [min] ufmms k-Wert | héhe H | k-Wert | héhe H | k-Wert | hoéhe H
[um] [um] [um]
50 1,976 0,42 18,45 | 42,92 - - - -
100 1,041 0,80 18,41 | 39,66 9,00 39,31 | 11,50 39,34
150 0,680 1,23 18,69 | 40,54 9,29 40,08 | 11,86 40,16
200 0,512 1,63 18,69 | 42,32 9,34 42,69 | 11,89 42,48
250 0,412 2,02 18,66 | 44,49 9,34 45,72 | 11,88 45,14
300 0,344 2,42 18,67 | 46,72 9,38 48,27 | 11,90 47,68
400 0,261 3,19 18,54 | 51,23 9,35 53,80 | 11,85 52,46
500 0,212 3,93 18,31 | 55,53 9,32 58,28 | 11,76 57,42
700 0,150 5,56 18,60 | 63,61 9,57 68,84 | 12,04 66,00
900 0,118 7,06 18,49 | 70,41 9,64 76,87 | 12,07 73,98
1000 0,111 7,51 17,76 | 74,04 9,29 81,28 | 11,60 78,62
1200 0,090 9,26 18,36 | 81,88 9,71 90,79 | 12,09 87,15
30% PEI, 15% EDGE*, 120 A
lodid Nitrit Nitrat
Fluss Durchfluss- Linearge-
L/mi zeit der schwindigkeit Boden- Boden- Boden-
U/min] | Ssule [min] | u[mms?] | k-Wert | hohe H | k-Wert | hthe H | k-Wert | hohe H
[um] [um] [um]
50 2,05 0,41 20,89 | 67,81 - - - -
100 1,26 0,66 22,48 | 43,98 5,59 43,58 7,72 39,32
150 0,83 1,00 17,06 | 59,97 5,50 42,56 7,87 41,12
200 0,54 1,54 19,82 | 59,76 6,51 46,39 9,25 44,16
250 0,44 1,90 19,60 | 61,40 6,46 50,38 9,16 47,04
300 0,37 2,26 19,42 | 63,20 6,43 53,92 9,09 51,30
400 0,27 3,04 19,71 | 66,46 6,60 59,40 9,29 55,78
500 0,22 3,79 19,70 | 70,03 6,66 65,11 9,36 61,53
700 0,16 5,24 19,58 | 77,25 6,74 78,38
900 0,12 6,72 19,65 | 84,15 6,89 92,70 9,52 82,47
1000 0,11 7,31 19,29 | 87,81 6,80 98,23 9,38 89,43
1200 0,09 9,26 20,51 | 96,03 7,37 | 113,30 10,12 | 100,17




Anhanqg Kapitel 2

30% PEI, 5% EDGE*, 120 A

lodid Nitrit Nitrat
Fluss Durchfluss— Lin_earge— _
[uL/min] S;jg ([jr(relirn] SCSV[VrI:r?]I%K?]It k-Wert Egﬁg T—l k-Wert Egﬁg T—l k-Wert Egﬁg nl-l
[um] [um] [um]
100 1,11 0,75 13,86 | 43,89 | 7,25 | 41,65 8,97 41,16
150 0,73 1,14 13,70 | 39,87 | 7,36 | 41,77 9,12 40,53
200 0,56 1,50 13,55 | 40,50 | 7,28 | 42,26 9,02 41,83
250 0,45 1,84 13,30 | 42,19 | 7,15 | 44,76 8,85 44,07
300 0,38 2,19 13,18 | 44,18 | 7,12 | 46,74 | 8,80 45,65
400 0,29 2,88 13,08 | 48,28 | 7,10 | 50,85 8,75 49,49
500 0,23 3,56 1297 | 51,61 | 7,08 | 54,85 8,71 53,52
700 0,17 4,90 12,88 | 59,38 | 7,10 | 64,40 8,71 63,79
900 0,13 6,31 13,06 | 68,91 | 7,27 | 75,03 8,88 72,98
1000 0,12 6,83 12,77 | 72,95 | 7,16 | 82,85 8,72 77,77
1200 0,10 8,50 13,46 | 82,27 | 7,61 | 97,81 9,24 90,17
10% PEI, 5% EDGE*, 120 A
s Durch fluss- Lin'ear.ge- | lodid Nitrit Nitrat
[uL/min] Sz‘izuelg ([jrslirn] SCSV[Vrl:r(rj]I%kE]It k-Wert Egﬁee r|1_| k-Wert Egﬁg r|1_| k-Wert Egﬁg nl-l
[um] [um] [um]
50 2,29 0,36 9,57 | 56,07 | 4,94 | 58,07 6,28 59,19
100 1,20 0,69 9,20 | 65,30 | 4,68 | 67,86 5,85 66,76
150 0,81 1,03 9,20 | 71,38 | 4,71 | 73,24 | 6,10 69,13
200 0,60 1,39 9,38 | 76,23 | 4,82 | 79,24 | 6,02 78,64
250 0,48 1,73 9,37 | 81,37 | 4,86 | 85,07 6,05 83,11
300 0,40 2,07 9,36 | 85,29 | 4,88 | 90,16 6,06 88,01
400 0,30 2,79 955 | 92,32 | 5,02 | 99,28 6,21 96,45
500 0,24 3,53 9,77 | 99,24 | 5,18 | 106,56 | 6,40 102,94
700 0,17 4,90 9,81 | 110,33 | 5,28 | 122,34 | 6,47 117,85
900 0,13 6,22 9,81 | 118,67 | 5,36 | 137,30 | 6,53 127,69
1000 0,12 6,83 9,76 | 127,09 | 5,36 | 143,38 | 6,51 140,34
1200 0,10 8,50 10,30 | 137,73 | 5,76 | 160,87 | 6,94 150,41




Anhanqg Kapitel 2 A-10

Abb. 4.2, S71 Abb.4.3, S. 72und Abb.45,S.75 b
Bestimmung der einzelnen Terme der van Deemter Gleichung durch mathematisches Fitten der
Gleichung an den Verlauf der gemessenen H-u-Kurven mit dem Programm Origin.

poren- Synthese- . . .
E{g?;gd;: Ansatz lon k-Wert A-Term B-Term C-Term
0% PE| Nitrit 9,26 32,86 0,47 6,33
806 EDGE* | Nitrat 11,79 33,14 0,66 5,89
lodid 18,52 32,02 3,32 5,45
Nitrit 8,05 37,45 18,70 8,63
100 A é?/;%ggég* Nitrat 10,73 38,17 20,68 7,67
lodid 19,35 36,78 28,22 6,90
20% PE| Nitrit 9,36 36,93 21,37 8,90
1506 EDGE** | Nitrat 13,23 33,66 25,12 8,44
lodid 26,47 52,25 13,58 5,90
20% PE| Nitrit 6,50 30,67 4,10 9,01
1506 EDGE* | Nitrat 9,08 33,52 0,39 7,34
lodid 19,71 49,56 4,89 5,04
Nitrit 7,22 22,45 10,29 8,49
120 A gf,}j/"EggE** Nitrat 8,89 25,52 7,63 7,45
lodid 13,26 24,42 10,13 6,77
10% PEI Nitrit 5,08 69,21 5,72 10,99
506 EDGE | Mitrat 6,29 68,32 -5,34 10,06
lodid 9,59 71,16 -6,89 8,08

** Ausgangslésung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

* Vereinfachte van Deemter-Gleichung H = A + E+ C [
u



Anhanqg Kapitel 2 A-11

Abb. 4.4, S. 74

* Ausgangslosung 50 %-ig in Losungsmittel (Herstellerangabe)

120 A 30%PEI 15% EDGE*

2-Amino-6-

T4 TriAc naphthalen-

Durchfluss- Linear- sulfonséaure
[ullz_l/u”s]isn] zeit der geschwindigkeit Boden- Boden- Boden-
Saule [min] [mm/s] k-Wert héhe H k-Wert | hohe H | k-Wert héhe H

[um] [Hm] [Hm]
100 1,26 0,66 8,06 152,14 16,37 68,53 13,74 47,94
150 0,83 1,00 8,23 200,89 16,68 91,08 13,94 56,69
200 0,54 1,54 9,63 247,58 19,38 | 110,11 | 16,15 65,69
250 0,44 1,90 9,40 284,19 18,90 | 126,79 | 15,78 75,39
300 0,37 2,26 9,39 330,08 18,86 | 144,14 | 15,80 82,17
400 0,27 3,04 9,45 408,44 19,19 | 177,45 | 16,03 97,81
500 0,22 3,79 9,70 486,52 19,31 | 208,57 | 16,07 111,61
700 0,16 5,24 9,45 624,22 19,13 | 261,27 | 16,02 137,10
900 0,12 6,72 9,56 783,58 19,35 | 315,58 | 16,17 160,66
1000 0,11 7,31 9,31 844,59 19,02 | 338,27 | 15,87 172,41
1200 0,09 9,26 9,88 956,75 20,16 | 388,59 | 16,92 194,82
100 A 30%PEI 15% EDGE*

2-Amino-6-

T4 TriAc naphthalen-

= Durchfluss- Linear- sulfonséaure

uss . o

[uL/min] "ze|t der geschwindigkeit d d q
Saule [min] [mm/s] Boden- Boden- Boden-
k-Wert hoéhe H k-Wert | hohe H | k-Wert héhe H

[um] [um] [um]
100 1,11 0,75 11,37 263,48 21,48 | 116,23 | 18,46 72,64
150 0,73 1,14 11,61 363,37 21,87 | 149,91 | 18,73 84,36
200 0,56 1,50 11,47 444,33 21,65 | 176,04 | 18,55 95,79
250 0,45 1,84 11,23 523,01 21,32 | 200,48 | 18,23 106,41
300 0,38 2,19 11,08 590,60 21,22 | 223,18 | 18,12 116,67
400 0,29 2,88 11,02 748,06 21,20 | 270,72 | 18,00 136,45
500 0,23 3,56 10,90 876,18 20,91 | 313,29 | 17,85 153,21
700 0,17 4,90 10,58 | 1134,26 | 20,75 | 386,68

900 0,13 6,31 10,55 | 1367,61 | 20,89 | 459,90 | 17,82 216,04
1000 0,12 6,83 10,20 | 1459,17 | 20,48 | 484,83 | 17,42 228,87
1200 0,10 8,50 10,64 | 1673,53 | 21,47 | 550,06 | 18,17 255,34




Anhanqg Kapitel 2 A-12

Abb. 4.4, S. 74 und Abb. 4.5, S. 75a

Syntheseansatz mit 30 Vol% PEI und 15 Vol% EDGE, Bestimmung der einzelnen Terme der
van-Deemter-Gleichung durch mathematisches Fitten der Gleichung an den Verlauf der
gemessenen H-u-Kurven mit dem Programm Origin.

Poren-
groRe des Analyt k-Wert A-Term* | B-Term* | C-Term*
Kieselgels
Thyroxin 10,97 305,91 -141,77 168,47
100 A | Triiodothyroessigsaure 21,20 142,71 -53,26 50,37
Aminonaphthalensulfonsaure 18,14 78,79 -19,09 21,75
Thyroxin 9,53 140,61 -36,55 92,85
120 A | Triiodothyroessigsaure 19,25 77,40 -22,89 35,13
Aminonaphthalensulfonsaure 16,09 51,53 -10,58 16,22

** Ausgangsldsung 50 %-ig in Lésungsmittel (Herstellerangabe)

* Vereinfachte van Deemter-Gleichung H = A + E+ C [
u

Abb. 4.6, S. 77
Syntheseansatz mit 30 Vol% PEI und 15 Vol% EDGE (Ausgangslésung 50 %-ig in
Losungsmittel, Herstellerangabe)

Konzentration Konzentration
Porengrof3e des nach dem Spilen | vor dem Spilen mit
Kieselgels mit Phosphatpuffer Phosphatpuffer
[umol cm [umol cm
100 A, 10 pm 0,78 0,62
120 A, 10 pm 0,98 0,66
120 A, 5 pm 1,01 0,61
Abb.5.1, S. 84
Phase k- Wert k- Wert k- Wert
Nitrit Nitrat lodid
Saule direkt nach der Synthese 3,96 5,96 14,02
Master- | saule nach Spulen mit Phosphat 4,38 6,33 13,44
batch 1 - =
nach Inkubieren des Syntheseansatzes fur 7
; 4,39 6,59 15,33
Stunden in Phosphat
Syntheseansatz 4,74 7,06 15,91
Master- Synthesr:eansatz mit Phosphat Gber Nutsche 4.64 6.96 16.06
batch 2 gewaschen
nach Inkubieren des Syntheseansatzes fiir 7 4,96 7,05 14,73
Stunden in Phosphat 4.67 6.92 15.74




Anhanqg Kapitel 2

A-13

Abb. 5.2, S. 86
NacCl- Inverse Masterbatch 2 Masterbatch 1
Konzentration lonenstarke
des Eluenten | des Eluenten k-Wert k-Wert k-Wert k-Wert
[mM] [mM ] Nitrit lodid Nitrit lodid
10 0,100 4,01 12,45 3,58 11,52
50 0,020 3,70 11,58 3,27 10,58
100 0,010 2,00 6,24 1,75 577
150 0,007 1,62 5,04 1,46 4.69
200 0,005 1,39 4,32 1,30 4.14
Abb. 5.3, S. 87
ACN-Gehalt k-Wert k-Wert k-Wert
des Eluenten Nitrit lodid Thyroxin
[%] y
60 8,55 10,13 3,64
50 6,90 10,40 5,08
40 5,83 10,98 9,04
35 6,13 12,34 10,55
30 5,11 11,66 22,34
20 4,55 12,46
10 4,67 14,43 Elution bei
einem k-Wert
5 4.40 15,23 >> 30
0 3,98 13,63




Anhang Kapitel 2 A-14
Abb. 5.4, S. 89
kleine Anionen Masterbatch 1
s Durchfluss- Linearge- lodid Nitrit Nitrat
[uL/min] zeit der schwindigkeit Boden- Boden- Boden-
H Saule [min] [mm/s] k-Wert hoéhe H k-Wert hoéhe H k-Wert hohe H
[um] [um] [um]
100 2,54 0,82 4,36 35,34 6,49 33,84
150 1,70 1,23 14,55 | 115,80 4,34 34,88 6,45 34,17
200 1,29 1,61 14,29 | 108,56 4,31 35,51 6,38 34,59
250 1,04 2,01 14,19 99,18 4,31 38,08 6,37 36,24
300 0,87 2,40 14,09 94,57 4,29 40,91 6,34 38,50
400 0,65 3,20 14,10 84,43 4,32 44,85 6,36 40,92
500 0,52 3,98 13,99 74,86 4,31 49,89 6,32 44,33
700 0,37 5,59 14,01 65,91 4,37 57,95 6,37 49,94
900 0,29 7,13 13,90 62,87 4,40 70,00 6,37 57,30
1000 0,27 7,80 13,67 60,11 4,36 76,75 6,29 60,57
kleine Anionen Masterbatch 2
s Durchfluss- Linearge- lodid Nitrit Nitrat
[uL/min] zeit der schwindigkeit Boden- Boden- Boden-
K Saule [min] [mm/s] k-Wert | héhe H | k-Wert héhe H k-Wert | hohe H
[um] [um] [um]
100 2,51 0,83 14,07 54,99 4,57 34,17 6,61 33,75
150 1,69 1,23 13,95 61,74 4,53 34,07 6,56 33,37
200 1,27 1,64 13,92 59,17 4,53 34,64 6,55 33,47
250 1,02 2,04 13,90 54,92 4,54 35,84 6,59 34,10
300 0,85 2,45 13,95 50,37 4,56 36,66 6,57 34,19
400 0,64 3,26 13,94 49,75 4,58 39,49 6,59 35,74
500 0,52 4,05 13,87 47,94 457 43,10 6,55 37,95
700 0,37 5,68 13,92 45,95 4,64 50,34 6,61 42,87
900 0,29 7,16 13,67 47,64 4,60 61,49 6,53 50,42
1000 0,27 7,80 13,42 48,42 4,54 68,17 6,42 53,84
héher molekulare Verbindungen Masterbatch 1
2-Amino-6-
. T4 naphthalen-
Fluss Durchf(ljuss- rl;ln_ez(gi— . sulfonséure
[ML/min] S..Zel't er sehwin |/g it Boden- Boden-
aule [min] [mm/s] k-Wert | héhe H k-Wert | hohe H
[um] [um]
100 2,67 0,78 6,22 70,37 11,99 38,38
150 1,78 1,17 5,17 85,39 12,06 38,96
200 1,34 1,55 5,14 98,77 11,95 42,12
250 1,08 1,93 5,15 113,10 | 11,93 35,56
300 0,90 2,32 5,20 128,58 | 11,91 48,89
400 0,67 3,09 5,19 154,27 | 11,91 55,62
500 0,54 3,85 5,21 177,35 | 11,86 62,58
700 0,40 5,25 4,99 222,18 | 11,49 73,62
900 0,30 6,85 5,04 259,01 | 11,71 84,63
1000 0,28 7,51 4,92 281,85 | 11,56 93,67




Anhanqg Kapitel 2

A-15

hoher Molekulare Verbindungen Masterbatch 2
2-Amino-6-
. T4 naphthalen-
Fluss Durchfluss- Linearge- sulfonséure
[UL/min] S__ze||t der schW|nd|/gkelt Boden- Boden-
aule [min] [mm/s] k-Wert héhe H k-Wert | hohe H
[um] [um]
100 2,65 0,78 5,27 64,54 12,21 | 38,73
150 1,78 1,17 5,03 78,89 12,17 | 37,98
200 1,34 1,55 5,02 92,49 12,11 | 41,05
250 1,08 1,94 5,05 111,14 12,11 | 49,32
300 0,90 2,33 5,09 151,33 12,13 | 60,01
400 0,68 3,08 5,03 165,88 12,01 | 72,42
500 0,54 3,86 5,04 192,81 12,04 | 80,92
700 0,39 5,38 5,03 229,64 11,99 | 91,55
900 0,31 6,81 4,98 258,59 11,78 | 95,25
1000 0,28 7,49 4,91 276,08 11,67 | 98,90
Abb. 5.5, S.92
Saulen- Nitrit lodid AminoNaphth-SO3
volumen
Eluent Bode- Boden- Boden-
L] k-Wert Zahl k-Wert Zanl k-Wert Zanl
19 6,18 3404 9,51 3389 10,74 3176
172 6,10 3316 9,34 3359 10,45 3239
745 6,15 3457 9,42 3445
936 6,20 3390 9,49 3390 10,67 3276
1089 6,22 3471 9,51 3523 10,71 3230
1700 6,20 3491 9,51 3610 10,78 3221
1872 6,28 3619 9,59 3619 10,80 3325
2044 6,31 3489 9,62 3543 10,84 3344
2655 6,33 3600 9,65 3669 10,90 3457
2941 6,36 3584 9,68 3719 10,92 3288
3801 6,42 3456 9,75 3623 11,01 3345
5386 6,60 3124 9,96 3110 11,20 3307
5730 6,65 2891 10,02 2894 11,29 3363
6303 6,66 2569 10,06 2565 11,34 3542
6665 6,75 2409 10,17 2368 11,48 3521




Anhang Kapitel 2 A-16
Abb. 5.6, S. 94
Masterbatch 2 Masterbatch 1
Séaulen- : 2lBe @i vso?lzjrlr?gl:] : DIE BT
volumen Thyroxin, T4 proplg?grsg;re, Eluent Thyroxin, T4 proplgci)grsggjre,
Eluent [mL]
[mL] k-Wert BZO;hGi' k-Wert BZo:heI:- k-Wert B;;hei' k-Wert B;;hei'
191 0,65 908 8,44 1790 48 0,75 454 | 11,08 2552
382 0,73 776| 10,31 1857 239 0,94 480 15,95 2887
1576 1,19 677| 22,35 2312 525 1,00 432 17,15 2877
3390 1,37 529| 25,85 2456 1146 1,05 408 | 19,13 2787
3868 1,47 370| 26,05 2488 1623 1,20 508| 21,94 3148
4488 1,41 435| 25,81 2396 2292 1,18 456 | 21,69 3095
4966 1,39 493| 26,03 2376 2769 1,22 661| 22,87 3251
5778 1,39 593| 26,06 2425 3390 1,17 534 21,50 3100
6780 1,38 313 | 25,47 2379 3915 1,25 696| 22,87 3363
7258 1,46 446 | 26,26 2512 4584 1,19 551| 21,84 3279
7926 1,40 480| 25,49 2490 4966 1,22 625| 22,54 3403
8404 1,42 430| 26,12 2445 8404 1,16 461| 21,35 3218
11364 1,42 294 25,31 2351 8929 1,17 518| 21,14 3212
11603 1,45 311 26,10 9597 1,15 535| 21,08 3265
11842 1,45 315 26,02 2540 10027 1,17 510 21,01 3316
12462 1,37 360 24,47 2415 10743 1,15 450| 20,91 3156
12844 1,48 366| 26,26 2543 11221 1,17 458 | 21,13 3303
13656 1,34 335 24,23 2358 11889 20,98 476| 20,98 3257
14086 1,46 292| 25,60 2655 12367 1,15 463 | 21,07 3289
14802 1,30 328| 24,08 2547 13035 1,16 587| 21,11 3247
15184 1,43 496 | 25,84 2754 13513 1,14 679| 21,15 3324
15184 1,40 926| 25,82 2600 14324 1,14 574| 20,94 3188
15996 1,33 915| 24,32 2554 15470 1,15 584| 20,98 3284
16282 1,40 1026| 25,63 2693 16569 1,15 359| 20,81 3359
16378 1,38 963| 25,49 2654 16998 1,17 427| 20,98 3289
17715 1,15 382| 20,78 3463
18144 1,15 382| 20,80 3430
18813 1,15 320| 20,98 3457
19099 1,17 429| 21,20 3619
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Kapitel 3 — Strukturaufklarung von Abbauprodukten s ynthetischer
Schilddrisenhormone mittels Umkehrphasenchromato-
graphie gekoppelt mit hochauflosender Massen-
spektrometrie

Strukturvorschldge und deren theoretisches m/z der [M-H]~ -Spezies.

Die Verwendeten Bezeichnungen entsprechen aus Grinden der Ubersichtlichkeit nicht der
IUPAC-Nomenklatur, die Bezeichnung ,thyro* entspricht dabei den zwei aromatischen Ringen.
Maogliche Isomere sind in den Strukturvorschlagen nicht beriicksichtigt. Auf Grund der Synthese
sind die wahrscheinlichsten Strukturen hier abgebildet worden. ,ID#* Identifizierungsnummer,
verwendet fur die Peakzuordnungen in den Massenchro ~ matogrammen.

theoretische
mono-
ID verwendete Struktur isotopische
# Bezeichnung
Masse der
[M-H] -Spezies

Substanzen des Standardgemisches

Hormone

3,5-Diiodo-L-Thyronin,

T2 NH,
1 on 523,88612
HO |

CasH1al2NO; !

3,3'-Diiodo-L-Thyronin, o NH
r-T2 i
2 HO | OH 523,88612
| o}

C15H13l2NO,

3,5,3'-Triiodo-L- |
Thyronin, | NH

3 | T3 U 2 649,78276
CisH1213NO,4 o)
3,3',5"-Triiodo-L- | o
Thyronin, NH,

4 | r-T3 HO | OH 649,78276
CisH1213NO,4 ! ©

3,5,3',5'-Tetraiodo-L- |

Thyronin, | NH
5 | T4 2 775,67940
HO | OH
(@]

C15H11|4NO4 |
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theoretische
mono-
ID verwendete . .
" Bezeichnung Struktur isotopische
Masse der
[M-H] -Spezies
Carbonsauren
3,5-Diiodothyro- |
essigsaure,
C14H10l204 Ho ! o
3,5,3'-Triiodothyro- |
essigsaure, o
7 | TriAc 620,75621
H | OH
C14H9|3O4 |
3,5,3'-Triiodothyro- |
propionsaure, | o
g | TriProp C] O 634,77186
HO | OH
C315H11|3C)4 O
3,5,3',5"- |
Tetraiodothyro-
essigsaure, ' 0
9 | TetraAc 746,65285
H | OH
C14HglO4 !
3,5,3',5"- |
Tetraiodothyro-
10 ameisensaure, ' 232 637204
TetraFA HO | OH :

Ci13Hsl404
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theoretische
mono-
= verw_endete Struktur isotopische
# Bezeichnung
Masse der
[M-H] -Spezies
Strukturvorschlage von Neben- und Abbauprodukten
der T4- und T3-Proben
Tyrosinderivate
Diiodotyrosin HO NH
11 ’ 431,859903
| OH
C9H9|2N02 (@]
Hydroxy-diiodophenyl- |
aminobutanol HO.
12 NH, 431,896288
I OH
C10H13l20
Ameisenséaurederivate
Triiodothyro- |
ameisensaure ! o
13 606,740561
H | OH
Ci3H71304 0
Tetraiodothyro-
10

ameisensaure ' o
732,637204
HO I OH

Ci13Hsl404 [ o
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theoretische
mono-
ID verwendete . .
# Bezeichnung Struktur isotopische
Masse der
[M-H] -Spezies
Essigsaurederivate
Tetraiodothyro-
essigsaure ! © 0
746,65285
HO | OH
C14HglsO4 '
9
Tetraiodothyromethan |
(Abspaltung von CO,) ! 0o
702,663025
H I
Ci13Hsl4O5 '
Triiodothyro- |
essigsaure 0
O:@\)L 620,75621
H | OH
C14H9|3O4 |
7
Triiodothyromethan | 0
Abspaltung von CO
(Absp J 2 HOQ/ :@\ 576,766382
|
C13Hols02 !
Propionsaurederivate
Triiodothyro-
propionsaure
8 634,771861
C315H11|3C)4
Tetraiiodothyro- '
propionsaure
14 760,668504

C315H10|4C)4
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theoretische
mono-
ID verwendete . .
" Bezeichnung Struktur isotopische
Masse der
[M-H] -Spezies
Milchs&urederivate
|
Tetraiodothyro-
milchsaure ©
15 ? 762,647769
HO |
OH
C14H8|405 | OH
Triiodothyro- [ o
milchsaure
16 H 636,751126
OH
C14Hol305 or
Ameisensaureamide
Tetraiodothyro-
ameisensaureamid ! ©
17 731,653189
H | NH,
C13H7|4NO3 | (0]
Essigsaureamide
Triiodothyro-
essigsaureamid ' © 0
18 619,772196
HO NH,
C14H10l3NO3 '
Tetraiodothyro- '
essigsaureamid : o 0
19 745,668839
H | NH2
C14H9|4NO3 |
Propionsaureamide
Tetraiodothyro-
propionsaureamid
20 759,684489

Ci15H1114NO3

|
| o)
Hojg/ | NH,
| o




Anhanqg Kapitel 3 — theoretische m/z und deren Struk turvorschlage A -22

theoretische
mono-
ID verwendete _ .
# Bezeichnung Struktur I?\;’;ZI;S%:?

[M-H] -Spezies

Milchsaureamide

Triodothyro- | o
milchsaureamid f
21 Hon/ |mNH2 635,76110
| OH

C14H10I3NO4
' |
Tetraiodothyro- | o
: ) ; o)
22 milchsaureamid 761,663753
HO | NH,
C14HolsNO, | oH

Aminderivate

Triiodothyroethylamin ! OD\/\
|

C14H1213NO;
Tetraiodothyro- |
ethylamin '
24 731,689574
HO | NH,
C14H1114NO; |
Ketonderivate
Triiodothyro- [ o)
methylketon
25 H | 604,761297
C14Hols03 | °

(Triiodothyro- l o)
methylen)-methylketon
26 H | 618,776947
|

Ci15H111305
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theoretische
mono-
IE Bveeznclaviiﬁ gs;e Struktur isotopische
g Masse der
[M-H] -Spezies
(Diiodothyro- | 0
methylen)-methylketon
49 H 492,880304
|
C15H121,03
Methylalkoholderivate
Tetraiodothyro-
methanol
27 718,657940
C13Hsl4O3
Ethylalkoholderivate
N | o)
Triiodothyroethanol :@\/\
28 HO | OH 606,776947
C14H111504 !
|
Tetraiodothyroethanoll | o)
29 732,673590
H | OH
C14H101403 I
Aldehydderivate
|
Triiodothyroaldehyd
30 590,745647
Ci3H71303
Tetraiodothyroaldehyd
31 716,642290
C13Hel4O3




Anhang Kapitel 3 — theoretische m/z und deren Struk  turvorschldge A-24
theoretische
mono-
D verw_endete Struktur isotopische
# Bezeichnung
Masse der
[M-H] -Spezies
Ethanderivate

Triliodothyroethan

pepoy

32 590,782822
C14H11130;
|
Tetraiodothyroethan
33 716,678675
HO I
CraH 10140, ,
Hydroxydiphenylether
Hydroxyphenyl- | o
diiodohydroxyphenyl- \©\
34 | ether HO OH 452,849004
|
C12Hsl203
Hydroxydiiodophenyl- |
diiodophenylether
35 688,647375
HO |
C12H6|402 |
Di-(diiodohydroxy- |
phenyl)-ether !
36 704,642290
HO [ OH
C12Hsl403 |
Hydroxydiiodophenyl- | o}
hydroxystyrylether
37 YETORYSHLY HC;Q/ \©\/ 462,869739

C14H10120;
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theoretische
mono-
D verw_endete Struktur isotopische
# Bezeichnung
Masse der
[M-H] -Spezies
Hydroxy-Propanamine
|
Tetraiodothyro-
hydroxypropanamin H
38 Y yPIop H 761,700139
HO 2
C15H13l4NO3 |
Oxoaldehydprodukte
|
I o)
NH, O
39 | C16H1114NOy4 787,679403
HO [ H
| O
Anhydride
|
| ¢}
NH,
40 | C1gH1114NOs j@/ Jﬁ)\)\(o . | 803674318
HO | \n/
| @] @]
! © NH,
41 | C1gH1213NO5 HO | o\"/H 677,777675
| 0] @]
Esterprodukte
|
I
NH,
42 | C1gH13l4NO, 789,695053
HO | EAN
I @)
|
© NH 0
43 | C17H1314NOs ? 817,689968
HO O\/U\H
o)
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theoretische
mono-
D verw_endete Struktur isotopische
# Bezeichnung
Masse der
[M-H] -Spezies
I © NH, 0
44 C17H14|3NO5 HO | O\)j\H 691,793325
O
|
! © NH
45 | C17H151.NO, 2 o 803,710704
HO ~~
o)
|
o]
46 | C1gH161404 802,715455
HO I O
o]
|
' O OH
47 | C1gH161405 818,710369
| O\)\
I 0]
48 | C1gH1714NO4 817,726354

0
NH,
HOjQ/ |:©\/kﬂ/0\/\
| 0
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Abb. 3.1, S.118
Peptido Saarbricken (SB) relative
Peak Subst - - Standardab-
# ubstanz . relat!ve ' relat!ve weichung
Retentions- Retentions- Retentions- Retentions- [%]
zeit [min] zeit bezogen zeit [min] zeit bezogen
auf T4 auf T4
1 | T2 85-Diodo-L- 3,26 0,26 3,95 0,29 8,63
thyronin
o |f-T2, 3,3-Diodo-L- 4,99 0,39 5,89 0,43 6,95
thyronin
3 | I3, 3,53-Triodo-L- 8,31 0,65 9,37 0,68 3,71
thyronin
4 |/-T3, 3,3,5-Trilodo-L- 9,81 0,77 10,79 0,79 1,93
thyronin
T4, 3,5,3',5'-
5 Tetraiodo-L-thyronin 12,82 1,00 13,72 1,00
DiAc,
6 | 3,5-Diiodothyro- 21,69 1,69 21,25 1,55 6,25
essigsaure
TriAc,
7 | 3,5,3-Triiodothyro- 28,10 2,19 27,80 2,03 5,58
essigsaure
TriProp,
8 |[3,5,3-Triiodothyro- 30,11 2,35 29,87 2,18 5,35
propionsaure
TetraAc, 3,5,3,5'-
9 | Tetraiodothyro- 33,40 2,61 33,35 2,43 4,92
essigsaure
TetraFA, 3,5,3',5-
10 | Tetraiodothyro- 35,09 2,74 35,32 2,58 4,35
ameisensaure
Abb. 4.2, S.121
Mittelwerte des Signal zu Rauschen im Spektrum
detektiertes | posAPCI mit | negAPCI mit posAPCI mit negAPCI mit negESI mit
m/z FA FA NH4AC NH4AC FA
432,99 448,0 295,8 601,6 440,8 429,7
650,98 1362,2 986,5 1682,5 2039,1 1602,1




Anhanqg Kapitel 3 —Peakfraktionierung

Basispeakchromatogramme und detektierte Massenspekt

ren in den

einzelnen Fraktionen des Abschnitts 6.3, S. 150

Elutionsbedingungen: YMC C18 Pro 150 x 1 mmi.D.; 3 min isokratische Elution in 10 %
Acetonitril und 5,0 min in 30 % Acetonitril versetzt mit 0,10% Ameisensaure, 37 min-Gradient
von 30-70 % Acetonitril versetzt mit 0,10% Ameisenséaure, 50 pL min-1; negESI-TOF.

300 -
761,69919
Fraktion 2 o 200
3
3
= 1001
800
E ] 0 -FM.“. i U 4 _.‘
% 700 750 800 m/z
=
400
| mewWmew
| | | | | |
10 20 30 40 50 60 min

Basispeakchromatogramm mit extrahiertem Massenspekt

der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a

rum der Fraktion 2. Die Elution

bgeschnitten.

Fraktion 3
300 _
745,69472
= 60 | 664,77125
800 % 200 | g
= 2
ool = g
= c
z IS
9 loo | 30 ]
£ 1
400 _| i
O - _l.nl._n.ull.. ' L.nIA nl h.ll
730 760 m/z 0 _LL._,A_...MM
655 665 685 m/z
- 2
| T T T T R
10 20 30 40 50 60 min

Basispeakchromatogramm mit extrahierten Massenspekt

der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a

ren der Fraktion 3. Die Elution

bgeschnitten.
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Fraktion 4
80.
762,68105

S

o 100 1491,82316

]

£

40| = 509,83607
JTR
=50 | 619,74948
500—
s 0 M;___r
@ - 755 765 775 miz
g 0
~ 300 480 520 560 600 m/z
2
1
1004
| | | | | —
10 20 30 40 50 60 min

Basispeakchromatogramm mit extrahierten Massenspekt ren der Fraktion 4. Die Elution
der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a  bgeschnitten.

60 746,67625
. = 100 665,75609
Fraktion 5 S
2} B
c i
) ‘@
c c
= @
E
] 30 1
400 50 |
::c§
‘n
c
9
£
0 2 \J.lLLI‘_..lIIMu.LlehL
200 1 730 740 750 760 m/z 1 () aaumaaauan s L s

650 660 670 680 m/z

1 1 1 1 1

| \ 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 1

10 20 30 40 50 60 min
Basispeakchromatogramm mit extrahierten Massenspekt ren der Fraktion 5. Die Elution
der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a  bgeschnitten.
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Fraktion 6

=
D
o

Intensitat

=
(@)
o

60

| I | I | I

10 20 30 40 50 60 min
Basispeakchromatogramm der Fraktion 6. Es konnte ke in Massenspektrum detektiert
werden. Die Elution der Puffersalze aus dem Fraktio  nierungslauf wurde abgeschnitten.

732,65351
60 -
: =
Fraktion 7 £ 40
2
=
20 -
250—
0 ‘,lLLl.l.u.JI.I...l,.du.l,l.LU_,.
= N 720 730 740 m/z
D
C
S 150-
=
50 '
| | | | |
10 20 30 40 50 60 min

Basispeakchromatogramm mit extrahiertem Massenspekt rum der Fraktion 7. Die Elution
der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a  bgeschnitten.
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150 - 524,34280
Fraktion 8 5
100 A
c
Q
300- E 1
= . 50 1 30 716,66884
% |506,33725 ] ’
C —
5 /o' 5
= 500 520 540m/z @ 20}
)
1504 =
10 1
2
0
680 710 740 m/z
50
| I I I I I I I I r
10 20 30 40 50 60 min

Basispeakchromatogramm mit extrahierten Massenspekt ren der Fraktion 8. Die Elution
der Puffersalze aus dem Fraktionierungslauf wurde a  bgeschnitten.



Anhanqg Kapitel 3 — detektierte m/z der T4-Probe Abs

chnitt 6.2, S. 132

A-32

Auflistung der detektierten m/z der [M-H]

~ -Spezies der in dieser Arbeit

diskutierten T4-Probe.

Abschnitt 6.2, S. 132.
ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

Lagerung: 6 Monate bei 40 C und danach fur 1 h bei 60 <.

Summenformel- | Doppelbindungs- Abweichung des
Retentions- detektiertes Vorschlag des aquivalente der theroretisghen

zeit m/z der SmartFormula Summenformel vom detektierten ID #

[min] [M-H]™ -Spezies | fur die [M-H] ~- nach miz [ppm]

Spezies SmartFormula bp

294 431,89719 | Cg Hgl,NO3 55 86,341 11
’ CioH121:NO; 4,5 2,088 12
3,91 760,68332 | C15Hol404 9,5 19,478 14
870 731,69071 | C14H10l4NO; 8,5 1,553 24
’ 802,73993 | C1gH15140,4 9,5 30,490 46
9,36 649,78275| C1sH1115NO, 9,5 -0,015 3
10,54 649,78265 | C15H1115NO, 9,5 -0,169 4
15,23 775,67919 | CysH10l4NO, 9,5 -0,275 5
17,38 1119,62113 keine Zuordnung ?7?
23,78 817,71286 -16,502 48
27,25 761,66774 | Cy14Hgl4sNO, 9,5 5,235 22
745,66852 | C14Hgl4NO; 9,5 -0,428 19
31,11 803,68235 | C16H10l4NOs 11 9,994 40
-35,279 45
762,65131 | C14H71,05 9,5 4,643 15
32,27 590,74999 | C13H;l503 9,5 7,352 30
462,86258 -15,467 37
32,44 731,65348 | C13Hel4NO3 9,5 0,398 17
35,21 759,68653 | C15H10l4NO3 9,5 2,687 24
36.29 606,74076 | C13Hel304 9,5 0,328 13
’ -59,638 28
37 46 746,65264 | C14H;1,0,4 9,5 -0,287 9
' 702,66308 | C13H,1,0, 8,5 0,078 9
38,37 718,65834 | C13H,1,03 8,5 0,557 27
3937 732,63689 | C13H51,04 9,5 -0,429 10
’ 688,64664 | C1,Hs1,0, 8,5 -1,067 35
759,68459 | C15H10l4NO3 0,133 20
40,65 745,67364 6,439 19
704,64339 1,561 36
43.82 590,75020 | C13H6l303 9,5 7,707 30
' -55,218 32
46.77 716,64013 | C13Hs1,03 9,5 -3,014 31
’ -53,783 33
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Auflistung der detektierten m/z der [M-H] ™ -Spezies in einer T4-Probe die

mehrere Monate bei 70 T gelagert wurde. _ (In dieser Arbeit nicht diskutiert).
ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

Summenformel- | Doppelbindungs- Abweichung des
Retentions- detektiertes Vorschlag des aquivalente der theroretisc?hen
zeit m/z der SmartFormula Summenformel vom detektierten ID #
[min] [M-H]™ -Spezies fur die [M-H] ~- nach miz [ppm]
Spezies SmartFormula bp
CioH121oNO 4.5 62,450 12
3,06 431,92326 | =22 122 2
CoHgl,NO3 5,5 146,707 11
3,94 760,68573 | C15Hgl4O4 9,5 22,646 14
872 731,69272 | C14H10l4NO, 8,5 4,300 24
' 802,73987 | C1gH 151404 9,5 30,416 46
9,32 649,78300 [ C15H111sNO,4 9,5 0,369 3
11,02 649,78032 [ C15H111sNO,4 9,5 -3,755 4
15,09 775,67955 [ Ci5H10lsNO,4 9,5 0,190 5
17,05 1119,67177 keine Zuordnung
27 24 761,66711 | C14HgluaNO,4 9,5 4,407 22
’ 818,70143 -10,92 47
745,67104 | C14HglaNO4 9,5 2,952 19
31,09 -29,568 45
803,68694
15,705 40
462,87876 19,489 37
12,498 30
32,30 590,75303
-50,428 32
762,65272 | C14H714,05 9,5 6,492 15
C13H6l0 9,5 12,430 30
590,75299 | == 222
3261 -50,496 32
’ C1sHglsNO 9,5 -0,327 17
731,65295 | == 24 =3
-50,054 24
33,73 836,70691 keine Zuordnung
3510 759,68545 | C15H10l4NO4 9,5 1,265 20
’ 688,64288 | C1,H51,0, 8,5 -6,527 35
C13H6l30 9,5 6,327 13
36,29 606,74440 =224
-53,639 28
702,66315 | C13H,1,0, 8,5 0,178 9
37,46 746,65444 | C14H71,04 9,5 2,124 9
768,64298 | C16H51404 12,5 keine Zuordnung
38,34 718,65705 | C13H71,04 8,5 -1,238 27
39,46 732,63579 | C13H51404 9,5 -1,930 10
40,50 704,64254 | C15H51,04 8,5 0,355 36
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Summenformel- | Doppelbindungs- .
Retentions- detektiertes Vorschlag des aquivalente der 'A‘t?]vgfo'fgtlij;ghgﬁs
zeit m/z der SmartFormula Summenformel vom detektierten ID #
[min] [M-H]™ -Spezies fur die [M-H] - nach miz [ppm]
Spezies SmartFormula bp
13,683 30
43,87 590,75373
-49,243 32
Cy3Hs1,0 9,5 -2,805 31
46,80 716,64028 22
-53,574 33
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Auflistung der detektierten m/z der [M-H]
mikronisierten T4-Probe.

" -Spezies in einer ungestressten

(In dieser Arbeit nicht diskutiert). ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der

Tabelle im Anhang Seite A-17.

Summenformel- | Doppelbindungs- Abweichung des
R . detektiertes m/z Vorschlag des aquivalente der ing
etentions- . theroretischen
N der SmartFormula fur Summenformel ; ID #
zeit [min] - : ; Z vom detektierten
[M-H]™ -Spezies die [M-H] - nach miz [ppm]
Spezies SmartFormula P
3,89 760,67206 | C15Hgl4O4 9,5 4,675 14
8,33 802,73933 29,743 46
9,14 649,78288 | C15H1115NO, 9,5 0,185 3
15,12 775,67886 | C15H10lsNO,4 9,5 -0,700 4
17,02 1119,7009 keine Zuordnung
9718 761,66825 | C14HglsNO, 9,5 5,904 22
’ 818,70301 | C1gH151405 9,5 -8,989 47
30,57 1119,6998 keine Zuordnung
745,66938 | C14Hgls,NO3 9,5 0,726 19
-32,579 45
803,68452 32,
31,04 12,694 40
CigH16l4sNO 9,5 -24,145 48
817,70661 —>—>+—* : ’
20,352 43
462,89232 48,785 37
590,75416 14,411 30
32,37 , ) 17
731.65536 C13H6laNO3 9,5 2,967
-46,760 24
762,65298 | C14H71,05 9,5 6,833 15
- 17
32,57 731,65153 | ~22elaNO: 9.5 2,207
-51,995 24
33,11 789,70270 | C16H1214NO4 9,5 9,683 42
37 36 702,66324 | C13H71,0, 8,5 0,306 9
' 746,65502 | C14H71404 9,5 2,901 9
688,64487 | C1,Hs1,0, 8,5 -3,638 35
39,37 Cy3Hs1,0 9,5 -2,394 10
732,63545 (— > 3
-52,056 29
40,65 759,68495 | C15H1pl4NO3 9,5 0,607 20
45,42 787,68721 | C16H10lsNO, 10,5 9,911 39
589,74661 keine Zuordnung
46,77 , -9, 1
716.63747 C13Hsl,03 9,5 6,726 3
-57,494 33




Anhanqg Kapitel 3 — detektierte m/z weiterer T4-Prob  en A - 36

Auflistung der detektierten m/z der [M-H] ™ -Spezies in einer mikronisierten
T4-Probe, die fiir 2 h bei 55 C, gefolgt von 1 h be i 60 T gelagert wurde.

(In dieser Arbeit nicht diskutiert). ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der
Tabelle im Anhang Seite A-17.

detektiertes m/z Summenformel- Doppelbindungs- Abweichung des
Retentions- d Vorschlag des aquivalente der theroretischen
- . er . - ID #
zeit [min] [M-H]" -Spezies SmartFormula far Summenformel vom detektierten
P die [M-H] ~-Spezies (SmartFormula) m/z [ppm]
CyHgl,NO 5 4 11
2,89 431,86199 222 > 833
-79,413 12
3,87 445,07042 keine Zuordnung
6,93 802,73767 27,675 46
7,89 649,78283 | C15H1115NO, 9,5 0,108 3
9,11 649,78296 | C15H1115NO, 9,5 0,308 4
14,00 775,68003 | C15H10lsNO, 9,5 0,808 5
16,02 1119,54671 keine Zuordnung
26,38 761,66701 | C14HglsNO4 9,5 4,276 22
29,98 1119,5433 keine Zuordnung
745,67210 | C14HglsNO3 9,5 4,373 19
-38,924 45
803,67942 38,
30,55 C16H10l4sNOsg 10,5 6,348 40
-34,540 48
817,69811 34,
C17H1214NOs 10,5 9,957 43
462,83170 -82,181 37
31,84 590,74342 | C13Hgl304 9,5 -3,770 30
762,65149 | C14H71,05 9,5 4,879 15
590,74419 | C13Hl503 9,5 -2,466 30
32,05
, 731.65656 C13H6laNO3 9,5 4,607 17
-45,120 24
32,71 789,70119 | C16H1214NO4 9,5 7,771 42
34,73 799,14011 keine Zuordnung
3712 702,66215 | C13H71,0, 8,5 -1,245 9
' 746,65332 | C14H71404 9,5 0,624 9
688,64613 | C1,Hs1,0, 8,5 -1,808 35
39,15 , -0, 10
732.63660 C13Hsl,04 9,5 0,824
-50,486 29
40,34 759,68741 | C1sH1pl4NO3 9,5 3,845 20
- 30
43,77 500,73917 | Sx2HelOs 95 10,964
-73,888 32
- 31
46,77 716,63985 | ~2HslOs 95 3,405
-54,174 33
53,43 827,13408 keine Zuordnung




Anhanqg Kapitel 4 — detektierte Massen in T3-Proben

A-37

Auflistung der detektierten m/z der [M-H]

" -Spezies in einer ungestressten

T3-Probe. (In dieser Arbeit nicht diskutiert).

ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

detektiertes SUGIHE1TE- Dé? pur?\(/a;kl)ieﬁ:r:j%s;- Aoz ol
Retentions- m/z der Vorschlag des S?Jmmenformel theroretischen D #
zeit [min] [M-H]~ -Spezies SmartFormula fir nach vom detektierten
die [M-H] "-Spezies SmartFormula m/z [ppm]
2,97 431,85466 | CoHglo.NO3 5,5 -12,141 11
4,18 523,88602 | C15H12I,NO, 9,5 -0,185 1
5,68 523,88688 | C15H12I,NO, 9,5 1,456 2
8,68 649,78383 | C15H1115NO, 9,5 1,647 3
14,5 775,67946 | C15H10l4NOy 9,5 0,073 5
25 25 492,86206 -37,015 49
' 619,78057 13,511 18
25 97 677,78380 | C16H1115NO5 10,5 9,037 41
' 691,80492 | C17H43I5NOs 10,5 16,761 44
26.27 605,76573 -44,901 23
' 636,75654 | C14Hgl30s5 9,5 8,503 16
448,84779 | C13H71,0, 9,5 Bildung im Sprayprozess
576,76952 | C13Hsl302 8,5 5,441 7
31,61 688,75389 154,673 35
191,413 10
732,77744
141,741 29
C13Hgl:0 9,5 11,684 13
606,74765 ——>—>>— : 08
32,91 -48,283 28
674,73880 keine Zuordnung
463,83338 keine Zuordnung
40,3 C13Hgl30 9,5 10,907 30
590,75209 222
-52,019 32
Ci3Hs1,0 9,5 13,089 31
46,87 716,65167 — 12
-37,681 33
530,96945 keine Zuordnung




Anhanqg Kapitel 4 — detektierte Massen in T3-Proben

A-38

Auflistung der detektierten m/z der [M-H]

~ -Spezies in einer T3-Probe, die

fur 12 h bei 60 T gelagert wurde.

(In dieser Arbeit nicht diskutiert).

ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

d . Summenformel- D"oppelbindungs- Abweichung des
. etektiertes aquivalente der .
Retentions- m/z der Vorschlag des Summenformel theroretischen D #
zeit [min] [M-H]~ -Spezies SmartFormula fir nach vom detektierten
die [M-H] ~-Spezies SmartFormula m/z [ppm]
C1oH12I,NO 4.5 75,856 12
3,03 431,92905 —>22 2
160,114 11
4,31 523,88599 | C15H1,I,NO, 9,5 -0,242 1
5,92 523,88771 | C15H1,I,NO, 9,5 3,041 2
9,29 649,78419 | Ci5H1115NOy 9,5 2,201 3
15,07 775,67950 | C15H10l4NO4 9,5 0,125 5
25 56 492,87978 | C15H111,03 9,5 -1,063 49
’ 619,77706 | C14HglsNO3 9,5 7,848 18
77,79160 20,545 41
26,21 677, 6 :
691,80903 22,702 44
448,90150 | C11H1351,04 45 Bildung im Sprayprozess
31,88 576,76612 | C13Hgl30, 8,5 -0,454 7
688,76035 164,053 35
-53,870 28
606,74426
33,07 C13Hsl304 9,5 6,097 13
674,74204 keine Zuordnung
463,87277 keine Zuordnung
40,32 Ci13Hel30 9,5 0,902 30
590,74618 -2
-62,023 32
44,35 1252,20567 keine Zuordnung
16,870 31
46,85 716,65438
-33,899 33




Anhanqg Kapitel 4 — detektierte Massen in T3-Proben

A-39

Auflistung der detektierten m/z der [M-H]

~ -Spezies in einer T3-Probe, die

fur 4 h bei 60 T gelagert wurde.

(In dieser Arbeit nicht diskutiert).

ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

. Summenformel- D"oppelblndungs- Abweichung des
. detektiertes aquivalente der .
Retentions- Vorschlag des theroretischen
o m/z der " Summenformel ; ID #
zeit [min] - . SmartFormula fir vom detektierten
AR SRS | e [M-H] ~-Spezies T m/z [ppm]
P SmartFormula bp
CioH121:NO 4,50 78,635 12
3,01 431,93025 — 222
162,893 11
4,25 523,88606 | C15H1,1,NO, 9,50 -0,109
5,80 523,88552 | C15H1,1,NO, 9,50 -1,140
9,25 649,78213 | C1sH1113NO, 9,50 -0,970
15,06 775,67922 | C1sH1l4NO4 9,50 -0,236
25 64 492,87781 | C15H141,03 9,50 -5,060 49
' 619,77701 | C14HglsNO3 9,50 7,767 18
26.21 677,79099 | C16H1113NOs 10,50 19,645 41
' 691,80657 | C17H1313NOs 10,50 19,146 44
3189 576,76668 | C13Hgl30, 8,50 0,517 7
’ 688,75984 163,313 35
C13Hslz0 9,50 5,223 13
606,74373 2"
33,15 -54,743 28
674,74267 keine Zuordnung
463,87163 keine Zuordnung
40,28 C13Hslz03 9,50 0,868 30
590,74616
-62,057 32
44,30 1252,23333 keine Zuordnung
Ci3Hs1403 9,50 15,754 31
46,85 716,65358
-35,016 33




Anhanqg Kapitel 4 — Optimierung stationarer Phasen A - 40

Kapitel 4 — Methodenetwicklung durch Optimierung st ationarer
Phasen flr synthetische Schilddriisenhormon-Proben

Abb. 3.1, S.173
stationéare Phase SH Phenyl EPS CN C30
Substanz im Retenti_ons— Retenti_ons— Retenti_ons— Retenti_ons— Retentions—
Standardgemisch zeit zeit zeit zeit zeit
[min] [min] [min]] [min] [min]

T2 1,15 1,29 1,18 1,35 1,88
r-T2 1,22 1,47 1,22 1,75 2,18
T3 1,35 1,67 1,43 1,95 2,72
r-T3 1,48 1,84 1,47 1,98 3,40
T4 1,72 2,33 1,84 2,15 4,32
DiAc 3,79 3,42 9,16 2,48 3,40
TriAc 7,09 5,05 23,39 3,02 6,09
TriProp 9,21 5,86 24,88 3,23 7,78
TetraAc 13,96 7,78 44,78 3,68 10,46
TetraFA 17,67 7,78 >> 50 3,68 12,23

Abb. 3.3, S. 177
ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

uv neg ESI TOF MS
Retentionszeit Retentionszeit im
[min] ID# Basispeakchromatogramm
3,60
4,18 3 4,34
4,97
5,36 4 5,35
5,79
5 6,58
8,69 22 8,70
9,78 40 9,84
10,55
13,46 19 13,41
16,05 17 16,05
21,88 9 21,89
26,02 10 26,01
24 od. 17 27,44




Anhanqg Kapitel 4 — Optimierung stationarer Phasen

Abb. 4.1, S. 186
ID# entspricht der Nummerierung der Strukturen der Tabelle im Anhang Seite A-17.

uv neg ESI TOF MS
Retentionszeit Retentionszeit im

[min] ID# Basispeakchromatogramm
4,13 11 4,19
9,97 3 10,03

4 11,16

5 13,13
17,56 22 17,60
18,91 45 19,10
19,81 48 19,83
22,32 19 22,35

17 24,75
27,71 9 27,72
28,49 10 28,53

24 30,01

31 33,00

Abb. 4.4, S. 191

Retentionszeit [min]
Optimierte stationare Phase YMC C18 Pro
Peak#/ | Standard- | (90 mm C30+80 mm SH+50 mm CN) 150 x 1 mm
ID# substanz
Referenzmessung
isokratisch Stufengradient im linearen
Gradient

1 T2 3,27 8,02 3,78
2 r-T2 3,72 9,13 5,48
3 T3 4,44 10,26 9,05
4 r-T3 5,88 11,65 10,64
5 T4 6,82 13,28 14,71
6 DiAc 7,40 15,23 24,50
7 TriAc 12,76 21,55 31,33
8 TriProp 16,12 25,04 33,38
9 TetraAc 22,33 27,71 36,85
10 TetraFA 26,70 28,53 39,04




Anhang Kapitel 4 — Optimierung stationarer Phasen A -42
Abb. 4.4, S.191
statondre SH Phenyl EPS PEI C30 CN
Substanz im | Retentions- | Retentions- | Retentions- | Retentions- | Retentions- | Retentions-
Standard- zeit zeit zeit zeit zeit zeit
gemisch [min] [min] [min]] [min] [min] [min]
T2 1,41 2,21 1,42 1,59 2,42 1,64
r-T2 1,65 2,63 1,63 1,59 3,14 2,08
T3 2,00 3,17 2,07 1,59 4,07 2,32
r-T3 2,30 3,75 2,19 1,59 5,43 2,60
T4 3,00 4,66 3,05 1,59 7,45 2,84
DiAc 9,58 7,61 17,46 3,65 7,11 3,28
TriAc 23,34 13,84 54,14 4,15 17,16 4,52
TriProp 32,90 17,35 70,68 2,44 23,70 6,44
TetraAc 52,75 24,78 117,48 4,15 33,66 7,32
TetraFA 68,90 26,01 200,00 18,71 40,53 8,92
Abb.5.2, S. 194
30 mm C30 + 20 mm CN 30 mm C30 +
Substanz im +50 mm Phenyl 20 mm PEIl + 50 mm
Standard- Phenyl
gemisch Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
T2 2,05 1,96
r-T2 2,41 2,25
T3 2,94 2,72
r-T3 3,47 3,20
T4 4,39 4,05
DiAc 6,83 6,71
TriAc 13,16 12,62
TriProp 17,01 15,42
TetraAc 23,78 22,47
TetraFA 26,69 30,97
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