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1 Einleitung und Aufgabenstellung 
 

Aromatische Amine (Aniline) kommen in zahlreichen chemischen Prozessen zum Einsatz. 

Einige Verbindungen werden direkt als Pharmazeutika (1), als Haarfärbemittel (2) oder als 

Herbizide (3, 4) verwendet. Ein Großteil der Verbindungen entsteht bei der Herstellung von 

Farbstoffen, Pflanzenschutzmitteln (PSM), Kunststoffen und Pharmazeutika oder wird dort 

eingesetzt (5). 

 

Durch ihren vielfältigen Einsatz in der Industrie kommt es zum Eintrag aromatischer Amine 

in die aquatische Umwelt. Eine weitere Quelle für die Kontamination mit Anilinen ist der 

mikrobielle Abbau anderer Verbindungen wie PSM (3,6), Azofarbstoffe (7-9) und 

Nitroaromaten (8, 10-12). Bei letzteren handelt es sich vorwiegend um Sprengstoffe oder um 

Nebenprodukte aus deren Herstellung. So wurde auf den Arealen ehemaliger 

Rüstungsfabriken eine Vielzahl aromatischer Amine als Kontaminanten in Böden und 

Sickerwässern nachgewiesen (13-15). 

 

Viele Aniline sind toxisch (5), einige besitzen ein mutagenes oder carcinogenes Potential 

(16). Der EU-Grenzwert für aromatische Amine in Trinkwasser beträgt 1,0 µg/L für die 

Summe der Verbindungen beziehungsweise 0,5 µg/L für Einzelsubstanzen (17). Der 

Grenzwert für die Konzentration toxischer Abbauprodukte von Pestiziden liegt nach der 

Trinkwasserverordnung bei 0,1 µg/L für Einzelsubstanzen und bei 0,5 µg/L für die Summe 

dieser Verbindungen (18). Das Bundesgesundheitsamt hat im Rahmen der Überwachung des 

auf dem Gelände der Rüstungsaltlast in Stadtallendorf/Hessen geförderten Trinkwassers einen 

Grenzwert von 0,1 µg/L für die Summe der diazotierbaren aromatischen Amine festgelegt, 

siehe (19). 

 

Für die Überwachung der oben genannten Grenzwerte und eine toxikologische Bewertung 

von Wasserproben ist der Einzelnachweis der Aniline erforderlich, insbesondere im Hinblick 

auf das carcinogene Potential einiger Substanzen. Es besteht daher die Notwendigkeit zur 

Entwicklung empfindlicher Nachweismethoden für diese Verbindungen. 

 

Ein Problem, das bei dem Nachweis der Aniline in wäßrigen Proben auftritt, ist ihre sehr gute 

Wasserlöslichkeit. Diese erschwert die Anreicherung der Analyten aus der wäßrigen Phase, 

die lange Zeit durch Einengen der wäßrigen Probe im Vakuum oder durch Flüssig-flüssig-
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Extraktion durchgeführt wurde. Diese Verfahren weisen jedoch Nachteile wie einen hohen 

Zeitaufwand bzw. Lösungsmittelverbrauch auf. In den letzten Jahren wurden im Arbeitskreis 

STORK einige Arbeiten zur Festphasenextraktion (SPE) aromatischer Amine durchgeführt 

(20-21). Die Verwendung eines hochgradig vernetzten Polystyrol-Divinylbenzol-Kopolymers 

(PS-DVB) im Off-line-Modus erwies sich dabei für basische Aniline als sehr gut geeignet 

(22).  

 

Ein Ziel dieser Arbeit war es, das Anreicherungsverfahren mit dem dort verwendeten Sorbens 

auf den On-line-Betrieb zu übertragen und mit der Hochleistungs-Flüssigkeits-

Chromatographie (HPLC) zu koppeln und somit die Bestimmung aromatischer Amine mittels 

On-line-SPE/HPLC zu untersuchen. 

 

Neben der HPLC bietet die Gaschromatographie (GC) eine weitere Möglichkeit zur 

Bestimmung aromatischer Amine. Die direkte Bestimmung aromatischer Amine mittels GC 

mit Elektroneneinfangdetektor (ECD) bereitet aufgrund mangelnder Flüchtigkeit, häufig 

auftretenden Peaktailings und mangelnder Empfindlichkeit des Detektors für diese 

Substanzen Schwierigkeiten. In vorhergehenden Arbeiten wurde ein 

Derivatisierungsverfahren entwickelt, das die gaschromatographische Bestimmung basischer 

Aniline ermöglicht (22). Gleichzeitig wird eine sehr empfindliche Detektion  mittels ECD 

ermöglicht. Bei der Untersuchung amphoterer aromatischer Amine wie Aminobenzoesäuren 

oder Aminophenolen führte dieses Verfahren jedoch nicht zu zufriedenstellenden 

Ergebnissen. 

 

Aus diesem Grund sollte ein weiteres Derivatisierungsverfahren für amphotere aromatische 

Amine entwickelt werden. Um die Detektorempfindlichkeit zu erhöhen, sollten 

elektronenziehende Substituenten wie Halogene in die Analyten eingebracht werden. Die 

Derivatisierung sollte möglichst unkompliziert durchzuführen sein und keinen völligen 

Wasserausschluß erfordern. Für die massenspektrometrische Untersuchung der Derivate war 

zudem die Bildung charakteristischer Fragmente wünschenswert.  
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2 Aromatische Amine 
 

2.1 Eigenschaften und Vorkommen in wäßrigen Umweltproben 
 

Eine wesentliche Eigenschaft der aromatischen Amine ist ihre hohe Wasserlöslichkeit. Für 

Anilin beträgt diese 34 g/L (23). Die Mobilität der Aniline ist daher hoch, weshalb ein 

schnelles Eindringen in das Grundwasser ermöglicht wird. Dies gilt auch für etwas weniger 

polare, substituierte Verbindungen (24). Die Aminogruppe ist zudem in der Lage, über 

kovalente Bindungen an Huminstoffe (25) und über Ionenaustauscherprozesse mit 

Tonmineralien (26) feste Bindungen im Boden einzugehen. Eine Beurteilung der 

Grundwassergefährdung durch aromatische Amine ist daher schwierig. 

 

Neben den basischen Anilinen existieren amphotere Verbindungen, die zusätzlich saure 

Substituenten wie Hydroxyl- oder Carboxylgruppen besitzen. Je nach pH-Wert liegen diese in 

protonierter, deprotonierter oder nicht-ionischer Form vor. Die Bildung von Zwitterionen ist 

ebenfalls möglich (27).  

 

Eine Reihe aromatischer Amine wurden als akut oder chronisch toxisch (5) eingestuft; einige 

Verbindungen sind erwiesenermaßen carcinogen (28) oder stehen im Verdacht, es zu sein. Für 

akut toxische Aniline wurden MAK-Werte festgelegt (29). Für die vermutlich oder 

erwiesenermaßen krebserzeugenden Verbindungen gibt es keine derartigen Werte, da eine 

Dosis-Wirkungsbeziehung nicht aufgestellt werden kann. Sie werden nach DFG in 

unterschiedliche Klassen eingeteilt. Zur Kategorie III A1 (eindeutig krebserzeugend für den 

Menschen) werden beispielsweise 2-Naphthylamin und 4-Aminobiphenyl gezählt. 2-Amino-

4-nitrotoluol und 4-Chloranilin wurden in der Klasse III A2 als "Stoffe, die sich bislang nach 

Meinung der Kommission nur im Tierversuch als eindeutig krebserzeugend erwiesen haben" 

eingestuft. Zu den Stoffen mit begründetem Verdacht auf krebserzeugendes Potential (Klasse 

III B) gehören beispielsweise Anilin und 4-Aminotoluol. Eine zusätzliche Gefährdung besteht 

durch die Mutagenität einiger Aniline, die bei verschiedenen Toxizitätsuntersuchungen 

festgestellt wurde (30). Dazu gehören unter anderem 2,6-Diaminotoluol,  4-Aminophenol (31) 

und 2-Amino-4-nitrophenol (32). 
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Andererseits handelt es sich bei 4-Aminobenzoesäure um das Vitamin Bx (33), das für einige 

Organismen zum Aufbau des B-Vitamins Folsäure lebenswichtig ist und somit keinesfalls als 

gefährlich einzustufen ist. Die bloße Anwesenheit einer Aminogruppe erlaubt also noch keine 

toxikologische Bewertung. 

  

In den letzten Jahren wurden wäßrige Umweltproben unterschiedlicher Herkunft auf die 

Anwesenheit aromatischer Amine untersucht. Sowohl im Rheinwasser (34) als auch in der 

Elbe (35) wurden zahlreiche Aniline im Konzentrationsbereich von 0,1  bis zu einigen µg/L 

gefunden. Es handelte sich hierbei teilweise um Chloraniline wie 4-Chloranilin, 3,4-

Dichloranilin und 2,4,5-Trichloranilin (36), aber auch Amino-nitroaniline. In verschiedenen 

Oberflächen- und Abwässern wurde eine Vielzahl von Anilinen gefunden, wobei es sich zum 

größten Teil um chlorierte Verbindungen handelte (37, 38). 

 

Auf dem Gelände eines ehemaligen Gaswerks wurden in Grundwasserproben verschiedene 

Dimethylaniline und weitere Verbindungen wie Anilin, 4-Aminobiphenyl und Naphthylamin 

im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 250 µg/L gefunden (39).   

 

Für den Bereich ehemaliger Rüstungsstandorte liegen eine Reihe von Ergebnissen vor 

(14,22). Bisher wurden zahlreiche aromatische Amine, vor allem als Abbauprodukte von 

Trinitrotoluol (TNT), bestimmt. Amphotere aromatische Amine wurden bisher in der Umwelt 

nur selten nachgewiesen (40).  

 

2.2 Analytik aromatischer Amine 

 

2.2.1 Anreicherung 
 

Das Extraktionsverhalten aromatischer Amine ist aufgrund ihrer sehr guten Wasserlöslichkeit 

schlecht. In der Literatur wurde bis vor kurzem meist die Flüssig-flüssig-Extraktion, 

vorwiegend mit Dichlormethan, zur Anreicherung aromatischer Amine angewandt (34, 41-

43). Die Nachteile liegen dabei in einem hohen Lösungsmittelverbrauch und häufig in der 

Bildung von Emulsionen. Das Einengen der Wasserproben ist dagegen zeit- und 

energieaufwendig und es ist mit dem Verlust leicht flüchtiger Substanzen zu rechnen. 
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In letzter Zeit hat sich die Anreicherung aromatischer Amine mittels Festphasenextraktion 

durchgesetzt (36, 40, 41). Enthalten die Amine keine zusätzlichen sauren Gruppen, kann die 

Anreicherung nach Einstellen eines basischen pH-Werts an unpolaren Festphasen 

durchgeführt werden. Festphasen auf der Basis eines Styrol-Divinylbenzol-Kopolymers, die 

in den vergangenen Jahren entwickelt wurden, erwiesen sich als gut geeignet (41). Der 

Einsatz von Polymeren ist nötig, da Kieselgele bei pH-Werten größer als 8 nicht mehr stabil 

sind. Gegenüber den häufig verwendeten C18-Phasen besitzen die neu entwickelten Phasen 

höhere Kapazitäten, was für die Anreicherung größerer Probenvolumina wichtig ist. Neben 

Festphasen auf Polymerbasis (44) wurden auch Sorbentien auf Kohlenstoffbasis (45) und 

Kationenaustauscher-Materialien (46)  eingesetzt.  Die meisten Untersuchungen waren auf 

Chloraniline ausgerichtet, aber auch polare und amphotere aromatische Amine wurden 

untersucht, wobei sich die Anreicherung der amphoteren Verbindungen als problematisch 

erwies (21, 47).  

 

2.2.2 Summenbestimmung aromatischer Amine 
 

Zur Routine-Überwachung des Trinkwassers von Stadtallendorf/Hessen, dem Standort 

ehemaliger Rüstungsfabriken, wurde Mitte der 70er Jahre von PFEIL in Marburg in 

Zusammenarbeit mit dem Hygiene-Institut Gelsenkirchen ein Verfahren entwickelt, bei dem 

aromatische Amine über einen Summenparameter bestimmt werden. Die Amine werden mit 

Natriumnitrit in salzsaurer Lösung diazotiert und anschließend mit N-1-

Naphthylethylendiamin (NEDA) zu Azofarbstoffen umgesetzt. Diese werden bei einer 

Wellenlänge von 545 nm photometrisch bestimmt. Als Bezugssubstanz wird 4-Nitroanilin 

verwendet. Dieses Verfahren wird auch in Anlehnung an eine Richtlinie des Bundes-

Gesundheitsamtes (19) häufig eingesetzt, um eine Belastung mit aromatischen Aminen zu 

untersuchen.  Bezüglich der Quantifizierung treten jedoch einige Nachteile auf: zum einen 

reagieren unter den gewählten Bedingungen nicht alle Amine, zum anderen weisen die 

erfaßten  Aniline stark differierende Absorptionskoeffizienten und –maxima auf. Zudem 

können Matrixbestandteile, die ebenfalls eine Azokupplung eingehen, die Bestimmung stören. 

Eine toxikologische Bewertung der untersuchten Proben ist aufgrund des fehlenden 

Einzelstoffnachweises nicht möglich (48). 
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2.2.3 Bestimmung mit HPLC 
 

Für die Trennung und Bestimmung aromatischer Amine mittels HPLC existieren zahlreiche 

Beispiele. So wurde die Trennung von Aminophenolen (49), Aminobenzolsulfonsäuren (40), 

Aminobenzoesäuren (40), Nitroanilinen (50), Diaminotoluolen (41) und Phenylendiaminen 

(49) beschrieben. Dabei erfolgte die Detektion zumeist mit universell einsetzbaren UV- oder 

Diodenarray-Detektoren (DAD) (40, 41, 50-52). Der Vorteil der Verwendung eines DADs 

liegt in der kontinuierlichen Spektrenaufnahme, die eine leichtere Identifizierung der 

Analyten ermöglicht. Der Einsatz eines elektrochemischen Detektors ist ebenfalls bekannt 

(53,54). Hier werden die Aniline unter Verwendung einer Kohlenstoff-Elektrode im 

oxidativen Modus nachgewiesen. Weiterhin kann die Detektion mit einem 

Fluoreszenzdetektor  mit (55) oder ohne (56) vorhergehender Derivatisierung erfolgen. Die 

Kopplung von HPLC und Massenspektometrie (MS) wurde zur Untersuchung von 

Umweltproben auf aromatische Amine ebenfalls angewendet (57).  

  

2.3.4 Gaschromatographische Bestimmung 
 

Die direkte gaschromatische Bestimmung aromatischer Amine wird durch die hohe Polarität, 

geringe Flüchtigkeit der Verbindungen und Peaktailing erschwert (58). Aus diesem Grund 

werden aromatische Amine vor der Bestimmung mit GC meist derivatisiert. Es gibt zahlreiche 

Derivatisierungsverfahren für aromatische Amine. Dazu zählen die Acylierung mit  

Carbonsäureanhydriden (43) und -chloriden, Acylimidazolen oder Acylamiden (42) und die 

Silylierung mit unterschiedlichen Silylierungs-Reagenzien (59). Ein Nachteil dieser 

Reaktionen liegt in dem notwendigen Wasserausschluß, um die Hydrolyse der Reagenzien zu 

verhindern. Eine weitere Möglichkeit zur Derivatisierung aromatischer Amine ist die 

Bromierung des aromatischen Rings in saurem Medium (34, 60). Die Aminogruppen bleiben 

hierbei erhalten. Abhängig von der weiteren  Substitution des jeweiligen Aromaten kommt es 

zur Bildung mono- bis tri-bromierter Derivate. Diese Reaktion ist einfach durchzuführen und 

erfordert keinen völligen Wasserausschluß, was eine vorhergehende Probenanreicherung 

mittels SPE ermöglicht. Bei einem anderen Verfahren, der Iodierung der aromatischen 

Amine, werden die Aminogruppen nach einer Diazotierung in einer SANDMEYER-ähnlichen 

Reaktion durch Iod substituiert (22). Diese Reaktion kann direkt im wäßrigen Medium 

durchgeführt werden und ist einfach zu handhaben. Der Nachweis der Derivate erfolgt 
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meistens mit Hilfe eines ECDs oder massenspektrometrisch (6, 43). Es wurden jedoch auch 

andere Detektoren verwendet (61, 62).  

 

2.2.4 Trennung mit weiteren Verfahren  
 

Neben den herkömmlichen Trennverfahren wurden auch kapillarelekrophoretische Verfahren 

zur Bestimmung von Anilinen eingesetzt (47, 63). Ein Nachteil liegt dabei in der geringen 

Konzentrationsempfindlichkeit dieser Methoden. Für die Analyse amphoterer Aniline mittels 

Mizellarer Elektrokinetischer Chromatographie (MEKC) wurde ein Verfahren entwickelt, 

wobei die Aniline zuvor mit 9-Fluorenylmethylchloroformiat (FMOC-Cl) derivatisiert 

wurden (64). Im Vergleich zu der Bestimmung dieser Derivate mittels HPLC liegen die 

Nachweisgrenzen jedoch höher. Der Vorteil dieses Verfahrens ist im geringeren Zeitaufwand 

anzusehen. 

 

Dünnschicht-Chromatographie (DC) wurde für die Analytik von Farbstoffen und deren 

Abbauprodukten eingesetzt (65, 66). Für die Bestimmung von Naphthylaminen und Benzidin 

in Trinkwasser (67) sowie die Trennung von Nitrotoluidinen in Wasserproben aus ehemaligen 

Rüstungsaltlasten wurde ebenfalls DC verwendet (68). 
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3 Festphasen-Extraktion 

3.1 Allgemeines 
 

Bei der Bestimmung organischer Substanzen in Wasser ist die Anreicherung der Analyten, 

häufig verbunden mit der Abtrennung störender Matrixbestandteile, ein wichtiger Schritt. 

Wurde dazu früher meist die Flüssig-flüssig-Extraktion (LLE) eingesetzt,  hat sich in den 

letzten Jahren vermehrt die Festphasen-Extraktion durchgesetzt. Auch bei der Untersuchung 

biologischer Proben hat sich die SPE etabliert. Zahlreiche Veröffentlichungen mit 

Anwendungen, wie auch einige  Übersichtsartikel sind bisher erschienen  (69-72). Die 

Vorteile der SPE gegenüber der LLE liegen in der Verringerung des Lösungs-

mittelverbrauchs, kürzerer Probenvorbereitungszeit und leichterer Automatisierbarkeit (73). 

Die Bildung von Emulsionen, verbunden mit einer erschwerten Phasentrennung ist ein 

weiterer Nachteil der LLE. Zudem lassen sich vor allem polare Verbindungen mittels LLE 

nur schwer beziehungsweise gar nicht aus der wäßrigen Phase extrahieren. Die Anreicherung 

besonders polarer Substanzen stellt auch für die SPE ein Problem dar. 

 

Die SPE basiert wie auch die HPLC auf Migrationsprozessen, bei denen die Komponenten 

adsorbiert und eluiert werden, während sie in einer mobilen Phase durch ein poröses Medium 

fließen.  Die Retention entsteht durch starke, reversible Wechselwirkungen zwischen Analyt-

Molekül und Sorbensoberfläche. Typische Wechselwirkungen sind hydrophobe (Van der 

Waals-Kräfte), polare (Wasserstoff-Brücken-Bindung und  Dipol-Dipol-Kräfte) oder ionische 

Wechselwirkungen. Die bei der SPE auftretenden Prozesse sind während des 

Extraktionsschrittes mit der Frontal-Chromatographie und während des Elutionsschrittes mit 

der Verdrängungschromatographie zu vergleichen. 

 

Vor der Auswahl eines Sorbens für die SPE ist es notwendig, physiko-chemische 

Überlegungen über die funktionellen Gruppen der Analyten, die Natur der gebundenen Phase 

sowie über die Wechselwirkungen zwischen Analyten und Sorbens, zwischen Sorbens und 

Komponenten der Matrix und zwischen Analyten und Matrix anzustellen. Neben dem 

Hauptziel, der Extraktion der Analyten mit Konzentrationen im Spurenbereich aus der zu 

untersuchenden Probe, wird die SPE auch verwendet, um störende Matrixkomponenten zu 

entfernen. Weiterhin wird die SPE von einigen Autoren gezielt dazu benutzt, das 

Lösungsmittel zu wechseln (zum Beispiel von wäßrigem zu organischem Lösungsmittel). 
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Barceló et al. konnten darüber hinaus zeigen, daß mit Analyten beladene Kartuschen 

verlustfrei über längere Zeit gelagert werden können. Dies ermöglicht eine 

Vorortanreicherung und einen stark vereinfachten Transport der Proben (74). 

 

Typische SPE-Materialien sind mit C8, C18, CN oder anderen organischen Resten 

modifizierte Silica-Gele, graphitierter Kohlenstoff und Polystyrol-Divinylbenzol-Kopolymere 

(PS-DVB). Die problematischsten Substanzen sind polare Analyten, deren Durchbruchs-

volumina bei den meisten Sorbentien niedrig sind. In den letzten Jahren wurden deshalb neue 

funktionalisierte polymere Sorbentien und stark quervernetzte Polymere zur Anreicherung 

polarer Substanzen im Spurenbereich entwickelt. Diese haben eine größere Kapazität als die 

geläufigen Sorbentien. 

 

3.2 SPE-Verfahren 

 

Die allgemeine Vorgehensweise bei der Festphasenextraktion kann in vier Hauptschritte 

unterteilt werden (75): 

 

Konditionierung des Sorbens 

Die Konditionierung des Sorbens ist nötig, damit dieses mit dem Analyten eine 

reproduzierbare Wechselwirkung eingehen kann. Die Konditionierung, auch 

Solvatisierung genannt, stellt eine Benetzung des Sorbens dar und schafft eine Umgebung, 

die geeignet zur Adsorption des Analyten ist. Unpolare Sorbentien konditioniert man 

üblicherweise mit einem Lösungsmittel, das mit Wasser mischbar ist, gefolgt von dem 

Lösungsmittel, in dem der Analyt gelöst ist (reine Matrix). Polare Sorbentien werden mit 

unpolaren Lösungsmitteln konditioniert. 

 

Aufgabe der Probe 

Die Probenaufgabe kann durch positiven oder negativen Druck erfolgen. Die Fließrate 

sollte bei höchstens 10 mL/min liegen und hängt  von der Art des Sorbens ab.  

 

Waschen des Sorbens 

Das Waschen des Sorbens wird üblicherweise mit einer Waschlösung, bei wäßrigen 

Proben meist mit Wasser, vorgenommen und dient zur Entfernung von Interferenzen. Ist 
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der Polaritätssprung von Waschlösung zu Eluent zu hoch oder sind beide nicht 

miteinander mischbar, ist ein Trocknen der Kartuschen nach dem Waschen 

empfehlenswert. Dieser Schritt sollte jedoch nicht zu lange dauern, um den Verlust 

flüchtiger Verbindungen zu vermeiden. 

 

Elution 

Die Elution mit einem geeigneten Eluenten sollte nicht zu schnell erfolgen. Die 

Elutionsgeschwindigkeit ist abhängig von der Säulendimension und der Sorbensmenge 

(ca. 1 mL/min). 

 

 
Die meist verwendete Bauart für SPE ist die Kartusche. Verschiedene Arten von Sorbentien 

werden in unterschiedlicher Menge zwischen zwei Polyethylen- oder Edelstahlfritten in Glas- 

oder Polypropylen-Kartuschen gepackt, die unterschiedliche Volumina haben können. 

 

Eine andere Bauart, die in den letzten Jahren auf den Markt kam, ist die Extraktions-Disk. 

Mittlerweile sind zwei unterschiedliche Arten von Disks erhältlich: die „Particle-loaded 

membrane disks“  (PLMDs) und  „Particle embedded glass fibre disks“ (PEGFDs). Erstere 

werden häufiger eingesetzt. PLMDs bestehen aus einem Netz aus Polytetrafluorethylen-

Fasern, in dem die Sorbensteilchen mit einem Durchmesser von ca. 8 µm suspendiert sind. 

Die Membranen haben eine homogene und flexible Struktur. Die PEGFDs enthalten 

Sorbensteilchen, die in eine glasfaservernetzte Matrix eingebettet sind. 

 

Die Kartuschenform bringt bei der Wasseranalyse einige Nachteile mit sich. Der 

Durchgangsquerschnitt ist klein, weshalb die Probenförderraten deutlich geringer sind. Die 

Gefahr der Verstopfung durch Partikel und adsorbierte Matrixkomponenten ist groß und 

mögliche Kanalbildung reduziert die Kapazität. Einige dieser Probleme könnten durch die 

Verwendung von Extraktions-Disks beseitigt werden (76). Trotzdem ist die Kartuschenform 

immer noch die meist verwendete, vor allem weil nur eine begrenzte Zahl an Sorbentien in 

Disks erhältlich ist. Normalerweise wird bei Kartuschen ein kleineres Elutionsvolumen 

benötigt als bei Disks (77).  

 

"Empore"-Disks, die C18 oder PS-DVB enthalten, sind die zwei häufigsten Disk-Typen. Einer 

der Nachteile, der beim Austausch von Kartuschen durch Disks auftritt, ist die Verringerung 



3 Festphasen-Extraktion  11 

der Durchbruchsvolumina bei polaren Substanzen. Deshalb werden Disks meist verwendet, 

wenn starke Wechselwirkungen zwischen Analyt und Sorbens bestehen. 

 

3.3 Häufig verwendete Sorbentien für die Festphasenextraktion 

3.3.1 Modifizierte Kieselgele 

 
Häufig verwendete Sorbentien auf Kieselgel-Basis sind Oktyl (C8), Oktadecyl (C18), Ethyl 

(C2), Butyl (C4), Phenyl, Cyclohexyl (CH) und Cyanopropyl (CN). Es handelt sich hierbei um 

Reversed-Phase-Sorbentien, die für die Verwendung bei wäßrigen Proben geeignet sind. Die 

Anreicherung beruht hier auf Van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den genannten 

organischen Resten und den Analyten. Das bei der Anreicherung organischer Substanzen aus 

wäßrigen Proben am meisten verwendete modifizierte Kieselgel ist das C18-Sorbens, weil 

dessen Kapazität bei Extraktion polarer Substanzen größer ist als die der übrigen chemisch 

modifizierten  Kieselgele (78).  

 

Modifizierte Kieselgele weisen jedoch einige Nachteile auf. Neben einem begrenzten 

Durchbruchsvolumen für polare Analyten besitzen sie eine geringe Selektivität und können 

nur in einem schmalen pH-Bereich eingesetzt werden. Ein weiteres Problem sind freie 

Silanolgruppen, die neben den hydrophoben Wechselwirkungen sehr starke 

Wasserstoffbrücken-Bindungen und ionische Wechselwirkungen ausbilden können. Diese 

können bei der Anreicherung polarer Verbindungen aber auch erwünscht sein.  

 

3.3.2 Ionenaustauscher 

 
Die Wechselwirkungen, die zwischen Analyten und Ionenaustauscher auftreten, beruhen zum 

Großteil auf elektrostatischer Anziehungskraft (Coulomb'sche Kräfte). Die meisten heute 

verwendeten Ionenaustauscher bestehen aus einem Polymer-Support, an den die benötigte 

ionische Gruppe chemisch gebunden ist. Für Anionenaustauscher werden meist quartäre, 

sekundäre oder primäre Amine verwendet, während bei Kationenaustauschern meist Sulfon- 

oder Carbonsäuren als funktionelle Gruppen eingesetzt werden.  
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Verschiedene Aminex–Kationenaustauscher-Sorbentien wurden bereits zur Anreicherung 

polarer Analyten aus Realproben und Industrieabwässern verwendet (79). Ein neues mit 

Carbonsäuren funktionalisiertes quervernetztes Polymer wurde für die SPE von 15 

unterschiedlich substituierten Anilinen und Lutidinen aus Wasser eingesetzt, die auf dem 

Sorbens durch einen Kationenaustausch-Mechanismus zurückgehalten wurden. Zusätzlich 

kommt es  hierbei zu π-π-Wechselwirkungen zwischen den Analyten und dem Sorbens, die 

von den ungesättigten Anteilen des Sorbens herrühren. Die polareren und weniger basischen 

Aniline wurden jedoch auf diesem Sorbens kaum retardiert (80). 

 

3.3.3 Graphitierter Kohlenstoff 
 

Graphitierter Kohlenstoff (GCB) wird durch das Erhitzen von Ruß in einer inerten 

Atmosphäre auf 2700-3000 °C hergestellt. Es handelt sich hierbei im wesentlichen um 

unspezifische und nicht poröse Materialien mit eine Oberfläche von circa 100 m2/g (81). 

Durch die Anwesenheit positiv geladener chemischer Heterogenitäten auf ihrer Oberfläche 

können sie sowohl als Umkehrphasen als auch als Anionenaustauscher betrachtet werden 

(82). Einige kommerziell erhältliche Materialien wie Carbopack, Carbograph 1 und Envi-

Carb, sind bei der Analyse verschiedener Verunreinigungen wie Phenolen (83), Pestiziden 

(81,84) und Tensiden (81) in Trink- und Oberflächenwasser eingesetzt worden. Zwei neuere 

Sorbentien, Carbograph 4 und Carbograph 5 mit einer Oberfläche von mehr als 100 m2/g 

zeigten bei einem Vergleich zu Carbopack 1 für die meisten polaren Analyten bessere 

Wiederfindungsraten (81). 

 

Ein gravierender Nachteil der graphitierten Kohlenstoff-Materialien ist eine ausgeprägte 

Retention der Analyten bis hin zur irreversiblen Adsorption. Dem soll durch Elution im 

Rückspül-Modus entgegengewirkt werden. Die mangelnde mechanische Stabilität ist ein 

weiterer Schwachpunkt. Ein neues Material ist poröser immobilisierter graphitierter 

Kohlenstoff (PGC), bei dem Graphit auf einer Silica-Struktur immobilisiert ist, und das 

deshalb eine höhere Stabilität aufweist. Bei einem Vergleich der Anreicherung polarer, 

phenolischer Verbindungen wies dieses Material jedoch kleinere Durchbruchsvolumina und 

höhere Nachweisgrenzen als bei Festphasen auf Polymerbasis auf (83). 
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3.3.4 Polymere Sorbentien 
 

Die am häufigsten verwendeten polymeren Sorbentien sind Polystyrol-Divinylbenzol-

Kopolymere, die eine hydrophobe Oberfläche besitzen. Viele bei modifizierten Silicagelen 

auftretende Nachteile bestehen bei PS-DVB-Sorbentien nicht. Sie weisen eine breite pH-

Stabilität auf, was die Flexibilität des Anreicherungsverfahrens erhöht, und enthalten keine 

störenden Silanolgruppen (85). Außerdem verfügen sie, besonders für polare Verbindungen 

über ein größeres Retentionsvermögen. Die Ursache hierfür liegt in den π-π-

Wechselwirkungen in Verbindung mit der deutlich größeren Oberfläche begründet. 

 

XAD-Sorbentien werden seit längerem zur Extraktion einer Vielzahl organischer Substanzen 

aus Wasser verwendet. XAD-1, XAD-2 und XAD-4 sind Sorbentien mit sehr hydrophobem 

Charakter. XAD-7 und XAD-8 sind Acrylester-Sorbentien, die über eine höhere Affinität 

gegenüber polaren Substanzen verfügen (86). XAD-Sorbentien auf der Basis von PS-DVB 

haben einige Nachteile wie fehlende Selektivität, geringe Durchbruchsvolumina bei sehr 

polaren Analyten und erfordern vor ihrem Einsatz eine gründliche Reinigung. Ein weiteres, 

häufig verwendetes PS-DVB-Kopolymer ist PLRP-S. Dieses Sorbens wurde zur Extraktion 

organischer Verunreinigungen, wie Phenole und Pestizide, von natürlichen Wässern 

eingesetzt und zeigte sich dabei effizienter als herkömmliche C18-Festphasen (87). Es weist 

jedoch dieselben Nachteile auf wie die XAD-Materialien. 

 

In den letzten Jahren wurden chemisch modifizierte Sorbentien entwickelt und zur SPE 

polarer Verbindungen eingesetzt. Verschiedene polare funktionelle Gruppen wie Acetyl- (84, 

88), Hydroxymethyl- (88), Benzoyl- (89) und o-Hydroxybenzoylgruppen (90, 91) wurden in 

die polaren Sorbentien eingebracht. Diese Materialien besitzen eine ausgezeichnete 

Hydrophilie und höhere Durchbruchsvolumina als ihre unsubstituierten Analoga (88, 90).  

Dies ist auf eine Steigerung der Oberflächenpolarität zurückzuführen, die der wäßrigen Probe 

einen besseren Kontakt zur Sorbensoberfläche ermöglicht. Auch beim Vergleich mit anderen 

Materialien wie PLRP-S, C18 und GCB verfügen die modifizierten PS-DVB-Sorbentien über 

höhere Durchbruchsvolumina für die meisten polaren Analyten (89, 90). 

 

Seit einiger Zeit sind hochgradig vernetzte Polymere wie Envi-Chrom P, LiChrolut EN, 

Icolute ENV oder Chromabond HR-P kommerziell erhältlich. Diese Materialien besitzen 

einen höheren Vernetzungsgrad als die XAD-Sorbentien und  sind hochgradig porös. Ihre 
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spezifische Oberfläche ist entscheidend größer und es werden stärkere π-π-

Wechselwirkungen zwischen Analyten und Sorbens ermöglicht. Die Durchbruchsvolumina 

sind daher in der Regel größer als bei der Verwendung von schwächer vernetzten Sorbentien. 

Dies wurde unter anderem beim Vergleich mit anderen Sorbentien wie GCB und einem 

funktionalisierten PS-DVB-Material (BondElut PPL) für die Anreicherung von Pestiziden und 

Phenolen gezeigt (84), wo vor allem für Phenole deutlich größere Wiederfindungsraten erzielt 

wurden. Bei einem Vergleich der verschiedenen kommerziell erhältlichen Produkte bei der 

Off-line-SPE aromatischer Amine aus wäßrigen Proben erwiesen sich die Chromabond HR-P-

Festphasen als am besten geeignet (92). 

 

Die Effizienz der polymeren Sorbentien hängt von verschiedenen physiko-chemischen 

Parametern wie Korngröße, Oberfläche, Porendurchmesser, Porenvolumen, Vernetzungsgrad 

und Korngrößenverteilung ab (83). Die bei Verwendung von hochgradig vernetzten 

Polymeren in der On-Line-SPE im Vergleich zu schwächer vernetzten häufig auftretende 

Bandenverbreiterung kann minimiert werden, wenn Sorbentien mit einer engen 

Korngrößenverteilung verwendet werden.  

 

3.3.5 Immunosorbentien 
 

Das Hauptproblem bei der SPE von Oberflächengewässern ist der Mangel an selektiven 

Sorbentien. Die Probenmatrix ist deshalb schwer zu eliminieren und verursacht einen 

störendes Untergrundrauschen sowie eine stark ausgeprägte Initialbande, die die Bestimmung 

früher eluierender Verbindungen erschwert. 

 

In letzter Zeit wurden neue Extraktions-Sorbentien synthetisiert, bei denen reversible und 

selektive Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen  auftreten. Diese Immunosorbentien (IS) 

genannten Materialien werden zur Extraktion strukturell verwandter Verbindungen 

hergestellt. Es werden Extrakte erhalten, die frei von störenden Matrixbestandteilen oder 

interferierenden Verbindungen sind. Bei Verwendung dieser Sorbentien können im Idealfall 

Extraktion, Spurenanreicherung und Aufreinigung in einem Schritt durchgeführt werden.  

 

Immunosorbentien werden hergestellt, indem die Antikörper kovalent an geeignete 

Sorbentien gebunden werden. Diese sollen funktionelle Gruppen enthalten, um eine 
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ausreichende Menge von Antikörpern binden zu können, und hydrophil sein, um unselektive 

Wechselwirkungen mit den Analyten oder der Probenmatrix zu vermeiden (93-95).  

 

Bisher sind nur wenig Immuno-Sorbentien kommerziell erhältlich, weshalb die Zahl der 

Analyten, die analysiert werden können, begrenzt ist. Die Kosten liegen aufgrund langer 

Entwicklungszeiten und niedriger Produktionszahlen vergleichsweise noch sehr hoch. 

 

3.3.6 „Molecular imprinted“ Sorbentien 
 

Eine neuere Technologie, die „molecular imprinting“ genannt wird, führt zu sehr stabilen 

synthetischen Polymeren, die über selektive molekulare Erkennungsmöglichkeiten verfügen. 

"Molecular imprinted" Polymere (MIP) werden  hergestellt, indem hochgradig vernetzte 

Polymere in Gegenwart von Molekülen, die als Schablone dienen, synthetisiert werden. Nach 

Entfernung dieser Moleküle kann das Polymer als selektiv bindendes Material für diese 

Moleküle oder strukturell eng verwandte Verbindungen dienen. Der Bindungsmechanismus, 

wird auf die Ausbildung von Wechselwirkungen zwischen funktionellen Gruppen im Polymer 

und auf die Anwesenheit von form-selektiven Hohlräumen zurückgeführt. Einige dieser 

Polymere besitzen hohe Selektivitäten und Affinitätskonstanten, die mit natürlich 

auftretenden Erkennungssystemen, wie monoklonalen Antikörpern, vergleichbar sind. Das 

macht sie besonders geeignet für die Verwendung als Bestandteil chemischer Sensoren oder 

um die Selektivität bei der SPE zu erhöhen.  

 

Die MIPs lassen sich hinsichtlich der Kosten und Entwicklungszeit, der Probenkapazität und 

der Materialbeständigkeit mit den Immunosorbentien vergleichen. Bis zu ihrem 

routinemäßigen Einsatz muß die Anzahl der einprägbaren Analyten noch erhöht werden, 

sowie die Probleme, die die Heterogenität der Sorbentien und den Massentransport betreffen 

gelöst werden (96).  

 

3.4 On-line-SPE 
 

Festphasenextraktion kann im Off-line- und im On-line-Modus betrieben werden. Bei On-

line-Verfahren wird  meist eine Vorsäule verwendet, die das Extraktionssorbens enthält. Mit 

einer geeigneten Vorrichtung können jedoch auch Extraktions-Disks eingesetzt werden (97, 

98). 
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Verfahren, die SPE mit HPLC verbinden, werden am häufigsten angewandt, um polare, 

organische Analyten in Wasserproben zu bestimmen. Eine Kopplung mit Kapillar-

Gaschromatographie benötigt meist einen Derivatisierungsschritt, um die Flüchtigkeit der 

Substanzen zu erhöhen, während Superkritische-Flüssigkeits-Chromatographie (SFC) eine 

teure Ausstattung und einen zusätzlichen Schritt zum Trocknen des Sorbens vor der 

Desorption erfordert. 

 

Da On-line-Verfahren keine Probenmanipulation zwischen der Anreicherung und der Analyse 

erfordern, wird das Risiko von Analytverlusten und Probenkontamination, das bei Off-line-

Verfahren besteht, vermieden. Nachweisgrenzen und Präzision können somit verbessert 

werden. Da das gesamte Elutionsvolumen analysiert wird, kann das Probenvolumen im 

Vergleich zum Off-line-Verfahren verringert werden. Der Verbrauch an organischem 

Lösungsmittel ist niedriger und das Potential für eine Automatisierung höher (99). Off-line 

betriebene SPE bleibt jedoch für die Analyse komplexer Proben sehr nützlich, aufgrund ihrer 

größeren Flexibilität und angesichts der Tatsache, daß derselbe Extrakt mit unterschiedlichen 

Methoden analysiert werden kann.   

 

Bei den On-line-Verfahren wird das Sorbens nicht nur im Hinblick auf die Effizienz der 

Anreicherung der Analyten  ausgewählt, sondern auch nach Kompatibilität mit dem Sorbens 

der analytische Säule: dieses sollte das gleiche (oder ein höheres) Retentionsvermögen haben  

wie das Vorsäulenmaterial. Die Vorsäule sollte so klein wie möglich sein, um eine 

Bandenverbreiterung zu vermeiden (100). Die Bandenverbreiterung kann minimiert werden, 

wenn ein passender Gradient verwendet wird, der eine Analytkompression am Anfang der 

analytischen Säule bewirkt (83).  

   

Die Versuchsanordnung kann ebenfalls verändert werden, um das Problem der Banden-

verbreiterung zu reduzieren. Dazu werden die Analyten im Rückspül-Modus zunächst mit 

dem organischen Lösungsmittel der mobilen Phase eluiert und dann beide Lösungsmittel vor 

dem Erreichen der analytischen Säule gemischt (101). Dieses Verfahren wurde zur 

Bestimmung phenolischer Substanzen und Pestizide verwendet. Hierbei wurde jedoch ein 

stärkerer Matrixeffekt beobachtet, der auf die gesteigerte Solvensstärke zurückzuführen ist. 

 

Wird bei der On-line-SPE  von Realproben ein starkes Sorbens verwendet, tritt häufig eine 

breite Initialbande auf, die auf die Anwesenheit von Huminsäuren zurückzuführen ist. Diese 
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Bande kann die Bestimmung früh eluierender Substanzen erschweren. Eine Möglichkeit, um 

dieses Problem zu reduzieren, ist die Behandlung der Probe mit KMnO4 oder Na2SO3 (85)  

vor der Extraktion.  

 

Die Einsatzmöglichkeiten der On-line-SPE sind vielfältig. Ein Schwerpunkt ist die 

Untersuchung wäßriger Proben auf organische Verunreinigungen im Spurenbereich. Neben 

verschiedenen Pestiziden (102-107) wurden bisher zum größten Teil polycyclische 

aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) (108, 109) und Phenole (110-112) mit diesem 

Verfahren untersucht. Dabei wurden z.T. die unterschiedlichen kommerziell erhältlichen 

Sorbentien verwendet (104), teilweise aber auch eigens synthetisierte Materialien eingesetzt. 

Auch für aromatische Amine wurden Untersuchungen durchgeführt (113). Für chlorierte 

Aniline wurden unter Verwendung des PRP-1-Sorbens, einem PS-DVB-Kopolymer, 

Nachweisgrenzen von 15-25 ng/L (500 mL Anreicherungsvolumen) in Trinkwasser 

festgestellt (114). 

 

Ein weiterer Schwerpunkt ist die Analyse biologischer Proben wie Blutplasma (115-119). Die 

Probenvolumina liegen dabei im Bereich von einigen Mikrolitern bis hin zu wenigen 

Millilitern. Hierbei ist das Hauptziel in der Abtrennung der Analyten von der Probenmatrix zu 

sehen. 
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4 Entwicklung eines On-line-SPE-Verfahrens 

4.1 Auswahl der Analyten 

 
Um den Anwendungsbereich des Verfahrens über die Untersuchung wäßriger Proben aus 

Rüstungsaltlasten hinaus zu erweitern, wurde die Wahl der Analyten nicht nur auf die 

Metaboliten des TNT beschränkt. Es wurden zusätzlich Amine ausgewählt, die zum Teil 

bereits in wäßrigen Umweltproben gefunden wurden. Teilweise handelt es sich dabei um 

Abbauprodukte von PSM. Darüber hinaus wurde darauf geachtet, daß sich die Substanzen 

hinsichtlich ihrer Polarität und Basizität unterscheiden, um das Extraktionsvermögen der 

Festphasen für einen weiten Bereich aromatischer Amine beurteilen zu können. Die 

ausgewählten Analyten, ihre CAS-Nr. und die in dieser Arbeit verwendeten Abkürzungen 

sind in Tab. 1 aufgeführt.  

 

Tab. 1: Ausgewählte Analyten mit Abkürzung, CAS-Bezeichnung und CAS-Nr. 

 
Substanz Abkürzung 

 

Bezeichnung nach CAS CAS-Nr. 

4-Aminotoluol 4AT Benzeneamine, 4-methyl- 106-49-0 

2,6 –Diaminotoluol 2,6DAT 1,3-Benzenediamine, 2-methyl- 823-40-5 

2-Amino-4-nitrotoluol 2A4NT Benzeneamine, 2-methyl-5-nitro- 99-55-8 

2-Amino-4,6-dinitrotoluol 4A2,6DNT Benzeneamine, 2-methyl-3,5-dinitro- 3572-78-2 

2,4-Diamino-6-nitrotoluol 2,4DA6NT 1,3-Benzenediamine, 4-methyl-5-nitro- 6629-29-4 

4-Nitroanilin 4NA Benzeneamine, 4-nitro- 100-01-6 

3,5-Dinitroanilin 3,5DNA Benzenamine, 3,5-dinitro- 618-87-1 

2-Naphthylamin 2NphA 2-Naphthalenamine 91-59-8 

4-Aminobiphenyl 4ABPh [1,1'-Biphenyl]-4-amine 92-67-1 

4-Chloranilin 4ClA Benzeneamine, 4-chloro- 106-47-8 

3,4-Dichloranilin 3,4DClA Benzeneamine, 3,4-dichloro- 95-76-1 

2,4,5-Trichloranilin 2,4,5TClA Benzeneamine, 2,4,5-trichloro- 636-30-6 
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Die Bezeichnung der Substanzen erfolgte nicht nach der IUPAC-Nomenklatur. Die 

Benennung der Verbindungen ausgehend von Toluol als Grundgerüst ist in der 

Sprengstoffanalytik üblich, da sich Substitutionsmuster so leichter erkennen lassen.  

 

4.2 Herstellung der Meßlösungen 

 
Zunächst erfolgte die Herstellung von Stammlösungen (SL) der Einzelsubstanzen. Die 

Bezugsquellen der Verbindungen sind im Anhang (Kap. 15.2) aufgeführt. Dazu wurden 

jeweils 50 mg der Verbindung in 50 mL-Kolben eingewogen und mit Methanol aufgefüllt. 

Die Konzentrationen der Stammlösungen betrugen so jeweils 1 µg/µL. 

 

Zur Optimierung des Verfahrens wurde ein Standardgemisch hergestellt, das mit HPLC-

Standardgemisch 1 (HPLC-SG 1) bezeichnet wurde. Die Zusammensetzung und die 

resultierenden Konzentrationen sind in Tab. 2 aufgeführt. Die angegebenen Volumina an 

Stammlösung wurden in einen 50 mL-Kolben gegeben und mit Acetonitril aufgefüllt. 

 

Tab. 2: HPLC-Standardgemisch 1, Zusammensetzung und Konzentrationen 

 
Substanz Volumen an 

SL / µL 

Konz. in  HPLC-

SG 1 

/ (µg/mL) 

Substanz Volumen an 

SL / µL 

Konz. in  HPLC-

SG 1 

/ (µg/mL) 

4AT 50 1,0 3,5DNA 50 1,0 

2,6DAT 50 1,0 2NphA 50 1,0 

2A4NT 50 1,0 4ABPh 50 1,0 

4A2,6DNT 50 1,0 4ClA 50 1,0 

2,4DA6NT 50 1,0 3,4DClA 50 1,0 

4NA 50 1,0 2,4,5TClA 50 1,0 

 

SL: Stammlösung 

  

4.3 Verwendete Apparatur 
 

Die für die folgenden Untersuchungen verwendete Apparatur ist in den Abb. 1 und 2 

dargestellt. Diese bestand aus einer HPLC-Einheit mit Gradientenpumpe (P2), analytischer 
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Säule (AS) und Dioden-Array-Detektor (DAD) und einer Gradientenpumpe (P1), die zur 

Konditionierung der Festphase und zur Förderung der Wasserprobe verwendet wurde. Beide 

Systeme waren über ein elektrisches Schaltventil (ESV) miteinander verbunden. Je nach 

Ventilstellung konnten die Pumpen P1 oder P2 Lösungsmittel über die SPE-Vorsäule (SPE) 

leiten. 

 

Als analytische Säule wurde eine PurospherRP-18e-Säule (Fa. Merck) verwendet. Dieses 

Säulenmaterial wurde vorwiegend für die Umkehrphasen-Chromatographie basischer 

Substanzen entwickelt, ist aber auch zur Analyse neutraler und schwach saurer Verbindungen 

geeignet. Die physikalisch-chemischen Daten für dieses Sorbens sind in Tab. 3 aufgeführt.  

 

Tab. 3: Physikalisch-chemische Eigenschaften von PurospherRP-18e 

Partikelgröße spezifische Oberfläche spezifisches Porenvolumen Porendurchmesser 

5 µm 500 m2/g 0,95 mL/g 8 nm 

 

Die verwendete Säule hatte eine Länge von 250 mm mit einem Innendurchmesser von 4 mm. 

 

Als Sorbens für die On-Line-SPE wurde das Chromabond HR-P-Material der Fa. Macherey 

Nagel ausgewählt. Bei diesem Material handelt es sich um ein Polystyrol-Divinylbenzol-

Kopolymer mit einer Oberfläche von 1300 m2/g. Dieses Sorbens wurde in eine HPLC-

Vorsäule gepackt und mit Hilfe einer externen Vorsäulenhalterung an das Schaltventil 

angeschlossen. 

 

 

4.3.1 Anreicherung der Analyten 
 

Für die Anreicherung der Analyten wurde das Schaltventil in die Stellung „load“ gebracht. 

Die resultierenden Verbindungen der einzelnen Bauteile sind in Abb. 1 dargestellt. 
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Abb. 1: Schematischer Aufbau des Säulenschaltsytems, Ventilstellung „load“  

A: Wasserprobe; B: Acetonitril; C: Wasser; D: Wasser; E: Acetonitril; F: Puffer; P1: 
Pumpe 1; P2: Pumpe 2; ESV: Elektronisches Schaltventil; SPE: SPE-Vorsäule; DAD: 
Dioden-Array-Detektor; AS: Analytische Säule; W: Abfall 
 
 
Die Anreicherung verlief folgendermaßen: 

Zunächst wurde von P1 ein org. Lösungsmittel (hier Acetonitril, B), dann eine definierte 

Menge an Wasser (C) über die Festphase gepumpt. Danach wurde die zu untersuchende 

Wasserprobe (A) über die SPE-Vorsäule geleitet. Die Vorsäule wurde anschließend noch mit 

wenig Wasser gewaschen. Zur gleichen Zeit wurde die analytische Säule mit der verwendeten 

mobilen Phase (D,E,F) mit Hilfe von P2 konditioniert. 

 

 

4.3.2 Analyse 
    
Für die Analyse der Analyten mittels HPLC wurde das Schaltventil in die Stellung „inject“ 

gebracht. Die resultierenden Verbindungen der einzelnen Bauteile sind in Abb. 2 dargestellt. 
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Abb. 2: Schematischer Aufbau des Säulenschaltsytems, Ventilstellung „inject“  

A: Wasserprobe; B: Acetonitril; C: Wasser; D: Wasser; E: Acetonitril; F: Puffer; P1: 
Pumpe 1; P2: Pumpe 2; ESV: Elektronisches Schaltventil;  SPE: SPE-Vorsäule; DAD: 
Dioden-Array-Detektor; AS: Analytische Säule; W: Abfall 
 

 

 

Die Analyten wurden von der mobilen Phase im Rückspül-Modus, d.h. verglichen zur 

Anreicherung in entgegengesetzter Richtung auf die HPLC-Säule gespült. Dort erfolgte die 

chromatographische Trennung mit Hilfe eines Gradientenprogramms. Die Detektion geschah 

mit Hilfe eines Dioden-Array-Detektors, der an eine Computereinheit angeschlossen war. 

Durch Verwendung einer geeigneten Software erfolgte die Aufzeichnung und Auswertung der 

Chromatogramme.   
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5 Optimierung des Verfahrens 

5.1 Wahl des geeigneten Elutionsmittels 

 
In den meisten Veröffentlichungen zur On-line-SPE/HPLC wird zur Elution der 

angereicherten Substanzen von der SPE-Phase die Lösungsmittelzusammensetzung 

eingesetzt, die bei der anschließenden chromatographischen Trennung als mobile Phase dient. 

Bei der Verwendung eines  Gradientenprogramms ist dies der Starteluent. Um das für die hier 

untersuchten Analyten geeignete Elutionsmittel zu finden, wurde der Einfluß verschiedener  

Elutionsmittelzusammensetzungen auf  Form und Größe der erhaltenen Peaks untersucht.  

 

Dazu wurden 100 µL HPLC-Standardgemisch 2 (HPLC-SG 2) mit bidest. Wasser auf 500 mL 

aufgefüllt (c = 1 µg/L, je Analyt) und mit Natronlauge (c = 10 mol/L) auf pH 10,5 eingestellt. 

Die Zusammensetzung von HPLC-SG 2 entsprach der von HPLC-SG 1, jedoch in fünffach 

konzentrierterer Form (c = 5 µg/mL, je Analyt). Lediglich 2,4,5-Trichloranilin war in diesem 

Gemisch noch nicht vorhanden. Von der so hergestellten Wasserprobe wurden jeweils 50 mL 

angereichert. Da aus vorherigen Arbeiten (22) bekannt war, daß sich Methanol, 

Methanol/Acetonitril und Acetonitril gut zur Elution der aromatischen Amine von HR-P-

Phasen eignen, wurden verschiedene Gradientenprogramme mit unterschiedlichen Gehalten 

an den oben genannten Lösungsmitteln untersucht. 

 

Zur Anreicherung von 50 mL Wasserprobe mit nachfolgender Elution durch ein 

Acetonitril/Puffer- oder Acetonitril/Wasser-Gemisch wurde das Pumpenprogramm 

verwendet, das in Tab. 4 aufgeführt ist. Die angegebenen Zeiten bezogen sich auf den 

Injektionszeitpunkt t = 0 min. Die Festphase wurde zunächst bei einer Fließrate von 

1,0 mL/min mit 7 mL Acetonitril und 5 mL bidest. Wasser konditioniert. Anschließend 

wurden 50 mL Wasserprobe mit einer Fließrate von 5,0 mL/min über die Festphase geleitet. 

Danach wurde die Festphase bei einer Fließrate von 1,0 mL/min mit 3 mL bidest. Wasser 

gewaschen. Bei der Verwendung von Methanol als Elutionsmittel wurden die Festphasen mit 

Methanol anstelle von Acetonitril konditioniert. 
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Tab. 4: Pumpenprogramm (P1) zur Anreicherung von 50 mL Wasserprobe 

 
Eluentenzusammensetzung 

P1 (Anreicherung)  

 

t a/ min 

 

Fließrate 

/ (mL / min) A / % B / % C / % 

-25,00 1,0 0 100 0 

-18,10 1,0 0 100 0 

-18,00 1,0 0 0 100 

-13,10 1,0 0 0 100 

-13,00 5,0 100 0 0 

-03,00 5,0 100 0 0 

-02,90 1,0 0 0 100 

 03.00 1,0 0 0 100 

 

a: bezogen auf Injektionszeitpunkt t = 0 min 

A: Wasserprobe 

B: Acetonitril 

C: Wasser 

 

Folgende Starteluenten wurden untersucht: 
 
• Methanol/Wasser (30/70, v/v) 

• [Methanol/Acetonitril (2/1, v/v)]/Wasser  (30/70, v/v) 

• [Methanol/Acetonitril (1/1, v/v)]/Wasser  (30/70, v/v) 

• [Methanol/Acetonitril (1/2, v/v)]/Wasser  (30/70, v/v) 

• Acetonitril/Wasser  (30/70, v/v) 

 

In Abb. 3 sind drei mit unterschiedlichen Eluentenzusammensetzungen erhaltene 

Chromatogramme im selben Maßstab vergleichend dargestellt. Die Chromatogramme wurden 

unter Verwendung desselben Gradienten aufgenommen.  

 



5 Optimierung des Verfahrens  25 

Signalhöhe

t  / min
R

0 10,0 20,0 30,0 40,0

1
2

3 4
5

6 7

8

9

10 11

1 2 3 4

5

7
6

8

9 10 11

1 2 4
6

7

8

9

10 113

5

a)

b)

c)

 

 

Abb. 3: Chromatogrammvergleich zur Auswahl des geeigneten Eluenten, HPLC-SG 2 

 a: MeOH/H20 30/70; b: [MeOH/MeCN(1:1)]/H2O 30/70; c: MeCN/H2O 30/70;  
 Peakzuordnung s. Tab. 5 

 
 
Es ist deutlich zu erkennen, daß sich beim Übergang von Methanol zu Acetonitril als 

organischem Modifier der mobilen Phase die Peakform sichtlich verbesserte. Auch die Größe 

der erhaltenen Peaks stieg durch die Verwendung von Acetonitril/Wasser als Eluent merklich 

an. Die Peakzuordnung erfolgte nach Tab. 5 (s. Kapitel 5.2). Die Verschiebung der 

Retentionsreihenfolge von 4-Chloranilin (5) und 2-Amino-4-nitrotoluol (6) ist in Abb. 3 zwar 

nur schwer zu beobachten, konnte aber durch Betrachtung der UV-Spektren  erkannt werden.  
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Wie aus vorhergehenden Arbeiten bekannt war, wird für die Elution der aromatischen Amine 

von der Festphase bei der Verwendung von Methanol ein größeres Volumen an Elutionsmittel 

benötigt als bei der Elution mit Acetonitril (22). Die Verbindungen werden also langsamer 

von der Phase eluiert, was im Falle der On-line-SPE/HPLC zu einer verlangsamten 

Probenaufgabe auf die analytische Säule führt. Die Folge sind Peakverbreiterungen und ein 

starkes Peaktailing. Da bei dem hier verwendeten Gradientenprogramm das elektronische 

Schaltventil 2 min nach der Injektion wieder auf „load“ zurückgestellt wurde, war die 

vollständige Elution der Substanzen von der SPE-Phase bei der Verwendung von Methanol zu 

diesem Zeitpunkt noch nicht erfolgt. Dies ist  der Grund für die im Vergleich in Abb. 3 

beobachtete geringere Peakgröße. 

 
 

5.2 Entwicklung eines Gradientenprogramms 
 

Nachdem sich bei der Untersuchung der Eluentzusammensetzung gezeigt hatte, daß  

Acetonitril als Modifier der mobile Phase am besten geeignet war, wurde im folgenden ein 

Gradientenprogramm entwickelt, das eine effektive Trennung der untersuchten Verbindungen 

ermöglichen sollte. Dabei war darauf zu achten, daß der Anfangsgehalt an Acetonitril 

möglichst hoch war, um eine rasche Elution der Analyten von der  Festphase zu 

gewährleisten. Ein zu hoher Acetonitril-Anteil wirkte sich jedoch nachteilig auf die 

chromatographische Trennung aus, da dies ein Überlappen besonders der zuerst eluierten 

Substanzen zur Folge hatte. Wie in Abb. 3 ebenfalls zu erkennen ist, kam es auch bei 

Verwendung von Acetonitril/Wasser als Eluent bei den früh eluierten Verbindungen zu einem 

ausgeprägten Peaktailing. Dieses Tailing galt es möglichst zu minimieren. 

 

Mehrere Gradientenprogramme wurden verwendet. Der Anfangsgehalt an Acetonitril variierte 

dabei von 20 bis 40 %. Da in vorhergegangenen Arbeiten zur Trennung aromatischer Amine 

mittels HPLC ein Methanol/Phosphatpuffer-Gemisch verwendet wurde (22), wurde 

untersucht, ob der Ersatz des bidest. Wassers durch einen Phosphat-Puffer (je 15 mmol 

NaH2PO4 und Na2HPO4 in 1 L Wasser, pH 7,2) eine Verbesserung der Trennung bewirkt. 

  

Als beste Ausgangszusammensetzung für die mobile Phase erwies sich ein 

Acetonitril/Phosphatpuffer-Gemisch im Verhältnis 28/72. In Abb. 4 ist  ein Chromatogramm, 

das nach der Anreicherung von 50 mL einer Wasserprobe, die HPLC-SG 2 (c = 1 µg/L) 
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enthielt, aufgezeichnet wurde im Vergleich zu einem Chromatogramm, das nach direkter 

Einspritzung (20 µL) des Gemischs in passender Konzentration dargestellt. Beide 

Chromatogramme wurden mit demselben Gradientenprogramm aufgenommen.  
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Abb. 4: Chromatogramme zum Vergleich von On-line-SPE und direkter Injektion 

a: Anreicherung von 50 mL Wasserprobe; b: direkte Injektion; Peakzuordnung s. 
Tab. 5  

 
 

Es ist zu erkennen, daß die Peaks nach On-line-SPE-HPLC  breiter waren als die, welche bei 

direkter Injektion erhalten wurden, und es trat häufig Peak-Tailing auf. Zum Vergleich sind in 

Tab. 5 die Halbwertsbreiten der einzelnen Peaks gegenübergestellt. Während sich die 

Halbwertsbreiten der Peaks zu Beginn und am Ende der chromatographischen Trennung nicht 

sehr stark unterschieden, wiesen die Halbwertsbreiten der mittleren Fraktion größere 

Unterschiede auf. 
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Die stark polaren Verbindungen (1 u. 2), die zuerst von der analytischen Säule eluiert wurden, 

wurden auch dementsprechend zügig von der SPE-Vorsäule gespült. Die Probenaufgabe 

erfolgte also rascher als bei den später eluierten Substanzen, und das Probenaufgabevolumen 

war dementsprechend kleiner, was eine schwächer ausgeprägte Peakverbreiterung zur Folge 

hatte. Bei den zuletzt eluierten Substanzen war das Probenaufgabevolumen zwar größer, die 

Analyten wurden aber durch den verwendeten Gradienten, d.h. den höheren Anteil an 

Acetonitril, stärker fokussiert, was ebenfalls schmalere Peaks zur Folge hatte. 

 

Tab. 5: Halbwertsbreiten nach On-line-SPE/HPLC und direkter Injektion 

 
Substanz Peak-

Nr. 

HWB 

/ min 

SPE 

HWB 

/ min 

direkt 

Substanz Peak-

Nr. 

HWB 

/ min 

SPE 

HWB 

/ min 

direkt 

2,6DAT 1 0,19 0,18 3,5DNA 7 0,40 0,27 

2,4DA6NT 2 0,24 0,23 2NphA 8 0,32 0,20 

4NA 3 0,34 0,25 2A4,6DNT 9 0,27 0,17 

4AT 4 0,38 0,27 3,4DClA 10 0,18 0,15 

4ClA 5 0,45 0,35 4ABPh 11 0,19 0,16 

2A4NT 6 0,49 0,36     

 
HWB: Halbwertsbreite 
 

 

Das optimierte Gradientenprogramm ist in Tab. 6 aufgeführt. Nachdem das Motorschaltventil 

auf „inject“ umgeschaltet wurde, wurden die Analyten 2 min lang von der mobilen Phase auf 

die analytische Säule gespült. Anschließend schaltete das Ventil wieder auf „load“. Zuvor war 

überprüft worden, ob diese Zeit zur vollständigen Elution der Analyten von der SPE-Vorsäule 

ausreichte, was der Fall war. Die Umschaltung des Ventils wurde durchgeführt, da so das 

Spülen der Vorsäule während der Analyse ermöglicht wurde.  

 



5 Optimierung des Verfahrens  29 

Tab. 6: Optimiertes Gradientenprogramm (P2) zur HPLC-Analyse 

 
Eluentenzusammensetzung 

P1 (Anreicherung)  

 

t / min 

ESV 

in  Stellung 

D / % E / % F / % 

-25,00 load 72 28 0 

 00,00 inject 72 28 0 

 02,00 load 72 28 0 

 10,00 load 72 28 0 

 20,00 load 40 60 0 

 35,00 load 20 80 0 

 

D: Phosphat-Puffer 

E: Acetonitril 

F: Wasser 

 

Die Absorptionsmaxima der verschiedenen Verbindungen liegen bei unterschiedlichen 

Wellenlängen. Um die Nachweisempfindlichkeit für die einzelnen Substanzen zu erhöhen, 

erfolgte die Aufnahme der Chromatogramme bei unterschiedlichen Wellenlängen. Zusätzlich 

zur in vergangenen Arbeiten (22) gewählten Meßwellenlänge λ = 230 nm wurde λ = 210 nm 

ausgewählt. 

 

Abb. 5 zeigt zwei Chromatogramme  nach On-line-SPE-HPLC bei einer Meßwellenlänge von 

210 nm und 230 nm im Vergleich. Die Chromatogramme wurden mit Hilfe des optimierten 

Gradientenprogramms aufgenommen. 
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Abb. 5: Chromatogramme des HPLC-SG 1 nach On-line-SPE-HPLC, 210 und 230 nm 

a: λ = 230 nm; b: λ = 210 nm; Gradient Acetonitril/Phosphatpuffer (pH 7,3; s. Kap. 
15.2.4); Peakzuordung s. Tab. 7 

 
 
Die Retentionszeiten und die Zuordnung der einzelnen Peaks sind in Tab. 7 angegeben. 

Außerdem sind die Absorptionsmaxima der einzelnen Verbindungen aufgeführt, die für die 

Auswahl der geeigneten Meßwellenlängen erforderlich waren. Da die beiden 

Chromatogramme im selben Maßstab abgebildet sind, läßt sich erkennen, daß sich, je nach 

gewählter Meßwellenlänge, die Empfindlichkeit des Detektors auf die einzelnen Analyten 
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teilweise stark unterschied. 3,5-Dinitroannilin, 2-Naphthylamin und 2-Amino-4,6-

dinitroanilin wurden bei λ= 230 nm viel empfindlicher detektiert als bei λ = 210 nm, da diese 

Verbindungen dort ein ausgeprägtes UV-Maximum besitzen. Bei 4-Nitroanilin, 4-

Aminotoluol und 4-Chloranilin war ebenfalls eine Steigerung der Peakintensitäten bei 

λ = 230 nm zu beobachten, die jedoch wesentlich geringer ausfiel, da sich die Intensität der 

UV-Spektren jener Verbindungen bei λ = 230 nm nur unwesentlich von denen bei λ = 210 nm 

unterscheiden. Bei λ = 210 nm war für 2,6-Diaminotoluol, 2,4-Diamino-6-nitrotoluol, 3,4-

Dichloranilin, 4-Aminobiphenyl und 2,4,5-Trichloranilin im Vergleich zu λ = 230 nm eine 

deutliche Steigung der Peakintensitäten zu beobachten, die auf entsprechend große UV-

Maxima bei dieser Wellenlänge zurückzuführen ist. Es war deshalb sinnvoll, die 

Aufzeichnung der Chromatogramme bei diesen beiden Wellenlängen durchzuführen.  

 

Tab. 7: Retentionszeiten und UV-Daten 

 
Substanz tR / min Peak-Nr. UV-Maxima / nm 

2,6DAT 4,01 1 212 - 287 

2,4DA6NT 6,88 2 213 236 346 

4NA 9,55 3 201 225 378 

4AT 11,55 4 201 234 288 

4ClA 16,76 5 201 238 294 

2A4NT 17,89 6 - 225/247 292/358 

3,5DNA 19,72 7 - 225 260 

2NphA 20,96 8 215 236 280 

2A4,6DNT 21,99 9 - 226 373 

3,4DClA 23,60 10 207 245 305 

4ABPh 24,70 11 201 - 280 

2,4,5TClA 28,86 12 213 245 - 

  

 

5.3 Optimierung des pH-Werts der Wasserprobe 
 

Die Anreicherung aromatischer Amine erfolgt in der Regel aus Wasserproben, die zuvor stark 

alkalisch gemacht wurden (pH 12). Werden Realproben mit Natronlauge auf pH 12 gebracht, 

kommt es oft zur Bildung kolloidaler Niederschläge aus Eisenoxiden und –hydroxiden (41). 
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Die Lösungen müssen dann zunächst filtriert werden, um ein Verstopfen der Festphase zu 

verhindern. Da auch die Filter hierbei meist sehr schnell verstopfen, ist dies ein 

zeitaufwendiger Schritt. Durch eine Einstellung der Probe auf einen niedrigeren pH-Wert 

kann das Auftreten der Niederschläge verhindert werden. Deshalb wurde untersucht, welchen 

Einfluß der pH-Wert der Wasserprobe auf die Extraktion hat. 

 

Dazu wurde zu 1 L bidest. Wasser  1 mL HPLS-SG 1 zugesetzt. Die Konzentration der 

Analyten in der Wasserprobe betrug somit 1 µg/L. Die Wasserprobe wurde mit Natronlauge 

(c = 10 mol/L) auf unterschiedliche pH-Werte eingestellt: 

 

• pH 7,0 

• pH 8,5 

• pH 10,0 

• pH 11,0 

 

Die Wasserprobe wurde bei dem jeweils eingestellten pH-Wert je drei mal mit dem oben 

beschriebenen Verfahren gemessen. Die Wiederfindungsraten wurden bestimmt, indem das 

Standardgemisch in passender Konzentration direkt in das HPLC System injiziert wurde 

(20 µL Injektionsvolumen, Dreifachbestimmung). Anschließend wurde der Quotient aus dem 

Mittelwert der Peakflächen nach On-line-SPE/HPLC und dem Mittelwert der Peakflächen 

nach Direkteinspritzung gebildet. 

 

In Tab. 8 sind die Wiederfindungsraten der Analyten bei verschiedenen pH-Werten  

zusammen mit deren pKS1-Werten aufgeführt. Die aufgelisteten pKS-Werte wurden mit der 

HAMMET-Gleichung nach (120) berechnet und aus (22) übernommen.  
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Tab. 8: Abhängigkeit der Wiederfindungsrate vom pH-Wert der Wasserprobe 

 
 

 
Wiederfindungsrate / % 

Substanz pKS11 pH 7 pH 8,5 pH 10 pH 11 

2,6DAT 4,29 7 13 46 52 

2,4DA6NT 2,85 95 98 100 101 

4NA 0,95 78 78 77 78 

4AT 4,98 80 83 100 102 

4ClA 3,89 91 91 100 102 

2A4NT 2,16 104 103 102 102 

3,5DNA 0,32 98 98 98 98 

2NphA 4,35 85 84 90 91 

2A4,6DNT 0,03 97 98 98 98 

3,4DClA 2,82 95 96 97 98 

4ABPh 4,61 69 75 80 89 

2,4,5TClA 0,89 67 69 69 70 

 

 

Es zeigte sich, daß der pH-Wert der Wasserprobe einen unterschiedlich starken Einfluß auf 

die Wiederfindung der einzelnen Analyten hatte. Während die Wiederfindungsraten bei 4-

Nitroanilin, 2-Amino-4-nitroanilin, 3,5-Dinitroanilin, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol und 2,4,5-

Trichloranilin nicht von der Erhöhung des pH-Werts beeinflußt wurden, stiegen sie bei 2,4-

Diamino-6-nitrotoluol, 4-Chloranilin, 2-Naphthylamin und 3,4-Dichloranilin leicht an. Ein 

deutlicher Anstieg wurde bei 2,6-Diaminotoluol, 4-Aminotoluol und 4-Aminobiphenyl 

beobachtet, wobei er bei 2,6-Diaminotoluol am größten war. Betrachtet man die pKS1-Werte 

dieser Verbindungen, so zeigte sich, daß  die Substanzen, deren Wiederfindungsraten am 

stärksten erhöht wurden,  pKS1-Werte ≥ 4 besitzen. Dagegen weisen die Substanzen, deren 

Wiederfindungsraten nicht von einer Steigerung des pH-Werts beeinflußt wurden, pKS1-

Werte ≤ 2,5 auf. Die Wiederfindungsraten einer Auswahl an Analyten sind in  Abb. 6 für die 

verschiedenen pH-Werte graphisch dargestellt. 
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Abb. 6: Abhängigkeit der Wiederfindungsraten von pH-Wert der Wasserprobe 

 

Für die weiteren Untersuchungen wurde der pH-Wert der Wasserproben auf 10,5 eingestellt. 

 

5.4 Optimierung weiterer Parameter 

5.4.1 Fließrate der Wasserprobe 
 
Der Einfluß weiterer Parameter auf die Elution wurde ebenfalls untersucht. Zunächst wurde 

überprüft, ob die Änderung der Fließgeschwindigkeit der Wasserprobe durch die SPE-Säule 

die Wiederfindung der Analyten beeinflußt. Dazu wurden 50 mL einer Wasserprobe (HPLC-

SG 1, c = 1 µg/L je Analyt, pH 10,5) je dreimal bei unterschiedlichen Fließraten (1 mL/min, 

2,5 mL/min und 5 mL/min) angereichert und die Wiederfindungsraten der Substanzen 

miteinander verglichen. In Abb. 7 sind die Wiederfindungsraten ausgewählter Verbindungen 

in Abhängigkeit von der Fließrate aufgetragen. Es ist zu erkennen, daß die Fließrate im 

untersuchten Bereich keinen Einfluß auf die Wiederfindungsraten der Verbindungen hat. Auf 

eine weitere Erhöhung der Fließrate wurde verzichtet, um einen Anstieg des Drucks im 

Anreicherungssystem zu verhindern. Im weiteren Verlauf erfolgte die Anreicherung deshalb 

bei einer Fließrate von 5 mL/min. 
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Abb. 7: Abhängigkeit der Wiederfindungsraten von der Fließrate 

 

5.4.2 Konditionierung 
 
Zur Ermittlung der geeigneten Volumina an organischem Lösungsmittel und Wasser zur 

Konditionierung der Festphase vor der Anreicherung, wurden die Festphasen mit 

unterschiedlichen Mengen an Acetonitril und Wasser vorbehandelt. Da jedoch im Anschluß 

an jede Anreicherung die SPE-Vorsäule mit mindestens 10 mL Acetonitril  gespült wurde, 

erwies sich die für die Konditionierung verwendete Menge an Acetonitril als unerheblich für 

die Anreicherung. Für die Vorversuche waren bereits jeweils 5 mL Wasser zur 

Konditionierung verwendet worden. Eine Erhöhung des Volumens (7,5 mL und 10 mL) hatte 

keinen Einfluß auf die Anreicherung der Analyten. Eine mögliche Verringerung des 

Wasservolumens wurde nicht untersucht.  

 

In vorhergegangen Arbeiten (22) wurde anstelle  von Wasser Natronlauge (c = 10-5 mol/L) 

zur Konditionierung der Festphase verwendet, da die spätere Anreicherung ebenfalls aus 

basischer Lösung erfolgte. Eine mögliche Verbesserung der Anreicherung durch den Ersatz 

des Wassers durch Natronlauge konnte jedoch nicht untersucht werden, da mit der 

verwendeten Pumpe nur drei unterschiedliche Lösungsmittel gefördert werden konnten und 

diese Kanäle bereits belegt waren. 

 

5.4.3 Temperatur und Fließrate bei der chromatographischen Trennung 
 
Weil die verwendete HPLC-Apparatur über einen thermostatisierten Säulenofen verfügte, 

wurden Trennungen bei unterschiedlichen Temperaturen durchgeführt, da die Erhöhung der 

Temperatur oft die Trennleistung der Säule verbessert. Eine zu hohe Temperatur 
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beeinträchtigte die Trennung der Substanzen, da einige Peaks sich teilweise überlagerten. Die 

Messungen wurden deshalb bei 30 °C durchgeführt. 

 

Als Fließrate für die Chromatographie wurde 0,5 mL/min gewählt. Bei der verwendeten Säule 

(Partikelgröße: 5 µm) hätte die Fließrate durchaus erhöht werden können, da der 

Maximaldruck bei dem verwendeten Gradientenprogramm nur bei 170 bar lag. Dies hätte den 

Vorteil einer verkürzten Analysenzeit gehabt. Eine Erhöhung der Fließrate hatte jedoch 

ebenfalls eine verschlechterte Trennung der Substanzen zu Folge und wurde daher nicht 

durchgeführt. 
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6 Validierung des Verfahrens 
 

6.1 Wiederfindungsraten und Wiederholgenauigkeit 
 

Die Bestimmung der Wiederfindungsraten erfolgte bei zwei verschiedenen 

Analytkonzentrationen sowie in zwei unterschiedlichen Matrices.  

 

Zunächst wurden die Wiederfindungsraten für eine Konzentration von 0,5 µg/L je Substanz in 

bidest. Wasser und in Trinkwasser bestimmt. Die Trinkwaserprobe wurde am 15.11.2000 aus 

dem Ortsnetz entnommen (Institut für Umwelthygiene, Marburg). Die Wasserprobe aus 

250 µL des HPLC-SG 1 in 500 mL bidest. Wasser bzw. 500 mL Trinkwasser wurde mit 

Natronlauge (c = 10 mol/L) auf pH 10,5 eingestellt. Das Anreicherungsvolumen betrug 

50 mL. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. Die Wiederfindungsraten 

wurden als Quotient aus dem Mittelwert der  erhaltenen Peakflächen und der Peakfläche, die 

bei der direkten Injektion der gleichen Menge an Substanz erhalten wurde, berechnet. Die so 

erhaltenen Wiederfindungsraten in bidest. Wasser und Trinkwasser und die relativen 

Standardabweichungen sind in Tab. 9 aufgeführt. 

 

Die Wiederfindungsraten erreichten für die Hälfte der untersuchten Substanzen Werte von 

über 90 %. Der höchste Wert lag bei 101 % für 2-Amino-4-nitrotoluol und der niedrigste 

Wert bei 60 % für 2,6-Diaminotoluol. Ein Einfluß der Matrix konnte nicht festgestellt werden. 

Die Wiederfindungsraten in Trinkwasser und in bidest. Wasser unterschieden sich nur 

minimal. 

 

Die relativen Standardabweichungen lagen bei der Bestimmung in bidest. Wasser zwischen 

0,26 % für 3,4-Dichloranilin und 5,2 % für 4-Nitroanilin. Für den Großteil der Verbindungen 

lagen die Werte bei weniger als 2,5 %. In Trinkwasser wurden relative 

Standardabweichungen zwischen 0,29 % für 3,4-Dichloranilin und 5,03 % für 4-Nitroanilin 

ermittelt. Auch hier lag der Großteil der Werte bei unter 2,5 %. Beim Vergleich der relativen 

Standardabweichungen in den verschiedenen Matrices ließ sich kein Trend erkennen. Ein Teil 

der Verbindungen wies in Trinkwasser ein anderer Teil in bidest. Wasser eine höhere 

Wiederholgenauigkeit auf.  
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Tab. 9: Wiederfindungsraten  und relative Standardabweichungen  in bidest. Wasser 

 und Trinkwasser  (c = 0,5 µg/L) 

 
Substanz λ / nm WDF in BW 

/ % 

Srel. 

/ % 

WDF in TW 

/ % 

Srel. 

/ % 

2,6DAT 210 60 1,65 64 1,76 

2,4DA6NT 210 99 2,02 101 2,81 

4NA 230 93 5,20 94 5,03 

4AT 230 99 4,08 98 3,50 

4ClA 230 100 2,19 97 1,25 

2A4NT 230 101 1,63 101 3,76 

3,5DNA 230 93 0,84 94 0,41 

2NphA 230 84 5,17 90 1,74 

2A4,6DNT 230 87 0,31 87 0,66 

3,4DClA 210 87 0,26 88 0,29 

4ABPh 210 75 0,96 75 0,89 

2,4,5TClA 210 68 0,68 69 1,11 

 
Srel.: relative Standardabweichung WDF: Widerfindungsrate 

TW: Trinkwasser BW: bidest. Wasser 

λ : Meßwellenlänge 

 

Auf die gleiche Weise wurden die Wiederfindungsraten für eine Analytkonzentration von 

5,0 µg/L bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 10 aufgeführt. 



6 Validierung des Verfahrens  39 

Tab. 10: Wiederfindungsraten und relative Standardabweichungen in bidest. Wasser 

 und Trinkwasser (c = 5,0 µg/L) 

 
Substanz λ / nm WDF in BW 

/ % 

Srel. 

/ % 

WDF in TW 

/ % 

Srel. 

/ % 

2,6DAT 210 66 1,85 73 1,98 

2,4DA6NT 210 98 2,39 97 3,54 

4NA 230 95 4,96 95 5,24 

4AT 230 102 3,26 98 1,34 

4ClA 230 100 1,89 100 1,90 

2A4NT 230 103 3,12 101 4,29 

3,5DNA 230 94 1,32 90 5,42 

2NphA 230 93 4,59 91 4,21 

2A4,6DNT 230 90 0,43 85 2,86 

3,4DClA 210 89 0,31 87 2,66 

4ABPh 210 75 1,13 69 2,00 

2,4,5TClA 210 71 0,52 66 1,73 

 
Srel.: relative Standardabweichung WDF: Widerfindungsrate 

TW: Trinkwasser BW: bidest. Wasser 

λ : Meßwellenlänge 

 

Die Wiederfindungsraten erreichten für die Hälfte der untersuchten Substanzen in beiden 

Matrices Werte von über 90 %. Der höchste Wert lag bei 103 % für 2-Amino-4-nitrotoluol in 

bidest. Wasser und der niedrigste Wert bei 66 % für 2,6-Diaminotoluol in Trinkwasser. Ein 

Einfluß der Matrix konnte nicht festgestellt werden. Die Wiederfindungsraten in Trinkwasser 

und in bidest. Wasser unterschieden sich nur geringfügig, lagen jedoch im Durchschnitt für 

bidest. Wasser etwas höher. 

 

Die relativen Standardabweichungen lagen bei der Bestimmung in bidest. Wasser zwischen 

0,31 % für 3,4-Dichloranilin und 4,96 % für 4-Nitroanilin. Für den Großteil der Verbindungen 

lagen die Werte bei weniger als 2,5 %. In Trinkwasser wurden relative 

Standardabweichungen zwischen 1,34 % für 4-Aminotoluol und 5,42 % für 3,5-Dinitroanilin 

festgestellt. Der Großteil der Werte lag unter 3,0 %. Beim Vergleich der relativen 
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Standardabweichungen in den verschiedenen Matrices zeigte sich, daß der Großteil der 

Verbindungen in Trinkwasser eine höhere relative Standardabweichung aufwies.  

 

6.2 Bestimmung der Durchbruchsvolumina 
 
Eine wichtiger Parameter bei der Beurteilung von Festphasen ist das Durchbruchsvolumen der 

Analyten. Das Durchbruchsvolumen stellt das maximale Probenvolumen dar, das mit einer 

theoretischen Wiederfindungsrate von 100 % aufgegeben werden kann. Wird dieses Volumen 

überschritten, so bricht der Analyt am Säulenende durch und es kommt zu Analytverlusten, 

die eine Verfälschung der Analyse bewirken. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, das 

Durchbruchsvolumen abzuschätzen.  

 

Eine Möglichkeit ist es, eine Wasserprobe, die den Analyten enthält, über die Festphase zu 

leiten und das UV-Signal direkt nach dem Durchlaufen der Festphase aufzuzeichnen. Die 

Analytkonzentration sollte dabei im Spurenbereich liegen, um die Kapazität des Sorbens nicht 

zu überschreiten. Bei Auftragung des Signals gegen das durchlaufene Volumen wird eine 

Durchbruchskurve erhalten, die unter idealen Bedingungen eine bilogarithmische Form 

aufweist. Das Durchbruchsvolumen VB ist  als das Volumen definiert, bei dem das Signal 1 % 

des maximalen Signals erreicht. 

 

Die zweite Möglichkeit zur Abschätzung des Durchbruchsvolumens besteht darin, die 

Festphasenextraktion mehrmals mit steigenden Anreicherungsvolumina durchzuführen. Die 

angereicherte Stoffmenge wird dabei konstant gehalten. Anschließend werden die 

Wiederfindungsraten gegen das Anreicherungsvolumen aufgetragen. Das Anreicherungs-

volumen, bei dem die Wiederfindungsraten zu sinken beginnen, die Linearität der Funktion  

also endet, wird als Durchbruchsvolumen angenommen. Ein Vorteil dieser Methode ist, daß 

auf diese Weise die Durchbruchsvolumina mehrerer Verbindungen gleichzeitig und bei realen 

experimentellen Bedingungen bestimmt werden können. 
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Zur Bestimmung der Durchbruchsvolumina der hier untersuchten Substanzen wurde die 

zweite Möglichkeit angewandt. Die Wasserproben wurden aus HPLC-SG 1 in bidest. Wasser 

hergestellt und mit Natronlauge (c = 10 mol/L) auf pH 10 eingestellt. Die untersuchten 

Anreicherungsvolumina sowie die Analyt-Konzentrationen der jeweiligen Wasserprobe sind 

in Tab. 11 aufgeführt.  

 

Tab. 11: Untersuchte Anreicherungsvolumina und Konzentrationen der Wasserproben 

 
Anreicherungs-

volumen / mL 

Konzentration der 

Wasserprobe / (µg/L) 

Anreicherungs-

volumen / mL 

Konzentration der 

Wasserprobe / (µg/L) 

25 2,00 200 0,25 

50 1,00 300 0,17 

100 0,50 500 0,10 

150 0,33 600 0,08 

 

 

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. Durch Vergleich mit den bei der 

direkten Injektion einer adäquaten Menge an Analyt erhaltenen Meßwerte wurden die 

Wiederfindungsraten berechnet. In Abb. 8 sind die so erhaltenen Wiederfindungsraten einer 

Auswahl von Verbindungen in Abhängigkeit vom Anreicherungsvolumen aufgetragen. 

 

 
Bis zu einem Anreicherungsvolumen von ca. 300 mL war der Verlauf der 

Wiederfindungsraten nahezu konstant. Eine weitere Erhöhung des Anreicherungsvolumens  

führte zu einem leichten Absinken der Wiederfindungsraten. Ein deutlicher Verlust an 

Analyten war allerdings auch bei einem Anreicherungsvolumen von 600 mL außer für 4-

Chloranilin nicht festzustellen. In Tab. 12 sind die abgeschätzten Durchbruchsvolumina aller 

Verbindungen aufgeführt.  
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Abb. 8: Abhängigkeit der Wiederfindungsraten vom Anreicherungsvolumen bei Online- 

 SPE  

 
 
 

Tab. 12: Durchbruchsvolumina bei On-line-SPE mit HR-P-Vorsäulen 

 
Substanz 

 

Durchbruchsvolumen 

/ mL 

Substanz 

 

Durchbruchsvolumen 

 / mL 

2,6DAT ≤ 25 3,5DNA ≥ 300 

2,4DA6NT ≥ 300 2NphA ≥ 300 

4NA ≥ 300 2A4,6DNT ≥ 300 

4AT ≥ 300 3,4DClA ≥ 300 

4ClA ≥ 300 4ABPh ≥ 300 

2A4NT ≥ 300 2,4,5TClA ≥ 300 

 
 
Die Werte lagen für alle Verbindungen, außer für 2,6-Diaminotoluol mit einem 

Durchbruchsvolumen von ca. 25 mL, bei über 300 mL. Auf  eine weitere Erhöhung des 

Anreicherungsvolumens wurde verzichtet, da die Anreicherungszeit sonst unverhältnismäßig  

hoch gewesen wäre. Außerdem trat bei der Erhöhung des Anreicherungsvolumens zunehmend 

eine Peakverbereiterung mit Peaktailing auf. In Abb. 8 sind zwei Chromatogramme im selben 

Maßstab vergleichend dargestellt. Chromatogramm b wurde nach Anreicherung von 50 mL 
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Wasserprobe erhalten, Chromatogramm a nach Anreicherung von 300 mL. Die Zuordnung 

der Peaks ist in Tab. 13 aufgeführt. Der Unterschied der Peakformen ist deutlich zu erkennen. 
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Abb. 9: Chromatogrammvergleich bei unterschiedlichen Anreicherungsvolumina,  

 HR-P-Vorsäule 

a: Anreicherungsvolumen 300 mL; b: Anreicherungsvolumen 50 mL, λ = 230nm, 
Peakzuordnung s. Tab. 13 

 

 
Diese ist dadurch zu erklären, daß sich die Probenaufgabe auf die analytische Säule bei dem 

hier verwendeten Rückspül-Modus mit steigenden Anreicherungsvolumina verlängerte, da die 
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Analyten weiter in die SPE-Vorsäule gewandert waren.  Demgegenüber sind die Analyten bei 

geringem Anreicherungsvolumen an Anfang der Säule fokussiert und werden rasch eluiert. 

Ein zu hohes Anreicherungsvolumen war also auch aus chromatographischen Gründen nicht 

sinnvoll. 

 

Tab. 13: Zuordnung der Peaknummern nach On-line-SPE/HPLC mit HR-P-Festphasen 

 
Substanz Peak-Nr. Substanz Peak-Nr. 

2,6DAT 1 3,5DNA 7 

2,4DA6NT 2 2NphA 8 

4NA 3 2A4,6DNT 9 

4AT 4 3,4DClA 10 

4ClA 5 4ABPh 11 

2A4NT 6 2,4,5TClA 12 

 
 
 

6.3 Kalibrierung zur Ermittlung der Bestimmungsgrenzen 
 

Die Kalibrierung des Verfahrens erfolgte für ein Anreicherungsvolumen von 50 mL. Dieses 

vergleichsweise geringe Volumen wurde gewählt, da Vorversuche gezeigt hatten, daß hierbei 

bereits Bestimmungsgrenzen ≤ 0,1 µg/L zu erwarten waren und die Analysenzeit so möglichst 

klein gehalten werden konnte. 

 

Unter Verwendung von HPLC-SG 1 wurden Wasserproben unterschiedlicher Konzentration 

in bidest. Wasser hergestellt. Sie enthielten 

 

• 0,1 µg/L 

• 0,5 µg/L 

• 1,0 µg/L 

• 1,5 µg/L 

• 2,0 µg/L 

 

je Analyt. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß 10 Datenpaare für 

die Berechnung der Kenndaten zur Verfügung standen.  
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Die Kenndaten der Kalibrierung und die Bestimmungsgrenzen wurden nach DIN 38402-51 

ermittelt. Hierbei ist die Bestimmungsgrenze XB abhängig von der Verfahrens-

standardabweichung sx: 

 

XB = 2 · t(P = 95 %,f0) ·  sx 

 

XB: Bestimmungsgrenze 

t: Student-Faktor 

P: statistische Sicherheit 

f0: Freiheitsgrad der Verfahrensstandardabweichung 

sx: Verfahrensstandardabweichung 

 

Die berechneten Kenndaten der Kalibrierung, die verwendeten Meßwellenlängen sowie die 

Bestimmungsgrenzen sind in Tab. 14  aufgeführt.  
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Tab. 14: Kenndaten der Kalibrierung zur Ermittlung der Bestimmungsgrenzen  

 
Substanz λ / nm Ordinaten-

abschnitt / 

mAU 

Steigung / 

(mAU/ 

(µg/L)] 

sx /(µg/L) Vk / % XB / (µg/L) 

2,6DAT 210 -0,231 19,340 0,025 2,45 0,082 

2,4DA6NT 210 -0,541 18,020 0,194 1,90 0,063 

4NA 230 0,160 4,514 0,019 1,89 0,063 

4AT 230 -0,120 5,847 0,021 2,06 0,069 

4ClA 230 -0,057 4,649 0,011 1,08 0,036 

2A4NT 230 -0,161 6,551 0,010 1,00 0,033 

3,5DNA 230 0,059 10,236 0,011 1,07 0,035 

2NphA 230 -0,042 11,611 0,012 1,24 0,041 

2A4,6DNT 230 0,136 8,966 0,012 1,19 0,040 

3,4DClA 210 0,100 11,758 0,012 1,22 0,041 

4ABPh 210 0,021 7,733 0,014 1,41 0,047 

2,4,5TClA 210 0,295 7,228 0,023 2,26 0,075 

 
λ: Meßwellenlänge sx: Verfahrensstandardabweichung 

Vk: Variationskoeffizient XB: Bestimmungsgrenze  

 

Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 1,0 % für 2-Amino-4-nitrotoluol und 2,45 % 

für 2,6-Diaminotoluol. Für die meisten Verbindungen lag Vk unter 2 %. Für XB ergaben sich 

Werte zwischen 33 ng/L für 2-Amino-4-nitrotoluol und 82 ng/L für 2,6-Diaminotoluol. Bei 

einem Großteil der Verbindungen lag XB unter 50 ng/L. Dies zeigt, daß bereits bei einem 

Anreicherungsvolumen von 50 mL die Bestimmungsgrenzen den Anforderungen genügen, 

um Analysen im Grenzwertbereich durchzuführen.  

 
In Abb. 10 ist beispielhaft die Kalibriergerade von 3,5-Dinitroanilin dargestellt. Diese war mit 

einem Variationskoeffinzienten von 1,07 %, wie auch die Kalibriergeraden der übrigen 

Verbindungen, linear im Sinne der verwendeten DIN. Die Güte der Kalibrierung wird auch 
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dadurch deutlich, daß die Datenpunkte bei gleicher Konzentration so dicht zusammen lagen, 

daß die Abbildung des Vertrauensbereichs nicht möglich war, weil dies optisch lediglich eine 

Verbreiterung der Geraden zur Folge gehabt hätte.    
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Abb. 10: Kalibriergrade für 3,5DNA nach Anreicherung von 50 mL Wasserprobe 

 

 

6.4 Arbeitsbereich 
 

Um den linearen Arbeitsbereich festzulegen, wurde die Kalibrierung des Verfahrens auf 

höhere Analytkonzentrationen ausgeweitet.  

 

Unter Verwendung von HPLC-SG 1 wurden Wasserproben unterschiedlicher Konzentration 

in bidest. Wasser hergestellt. Sie enthielten 

 

•   1,0 µg/L 

• 10,0 µg/L 

• 20,0 µg/L 

• 30,0 µg/L 

• 40,0 µg/L 
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je Analyt. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß 10 Datenpaare für 

die Berechnung der Kenndaten zur Verfügung standen.  

 

In Abb. 11 ist beispielhaft die Kalibriergerade von 2,4-Diamino-6-nitrotoluol dargestellt. 

Diese war mit einem Variationskoeffinzienten von 1,30 %, wie auch die Kalibriergeraden der 

übrigen Verbindungen, linear im Sinne der verwendeten DIN. Auch hier waren die jeweiligen 

zwei Datenpunkte bei gleicher Konzentration kaum zu unterscheiden. 
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Abb. 11: Kalibriergerade für 2,4DA6NT zur Bestimmung des linearen Arbeitsbereichs 

  
 

Die Kenndaten der Kalibrierung und die Bestimmungsgrenzen wurden nach DIN 38402-51 

ermittelt und sind in Tab. 15 aufgeführt. 

 

Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 0,64 % für 2-Amino-4-nitrotoluol und 2,91 % 

für 2,6-Diaminotoluol. Für die meisten Verbindungen lag Vk unter 2 %. Die Ausweitung des 

Konzentrationsbereichs hatte keinen Einfluß auf die Linearität der Kalibriergerade. Für XB 

ergaben sich Werte zwischen 0,26 µg/L für 2-Amino-4-nitrotoluol und 0,95 µg/L für 4-

Chloranilin. Die Erhöhung der Bestimmungsgrenzen nach Erhöhung der Analytkonzentration 

in den Kalibrierproben war bei dem angewendeten DIN-Verfahren zu erwarten. In dem 

untersuchten Konzentrationsbereich wurde für alle Analyten, außer für 2,6-Diaminotoluol, 

eine lineare Konzentrationsabhängigkeit des Meßsignals festgestellt. Für 2,6-Diaminotoluol 

reichte der lineare Arbeitsbereich nur bis zu einer Konzentration von 20 µg/L.  
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Tab. 15: Kenndaten der Kalibrierung zur Ermittlung des linearen Arbeitsbereichs 

 
Substanz λ / nm Ordinaten-

abschnitt / 

mAU 

Steigung / 

(mAU/ 

(µg/L)] 

sx /(µg/L) Vk / % XB / (µg/L) 

2,6DAT 210 2,162 22,640 0,226 2,91 0,78 

2,4DA6NT 210 -1,110 17,170 0,115 0,76 0,37 

4NA 230 -0,028 4,834 0,282 2,22 0,92 

4AT 230 -1,784 7,268 0,113 0,94 0,40 

4ClA 230 0,413 4,948 0,294 2,24 0,95 

2A4NT 230 -0,120 6,597 0,081 0,64 0,26 

3,5DANN 230 0,390 9,942 0,164 1,30 0,54 

2NphA 230 0,737 11,498 0,193 1,52 0,63 

2A4,6DNT 230 0,668 8,691 0,121 0,95 0,40 

3,4DClA 210 1,265 11,930 0,179 1,76 0,59 

4ABPh 210 1,330 8,176 0,250 1,97 0,82 

2,4,5TClA 210 1,720 7,938 0,258 2,04 0,84 

 
λ: Messwellenlänge sx: Verfahrensstandardabweichung 

Vk: Variationskoeffizient XB: Bestimmungsgrenze 
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7 Vergleich mit anderen Verfahren 
 

7.1 Off-line SPE 
 

7.1.1 Allgemeine Vorgehensweise 
 
Um die hier untersuchte On-line-SPE mit dem Off-line-Modus zu vergleichen, wurden 

Anreicherungsversuche mit Chromabond HR-P-Kartuschen durchgeführt. Es handelte sich 

hierbei um 3 mL-Polypropylenkartuschen, die 200 mg des HR-P-Materials enthielten.  

 

Die Festphasen wurden mit jeweils 3 x 1 mL Acetonitril und 3 x 1 mL bidest. Wasser jeweils 

5 min konditioniert. Die Wasserproben wurden mit Natronlauge (c = 10 mol/L) auf pH 10 

eingestellt und mit ca. 10 mL/min mittels einer Schlauchpumpe über die Festphase geleitet. 

Anschließend wurden die Festphasen mit 2 mL bidest. Wasser gewaschen und mindestens 

5 min im Membranpumpenvakuum getrocknet. Die Elution der Analyten von der Säule 

erfolgte mit 3 mL Acetonitril. 500 µL des Eluats wurden mit 500 µL bidest. Wasser gemischt 

und in das HPLC-System injiziert (je 20 µL). 

 

 

7.1.2 Durchbruchsvolumina 
 
Zunächst erfolgte die Bestimmung der Durchbruchsvolumina. Dafür wurde die SPE mit 

unterschiedlichen Anreicherungsvolumina durchgeführt. Die Absolutmenge an angereicherten 

Analyten wurde dabei konstant gehalten. Es wurden 

 

• 100 mL 

• 250 mL 

• 500 mL 

• 750 mL 

• 1000 mL 

 

Wasserprobe auf die oben beschriebene Art und Weise (s. Kap. 7.1.1) angereichert.  Die 

Analytkonzentrationen variierten dabei zwischen 10 µg/L (1000 mL) und 100 µg/L (100 mL). 
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Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. Um die Wiederfindungsraten zu 

ermitteln, wurden die Analyten in entsprechender Konzentration direkt injiziert und die 

Ergebnisse mit den Werten verglichen, die nach SPE erhalten wurden. 

 

In Abb. 12 ist der Verlauf der Wiederfindungsraten mit steigendem Anreicherungsvolumen 

für einige ausgewählte Verbindungen dargestellt.  
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Abb. 12: Abhängigkeit der Wiederfindungsraten vom Anreicherungsvolumen bei Off- 

  line-SPE 

 

Für die untersuchten Verbindungen wurde, außer bei 2,6-Diaminotoluol, auch bei einem 

Anreicherungsvolumen von 1000 mL noch ein linearer Verlauf festgestellt. Somit lagen die 

Durchbruchsvolumina für diese Verbindungen bei über 1000 mL. Bei 2,6-Diaminotoluol 

endet der lineare Verlauf bei ca. 500 mL, weshalb dieser Wert als Durchbruchsvolumen 

angenommen wurde. 

 

In Tab. 16 sind die geschätzten Durchbruchsvolumina aller untersuchten Verbindungen und 

die Wiederfindungsraten nach Anreicherung von 500 mL (c = 20 µg/L) aufgeführt.  
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Tab. 16: Wiederfindungsraten und Durchbruchsvolumina nach Off-line-SPE 

 
Substanz 

 

WDF / % 

(500 mL) 

Srel. 

/ % 

Durchbruchsvolumen 

/ mL 

2,6DAT 57 4,56 ≥ 500 

2,4DA6NT 94 5,76 ≥ 1000 

4NA 99 7,54 ≥ 1000 

4AT 84 6,74 ≥ 1000 

4ClA 92 5,67 ≥ 1000 

2A4NT 99 5,63 ≥ 1000 

3,5DNA 98 4,91 ≥ 1000 

2NphA 89 7,64 ≥ 1000 

2A4,6DNT 102 5,27 ≥ 1000 

3,4DClA 99 5,49 ≥ 1000 

4ABPh 88 4,99 ≥ 1000 

2,4,5TClA 96 5,97 ≥ 1000 

 

WDF: Wiederfindungsrate Srel.: rel. Standardabweichung 

 

7.1.3 Kalibrierung 
 

Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenzen wurde eine Kalibrierung durchgeführt. Die 

Analytkonzentrationen lagen bei 

 

• 5 µg/L 

• 10 µg/L 

• 15 µg/L 

• 20 µg/L 

• 25 µg/L 

 

Es wurden jeweils 250 mL angereichert und dabei Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß 

jeweils 10 Datenpaare zur Auswertung zur Verfügung standen. Die Kenndaten der 
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Kalibrierung und die Bestimmungsgrenzen wurden nach DIN 38402-51 ermittelt und sind in 

Tab. 17 aufgeführt. 

 

Tab. 17: Kenndaten der Kalibrierung und Bestimmungsgrenzen  

 
Substanz λ / nm Ordinaten-

abschnitt / 

mAU 

Steigung / 

(mAU/ 

(µg/L)] 

sx /(µg/L) Vk / % XB / (µg/L) 

2,6DAT 210 -0,262 0,510 1,233 8,22 4,02 

2,4DA6NT 210 -0,280 0,534 1,086 7,24 3,54 

4NA 230 -0,107 0,166 1,147 7,65 3,74 

4AT 230 -0,168 0,198 0,930 6,20 3,04 

4ClA 230 -0,090 0,164 1,200 8,00 3,91 

2A4NT 230 -0,043 0,227 1,196 7,97 3,90 

3,5DNA 230 -0,047 0,391 1,116 7,44 3,63 

2NphA 230 -1,780 0,394 1,325 8,84 4,32 

2A4,6DNT 230 0,002 0,367 1,205 8,04 3,93 

3,4DClA 210 -0,021 0,492 1,283 8,55 4,18 

4ABPh 210 -0,165 0,405 1,222 8,15 3,99 

2,4,5TClA 210 0,126 0,519 1,150 7,67 3,75 

 

λ: Messwellenlänge sx: Verfahrensstandardabweichung 

Vk: Variationskoeffizient XB: Bestimmungsgrenze 

 

Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 6,20 % für 4-Aminotoluol und 8,84 % für 2-

Naphthylamin. Für XB ergaben sich Werte zwischen 3,04 µg/L für 4-Aminotoluol und 

4,32 µg/L für 2-Naphthylamin. 

 
In Abb. 13 ist beispielhaft die Kalibriergerade für 3,5-Dinitroanilin mit oberem und unterem 

Vertrauensbereich dargestellt. Diese Kalibriergerade mit einem Variationskoeffizienten von 
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7,44 % war wie auch die Kalibriergeraden der übrigen Verbindungen linear im Sinne der 

verwendeten DIN. 
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Abb. 13: Kalibriergerade für 3,5DNA nach Off-line-SPE 

 

 

7.2 On-line SPE mit PRP-1-Vorsäulen 
 
Um das verwendete HR-P-Material (Oberfläche: 1200 m2/g) mit einem weniger stark 

vernetzten polymeren Sorbens zu vergleichen, wurden On-line-SPE-Versuche mit PRP-1-

Vorsäulen durchgeführt (114). Es handelt sich bei diesem Material ebenfalls um ein PS-DVB-

Kopolymer mit einer kleineren spezifischen Oberfläche (Oberfläche: 415 m2/g). 

 

Die Bestimmung der Wiederfindungsraten erfolgte bei zwei verschiedenen 

Analytkonzentrationen sowie in zwei unterschiedlichen Matrices. Zunächst wurden die 

Wiederfindungsraten für eine Konzentration von 0,5 µg/L je Substanz in bidest. Wasser und 

in Trinkwasser bestimmt. Das Trinkwasser wurde am 13.02.2001 aus dem Ortsnetz. 

entnommen (Institut für Umwelthygiene, Marburg). Die Wasserproben aus 250 µL des 

HPLC-SG 1 in 500 mL bidest. Wasser bzw. 500 mL Trinkwasser wurden mit Natronlauge 

(c = 10 mol/L) auf pH 10 eingestellt. Das Anreicherungsvolumen betrug 50 mL. Es wurden 

jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. Die so erhaltenen Wiederfindungsraten in 

bidest. Wasser und Trinkwasser und die relativen Standardabweichungen sind in Tab. 18 

aufgeführt. 
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Tab. 18: Wiederfindungsraten und relative Standardabweichungen in bidest. Wasser  

   und Trinkwasser (c = 0,5 µg/L) , PRP-1-Vorsäule 

 
Substanz λ / nm WDF in BW 

/ % 

Srel. 

/ % 

WDF in TW 

/ % 

Srel. 

/ % 

2,6DAT 210 32 8,79 29 10,09 

2,4DA6NT 210 84 1,98 85 2,48 

4NA 230 98 8,63 97 12,71 

4AT 230 98 5,69 101 7,21 

4ClA 230 96 2,36 94 1,42 

2A4NT 230 97 1,29 100 1,62 

3,5DNA 230 92 1,52 95 0,94 

2NphA 230 84 1,96 83 2,40 

2A4,6DNT 230 85 1,36 87 0,96 

3,4DClA 210 89 2,36 88 1,12 

4ABPh 210 86 2,98 89 2,31 

2,4,5TClA 210 66 5,36 64 7,41 

 

WDF: Wiederfindungsrate Srel.: relative Standardabweichung 

BW: bidest. Wasser TW: Trinkwasser 

λ : Meßwellenlänge 

 

Die Wiederfindungsraten erreichten für die Hälfte der untersuchten Substanzen Werte von 

über 90 %. Der höchste Wert lag bei 101 % für 4-Aminotoluol und der niedrigste Wert bei 

29 % für 2,6-Diaminotoluol. Ein Einfluß der Matrix konnte nicht festgestellt werden. Die 

Wiederfindungsraten in Trinkwasser und in bidest. Wasser unterschieden sich nur minimal. 

 

Die relativen Standardabweichungen lagen bei der Bestimmung in bidest. Wasser zwischen 

1,29 % für 2-Amino-4-nitrotoluol und 8,79 % für 2,6-Diaminotoluol. Für den Großteil der 

Verbindungen lagen die Werte bei weniger als 2,5 %. In Trinkwasser wurden relative 

Standardabweichungen zwischen 0,94 % für 3,5-Dinitroanilin und 12,71 % für 4-Nitroanilin 

berechnet. Auch hier lag der Großteil der Werte bei unter 2,5 %. Beim Vergleich der relativen 

Standardabweichungen in den verschiedenen Matrices zeigte sich, daß ein Teil der 
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Verbindungen in Trinkwasser ein anderer Teil in bidest. Wasser eine höhere Präzision 

aufwiesen.  

 

Auf die gleiche Weise wurden die Wiederfindungsraten für eine Analytkonzentration von 

5,0 µg/L bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tab. 19 aufgeführt. Die Wiederfindungsraten 

erreichten für mehr als die Hälfte der untersuchten Substanzen in beiden Matrices Werte von 

über 90 %. Der höchste Wert lag bei 102 % für 2-Amino-4-nitrotoluol in bidest. Wasser und 

der niedrigste Wert bei 9 % für 2,6-Diaminotoluol in Trinkwasser. Die Wiederfindungsraten 

in Trinkwasser und in bidest. Wasser unterschieden sich kaum. 

 

Die relativen Standardabweichungen lagen bei der Bestimmung in bidest. Wasser zwischen 

1,36 % für 4-Nitroanilin und 5,85 % für 2,6-Diaminotoluol. Für den Großteil der 

Verbindungen lagen die Werte bei weniger als 4,0 %. In Trinkwasser wurden relative 

Standardabweichungen zwischen 0,94 % für 4-Chloranilin und 10,6 % für 2,4,5-

Trichloranilin ermittelt. Der Großteil der Werte lag unter 3,0 %. 

 

Beim Vergleich mit den Wiederfindungsraten bei verschiedenen Konzentrationen zeigten sich 

für die meisten Analyte keine wesentlichen Unterschiede. Bei 2,6DAT, 4ABPh und 

2,4,5TClA lagen die Wiederfindungsraten bei 5 µg/L deutlich niedriger. 
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Tab. 19: Wiederfindungsraten und relative Standardabweichungen in bidest. Wasser 

 und Trinkwasser (c = 5,0 µg/L), PRP-1-Vorsäule 

 
Substanz λ / nm WDF in H2O 

/ % 

Srel 

./ % 

WDF in TW 

/ % 

Srel. 

/ % 

2,6DAT 210 15 5,85 9 6,96 

2,4DA6NT 210 93 2,49 92 1,35 

4NA 230 95 1,36 96 1,96 

4AT 230 98 3,26 98 3,01 

4ClA 230 99 1,89 98 0,94 

2A4NT 230 102 2,12 100 2,99 

3,5DNA 230 97 4,32 101 3,16 

2NphA 230 85 4,59 87 2,39 

2A4,6DNT 230 85 3,68 87 4,21 

3,4DClA 210 87 1,59 85 1,90 

4ABPh 210 75 2,36 79 5,98 

2,4,5TClA 210 71 2,36 50 10,60 

 

WDF: Wiederfindungsrate Srel.: relative Standardabweichung 

BW: bidest. Wasser TW: Trinkwasser 

λ : Meßwellenlänge 

 

Eine Bestimmung expliziter Durchbruchsvolumina wurde nicht durchgeführt. Um das 

Sorptionsvermögen des PRP-1-Materials mit dem HR-P-Sorbens vergleichen zu können, 

wurde das Anreicherungsvolumen auf 300 mL erhöht. Die Konzentration der Analyten, wurde 

dabei, so gewählt, daß die angereicherte Analytmenge der Stoffmenge bei  Anreicherung von 

50 mL Wasserprobe entsprach. In Abb. 14 sind zwei, bei den unterschiedlichen 

Anreicherungsvolumina erhaltene Chromatogramme dargestellt. Die Zuordnung der 

Peaknummern ist in Tab. 20 aufgeführt. Man erkennt, daß der Durchbruch der früher eluierten 

Substanzen bereits bei einem Volumen ≤ 300 mL stattfand, da deren Peaks nach 

Anreicherung von 300 mL deutlich kleiner waren. Außerdem trat bei erhöhtem 

Anreicherungsvolumen eine Peakverbreiterung auf. 
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Abb. 14: Chromatogrammvergleich bei unterschiedlichen Anreicherungsvolumina, 

  PRP-1-Vorsäule 

a: Anreicherungsvolumen 300 mL; b: Anreicherungsvolumen 50 mL, Peakzuord-
nung s. Tab. 20 
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Tab. 20: Zuordnung der Peaknummern nach On-line-SPE/HPLC mit PRP-1-Festphasen 

 
Substanz Peak-Nr. Substanz Peak-Nr. 

2,6DAT 1 3,5DNA 7 

2,4DA6NT 2 2NphA 8 

4NA 3 2A4,6DNT 9 

4AT 4 3,4DClA 10 

4ClA 5 4ABPh 11 

2A4NT 6 2,4,5TClA 12 
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8 Pentafluorbenzylierung amphoterer aromatischer Amine 
 

8.1 Reaktionsverlauf 
 

Bei der hier untersuchten Pentafluorbenzylierung werden Aminobenzoesäuren zu 

Aminobenzoesäure-Pentafluorbenzylestern und Aminophenole zu Aminophenol-

Pentafluorbenzylethern umgesetzt. Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine nukleophile 

Substitution nach einem SN2-Mechanismus (121). Das Reaktionsschema ist in Abb. 15 am 

Beispiel der Aminobenzoesäuren dargestellt. 

 

 

 

Abb. 15: Schema der Pentafluorbenzylierung amphoterer aromatischer Amine 

 

 

Durch die in der Reaktionsmischung enthaltene Base (z.B. Kaliumcarbonat) wird die 

Säuregruppe deprotoniert. Das so entstandene Anion greift nun nukleophil am PFBBr an und 

substituiert dort das Bromid. Die Derivatisierung der Aminophenole erfolgt in analoger 

Weise. Hier wird die Hydroxygruppe des Phenols deprotoniert. Die Anwesenheit einer Base 

in der Reaktionsmischung ist zur Erhöhung der Reaktivität demnach unerläßlich. Ohne 

Zugabe einer Base wird die Aminogruppe amphoterer aromatischer Amine mit PFBBr zum 

sekundären Amin derivatisiert (122). 

 

Die Pentafluorbenzylierung wird in der Literatur hauptsächlich zur Veresterung von 

Carbonsäuren (121, 123), oft Fettsäuren (124, 125), eingesetzt. Die Veretherung von 

Phenolen wurde ebenfalls häufig beschrieben (123, 126, 127). Hierbei kamen auch andere 

Pentafluorbenzylierungsmittel, wie Pentafluorbenzyl-Alkohol, zum Einsatz (128).  
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Bei den meisten Untersuchungen wurde die Derivatisierungs-Reaktion unter Wasserausschluß 

durchgeführt, u.a. um die Bildung unerwünschter Nebenprodukte zu vermeiden (126). Es gibt 

jedoch  Beispiele, die unter Anwesenheit von Wasser durchgeführt wurden (129). Dort wurde 

z.T. mit Phasentransferkatalyse gearbeitet (130, 131). 

 

8.2 Auswahl der Analyten 

 

Die für die folgenden Untersuchungen ausgewählten Analyten sowie deren pKS-Werte (aus 

22) sind in Tab. 21 aufgelistet. Die dort verwendeten Abkürzungen wurden im weiteren 

Verlauf dieser Arbeit verwendet. 

   

Tab. 21: Ausgewählte Analyten mit Abkürzungen und pKS-Werten 

 
Substanz Abkürzung 

 

pKS 1 pKS 2 

2-Aminobenzoesäure 2ABS 2,05 4,95 

3-Aminobenzoesäure 3ABS 3,07 4,74 

4-Aminobenzoesäure 4ABS 2,38 4,89 

4-Amino-2-hydroxybenzoesäure 4A2HBS 2,74 5,84 

2-Amino-4-nitrobenzoesäure 2A4NBS a 3,70 

5-Amino-2-nitrobenzoesäure 5A2NBS a a 

2-Aminophenol 2AP 4,84 9,85 

3-Aminophenol 3AP 4,21 9,92 

4-Aminophenol 4AP 5,47 10,57 

2-Amino-3-nitrophenol 2A3NP -0,11 8,20 

2-Amino-4-nitrophenol 2A4NP 2,71 7,09 

2-Amino-5-nitrophenol 2A5NP 1,21 8,20 

4-Amino-2-nitrophenol 4A2NP 3,34 7,44 

 

a: keine experimentellen Daten in der Literatur verfügbar 

 

Neben den in Tab. 21 aufgeführten Verbindungen wurden zunächst auch verschiedene 

Aminobenzolsulfonsäuren und Aminotoluolsulfonsäuren ausgewählt. Nach einigen Tests 
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stellte sich jedoch heraus, daß die Derivatisierung mit PFBBr bei diesen Verbindungen, 

zumindest bei den hier angewandten Versuchsbedingungen, nicht einsetzbar ist. Es konnten 

kein Derivate nachgewiesen werden. Die Pentafluorbenzylierung dieser Substanzgruppe  

wurde deshalb nicht weiter untersucht. 

 

8.3 Herstellung der Standardlösungen 

 

Zunächst wurden Stammlösungen der Einzelsubstanzen hergestellt. Jeweils 50 mg Substanz 

wurden in einen 50 mL-Kolben eingewogen und mit Methanol bis zur Marke aufgefüllt 

(c = 1 mg/mL). Aus diesen Stammlösungen (SL) wurden verschiedene Standardgemische 

(SG) hergestellt.  

 

In einem 10 mL-Kolben wurde ein Aminobenzoesäure-Standardgemisch (GC-SG S) in 

Methanol hergestellt. Die jeweilige Menge an Stammlösung und die resultierenden 

Konzentrationen der Substanzen im SG sind in Tab. 22 aufgeführt.  

 

Tab. 22: GC-SG S, Zusammensetzung und Konzentrationen 

 
Substanz Volumen an 

SL / mL (in  

10 mL MeOH) 

Konz. in  

GC-SG S  

/ (mg/mL) 

Substanz Volumen an 

SL / mL (in 

10 mL MeOH) 

Konz. in   

GC-SG S 

/ (mg/mL) 

2ABS 1 0,1 4A2HBS 2 0,2 

3ABS 1 0,1 2A4NBS 2 0,2 

4ABS 1 0,1 5A2NBS 2 0,2 

 

SL: Stammlösung 

 

Auf dieselbe Art wurde ein Aminophenol-Standardgemisch (GC-SG P) hergestellt. Die 

Zusammensetzung dieses Gemisches ist in Tab. 23 aufgeführt. Da  die Haltbarkeit der 

Stammlösung von 4-Aminophenol nur auf 1-2 Tage begrenzt war (dunkle Verfärbung der 

Lösung), wurde 4-Aminophenol aus den meisten Untersuchungen ausgeschlossen.  
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Tab. 23: GC-SG P, Zusammensetzung und Konzentrationen 

 
Substanz Volumen an 

SL / mL 

Konz. in  

GC-SG S  

/ (mg/mL) 

Substanz Volumen an 

SL / mL 

Konz. in   

GC-SG S 

/ (mg/mL) 

2AP 1 0,1 2A4NP 2 0,2 

3AP 1 0,1 2A5NP 2 0,2 

4AP 1a 0,1 4A2NP 2 0,2 

2A3NP 2 0,2    

 

a: 4AP nicht immer enthalten 

SL: Stammlösung 

 

8.4 Vorläufige Durchführung der Derivatisierung 
 

Vor der Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde die Derivatisierung folgendermaßen 

durchgeführt: 

 

In einem 10 mL-Vial mit Schraubdeckel wurde  ein Standardgemisch (je 50-100 µg Substanz) 

in jeweils 2 mL eines Lösungsmittels (hier zunächst Acetonitril) mit 100 µL einer PFBBr-

Lösung (c = 25 µL/mL in Aceton) und 100 mg K2CO3 versetzt und die Reaktionslösung 

20 min auf 70 °C erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Stickstoffstrom fast bis zur Trockne 

abgedampft und der Rückstand in 4 mL Wasser aufgenommen. Anschließend wurde die 

Lösung mit 1 mL Cyclohexan 15 min extrahiert. Die so erhaltenen Extrakte wurden mittels 

GC/ECD untersucht. Wenn nicht anders angegeben, wurden jeweils 1 µL des Extraktes 

injiziert. 

 

8.5 Gaschromatographische Trennung der Derivate 

8.5.1 Verwendete Apparatur 
 
Zur chromatographischen Trennung der Derivate wurde ein Gaschromatograph mit 

Autosampler-Einheit und Elektroneneinfangdetektor (ECD) verwendet. Die Meßdaten 



8 Pentafluorbenzylierung amphoterer aromatischer Amine  64 

wurden an eine Computereinheit weitergeleitet, wo sie mit der geeigneten Software 

ausgewertet werden konnten. 

 

Als Trennsäule wurde eine unpolare DB 5 [(5%-phenyl)-methylpolysiloxan] verwendet, die 

sich durch einen breiten Einsatzbereich und geringes Säulenbluten auszeichnet. Die 

Säuleneigenschaften sind in Tab. 24 aufgeführt. 

Tab. 24: Spezifikation der verwendeten DB 5-Säule 

Länge / m Innendurchmesser / mm Filmdicke / µm Temperaturbereich / °C 

30 0,25 0,25 -60 – 325/350 

 

 

8.5.2 Verwendete Temperaturprogramme 
 
Um zu überprüfen, ob nach Durchführung der Reaktion Derivate mittels GC/ECD 

nachzuweisen waren, wurden zunächst je ein Aminobenzoesäure- und ein Aminophenol-

Gemisch auf die oben beschriebene Weise (s. Kap. 8.4) in Aceton derivatisiert und eine 

isotherme Trennung bei 200 °C durchgeführt. Außerdem wurden die Standardgemische direkt 

eingespritzt, um Derivat-Peaks von möglicherweise auftretenden Peaks der 

Ausgangssubstanzen unterscheiden zu können. Nach der Derivatisierung wurden einige 

teilweise überlagerte Peaks erhalten, die nicht auf die Ausgangsverbindungen zurückzuführen 

waren. Dies zeigte, daß eine Pentafluorobenzylierung der Verbindungen erfolgt war. Um die 

Trennung zu verbessern, wurden zwei Temperaturgradienten-Programme entwickelt. 

Temperaturprogramm 1, das zur Trennung der Aminobenzoesäurederivate verwendet wurde, 

ist in Tab. 25 aufgeführt.   

 

Tab. 25: Temperaturprogramm 1, Trennung der Aminobenzoesäurederivate 

 
Zeit / min Temperatur / °C Zeit / min Temperatur / °C 

0,0 150 22,0 260 

10,0 150 35,0 260 

18,0 240   
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Der Ausschnitt eines Chromatogramms, das nach der Derivatisierung des GC-SG S unter 

Verwendung dieses Temperaturprogramms aufgenommen wurde, ist in Abb. 16 dargestellt. 

Die Derivate werden innerhalb von 26 min getrennt. Der relativ große Abstand der Peaks 

hätte eine weitere Verringerung der Analysenzeit durch erneute Erhöhung der Ofentemperatur 

ermöglicht. Da bei dem verwendeten Temperaturprogramm jedoch bereits mit hohen 

Temperaturen gearbeitet wurde, wurde auf eine weitere Temperaturerhöhung verzichtet, um 

die Trennsäule zu schonen.  
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Abb. 16: Chromatogrammausschnitt der ABS-Derivate nach Pentafluorbenzylierung 

 Temperaturprogramm 1, Peak-Zuordnung s. Tab. 26 

 

Wie in Abb. 16 zu sehen ist, trat bei der chromatographischen Trennung der Derivate 

Peaktailing auf, das auf die vorhandenen Aminogruppen zurückzuführen war, die zur 

Adsorption im chromatographischen System führen. Eine weitere Ursache war die 

verwendete Säule, die aufgrund langer Betriebszeit keine optimalen Trenneigenschaften mehr 

besaß. 

  
Zur Bestimmung der Retentionszeiten wurden die Analyten einzeln derivatisiert und die 

Derivate im GC analysiert. Die Retentionszeiten und die Zuordnung der einzelnen Derivate 

sind in Tab. 26 aufgeführt. 
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Tab. 26: Retentionszeiten und Peak-Nr. der ABS-Derivate, Temperaturprogramm 1 

 

PFBB-Derivat 

von 

Peak-Nr. tR / min PFBB-Derivat 

von 

Peak-Nr. tR / min 

2ABS 1 17,45 4A2HBS 4 20,92 

3ABS 2 18,64 2A4NBS 5 23,16 

4ABS 3 19,59 5A2NBS 6 25,51 

 

 

Für die chromatographische Trennung der Aminophenolderivate wurde Temperatur-

programm 2 verwendet, das in Tab. 27 aufgeführt ist. 

 

Tab. 27: Temperaturprogramm 2, Trennung der Aminophenolderivate 

 
Zeit / min Temperatur / °C Zeit / min Temperatur / °C 

0 150 18,0 235 

10,0 150 40,0 235 

 

 

Der Ausschnitt eines Chromatogramms, das nach der Derivatisierung des GC-SG P unter 

Verwendung dieses Temperaturprogramms aufgenommen wurde, ist in Abb. 17 dargestellt. 

Die Trennung der Derivate erfolgt innerhalb von 24 min.  

 

Wie in Abb. 17 zu sehen ist, trat auch bei der chromatographischen Trennung der AP-

Derivate Peaktailing auf, das auf die gleichen Gründe wie bei den ABS-Derivaten 

zurückzuführen ist. 
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Abb. 17: Chromatogrammausschnitt der AP-Derivate nach Pentafluorbenzylierung 

 Temperaturprogramm 2, Peak-Zuordnung s. Tab. 28 

 

Zur Bestimmung der Retentionszeiten wurden die Analyten einzeln derivatisiert und die 

Derivate im GC analysiert. Die so ermittelten Retentionszeiten und die Peak-Nr. der einzelnen 

Derivate sind in Tab. 28 aufgeführt. 

 

 

Tab. 28: Retentionszeiten und Peak-Nr. der AP-Derivate, Temperaturprogramm 2 

 

PFBB-Derivat 

von 

Peak-Nr. tR / min PFBB-Derivat 

von 

Peak-Nr. tR / min 

2AP 1 17,45 4A2NP 4 22,28 

4AP -a 15,41 2A4NP 5 22,93 

3AP 2 15,70 2A5NP 6 23,47 

2A3NP 3 20,43    

 

a: 4AP in diesem Gemisch nicht vorhanden 
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9 Optimierung des Verfahrens 

9.1 Wahl des Lösungsmittels 
 

Bei der hier durchgeführten Derivatisierung handelt es sich um eine nukleophile Substitution 

nach einem SN2-Mechanismus. Bei dieser Art von Reaktion hat die Wahl des verwendeten 

Lösungsmittels einen wichtigen Einfluß auf die Reaktionsgeschwindigkeit (132). Protische 

Lösungsmittel wie Methanol sind nur wenig geeignet für SN2-Reaktionen, da sie über 

Wasserstoffbrückenbindungen das negativ geladene Nukleophil stabilisieren und so dessen 

Reaktivität herabsetzen. Zudem können sie wie beispielsweise Methanol selbst als Nukleophil 

reagieren und so eine Konkurrenzreaktion ermöglichen. Polare, aprotische Lösungsmittel 

dagegen sind für diese Reaktionen ausgezeichnet geeignet, da das Nukleophil hier nicht 

stabilisiert wird 

 

Um ein geeignetes Lösungsmittel zu finden wurde die Derivatisierung in unterschiedlichen 

Lösungsmitteln durchgeführt. Ein Standardgemisch aus Aminobenzoesäuren wurde in jeweils 

2 mL 

 

• Methanol 

• Acetonitril (MeCN) 

• Dimethylsulfoxid (DMSO) 

• Aceton 

 

mit 50 µL einer PFBBr-Lösung und 50 mg Kaliumcarbonat versetzt und die Reaktionslösung 

50 min auf 70 °C erhitzt. Die Aufarbeitung  erfolgte wie oben beschrieben (s. Kap. 8.4). Es 

wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. In Abb. 18 sind die erhaltenen 

Peakflächen (Mittelwerte) in Abhängigkeit vom verwendeten Lösungsmittel dargestellt.  
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Abb. 18: Auswahl des geeigneten Lösungsmittels 

 

Bei der Verwendung von Methanol als Lösungsmittel konnten keine Derivate nachgewiesen 

werden. Dies liegt wie eingangs erwähnt daran, daß es sich bei Methanol um ein polares, 

protisches Lösungsmittel handelt und bestätigt den Reaktionsablauf nach einem SN2-

Mechanismus. Wie in Abb. 18 zu sehen ist, wurden die Reaktionsausbeuten teilweise stark 

vom jeweiligen Lösungsmittel beeinflußt. Beim Vergleich von Acetonitril mit DMSO konnte 

nicht festgelegt werden, welches der beiden Lösungsmittel besser geeignet war. Während bei 

der Verwendung von Acetonitril die Ausbeute der Derivatisierung von 3-Aminobenzoesäure 

und 2-Amino-4-nitrobenzoesäure höher war als beim Einsatz von DMSO, war es bei der 

Derivatisierung von 2-Aminobenzoesäure und 4-Aminobenzoesäure umgekehrt. Von 4-

Amino-2-hydroxybenzoesäure konnten in beiden Fällen keine Derivate nachgewiesen werden. 

Bei Verwendung von Aceton war der Trend jedoch eindeutig. Die  Peakflächen stiegen 

deutlich an. Aus diesem Grund wurde Aceton als Lösungsmittel für die 

Pentafluorbenzylierung der Analyten gewählt. 

 

9.2 Zugabe von Pentafluorbenzylbromid 
 

Weiterhin wurde der Einfluß der zugegebenen PFBBr-Menge untersucht. Dazu wurde die 

Derivatisierung mit unterschiedlichen Zugabevolumina von PFBBr-Lösung durchgeführt. 
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Zu  2 mL Aceton, die 50 mg Kaliumcarbonat enthielten, wurden 250 µL von GC-SG S 

zugesetzt. Von der PFBBr-Lösung (c = 12,5 µL/mL in Aceton) wurden 

 

• 20 µL 

• 50 µL 

• 70 µL 

• 100 µL 

 

hinzugefügt und die Mischung 50 min auf 70 °C erhitzt. Die weitere Vorgehensweise erfolgte 

wie bereits beschrieben (s. Kap. 8.4). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. 

 

In Abb. 19 sind die nach der Bestimmung mittels GC/ECD erhaltenen Peakflächen 

(Mittelwerte) in Abhängigkeit vom zugesetzten Volumen an PFBBr-Lösung dargestellt. 
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Abb. 19: Abhängigkeit der Peakflächen von der Zugabevolumen an PFBBr 

 

Während die Reaktionsausbeute bei der Steigerung des Zugabevolumens von 20 µL auf 

50 µL deutlich anstieg, flachten die Kurven bei der weiteren Erhöhung der Zugabemenge 

leicht ab und erreichten für einige Verbindungen bei ca. 100 µL Zugabemenge einen 

Grenzwert. Obwohl dies nicht für alle Substanzen galt und eine weitere Erhöhung der 

Zugabemenge eventuell noch eine leichte Steigerung der Ausbeuten gebracht hätte, wurden 

100 µL als Zusatzmenge für die folgenden Untersuchungen gewählt, weil ein zu großer 

PFBBr-Überschuß die Bildung störender Nebenprodukte mit sich führte.   
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9.3 Auswahl der Base 
 

In den Veröffentlichungen über die Derivatisierung von Carbonsäuren mit PFBBr werden 

unterschiedliche Basen für die Reaktion eingesetzt (121, 123, 130, 133). Durch die Base soll 

die zu derivatisierende Substanz deprotoniert und so ihre Nucleophilie erhöht werden. 

 

Um eine geeignete Base zu finden, wurde die Derivatisierung mit unterschiedlichen Basen 

durchgeführt. Dabei wurden Substanzen gewählt, deren Einsatz bereits in anderen 

Veröffentlichungen beschrieben wurde.  

 

Jeweils 200 µL der GC-Standardgemische S und P wurden in 2 mL Aceton mit 100 µL 

PFBBr-Lösung (c = 12,5 µL/mL in Aceton) versetzt. Als Base wurden 

 

• Kaliumcarbonat (100 mg), 

• Kaliumhydrogencarbonat (100 mg) 

• Triethylamin (100 µL) 

 

verwendet. Die Reaktion wurde 50 min bei 70 °C durchgeführt. Die weitere Vorgehensweise 

erfolgte wie bisher (s. Kap. 8.4). Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. In  

Abb. 20 sind die erhaltenen Ergebnisse (Mittelwerte) am Beispiel der Aminophenole 

dargestellt. Während bei der Verwendung von K2CO3 und KHCO3 außer bei 3-Aminophenol 

kein wesentlicher Unterschied der erhaltenen Peakflächen zu erkennen war, sanken die 

Reaktionsausbeuten beim Einsatz von Triethylamin besonders für 2-Aminophenol, 2-Amino-

5-nitrophenol und 4-Amino-2-nitrophenol deutlich. Für die weiteren Versuche wurde K2CO3 

verwendet. 
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Abb. 20: Auswahl einer geeigneten Base 

 

9.4 Zugabemenge der Base 
 

Um zu ermitteln, welches die optimale Menge an K2CO3 für die Derivatisierung ist, wurde 

diese nach Zugabe unterschiedlicher Mengen an K2CO3 durchgeführt.  

 

Ein Phenol-Standardgemisch in 2 mL Aceton wurde nach Zugabe von 100 µL PFBBr-Lösung 

(c = 12,5 µL/mL in Aceton) mit 

 

• 10 mg 

• 20 mg 

• 50 mg 

• 100 mg 

 

K2CO3 versetzt. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten wie oben beschrieben (s. Kap. 8.4). Es 

wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. In Abb. 21 sind die Ergebnisse 

(Mittelwerte) graphisch dargestellt. 
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Abb. 21: Bestimmung der Zugabemenge an Kaliumcarbonat 

 
 
Für die meisten Verbindungen hatte die Steigerung der K2CO3-Menge kaum einen Einfluß 

auf die Reaktionsausbeute. Lediglich bei 3-Aminophenol war ein deutlicher Anstieg der 

Peakflächen durch eine erhöhte K2CO3-Konzentration zu beobachten. Nach Zugabe von 

50 mg K2CO3 wurde für die meisten Substanzen ein Maximalwert erreicht. Für die weiteren 

Versuche wurden 50 mg K2CO3 eingesetzt. 

 

9.5 Zugabe von Kronenether 
 

In einigen Veröffentlichungen (121, 123, 126, 128) wird zu der Reaktionslösung zusätzlich 

ein Kronenether zugesetzt. Dieser hat die Funktion, das Kation der verwendeten Base zu 

komplexieren. Dadurch wird die Reaktivität des Säure- bzw. Phenol-Kations für eine 

nukleophile Substitution des Bromid-Ions gesteigert. Bei der Verwendung von K2CO3 wird 

dazu 18-Krone-6 verwendet. Um zu überprüfen, ob die Anwesenheit eines Kronenethers 

einen Einfluß auf die Derivatisierungsausbeute hat, wurde die Reaktion bei verschiedenen 

Kronenetherkonzentrationen  durchgeführt. 

 

Je 250 µl GC-SG S bzw. 200 µl GC-SG P wurden in 2 mL Aceton mit 100 µL PFBBr-Lösung 

(c = 12,5 µL/mL in Aceton) und 50 mg K2CO3 versetzt. Zusätzlich wurden 
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• 0 µL 

• 50 µL 

• 100 µL 

 

einer 18-Krone-6-Lösung (c = 5 mg/mL in Aceton) zugegeben und die Derivatisierung wie 

beschrieben durchgeführt (s. Kap. 8.4). In Abb. 22 sind die Ergebnisse (Mittelwerte) für 

einige ausgewählte Verbindungen dargestellt. Während bei einigen der Substanzen die 

Anwesenheit des Kronenethers keinen oder nur geringen Einfluß auf die 

Derivatisierungsausbeute hatte, stieg die Größe der Peakflächen bei anderen Verbindungen 

wiederum stark an.  Die weitere Verwendung von 18-K-6 erschien deshalb sinnvoll. 
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Abb. 22: Einfluß des  Zugabevolumens von 18-Krone-6-Lösung auf die Derivatisierung 

 

Für den  weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde eine Reagenzlösung hergestellt, die PFBBr 

(c = 25 µL/mL  Aceton) und 18-K-6 (c = 10 mg/L Aceton) enthielt. Von dieser Lösung 

wurden jeweils 50 µL zugesetzt.  

 

9.6 Reaktionszeit und Temperatur 
 

In der Literatur sind zahlreiche Versuchsvorschriften für die Pentafluorbenzylierung von 

Carbonsäuren und Phenolen beschrieben. Die Reaktionen werden sowohl bei 

Raumtemperatur als auch bei höheren Temperaturen bis zu 100 °C (122) durchgeführt. Die 

Reaktionszeiten variieren ebenfalls sehr stark. Um für die hier untersuchten Substanzen die 
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geeignete Temperatur und Reaktionszeit zu finden, wurde die Derivatisierung bei 

verschiedenen Temperaturen unterschiedlich lang durchgeführt. 

 

Je 250 µL GC-SG S wurden in 2 mL Aceton mit 50 mg K2CO3 und 50 µL Reagenzlösung 

(s. Kap. 9.5) versetzt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur (RT), bei 50 °C und bei 70 °C 

unterschiedlich lang durchgeführt. Anschließend wurden die Lösungen wie beschrieben (s. 

Kap. 8.4) aufgearbeitet. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. 

 

In Abb. 23 sind die Mittelwerte der erhaltenen Peakflächen in Abhängigkeit von der 

Reaktionszeit bei verschiedenen Temperaturen am Beispiel der 2-Aminobenzoesäure 

dargestellt. Der Verlauf dieser Graphen entsprach weitestgehend dem der übrigen Analyten. 

Es ist deutlich zu erkennen, daß eine Erhöhung der Temperatur von Raumtemperatur auf 

50 bzw. 70 °C die Reaktion erheblich beschleunigte. Während die Peakflächen bei 70 °C 

bereits nach 30 min einen Maximalwert erreichten, wurde dieser Wert bei Raumtemperatur 

auch nach 90 min noch nicht erreicht. Bei 50 °C wurde der Maximalwert erst etwas später 

erreicht Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Reaktion 30 min bei 70 °C durchgeführt. 

Dabei war darauf zu achten, daß die verwendeten Vials fest verschlossen waren, da das 

Aceton bei dieser Temperatur äußerst flüchtig war. 
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Abb. 23: Einfluß von Temperatur und Reaktionszeit am Beispiel von 2ABS 
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9.7 Extraktion 
 

Es war zu klären, ob eine einmalige Behandlung mit 1 mL Cyclohexan für eine vollständige 

Extraktion ausreichend war. Die Standardgemische S und P wurden derivatisiert und die 

Reaktionslösungen dreimal mit jeweils 1 mL Cyclohexan extrahiert. Es wurden Dreifach-

bestimmungen durchgeführt.  

 

Die Extraktionsraten wurden folgendermaßen berechnet:  

Die Peakflächen des jeweiligen Derivats, die nach den 3 Extraktionsschritten gemessen 

wurden, wurden addiert. Der so erhaltene Wert wurde als 100 %-Wert festgelegt. Die 

Peakfläche, die nach dem ersten Extraktionsschritt erhalten wurde, wurde durch den 100 %-

Wert dividiert und in Prozent umgerechnet. Die Mittelwerte der nach der 

chromatographischen Trennung erhaltenen Peakflächen, die Extraktionsraten nach einmaliger 

Extraktion und deren relative Standardabweichungen sind in Tab. 29 aufgeführt.  

 

Tab. 29: Extraktionsraten der Pentafluorbenzylderivate 

 
PFBB- Peakfläche / (mV �  min) Extraktionsrate  srel. / % 

Derivat von 1. Extr. 2. Extr. 3. Extr. (1. Extr.) / %  

2ABS 21,42 0,54 n.n. 98 1,4 

3ABS 16,97 0,55 n.n. 97 4,5 

4ABS 23,00 0,75 n.n. 97 2,7 

4A2HBS 16,43 0,86 n.n. 95 1,9 

2A4NBS 39,36 0,00 n.n. 99 1,2 

2AP 7,27 0,16 n.n. 98 1,4 

3AP 9,34 0,26 n.n. 97 3,1 

2A3NP 20,99 0,41 n.n. 98 4,7 

2A4NP 15,96 0,60 n.n. 96 2,2 

2A5NP 51,70 1,96 n.n. 96 2,5 

4A2NP 25,76 3,38 0,55 87 4,8 

 

srel.: relative Standardabweichung 

n.n.: nicht nachweisbar 
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Die Extraktionsraten lagen, außer für das Derivat von 4-Amino-2-nitrophenol, für alle 

Substanzen bei mindestens 95%. Eine einmalige Extraktion mit 1 mL Cyclohexan wurde 

deshalb als ausreichend gewertet. Die relativen Standardabweichungen lagen bei dieser 

Untersuchung zwischen 1,2 und 4,5 %  für die Aminobenzoesäure-Derivate und zwischen 

1,4 % und 4,8 % für die Aminophenol-Derivate. Diese hohen Werte für Aminophenole lagen 

an der signifikanten Abweichung der Meßwerte einer Analysenprobe von den übrigen zwei 

Proben. 

 

9.8 Optimierte Durchführung der Derivatisierung 
 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden die Verbindungen unter folgenden optimierten 

Bedingungen pentafluorbenzyliert: 

 

In einem 10 mL-Vial wurde  ein Standardgemisch (je 50-100 µg Substanz) in jeweils 2 mL 

Aceton mit 50 µL einer Reagenzlösung (c(PFBBr) = 25 µL/mL; c(18-K-6) = 10 mg/mL in 

Aceton) sowie 50 mg K2CO3 versetzt. Die Reaktionslösung wurde 30 min im Wasserbad bei 

70 °C erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Stickstoffstrom fast bis zur Trockne abgedampft 

und der Rückstand in 4 mL Wasser aufgenommen. Anschließend wurde die Lösung mit 1 mL 

Cyclohexan 15 min extrahiert. Die so erhaltenen Extrakte wurden mittels GC/ECD 

untersucht. Wenn nicht anders angegeben, wurden jeweils 1 µL des Extraktes injiziert. 

 

9.9 Beeinflussung der Reaktionsausbeute durch Wasser 
 

Da bei der Anreicherung der amphoteren aromatischen Amine aus wäßrigen Proben stets 

zumindest geringe Mengen an Wasser zurückbleiben, war es notwendig zu untersuchen, ob 

die Anwesenheit von Wasser die Derivatisierungsreaktion beeinflußt. 

 

Ein Aminophenol-Gemisch wurde derivatisiert, wobei 

 

• kein Wasser 

• 50 µL Wasser 

• 250 µL Wasser 
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zur Reaktionslösung zugesetzt wurden. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen 

durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abb. 24 dargestellt. Durch die Zugabe von 50 µL 

Wasser wurde die Derivatisierungsausbeute kaum beeinflußt. Bei einigen Verbindungen kam 

es sogar zu einer leichten Vergrößerung der Peakflächen. Nach Zugabe von 250 µL Wasser 

wurden, außer bei 2-Amino-3-nitrophenol, teilweise stark verringerte Peakflächen erhalten. 
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Abb. 24: Einfluß von Wasser auf die Derivatisierungsreaktion 

 

Dieses Ergebnis war zu erwarten, da Wasser als protisches Lösungsmittel die SN2-Reaktion 

bekanntermaßen nicht begünstigt. 
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10 Bestimmung von Verfahrensparametern 

10.1 Massenspektrometrische Untersuchung der Derivate 
 

Zur Identifizierung der entstandenen Pentafluorbenzyl-Derivate wurden GC/MS-Messungen  

durchgeführt. Die Meßbedingungen sind im Anhang (Kap. 15.1) aufgeführt. Abb. 25 zeigt 

beispielhaft das Massenspektrum des Derivats von 2-Aminobenzoesäure.  
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Abb. 25: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von 2ABS 

 

Der M+-Peak mit m/z =  317 stellte gleichzeitig auch das intensivsten Massenfragment dar.  

Die Abspaltung des Aminobenzoesäure-Restes führte zur Bildung des Pentafluorbenzyl-

Kations mit m/z = 181. 

 

In Abb. 26 ist das Massenspektrum des Derivats von 4-Amino-2-nitrophenol zu sehen mit 

einem M+-Peak bei m/z = 334. Hier stellte das durch die Abspaltung des Pentafluorbenzyl-

Restes entstandene Massenfragment mit m/z = 153 den Basispeak dar.  
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Abb. 26: Massenspektrum des Pentafluorbenzylderivats von 4A2NP 

 
 
In Tab. 30 sind die MS-Daten der Pentafluorbenzyl-Derivate zusammengefaßt. Bei dem 

Großteil der Verbindungen entsprach der M+-Peak zugleich dem Basispeak. Bei den Amino-

nitrophenolen entstand dieser durch Abspaltung des Pentafluorbenzyl-Restes. 
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Tab. 30: MS-Daten für pentafluorbenzylierte amphotere aromatische Amine 

 
Substanz Derivat m/z 

(100 %) 
m/z 

(M+) 
2ABS 2-Aminobenzoesäure-2,3,4,5,6-

pentafluorbenzylester 
317 317 

3ABS 3-Aminobenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

317 317 

4ABS 4-Aminobenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

317 317 

4A2HBS 4-Amino-2-hydroxybenzoesäure-
2,3,4,5,6-pentafluorbenzylester 

333 333 

2A4NBS 2-Amino-4-nitrobenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

362 362 

5A2NBS 5-Amino-2-nitrobenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

362 362 

2AP 2-Aminophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

289 289 

3AP 3-Aminophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

289 289 

4AP 4-Aminophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

289 289 

2A3NP 2-Amino-3-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

153 334 

2A4NP 2-Amino-4-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

153 334 

2A5NP 2-Amino-5-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

153 334 

4A2NP 4-Amino-2-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

153 334 

 
 
 

10.2 Kalibrierung des Verfahrens zur  Ermittlung der Bestimmungsgrenzen 
 

10.2.1 Aminobenzoesäuren 
 
Für die Ermittlung der Bestimmungsgrenzen wurde, unter Verwendung von GC-SG S und 

einer im Verhältnis 1:10 verdünnten Lösung dieses Gemischs eine Kalibrierung des 

Verfahrens durchgeführt. Von 2-Aminobenzoesäure, 3-Aminobenzoesäure und 4-
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Aminobenzoesäure wurden jeweils 0,5 µg, 1,0 µg, 5,0 µg, 10,0 µg und 15,0 µg derivatisiert, 

von den übrigen Verbindungen jeweils die doppelte Menge an Substanz. Es wurden 

Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß jeweils 10 Datenpaare zur Berechnung der 

Kenndaten nach DIN 38402-51 zur Verfügung standen. Die Ergebnisse sind in Tab. 31 

aufgeführt. 

 
 

Tab. 31: Kenndaten und Bestimmungsgrenzen der ABS nach Pentafluorbenzylierung 

 
Derivat von Ordinaten-

abschnitt / 
(mV x min) 

 

Steigung/ 
(mV x min) 

sx / µg Vk / % XB / ng 

2ABS 
 

-0,164 0,804 0,094 1,49 0,31 

3ABS 
 

-0,184 0,546 0,318 5,04 1,04 

4ABS 
 

-0,187 0,696 0,118 2,70 0,56 

4A2HBS 
 

-0,961 0,264 1,940 14,74 5,79 

2A4NBS 
 

-0,323 0,456 0,502 3,99 1,64 

5A2NBS -0,604 0,430 0,643 5,11 2,08 
 

 

Vk: Variationskoeffizient 

sx: Verfahrensstandardabweichung 

XB: Bestimmungsgrenze 

 

 

Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 1,49 % für 2-Aminobenzoesäure und 14,74 % 

für 4-Amino-2-hydroxybenzoesäure. Für die meisten Verbindungen lag Vk unter 6 %. Für XB 

ergaben sich Werte zwischen 0,31 ng für 3-Aminobenzoesäure und 5,79 ng für 4-Amino-2-

hydroxybenzoesäure, bezogen auf die injizierte Menge an Analyt. Bei einem Großteil der 

Verbindungen lag XB bei unter 2,0 ng.  
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10.2.2 Aminophenole 
 
Für die Kalibrierung wurde GC-SG P 1:10 verdünnt, so daß die Konzentrationen der Analyten  

0,01 µg/µL bzw. 0,02 µg/µL betrugen . Davon wurden 

 

• 0,5 µg bzw. 1,0 µg 

• 1,0 µg bzw. 2,0 µg 

• 1,5 µg bzw. 3,0 µg 

• 2,0 µg bzw. 4,0 µg 

•   2,5 µg bzw. 5,0 µg 

 

derivatisiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß jeweils 10 Datenpaare zur 

Berechnung der Kenndaten nach DIN 38402-51 zur Verfügung standen. Die Ergebnisse sind 

in Tab. 32 aufgeführt. 

 
 

Tab. 32: Kenndaten und Bestimmungsgrenzen der AP nach Pentafluorbenzylierung 

 
Derivat von Ordinaten-

abschnitt / 
(mV x min) 

 

Steigung / 
(mV x min) 

sx / µg Vk / % XB / ng 

2AP 
 

0,0239 
 

0,218 0,072 4,82 
 

0,236 

3AP 
 

-0,0435 0,352 0,071 4,71 0,231 

4AP 
 

-0,0090 0,744 0,080 5,38 0,263 

2A3NP 
 

-0,0325 0,204 0,048 3,19 0,156 

2A4NP 
 

-0,0313 0,150 0,070 4,69 0,229 

2A5NP 
 

-0,1430 0,525 0,062 4,15 0,203 

4A2NP 
 

-0,0680 0,234 0,050 3,36 0,164 

 

Vk: Variationskoeffizient 

sx: Verfahrensstandardabweichung 

XB: Bestimmungsgrenze 
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Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 3,19 % für 2-Amino-3-nitrophenol und 

5,38 % für 4-Aminophenol. Für die meisten Verbindungen lag Vk unter 5 %. Für XB ergaben 

sich Werte zwischen 0,16 ng für 2-Amino-3-nitrophenol und 0,26 ng für 4-Aminophenol, 

bezogen auf die injizierte Menge an Analyt.  

 

In Abb. 27 ist beispielhaft die Kalibriergerade für 2-Amino-4-nitrobenzoesäure mit oberem 

und unterem Vertrauensbereich dargestellt. Diese war mit einem Variationskoeffinzienten von 

4,71 %, wie auch die Kalibriergeraden der übrigen Verbindungen, linear im Sinne der 

verwendeten DIN. 
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Abb. 27: Kalibriergerade für 3-Aminophenol nach Pentafluorbenzylierung 
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11 Iodierung der Pentafluorbenzylderivate 
 

11.1 Allgemeines 
 

Um die Empfindlichkeit der Analyse bei der ECD-Detektion noch weiter zu erhöhen und das 

größtenteils durch die in den PFB-Derivaten verbliebenen Aminogruppen hervorgerufene 

Peaktailing zu reduzieren, wurde eine nachfolgende Derivatisierung  der PFBB-Derivate mit 

Iod untersucht. 

 

Bei der hier durchgeführten Reaktion werden die Aminogruppen nach einer Diazotierung in 

einer SANDMEYER-ähnlichen Reaktion durch Iod substituiert. Der Ablauf dieser Reaktion 

ist in Abb. 28 schematisch dargestellt. 

 

 

 

 

Abb. 28: Reaktionsschema der Derivatisierung aromatischer Amine mit Iod 

 

 

Der erste Schritt der Derivatisierung besteht aus der Umsetzung des jeweiligen Amins mit 

Nitrit in saurem Medium zu den entsprechenden Diazonium-Ionen. Im zweiten Schritt werden 

die Diazonium-Ionen durch Zugabe eines Iodierungsreagens und anschließendes Erwärmen 

zu den iodierten Produkten umgesetzt. Bei dem Iodierungsreagens handelt es sich um eine 

Lösung aus Iod und Iodid.  

 

HAAS et al. (134) haben die Iodierung aromatischer Amine am Beispiel von 13 

Abbauprodukten nitroaromatischer Explosivstoffe untersucht. Als Mineralsäure für die 

Diazotierung verwendeten sie Salzsäure. Eine Verbesserung der Derivatisierungsausbeuten 

und eine deutliche Verringerung störender Nebenprodukte wurde durch den Ersatz der 

Salzsäure durch Iodwasserstoffsäure erreicht (22). Bei der Verwendung von 
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Iodwasserstoffsäure ist es nicht mehr notwendig, ein zusätzliches Iodierungsreagenz 

einzusetzen, da sich bereits eine ausreichende Menge Iod aus der Säure bildet. 55 aromatische 

Amine konnten so erfolgreich derivatisiert werden (135).  

 

11.2 Vorläufige Durchführung der Iodierung 
 

Für die Iodierung wurde zunächst die Derivatisierungsvorschrift nach (22) verwendet, die sich 

bei der Iodierung der nicht amphoteren Aniline bewährt hat. Die Derivatisierung wurde 

folgendermaßen durchgeführt: 

 

Nach der Pentafluorbenzylierung wurde die Aceton-Lösung im Stickstoffstrom bei 40 °C  bis 

auf ein Volumen ≤ 0,5 mL eingeengt. Zur Probe wurden 5 mL bidest. Wasser gegeben und 

dieser Lösung 200 µL Iodwasserstoffsäure (55 %) und 500 µL Natriumnitrit-Lösung 

(c = 10 g/L) zugesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 20 min wurde 1 mL Amidosulfonsäure-

Lösung (c = 50 g/L) zugefügt und die Lösung 45 min geschüttelt. Anschließend wurde die 

Lösung 5 min im Wasserbad bei 100 °C erhitzt und danach auf Raumtemperatur abgekühlt. 

Zur Zerstörung des verbliebenen Iodüberschusses wurde die Lösung mit 250 µL einer 

gesättigten Natriumsulfit-Lösung versetzt und anschließend mit 500 µL Natronlauge 

(c = 10 mol/L) alkalisiert. Die Derivate wurden mit 2 mL Cyclohexan 15 min extrahiert und 

die erhaltenen Extrakte mittels GC/ECD bzw. GC/MS analysiert. 

 

 

11.3 Gaschromatograpische Trennung der Derivate 
 

11.3.1 Trennung der iodierten Aminobenzoesäurederivate 
 

Zur Trennung der iodierten Aminobenzoesäurederivate wurde Temperaturprogramm 1 

(s. Kap. 8.4.2) verwendet. Die Peakzuordnung erfolgte durch Iodierung und 

gaschromatographische Trennung der Einzelsubstanzen.  In Abb. 29 sind vergleichend zwei 

Chromatogramme, die mit diesem Temperaturprogramm aufgenommen wurden, im selben 

Maßstab dargestellt. Die Peakzuordnung und die Retentionszeiten der iodierten Verbindungen 

sind in Tab. 33 aufgeführt. Chromatogramm a wurde nach der Pentafluorbenzylierung eines 
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Aminobenzoesäure-Gemischs erhalten, Chromatogramm b nach zusätzlicher Iodierung der 

Derivate.  

 

15,0 20,0 25,0

Signalhöhe

a)

b) t  / minR

1

2
3 4

5

6

1
2

3

4

6

5

 

Abb. 29: Chromatogrammvergleich der Aminobenzoesäurederivate 

a: nach Pentafluorbenzylierung; b: nach Pentafluorbenzylierung und Iodierung; 
Peakzuordnung s. Tab. 33, Temperaturprogramm 1 (s. Kap. 8.5.2) 

 

 

Es ist zu erkennen, daß sich die Peakform nach Iodierung der Derivate verbessert hat. Da das 

nach Pentafluorbenzylierung auftretende Peaktailing zum größten Teil durch die verbliebenen 

Aminogruppen  verursacht wurde, konnte die Derivatisierung diese Erwartungen erfüllen. Die 

Peakintensitäten erhöhten sich trotz des Einbringens eines weiteren elektronenziehenden 

Substituenten jedoch nicht. Bei den Iodderivaten von 2-Amino-4-nitrobenzoesäure und 4-

Amino-2-hydroxybenzoesäure kam es im Vergleich zu den uniodierten Derivaten sogar zu 

einer Verringerung der Peakintensitäten. Nach Umsetzung der PFB-Derivate waren keine 
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uniodierten Pentafluorbenzyl-Derivate mehr zu finden. Dies läßt den Schluß zu, daß während 

der Iodierungsreaktion ein Teil der PFB-Derivate durch Nebenreaktionen, wie z.B. 

Hydrolyse, verloren gingen. Diese Nebenprodukte waren mittels GC/ECD nicht 

nachzuweisen. 

 

Tab. 33: Retentionszeiten und Peak-Nr. der ABS-Derivate 

 

PFB-I-Derivat von Peak-Nr. tR / min 

2ABS 1 19,51 

3ABS 2 19,80 

4ABS 3 20,10 

4A2HBS 4 21,48 

2A4NBS 5 24,35 

5A2NBS 6 23,73 

 

 

11.3.2 Trennung der iodierten Aminophenolderivate 
 

Zur Trennung der iodierten Aminophenolderivate wurde das in Tab. 34 aufgeführte 

Temperaturprogramm 3 verwendet. Die Peakzuordnung erfolgte durch Iodierung der 

Einzelsubstanzen und anschließende gaschromatographische Trennung. 

 

Tab. 34: Temperaturprogramm 3, Trennung der iodierten Aminophenolderivate 

 

Zeit / min Temperatur / °C Zeit / min Temperatur / °C 

0 150 27,0 230 

10,0 150 30,0 260 

20,0 230 35,0 260 

 

 

In Abb. 30 sind vergleichend zwei Chromatogramme, die mit diesem Temperaturprogramm 

aufgenommen wurden, im selben Maßstab dargestellt. Die Peakzuordnung und die 

Retentionszeiten der iodierten Verbindungen sind in Tab. 35 aufgeführt. Chromatogramm b 
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wurde nach der Pentafluorbenzylierung eines Aminophenol-Gemischs erhalten, 

Chromatogramm a nach zusätzlicher Iodierung der Derivate.  
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Abb. 30: Chromatogrammvergleich der Aminophenolderivate 

a: nach Pentafluorbenzylierung und Iodierung; b: nach Pentafluorbenzylierung; 
Peakzuordnung s. Tab. 35, Temperaturprogramm 3 

 

 

Durch die Iodierung der Pentafluorbenzylether kam es, außer bei den Derivaten des 2-Amino-

3-nitrophenols, zu einem deutlichen Anstieg der Peakintensitäten. Nach Umsetzung zu 

iodierten Derivaten konnten, abgesehen von 2-Amino-3-nitrophenol keine uniodierten 

Derivate mehr nachgewiesen werden.. 
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Tab. 35: Retentionszeiten und Peak-Nr. der AP-Derivate 

 

Derivat von Peak-Nr. tR / min 

(iodiert) 

2AP 1 18,00 

3AP 2 18,65 

4AP 3 19,16 

2A3NP 4 26,14 

4A2NP 5 25,55 

2A4NP 6 26,90 

2A5NP 7 25,33 

 

 

11.4 Optimierung der Versuchsbedingungen 
 

11.4.1 Zugabemenge an Iodwasserstoffsäure  
 

Um zu überprüfen, welches Zugabevolumen an Iodwasserstoffsäure für die Derivatisierung 

der Pentafluorbenzylderivate ausreichend ist, wurden die Pentafluorbenzylether der 

Aminophenole unter Verwendung unterschiedlicher Mengen an Iodwasserstoffsäure iodiert. 

Es wurden 

 

50 µL 

100 µL 

200 µL 

500 µL 

 

Iodwasserstoffsäure eingesetzt. Dabei wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 31 dargestellt.  
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Abb. 31: Abhängigkeit der Peakflächen von der Zugabemenge an HI 

 

 

Während bei der Steigerung der Zugabemenge von 50 µL auf 100 µL eine teilweise deutliche 

Vergößerung der Peakflächen zu beobachten war, fiel dieser Effekt bei weiterer Erhöhung der 

Iodwasserstoffmenge von 100 µL auf 200 µL deutlich geringer aus.  Die Verwendung von 

500 µL Iodwasserstoffsäure brachte keine weitere Erhöhung der Derivatisierungsausbeute.  

Aus diesem Grund wurden im folgenden jeweils 200 µL Iodwasserstoffsäure verwendet. 

 

11.4.2 Extraktion 
 

Des weiteren sollte untersucht werden, ob die einmalige Extraktion mit 1 mL Cyclohexan für 

eine vollständige Extraktion der Derivate ausreichend ist. Ein Aminobenzoesäuregemisch und 

ein Aminophenolgemisch wurden derivatisiert und die Reaktionslösungen dreimal mit jeweils 

1 mL Cyclohexan extrahiert. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt.  

 

Die Extraktionsraten wurden wie bereits beschrieben berechnet (s. Kap. 9.7). Die Mittelwerte 

der nach der chromatographischen Trennung erhaltenen Peakflächen, die Extraktionsraten 

nach einmaliger Extraktion und deren relative Standardabweichungen sind in Tab. 36 

aufgeführt. Die Extraktionsraten lagen, außer für das Derivat von 4-Amino-2-

hydroxybenzoesäure für alle Substanzen bei mindestens 95%. Eine einmalige Extraktion mit 

1 mL Cyclohexan wurde deshalb als ausreichend gewertet. Die relativen 
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Standardabweichungen lagen bei dieser Untersuchung zwischen 1,6 % für das Derivat von 2-

Aminophenol und 10,8 % für das Derivat von 2-Amino-3-nitrophenol.  

 

Tab. 36: Extraktionsraten der iodierten Pentafluorbenzylderivate 

 
PFB-I- Peakfläche / (mV �  min) Extraktionsrate  srel. / % 

Derivat von 1. Extr. 2. Extr. 3. Extr. (1. Extr.) / %  

2ABS 4,28 0,24 n.n. 95 2,9 

3ABS 3,24 0,15 n.n. 96 4,3 

4ABS 4,63 0,13 n.n. 97 2,5 

4A2HBS 1,28 0,09 n.n. 93 6,6 

2A4NBS 8,76 0,16 0,02 98 3,5 

5A2NBS 7,59 0,15 n.n. 98 4,2 

2AP 5,10 0,15 0,01 98 1,6 

3AP 7,59 0,14 0,04 98 2,4 

4AP 2,91 0,06 n.n. 98 1,8 

2A3NP 1,03 0,02 n.n. 98 10,8 

2A4NP 4,96 0,06 n.n. 99 4,4 

2A5NP 5,99 0,12 n.n. 98 4,0 

4A2NP 3,71 0,04 n.n. 99 6,3 

 

srel.: relative Standardabweichung 

n.n.: nicht nachweisbar 

 

11.4.3 Verkürzung der Reaktionszeit nach Amidosulfonsäurezugabe 
 

Um die Analysenzeit abzukürzen, wurde untersucht, ob das 45 minütige Ausschütteln mit 

Amidosulfonsäure zur Zerstörung überschüssigen Nitrits durch eine Behandlung der 

Reaktionslösung nach Zugabe der Amidosulfonsäure im Ultraschallbad zu ersetzen ist. Diese 

Vorgehensweise war bei der Iodierung der basischen aromatischen Amine bereits erfolgreich 

getestet worden. 

 

Ein Aminophenolgemisch wurde nach Pentafluorbenzylierung iodiert. Nach Zugabe der 

Amidosulfonsäure-Lösung wurde die Reaktionslösung 5 min mit Ultraschall behandelt. Zum 
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Vergleich wurde die Reaktion wie oben beschrieben (s. Kap. 15.3.3) durchgeführt. Es wurden 

jeweils Dreifachbestimmungen durchgeführt. Die Behandlung mit Ultraschall führte jedoch 

zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis, da die Peakflächen der Derivate von 2-Aminophenol 

und 4-Aminophenol hier deutlich abnahmen. Eine Verringerung der Analysenzeit war auf 

diesem Weg deshalb nicht möglich. 

 

11.5 Massenspektrometrische Untersuchung der Derivate 
 

Zur Identifizierung der entstandenen Pentafluorbenzyl-Iod-Derivate wurden Messungen mit 

GC/MS durchgeführt (Bedingungen, s. Kap 15.1). Die Einzelsubstanzen wurden derivatisiert 

und mittels GC/MS gemessen. In Abb. 32 ist beispielhaft das Massenspektrum des Derivats 

von 2-Aminobenzoesäure dargestellt.  

 

 

 

Abb. 32: Massenspektrum des iodierten Pentafluorbenzylderivats von 2ABS 

 

Der M+-Peak mit m/z =  428 entsprach gleichzeitig auch dem intensivsten Massenfragment.  

Die Abspaltung von Iod führte zur Bildung des zweitgrößten Massenfragments mit m/z = 301. 

 

In Abb. 33 ist das Massenspektrum des Derivats von 3-Aminophenol zu sehen mit einem M+-

Peak bei m/z = 400. Hier stellte der Molekülpeak ebenfalls den Basispeak dar. Das 

zweitintensivste Massenfragment wurde durch das Pentafluorbenzyl-Kation m/z = 181 

gebildet.  
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Abb. 33: Massenspektrum des iodierten Pentafluorbenzylderivats von 3AP 

 

 

In Tab. 37 sind die MS- Daten der iodierten Pentafluorbenzyl-Derivate aufgeführt. Die 

Molekülmassen der Derivate entsprachen in allen Fällen den für die iodierten Pentafluor-

benzylderivate berechneten  Massen. Bei einem Teil der Verbindungen entsprach der M+-

Peak zugleich dem Basispeak. Bei den Amino-nitrophenolen wurde der Basispeak von dem 

Pentafluorbenzyl-Kation gebildet. Der Basispeak der Derivate von 3-Aminobenzoesäure und 

4-Aminobenzoesäure wurde von dem durch Abspaltung von Iod gebildeten Massenfragment 

erzeugt. Dieses Fragment spielt, mit Ausnahme des Derivats von 2-Aminobenzoesäure, bei 

den Derivaten der übrigen Verbindungen kaum eine Rolle. 
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Tab. 37: MS-Daten der iodierten pentafluorbenzylierten amphoteren aromatischen 

 Amine 

 
Substanz Derivat m/z 

(100 %) 
m/z 

(M+) 
2ABS 2-Iodbenzoesäure-2,3,4,5,6-

pentafluorbenzylester 
428 428 

3ABS 3-Iodbenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

301 428 

4ABS 4-Iodbenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

301 428 

4A2HBS 4-Iod-2-2hydroxybenzoesäure-
2,3,4,5,6-pentafluorbenzylester 

444 444 

2A4NBS 2-Iod-4-nitrobenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

362 473 

5A2NBS 5-Iod-2-nitrobenzoesäure-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylester 

362 473 

2AP 2-Iodphenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

181 400 

3AP 3-Iodphenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

400 400 

4AP 4-Iodphenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

400 400 

2A3NP 2-Iod-3-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

181 445 

2A4NP 2-Iod-4-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

181 445 

2A5NP 2-Iod-5-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

181 445 

4A2NP 4-Iod-2-nitrophenyl-2,3,4,5,6-
pentafluorbenzylether 

181 445 

 
 
 

11.6 Kalibrierung und Bestimmungsgrenzen 
 

11.6.1 Aminobenzoesäuren 
 
Für die Ermittlung der Bestimmungsgrenzen wurde, unter Verwendung von GC-SG S und 

einer im Verhältnis 1:10 verdünnten Lösung dieses Gemischs, eine Kalibrierung des 
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Verfahrens durchgeführt. Von 2-Aminobenzoesäure, 3-Aminobenzoesäure und 4-

Aminobenzoesäure wurden jeweils 0,5 µg, 1,0 µg, 2,0 µg, 3,0 µg und 5,0 µg derivatisiert, von 

den übrigen Verbindungen jeweils die doppelte Menge an Substanz. Es wurden 

Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß jeweils 10 Datenpaare zur Berechnung der 

Kenndaten nach DIN 38402-51 zur Verfügung standen. Die Ergebnisse sind in Tab. 38 

aufgeführt. 

 

Tab. 38: Kenndaten und Bestimmungsgrenzen der ABS nach Pentafluorbenzylierung 

 und Iodierung 

 
Derivat von Ordinaten-

abschnitt / 
(mV x min) 

 

Steigung/ 
(mV x min) 

sx / µg Vk / % XB / ng 

2ABS 
 

-0,310 0,757 0,127 5,51 0,413 

3ABS 
 

-0,078 0,554 0,101 4,39 0,329 

4ABS 
 

0,025 0,523 0,160 6,96 0,522 

4A2HBS 
 

-0,153 0,131 0,672 14,61 2,192 

2A4NBS 
 

-0,339 0,310 0,294 4,59 0,959 

5A2NBS -0,262 
 

0,425 0,211 6,39 0,688 

 

Vk: Variationskoeffizient 

sx: Verfahrensstandardabweichung 

XB: Bestimmungsgrenze 

 

Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 4,39 % für 3-Aminobenzoesäure und 14,61 % 

für 4-Amino-2-hydroxybenzoesäure. Für die meisten Verbindungen lag Vk unter 7 %. Für XB 

ergaben sich Werte zwischen 0,33 ng für 3-Aminobenzoesäure und 2,19 ng für 4-Amino-2-

hydroxybenzoesäure, bezogen auf die injizierte Menge an Analyten nach Derivatisierung. Bei 

einem Großteil der Verbindungen lag XB bei unter 0,5 ng.  
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In Abb. 34 ist beispielhaft die Kalibriergerade von 2-Amino-4-nitrobenzoesäure  mit oberem 

und unterem Vertrauensbereich dargestellt. Diese war mit einem Variationskoeffizienten von 

4,59 %, wie auch die Kalibriergeraden der übrigen Verbindungen, linear im Sinne der 

verwendeten DIN. 
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Abb. 34: Kalibriergerade für 2A4NBS nach Pentafluorbenzylierung und Iodierung 

 

11.6.2 Aminophenole 
 
Für die Kalibrierung wurde GC-SG P 1:10 verdünnt, so daß die Konzentrationen der Analyten 

0,01 µg/µL bzw. 0,02 µg/µL betrugen. Davon wurden 

 

• 50 µL 

• 100 µL 

• 150 µL 

• 200 µL 

• 250 µL 
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derivatisiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt, so daß jeweils 10 Datenpaare zur 

Berechnung der Kenndaten nach DIN 38402-51 zur Verfügung standen. Die Ergebnisse sind 

in Tab. 39 aufgeführt. 

 

 

Tab. 39: Kenndaten und Bestimmungsgrenzen der AP nach Pentafluorbenzylierung und  

 Iodierung 

 
Derivat von Ordinaten-

abschnitt / 
(mV x min) 

 

Steigung / 
(mV x min) 

sx / µg Vk / % XB / ng 

2AP 
 

-0,318 
 

2,188 0,038 2,74 0,127 

3AP 
 

0,202 1,551 0,079 5,66 0,263 

4AP 
 

-0,092 0,768 0,069 4,97 0,231 

2A3NP 
 

-0,023 0,226 0,083 5,95 0,276 

2A4NP 
 

0,106 1,140 0,058 4,23 0,197 

2A5NP 
 

-0,307 2,017 0,068 4,91 0,228 

4A2NP 
 

-0,081 1,003 0,073 5,27 0,245 

 

Vk: Variationskoeffizient 

sx: Verfahrensstandardabweichung 

XB: Bestimmungsgrenze 

 
 

Die Variationskoeffizienten Vk lagen zwischen 2,74 % für 2-Aminophenol und 5,95 % für 2-

Amino-3-nitrophenol. Für die meisten Verbindungen lag Vk unter 5 %. Für XB ergaben sich 

Werte zwischen 0,13 ng für 2-Aminophenol und 0,28 ng für 2-Amino-3-nitrophenol. Bei allen 

Verbindungen lag XB bei unter 0,3 ng.  
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12 Diskussion 
 

12.1 On-line-SPE/HPLC mit HR-P-Phasen 
 

Das in dieser Arbeit untersuchte HR-P-Sorbens erwies sich als gut geeignet für den Einsatz in 

der On-line-SPE/HPLC zur Bestimmung der ausgewählten aromatischen Amine in 

Wasserproben.    

 

Bei der Optimierung der Anreicherungsbedingungen wurde die Mischung aus Acetonitril und 

Wasser als geeignetes Elutionsmittel festgestellt. Dieses Ergebnis stimmte mit 

vorhergegangenen Off-line-Untersuchungen überein (22). Auch in der Literatur wurde dieses 

Elutionsmittel  häufig verwendet. Bei der chromatographischen Trennung kam es, im 

Vergleich zur direkten Injektion, zu einer leichten Peakverbreiterung. Diese war jedoch bei 

optimalen Bedingungen zu vernachlässigen.  

 

Unter den optimierten Versuchsbedingungen lagen die Wiederfindungsraten sowohl in bidest. 

Wasser als auch in einer Trinkwassermatrix zwischen 60 % und 103 %, meist bei über 80 %. 

Hier hatten weder die Probenmatrix noch die Analytkonzentration einen nennenswerten 

Einfluß auf die Ergebnisse. Die relativen Standardabweichungen lagen zwischen 0,3 % und 

5,4 %. Für den Großteil der Verbindungen lagen die Werte bei unter 3 %. Das Verfahren 

ermöglichte also die Bestimmung der Analyten mit hoher Präzision. 

 

Bei der Bestimmung der Durchbruchsvolumina der untersuchten Analyten wurden, mit 

Ausnahme des sehr polaren 2,6-Diaminotoluols Werte von über 300 mL gefunden. Diese 

Ergebnisse stimmten mit den Erwartungen überein, da das verwendete Sorbens über eine hohe 

spezifische Oberfläche verfügt und eine hohe Sorptionskraft für aromatische Verbindungen 

besitzt. 

 

Die bei der Kalibrierung des Verfahrens erhaltenen Kalibriergeraden wiesen eine hohe 

Linearität auf, mit Variationskoeffizienten von meist weniger als 2 %. Die bei der 

Anreicherung von 50 mL Wasserprobe erhaltenen Bestimmungsgrenzen lagen zwischen 

30 ng/L und 80 ng/L, was bereits die Überwachung der bestehenden Grenzwerte ermöglicht. 

Die Bestimmungsgrenzen könnten durch die Anreicherung größerer Volumina noch erheblich 
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gesenkt werden. Die Verwendung von Kalibrierlösungen geringerer Konzentrationen  für die 

Ermittlung der Bestimmungsgrenzen hätte zudem bei deren Berechnung nach DIN 38402-51 

für eine weitere Absenkung der berechneten Werte für XB geführt. 

 

Die Obergrenze des linearen Arbeitsbereichs ließ sich, wiederum mit Ausnahme des 2,6-

Diaminotoluols, auf mindestens 40 µg/L ausweiten. Aufgrund der bereits sehr großen Analyt-

Peaks wurde eine weitere Erhöhung der Konzentrationen nicht untersucht. Für das Arbeiten in 

größeren Konzentrationsbereichen wäre eine Verdünnung der Wasserproben als vorteilhafter 

anzusehen.  

 

Das hier untersuchte Verfahren kann problemlos zur Überprüfung der Grenzwerte für 

aromatische Amine in Trinkwasser eingesetzt werden. Dabei spielt es keine Rolle, daß nicht 

für alle Substanzen Wiederfindungsraten von 100 % gefunden wurden, da die Kalibrierung 

über das gesamte Verfahren durchgeführt wurde. Da in dieser Arbeit unterschiedlich 

substituierte Aniline mit unterschiedlich hoher Polarität untersucht wurden, dürfte die 

Übertragung des Verfahrens auf weitere aromatische Amine wenig Schwierigkeiten bereiten. 

Die Hauptaufgabe läge dabei in der Entwicklung eines geeigneten chromatographischen 

Gradientenprogramms. Aufgrund der recht hohen Anfangskonzentration von Acetonitril 

(28 %) könnte dies für die Trennung von polaren Isomeren zu  Problemen führen. 

 

Die Haltbarkeit der Vorsäulen wurde nicht explizit bestimmt. Die Vorsäulen konnten für 

mindestens 50 Anreicherungen von Wasserproben in den hier untersuchten Matrices ohne 

signifikante Verschlechterung der Wiederfindungsraten verwendet werden. Um einer 

möglichen Verstopfung der SPE-Säule vorzubeugen, wurde diese nach ca. 10 

Anreicherungsversuchen gewendet. 

 

12.2 Vergleich mit anderen Verfahren 
 

In Tab. 40 sind die Wiederfindungsraten in bidest. Wasser nach On-line-SPE mit HR-P- und 

PRP-1-Phasen sowie die Wiederfindungsraten nach Off-line-SPE aufgeführt. Hierbei ist keine 

Aussage zu treffen, welches Verfahren für die Bestimmung der Aniline besser geeignet ist. 

Die Wiederfindungsraten lagen bei den On-line-Verfahren für die meisten Analyten dicht 

beieinander. Eine Ausnahme war 2,6-Diaminotoluol. Dessen Wiederfindungsrate war bei 

Verwendung der PRP-1-Vorsäulen nur halb so groß, was auf die erheblich kleineren 
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Durchbruchsvolumina für stark polare Substanzen  bei dem PRP-1-Material zurückzuführen 

ist. 

 

Tab. 40: Vergleich der Wiederfindungsraten in bidest. Wasser 

 
Substanz HR-P (on-line) 

WDF / %a 

Srel. 

/ % 

PRP-1 (on-line) 

WDF / %a 

Srel. 

/ % 

HR-P (off-line) 

WDF / %b 

Srel. 

/ % 

2,6DAT 60 1,65 32 8,79 57 4,56 

2,4DA6NT 99 2,02 84 1,98 94 5,76 

4NA 93 5,20 98 8,63 99 7,54 

4AT 99 4,08 98 5,69 84 6,74 

4ClA 100 2,19 96 2,36 92 5,67 

2A4NT 101 1,63 97 1,29 99 5,63 

3,5DNA 93 0,84 92 1,52 98 4,91 

2NphA 84 5,17 84 1,96 89 7,64 

2A4,6DNT 87 0,31 85 1,36 102 5,27 

3,4DClA 87 0,26 89 2,36 99 5,49 

4ABPh 75 0,96 86 2,98 88 4,99 

2,4,5TClA 68 0,68 66 5,36 96 5,97 

 

WDF: Wiederfindungsrate 

a: Anreicherungsvolumen: 50 mL, c = 0,5 µg/L, je Analyt 

b: Anreicherungsvolumen: 500 mL, c = 20 µg/L, je Analyt 

Srel.: relative Standardabweichung 

 

Der Vergleich mit den Wiederfindungsraten bei Off-line SPE zeigte, daß off-line teilweise 

etwas höhere Wiederfindungsraten gefunden wurden. Der Nachteil bei diesem Verfahren lag 

in der schlechteren Reproduzierbarkeit. Dies wurde beim Vergleich der relativen 

Standardabweichungen deutlich. Diese lagen bei dem Off-line-Verfahren meist deutlich 

höher. Die berechneten Bestimmungsgrenzen lagen für das Off-line Verfahren weit höher als 

bei der On-line-Bestimmung, da die Analyten durch das Elutionsvolumen von 3 mL stark 

verdünnt wurden und nur ein Aliquot zur Analyse verwendet wurde. Das Einengen der Eluate 

vor der Analyse hätte zwar zu einer Verringerung der Bestimmungsgrenzen geführt, die 

Präzision hätte sich hierbei aber vermutlich noch erheblich verschlechtert.  
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Durch alleinige Betrachtung der Wiederfindungsraten und der relativen 

Standardabweichungen konnte nicht festgestellt werden, welches der beiden Sorbentien für 

die On-line-Anreicherung aromatischer Amine besser geeignet war. Die Erhöhung des 

Anreicherungsvolumens zeigte jedoch, daß die Durchbruchsvolumina der Analyten bei den 

HR-P-Phasen vor allem für früh eluierte Verbindungen deutlich größer waren. Die HR-P-

Festphasen ermöglichten also die Anreicherung größerer Probenvolumina. Ein Nachteil dieses 

Sorbens war die im Vergleich zum PRP-1-Material etwas schlechtere Peakform, die auf die 

höhere Sorptionskraft des HR-P-Materials zurückzuführen ist, was die Bestimmung aber nicht 

störte. 

 

12.3 Pentafluorbenzylierung amphoterer aromatischer Amine    
 

Die Optimierung der hier untersuchten Derivatisierung amphoterer aromatischer Amine 

zeigte, daß die Verwendung von Aceton als Lösungsmittel im Vergleich zu den übrigen 

untersuchten Lösungsmitteln die besten Ergebnisse lieferte. Als geeignete Base wurde 

Kaliumcarbonat ermittelt. Weiterhin erhöhte die Zugabe von 18-Krone-6 die 

Reaktionsausbeute. Die entstandenen Derivate ließen sich mittels GC/ECD unter den 

gewählten chromatographischen Bedingungen innerhalb von 25 min trennen, zeigten aber 

durch die verbliebenen Amino-Gruppen verursachtes Peaktailing. Eventuell bei der Reaktion 

entstandene Nebenprodukte störten die Trennung  bzw. Bestimmung nicht.  

 

Unter optimierten Bedingungen wurden die Bestimmungsgrenzen ermittelt. Diese lagen für 

Aminobenzoesäuren zwischen 0,3 ng und 5,8 ng und für Aminophenole zwischen 0,15 ng und 

0,26 ng, bezogen auf die injizierte Analytmenge. Die relativen Standardabweichungen lagen 

zwischen 1,2 und 4,5 %  für die Aminobenzoesäure-Derivate und zwischen 1,4 und 4,8 % für 

die Aminophenol-Derivate. 

 

Die Derivate wurden mittels GC/MS untersucht. In den Massenspektren traten neben den 

Molekül-Peaks charakteristische Massenfragmente auf, die entweder durch Abspaltung eines 

Pentafluorbenzylradikals oder durch das Pentafluorbenzyl-Kation selbst gebildet wurden. Die 

Bildung charakteristischer Fragmente würde die Identifizierung unbekannter 

Aminobenzoesäuren oder –phenole in komplexen Proben erleichtern. 
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Da die Anwesenheit von Wasser die Reaktion störte, wird das Verfahren nicht ohne größere 

Schwierigkeiten auf die Untersuchung von Wasserproben angewandt werden können, da bei 

den bisher untersuchten Verfahren zur SPE amphoterer Verbindungen Elutionsmittel 

verwendet wurden, die über einen nicht unerheblichen Wasseranteil verfügten (21). Die 

Extraktion von Bodenproben, anschließender Lösungsmittelwechsel gefolgt von 

Pentafluorbenzylierung wäre hier eher denkbar.  

 

12.4 Iodierung der Pentafluorbenzylderivate 
 

Die Umsetzung der Pentafluorbenzylderivate zu den iodierten Derivaten verlief erfolgreich. 

Die Derivate konnten gaschromatographisch getrennt werden, und es konnten mit einer 

Ausnahme keine uniodierten Pentafluorbenzylderivate mehr nachgewiesen werden. Die 

Peakform wurde im Vergleich zu den Chromatogrammen der uniodierten Derivate wie zu 

erwarten verbessert. 

 

Unter optimierten Bedingungen wurden die Bestimmungsgrenzen ermittelt. Diese lagen für 

Aminobenzoesäuren zwischen 0,33 ng und 2,19 ng und für Aminophenole zwischen 0,13 ng 

und 0,26 ng, bezogen auf die injizierte Analytmenge. Die relativen Standardabweichungen 

lagen zwischen 1,2 % und 4,5 %  für die Aminobenzoesäure-Derivate und zwischen 1,6 % 

und 10,8 % für die Aminophenol-Derivate. Der Vergleich der Bestimmungsgrenzen mit den 

für die uniodierten Derivate berechneten zeigte keine signifikante Verbesserung. Dies lag 

jedoch am verwendeten DIN-Verfahren, bei dem die Bestimmungsgrenzen aus der 

Verfahrensstandardabweichung berechnet werden. Der Chromatogrammvergleich zeigte 

jedoch, daß zumindest bei den Aminophenolen die Empfindlichkeit des Detektors auf die 

Derivate nach der Iodierung deutlich gesteigert wurde. 

 

Da die Abspaltung von einem oder mehreren Iodatomen (∆m = 127) in den Massenspektren 

der iodierten Derivate der basischen Aniline gut zu sehen war (22), lieferten diese Spektren 

Informationen über die Anzahl der Iodatome im Molekül und somit über die Anzahl der 

Aminogruppen vor der Iodierung. Die Abspaltung von Iod war bei den amphoteren 

aromatischen Aminen nur bei wenigen Verbindungen zu beobachten. Bei allen Derivaten trat  

das Pentafluorbenzylkation (m/z = 181) in den Massenspektren auf. Anhand der 

Massenspekten konnte davon ausgegangen werden, daß sich tatsächlich die erwarteten 

Derivate gebildet hatten. 
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Die Substitution der Aminogruppen durch Iod zeigte auch, daß die vorhergehende 

Pentafluorbenzylierung der Analyten tatsächlich an den sauren Gruppen der Verbindungen 

und nicht etwa an den Aminogruppen stattgefunden hatte. Die Massenspektren der 

Pentafluorbenzylderivate ließen diese eindeutige Aussage nicht zu. 
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13 Zusammenfassung 
 

Durch ihren vielfältigen Einsatz bei industriellen Prozessen kommt es zum Eintrag 

aromatischer Amine in die Umwelt. Neben der industriellen Emission ist der mikrobielle 

Abbau anderer Substanzen, wie Pflanzenschutzmittel oder Nitroaromaten, eine weitere Quelle 

für Verunreinigungen durch Aniline. Da viele dieser Verbindungen ein toxisches oder 

carcinogenes Potential besitzen, wurden verschiedene Grenzwerte für diese Substanzen 

festgelegt, die zwischen 0,1 und 1,0 µg/L in Trinkwasser liegen. Zur Überwachung dieser 

Grenzwerte sind empfindliche Verfahren zum Einzelnachweis der aromatischen Amine 

unerläßlich. Diese Verfahren sollten nach Möglichkeit auch im Routinebetrieb einsetzbar 

sein. Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung leicht durchzuführender empfindlicher 

Verfahren zur Bestimmung aromatischer Amine. 

 

Es wurde ein On-line-Verfahren zur Bestimmung aromatischer Amine mittels HPLC mit 

vorangegangener Festphasenextraktion untersucht. Bei dem verwendeten Festphasen-Material 

handelte es sich um ein hochgradig vernetztes PS-DVB-Kopolymer. Nach Einstellen der 

Wasserproben auf pH 10,5 und unter Verwendung eines Actonitril/Wasser-Gemisches als 

Eluent wurden bei Anreicherung von 50 mL Wasserprobe Bestimmungsgrenzen von weniger 

als 80 ng/L ermittelt. Aufgrund der hohen Durchbruchsvolumina der meisten Analyten wäre 

eine Absenkung der Bestimmungsgrenzen durch Erhöhung des Anreicherungsvolumens 

möglich. Die Präzision der Bestimmungen war hoch; die relativen Standardabweichungen 

lagen meist bei unter 2 %. Die Wiederfindungsraten  der meisten Verbindungen lag bei über 

80 %, unabhängig davon, ob die Bestimmung in bidest. Wasser oder in einer 

Trinkwassermatrix erfolgte. 

 

Für die Bestimmung amphoterer aromatischer Amine mittels GC/ECD wurde ein 

Derivatisierungsverfahren entwickelt. Die Umsetzung mit Pentafluorbenzylbromid lieferte für 

alle untersuchten Aminobenzoesäuren und Aminophenole die erwartetenten Derivate, die sich 

gaschromatographisch trennen und bestimmen ließen. Möglicherweise entstandene 

Nebenprodukte störten die Bestimmung nicht. Die Bestimmungsgrenzen lagen bei 

optimierten Bedingungen zwischen 0,15 und 5,8 ng. 
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Durch die weitere Umsetzung der Pentafluorbenzylderivate mit Iod in einer SANDMEYER-

ähnlichen Reaktion wurde eine Verbesserung der Peakformen und eine leichte Absenkung der 

Bestimmungsgrenzen erreicht. 
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15 Anhang  

15.1 Geräte 
 
On-line-SPE/HPLC: 

HPLC-System (Gynkotek, Germering) 

Pumpe: M480 
Entgaser: GT-103 

Autosampler: GINA 50 

Säulenthermostatisierung: Säulenofen STH 585 

Diodenarraydetektor: UVD 340-S (spektrale Auflösung 2 nm) 

Steuerung und Datenaufnahme: Gynkosoft, Version 5.50 

Säule: Purospher RP-18 e, 5 µm, 25 mm x 3 mm mit Vorsäule 

LiChrospher 100 RP-18, 5 µm, 10 mm x 4 mm (Merck, 

Darmstadt) 

Motorschaltventil: MSV 6  

 

Pumpe. 655A-11 (Merck, Darmstadt) 

mit LC-Controller: L-5000  

 
 
GC/ECD: 

 

GC:             HP 5890 II +  ausgestattet mit Autosampler-Einheit HP 

7673 (Hewlett-Packard, Waldbronn), ausgestattet mit 

Detektor:      ECD (Ni63), Temperatur: 300 °C, Make-Up-Gasfluß: ca, 

20 mL/min 

Injektor:       Temperatur: 250 °C, Split-Injektion (Splitverhältnis ca.  

 1:120) 

Trägergas:    Stickstoff 5.0, nachgereinigt über Megasorb-Einheit von 

Messer-Griesheim (Frankfurt),  Säulenvordruck 100 kPa 

Säule:           J & W DB5 [(5%-phenyl)-methylpolysiloxan], 30 m, 0.25 

mm ID, 0,25 µm df  

Steuerung und Datenaufnahme: Gynkosoft, Version 5.50 (Gynkotek, Germering) 
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GC/MS: 

GC: Varian Star 3800 (Varian, Darmstadt) 

Autosampler: Varian 8200CX 

MS: Varian Saturn 2000 

Injektor: Varian 1079 PTV-Injektor 

Insertliner: Fokus-Liner, 3,4 mm ID, mit Quarzwolle gefüllt 

Trägergas: 1,5 mL Helium/min     

Säule:            J & W DB-35ms, 30 m, 0.25 m ID, 0,25 mm df 

 
MS-Bedingungen: 

Trap-Temperatur: 250 °C 

Manifold-Temperatur: 55 °C 

Transferline-Temperatur: 280 °C 

Ionisation: EI, 70 eV 

Emission Current: 10 µA 

Scanbereich: 60-650 m/z 

 

GC-Programm: 40 °C für 3 min, mit 50 °C/min auf 245 °C aufheizen, 

5 min halten, mit 25 °C/min auf 330 °C aufheizen, 5 min 

halten 

 
 

15.2 Chemikalien 
 

15.2.1 Referenzsubstanzen 
 

Die in dieser Arbeit untersuchten Standardsubstanzen, ihre Bezugsquellen und 

Gefahrensymbole sind in Tab. 41 aufgeführt. Zur eindeutigen Kennzeichnung sind zusätzlich 

die CAS-Nr. angegeben. Alle Standardsubstanzen wurden in der höchst erhältlichen Reinheit 

bezogen. 
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Tab. 41: Standardsubstanzen mit CAS-Nr., Bezugsquelle und Gefahrensymbolen 

 
Substanz 

 

CAS-Nr. Bezugsquelle Gefahrensymbole 

4-Nitroanilin 100-01-6 Baker T 

3,5-Dinitroanilin 618-87-1 Riedel-de Haën T 

4-Aminotoluol 106-49-0 Fluka T 

2,6-Diaminotoluol 823-40-5 Aldrich Xn 

2-Amino-4-nitrotoluol 99-55-8 Janssen T 

2-Amino-4,6-dinitrotoluol 35572-78-2 Promochem T 

2,4-Diamino-6-nitrotoluol 6629-29-4 Promochem T 

2-Naphthylamin 91-59-8 Aldrich T+ 

4-Aminobiphenyl 92-67-1 Aldrich T; Xi 

4-Chloranilin 106-47-8 Riedel-de Haën T 

3,4-Dichloranilin 95-76-1 Riedel-de Haën T 

2.4.5-Trichloranilin 636-30-6 Riedel-de Haën T 

2-Aminophenol 95-55-6 Riedel-de Haën Xn 

3-Aminophenol 591-27-5 Riedel-de Haën Xn 

4-Aminophenol 123-30-8 Riedel-de Haën Xn 

2-Amino-3-nitrophenol 603-85-0 Riedel-de Haën Xn 

2-Amino-4-nitrophenol 99-57-0 Riedel-de Haën Xn 

2-Amino-5-nitrophenol 121-88-0 Riedel-de Haën Xn 

4-Amino-2-nitrophenol 119-34--6 Riedel-de Haën Xn 

2-Aminobenzoesäure 118-92-3 Merck Xi 

3-Aminobenzoesäure 99-05-8 Merck Xn 

4-Aminobenzoesäure 150-13-0 Merck Xn 

2-Amino-4-nitrobenzoesäure 619-17-0 Aldrich Xi 

5-Amino-2-nitrobenzoesäure 13280-60-9 Merck Xi 

5-Amino-2-hydroxybenzoesäure 89-57-6 Aldrich Xi 
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15.2.2 Weitere Chemikalien 
 

Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tab. 42 mit ihren 

Bezugsquellen und Reinheitsgraden aufgeführt. 

  

Tab. 42: Verwendete Chemikalien mit Bezugsquellen und Reinheitsgrad 

 
Chemikalie 

 

Bezugsquelle, Reinheitsgrad 

Methanol Merck, zur HPLC-Analyse 

Acetonitril Roth, zur HPLC-Analyse 

Natriumdihydrogenphosphat Fluka, p.a. 

di-Natriumhydrogenphosphat Roth, p.a. 

Pentafluorbenzylbromid Fluka, puriss. 

Aceton Riedel-de Haën, zur HPLC-Analyse 

Dimethylsulfoxid Merck, für die GC-Analyse 

Kaliumcarbonat Fluka, p.a. 

Kaliumhydrogencarbonat Merck, p.a. 

Triethylamin Fluka, p.a. 

18-Crown-6 Fluka, purum 

Iodwasserstoffsäure Aldrich, 55%, unstabilisiert 

Amidosulfonsäure Aldrich, A.C.S.-Reagenz 

Natriumnitrit Riedel de Haën, p.a. 

Natriumsulfit Merck, p. a. 

Natriumhydroxid Merck, p. a. 

Cyclohexan Riedel de Haën 

 

 
 

15.2.3 Festphasen 
 
Macherey-Nagel: Chromabond HR-P (Styrol-Divinylbenzol-Kopolymer), 

gepackt in HPLC- Vorsäule (10 x 3 mm) 

Oberfläche: 1300 m2/g 
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Macherey-Nagel: Chromabond HR-P (Styrol-Divinylbenzol-Kopolymer) 

3 mL, 200 mg 

Oberfläche: 1300 m2/g 

 

Hamilton: 

 

 

PRP-1 (Styrol-Divinylbenzol-Kopolymer), 

gepackt in HPLC- Vorsäule (10 x 3 mm) 

Oberfläche: 415 m2/g 

 

 

15.2.4 Lösungen 
 
Reagenzlösung für Pentafluorbenzylierung: 

Die Reagenzlösung enthielt Pentafluorbenzylbromid (c = 25 µL/mL) und 18-Krone-6 

(c = 10 mg/L) in Aceton  

 

Pufferlösung für HPLC: 

15 mmol Kaliumdihydrogenphosphat und 15 mmol di-Kaliumhydrogenphosphat wurden in 

1 L bidest. Wasser gelöst. Die Lösung wurde 10 min im Ultraschallbad behandelt und danach 

über einen Membranfilter (Porengröße 0,45 µm, Sartorius) vakuumfiltriert. 

 

15.3 Optimierte Verfahren 

 

15.3.1 On-line-SPE 
 
Die Festphase wurde zunächst bei einer Fließrate von 1,0 mL/min mit 7 mL Acetonitril und 

5 mL bidest. Wasser konditioniert. Anschließend wurden 50 mL Wasserprobe mit einer 

Fließrate von 5,0 mL/min über die Festphase geleitet. Danach wurde die Festphase bei einer 

Fließrate von 1,0 mL/min mit 3 mL bidest. Wasser gewaschen. Durch Umschalten des 

elektronischen Schaltventils wurden die Analyten auf die analytische Säule gespült. Die 

Trennung wurde bei 30 °C und einer Fließrate von 0,5 mL/min durchgeführt. Der Starteluent 

war ein Gemisch aus Acetonitril (A) und Phosphatpuffer (B, s. Kap. 15.2.4) im Verhältnis 

28/72 (v/v).  Diese Zusammensetzung wurde für 10 min gehalten. Danach wurde sie innerhalb 

von 10 min auf 40 % A und 60 % B geändert. Es folgte eine weitere Änderung auf 80 % A 

und 20 % B binnen 15 min. Diese Zusammensetzung wurde weitere 5 min gehalten. Die 
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Säule wurde anschließend, zeitgleich mit der On-line-Anreicherung mit dem Starteluenten 

equilibriert. 

 

15.3.2 Optimierte Durchführung der Pentafluorbenzylierung 
 

In einem 10 mL-Vial wurde  ein Standardgemisch (je 50-100 µg Substanz) in jeweils 2 mL 

Aceton mit 50 µL einer Reagenzlösung (c(PFBBr) = 25 µL/mL; c(18-K-6) = 10 mg/mL in 

Aceton) sowie 50 mg K2CO3 versetzt. Die Reaktionslösung wurde 30 min im Wasserbad bei 

70 °C erhitzt. Das Lösungsmittel wurde im Stickstoffstrom fast bis zur Trockne abgedampft 

und der Rückstand in 4 mL Wasser aufgenommen. Anschließend wurde die Lösung mit 1 mL 

Cyclohexan 15 min extrahiert. Die so erhaltenen Extrakte wurden mittels GC/ECD 

untersucht. Wenn nicht anders angegeben, wurden jeweils 1 µL des Extraktes injiziert. 

 

Gaschromatographische Trennung der Derivate: 

Das Injektionsvolumen betrug 1 µL. Die Trennung der Aminobenzoesäurederivate wurde mit 

folgendem Temperaturprogramm (Temperaturprogramm 1) durchgeführt: die Starttemperatur 

betrug 150 °C und wurde 10 min lang gehalten. Anschließend wurde die Temperatur 

innerhalb von 8 min auf 240 °C erhöht, gefolgt von einer weiteren Erhöhung auf 260 °C 

innerhalb von 4 min. Diese Temperatur wurde 13 min gehalten. Um die Aminophenolderivate 

zu trennen, wurde folgendes Temperaturprogramm (Temperaturprogramm 2) verwendet: die 

Starttemperatur lag bei 150 °C. Es folgte eine Temperaturerhöhung auf 235 °C innerhalb von 

8 min. Diese Temperatur wurde weitere 12 min gehalten. 

 

 

15.3.3 Optimierte Durchführung der Iodierung 
 
Nach der Pentafluorbenzylierung wurde die Aceton-Lösung im Stickstoffstrom bei 40 °C  bis 

auf ein Volumen ≤ 0,5 mL eingeengt. Zur Probe wurden 5 mL bidest. Wasser gegeben und 

dieser Lösung 200 µL Iodwasserstoffsäure (55 %) und 500 µL Natriumnitrit-Lösung 

(c = 10 g/L) zugesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 20 min wurde 1 mL Amidosulfonsäure-

Lösung (c = 50 g/L) zugefügt und die Lösung 45 min geschüttelt. Anschließend wurde die 

Lösung 5 min im Wasserbad bei 100 °C erhitzt und danach auf Raumtemperatur abgekühlt. 

Zur Zerstörung des verbliebenen Iodüberschusses wurde die Lösung mit 250 µL einer 

gesättigten Natriumsulfit-Lösung versetzt und anschließend mit 500 µL Natronlauge 
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(c = 10 mol/L) alkalisiert. Die Derivate wurden mit 1 mL Cyclohexan 15 min extrahiert und 

die erhaltenen Extrakte mittels GC/ECD bzw. GC/MS analysiert. 

 
 
Gaschromatographische Trennung der Derivate: 

Das Injektionsvolumen betrug 1 µL. Die Trennung der iodierten Aminobenzoesäurederivate 

erfolgte mit Temperaturprogramm 1. Um die iodierten Aminophenolderivate zu trennen, 

wurde folgendes Temperaturprogramm (Temperaturprogramm 3) verwendet: die 

Starttemperatur lag bei 150 °C. Es folgte eine Temperaturerhöhung auf 230 °C innerhalb von 

10 min. Diese Temperatur wurde 7 min gehalten. Anschließend wurde die Temperatur 

innerhalb von 3 min auf 260 °C erhöht und die Temperatur weitere 5 min gehalten. 
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