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w Massenanteil
WG Wasserdispergierbares Granulat
WP Wasserverdiinnbares Pulver
W.W. Feuchtgewicht (wet weight)
w/w Massenanteil (in %)
x Stoffmengenanteil
€ mittlerer, molarer Absorptionskoeffizienten (in [ - mol™! - em™1)
A Wellenlénge (in nm)
Aem Emissionswellenlénge
Aex Anregungswellenlédnge



Kapitel 1

Einleitung

Die Anzahl anthropogener Stoffe, die durch den menschlichen Gebrauch in die Umwelt
gelangen, steigt weltweit weiter an. Dabei konnen Risiken fiir die Umwelt und den Men-
schen nicht nur von einem unsachgeméfien Gebrauch sondern auch durch eine sachgeméfle
Anwendung dieser Stoffe ausgehen. Entscheidend hierfiir ist das Umweltverhalten der in
die Biosphére gelangenden Substanzen, wie z. B. deren Toxizitdt, Abbauverhalten, Per-
sistenz oder Akkumulationsneigung. Fiir eine sinnvolle Risikoabschédtzung solcher Stof-
fe sind zuverldssige analytische Methoden bei der Ermittlung von Emissionsquellen und

Emissionswegen sowie von Metabolisierungsprozessen von grofler Bedeutung.
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Abbildung 1.1: Tensidproduktion in Westeuropa im Zeitraum von 1998 bis 2006 (fiir 1998,
1999 und ab 2003 sind keine Einzeldaten fiir APEO offentlich zuginglich,

Daten aus [62]).
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Bei den meisten als Detergentien oder Formulierungshilfsstoffe verwendeten Tensiden, de-
nen aufgrund ihrer weiten Verbreitung eine grofie wirtschaftliche Bedeutung zukommt (s.
Abb., handelt es sich um solche anthropogenen Stoffe. Tenside, die sowohl in indu-
striellen Prozessen als auch in Haushalten ihren Einsatz finden, haben eine der grofiten
Produktionsraten aller organischer Chemikalien. Im Jahr 1998 betrug die Weltjahres-
produktion mehr als 10 Millionen Tonnen [296]. Fiir dieses Jahrzehnt wird mit einem
Wachstum des Tensidmarktes von 3% pro Jahr gerechnet, resultierend in einem erwarte-
ten weltweiten Gesamtmarkt von anndhernd 14 Millionen Tonnen fiir das Jahr 2010 [211].
Tenside als oberflichenaktive Agenzien, die aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften
in Losemitteln die Oberflichenspannung herabsetzen und eine Neigung zur Mizellbildung
aufweisen, dienen vor allem als wichtiger Bestandteil in Wasch- und Reinigungsmitteln,
zur Formulierung von verschiedenartigen Haushalts- und Industrieprodukten wie auch als

Hilfsstoffe in kosmetischen Produkten und Korperpflegemitteln.

Die in dieser Arbeit untersuchten Alkylphenolethoxylate (APEO) gehoren zur Gruppe
der nichtionischen Tenside und machen mit 0,7007-10° ¢ (im Jahr 1998, [289]) einen Anteil
von ca. 7% am weltweiten Gesamttensidverbrauch von 9,8605-10°¢ (im Jahr 1998, [289])
aus (vgl. hierzu auch Abb. [L.1)).

Nicht nur wegen des weit verbreiteten Einsatzes von Tensiden bedarf es einer besonde-
ren Beachtung dieser Stoffe beziiglich ihres Verhaltens in der Umwelt, sondern auch weil es
sich um relativ toxische Verbindungen handelt [211]. Aufgrund ihrer Anwendung kommt
besonders der aquatischen Toxizitét, die zwischen unterschiedlichen Wasserorganismen wie
etwa Fischen, Daphnien, Algen oder Bakterien sehr unterschiedlich sein kann, eine wichti-
ge Rolle zu [211]. Obwohl die Toxizitdt von intakten Tensidmolekiilen substanzspezifisch
ist, konnen ihre grenzflachenaktiven Eigenschaften als solche schéddliche Wechselwirkun-
gen, wie z. B. das Zerstéren von Biomembranen und die Denaturierung von Proteinen,
ausiiben [175,211]. Werden Umweltprobleme bei einigen Tensiden, wie z. B. den verzweig-
ten Alkylbenzolsulfonaten, vor allem aufgrund ihrer geringen biologischen Abbaubarkeit
verursacht, so verhélt es sich bei den APEO anders (s. Abs., S. . Der Einsatz von
APEO ist vor allem wegen der Persistenz und Toxizitdt ihrer Abbauprodukte, wie z. B.
4-Nonylphenol, kritisch zu bewerten [246,399]. Daher wurde die Verwendung von APEO
vor allem in Westeuropa und Nordamerika sowohl durch einen freiwilligen Selbstverzicht
der Industrie als auch durch gesetzliche Regulierungen eingeschrénkt. In Europa diirfen
seit 2003 nicht mehr als 0,1 % (w/w) Nonylphenolethoxylat (gilt ebenfalls fiir Nonylphe-
nol) in Pestizid- und Biozidformulierungen enthalten sein [125]. Aus diesem Grund ist
die Zahl der in Deutschland zugelassenen Pflanzenschutzmittel, die Nonylphenolethoxylat
(NPEO) oder Octylphenolethoxylat (OPEO) enthalten, in den letzten Jahren stark zu-
riickgegangen (s. Abb.. Oben erwihnter Grenzwert gilt mit einigen Ausnahmen auch
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fiir alle Zubereitungen, die zum Zweck der industriellen und gewerblichen sowie Haushalts-
reinigung dienen oder bei der Textil- und Lederverarbeitung, als Emulgator in Melkfett,
bei der Metallverarbeitung, bei der Zellstoff- und Papierherstellung und als kosmetische

Mittel oder sonstige Korperpflegemittel angewendet werden.
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Abbildung 1.2: Riickgang der Anzahl in Deutschland zugelassener Pflanzenschutzmittel mit
NPEO oder OPEO bis zum Jahr 2007 .

Dennoch ist ein weltweiter, vollstiandiger Ersatz von APEO wegen ihrer exzellenten
Eigenschaften und geringen Produktionskosten nach wie vor nicht in Sicht. Aufgrund
der Persistenz der APEO-Metaboliten 4-Nonylphenol und 4-tert-Octylphenol sowie de-
ren Wirkung als Xenodstrogene ist neben dem Monitoring dieser und anderer APEO-
Abbauprodukte in der aquatischen Umwelt auch die Analytik von APEO selbst von zen-
traler Bedeutung. Geeignete Methoden konnen zur Uberpriifung der Einhaltung gesetzli-
cher Richtlinien und Grenzwerte, z. B. bei der Verwendung der APEO als Formulierungs-

hilfsstoffe in Pflanzenschutzmittel, dienen.



Kapitel 2

Alkylphenolethoxylate in ihrer

Bedeutung als nichtionische Tenside

2.1 Nomenklatur, Struktur und Eigenschaften von

Alkylphenolethoxylaten

Bei den Alkylphenolethoxylaten (APEQO) handelt es um Verbindungen, die aufgrund ihrer
amphiphilen Molekiilstruktur grenzflichenaktive Eigenschaften aufweisen. Diese nichtio-
nischen Tenside werden zur Gruppe der sogenannten EO-Addukte gezéhlt und werden
auch als Polyoxyethylenalkylphenole, polyethoxylierte Alkylphenole oder Alkylphenolpo-
lyglykolether bezeichnet [305]. Unter der Gruppe der EO-Addukte werden die Stoffe zu-
sammengefasst, die durch Anlagerung von Ethylenoxid hergestellt wurden. Daher tragen
APEO wie alle anderen EO-Addukte auch Polyoxyethylengruppen als hydrophile Reste.
Der hydrophobe Molekiilteil wird im Fall der APEO durch die Alkylphenylgruppe gebildet

(siehe Abb. [2.1]).

><Ej\o/\/OV\O/\/OV\OH

lipophiler Teil hydrophiler Teil

Abbildung 2.1: Struktur eines APEO-Tensids am Beispiel von 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)-
phenoltetraethoxylat.
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APEO werden in der Regel durch ihren Ethoxylierungsgrad charakterisiert [85]. Der
Ethoxylierungsgrad wird als die Anzahl ngo der Oxyethylengruppen (~CHy—CHy—O-)
pro APEO-Molekiil definiert. Handelt es sich um molekulareinheitliche Spezies entspricht
nrgo dem Verhéltnis der Anzahl Ngo aller Oxyethylengruppen zur Anzahl Napgo aller

APEO-Molekiile, es gilt also:
NEgo

Nareo

(2.1)

NgEo =

Da es sich bei den kommerziell erhéltlichen Produkten aufgrund des Herstellungsver-
fahrens um polydisperse Alkylphenolethoxylate mit einer Verteilung der Ethoxylatketten-
lange (s. Abs. , S. handelt, werden sie durch den mittleren Ethoxylierungsgrad
npo (Zahlenmittel) beschrieben. Es gilt entsprechend:

N
ZNEO,'L'

Mpo = —————— (2.2)

> Naprro,;
j=1

APEO sind farblose bis schwach gelbliche Verbindungen, die je nach Kettenldnge der
Polyoxyethylengruppe fliissig sind (fiir niedrige Molekulargewichte) oder eine pastose
bis wachsartige Konsistenz haben (fiir hohere Molekulargewichte). Nahezu alle industri-
ell bedeutsamen APEO werden aus Alkylphenolen mit verzweigten Alkylketten gewon-
nen (s. Abs.[2.2.1] S.[11]), wobei die beiden wichtigsten Vertreter Nonylphenolethoxylat
(NPEO) und Octylphenolethoxylat (OPEO) als hydrophobe Gruppe 4-Isononylphenyl-
bzw. 4-tert-Octylphenylreste tragen [55214},305]. Das Verhéltnis para-/ortho-Isomer der
einzelnen APEO-Oligomere hiangt im wesentlichen vom Herstellungsprozess der Alkylphe-
nole ab (s. Abs.[2.2.1] S. [I1)). Dodecylphenyl(DDPEO)-, Tributylphenyl(TBPEO) und
Dinonylphenolethoxylat (DNPEO) spielen lediglich eine untergeordnete Rolle.

Die grenzflichenaktiven Eigenschaften von APEO und damit ihre Fahigkeit, als Emul-
gatoren, Dispergiermittel, Losungsvermittler oder Benetzungsmittel zu wirken, hdngen wie
bei allen Tensiden im wesentlichen von ihrer Molekiilstruktur ab, also der Art und Grofle
der hydrophilen und hydrophoben Gruppen. Die Hydrophobizitit des Alkylphenylrestes
wird durch den Verzweigungsgrad und die Léange der Alkylkette am aromatischen Ring
bestimmt. Eine Zunahme der Lénge und eine Abnahme des Verzweigungsgrades bewir-
ken im Vergleich zu einer kiirzeren und starker verzweigten Alkylkette eine Verminderung
der Wasserldslichkeit [55]. So sind beispielsweise bei 20°C 24,5 mg - I=* Octylphenolte-
tracthoxylat (OP(EO){l) in Wasser loslich. Fiir Nonylphenoltetraethoxylat (NP(EO),)
betriigt die Loslichkeit lediglich 7,65 mg - [=! [5]. Ebenso hingt die kritische Mizellbil-

Nachfolgend werden APEO-Oligomere mit n Oxyethyleneinheiten mit AP(EQ), gekennzeichnet,
APEO-Gemische mit im Mittel n Oxyethyleneinheiten mit APnEQ.
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dungskonzentration (CM(ﬂ) von der Alkylkette des Aromaten ab, mit steigender Anzahl
der Kohlenstoffatome nimmt die CMC ab.

Im Gegensatz zu den anionischen und kationischen Tensiden tragen nichtionische Tensi-
de in wésseriger Losung keine diskrete Ladung. Die Hydrophilie des Polyoxyethylenrestes
wird aufgrund von Wasserstoftbriickenbindungen von Wassermolekiilen mit den kovalent
gebundenen Sauerstoffatomen dieser Gruppe verursacht [55,[214,|305]. Da die Energie der
Wasserstoffbriickenbindung mit ca. 7 kcal-mol™" [305] relativ schwach ist, nimmt mit stei-
gender Temperatur die Hydratation der Polyoxyethylengruppe ab, so daf3 die Loslichkeit
von APEO in Wasser ebenfalls mit steigender Temperatur abnimmt [214,305]. Fiir eine ge-
gebene Konzentration wafiriger Losungen ist die Temperatur, oberhalb der eine Triibung
auftritt und sich zwei nicht mischbare Phasen bilden, eine fiir nichtionische Tenside cha-
rakteristische Grole [554102,214,305]. Sie wird als Triibungspunkt bezeichnet und héngt
unter anderem von der Tensidkonzentration, der Zugabe von Salzen und dem Zufiigen
von unpolaren Losemitteln ab. Von Ausnahmen abgesehen vermindert sich im allgemei-
nen der Triibungspunkt durch Zugabe von Salzen (Salting-Out-Effekt) bzw. erhoht sich
durch Zusatz von unpolaren Losemitteln [305]. Fiir verdiinnte Losungen sinkt der Trii-
bungspunkt mit steigender APEO-Konzentration ab (s. Tab.. In einem Bereich von

Tabelle 2.1: Abhéngigkeit der Triibungspunkte von der Konzentration wisseriger Lo-
sungen eines Octylphenolethoxylates mit npo = 8,5 (aus [305]).

Konzentration / % (w/w) Triitbungspunkt / °C
0,01 > 100
0,015 > 100
0,02 38
0,03 48
0,05 48
0,10 49
0,50 50
5,0 50

0,5-10 % (w/w) ist der Triibungspunkt nahezu unabhéngig von der Konzentration [55],
so dafl er zur Charakterisierung von nichtionischen Tensiden wie den APEO geeignet
ist. Mit steigendem Ethoxylierungsgrad der APEO nimmt der Temperaturwert fiir den
Triibungspunkt zu (s. Tab. [2.2]).

2Im Englischen als critical micelle conzentration bezeichnet. Definiert als die Konzentration, bei der

primére Bildung von Mizellen auftritt.
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Tabelle 2.2: Abhingigkeit des Triibungspunktes vom Ethoxylierungsgrad am Beispiel von

Nonylphenolethoxylat.
Prﬁfverfahrenﬂ
nEO Verfahren AH Verfahren (ﬂ Verfahren DH Quelle
3 - | 44-46°C 315]
) 60-62°C [349]
6 68-70°C [315]
8 30°C [122]
9 51°C [122]
10 65°C 37°C [122]
11 74°C 46 °C [122]
12 81°C 53°C [122]
13 87°C 58°C [122]
14 91°C 62°C [122]
15 94°C 66 °C [122]
16 96°C 68 °C [122]
17 70°C [122]
18 71°C [122]
20 72°C [122]
23 73,0-75,0°C [72]
30 75,5-77,5°C [72]

“Nach DIN EN 1890 [102].

bFiir eine 1 %-ige (w/w) Losung in vollentsalztem Wasser.

°Fiir eine 1 %-ige (w/w) Losung in 10 %-iger (w/w) wisseriger NaCl-Losung.

IFiir eine 10 %-ige (w/w) Losung in 25 %-iger (w/w) wisseriger Butyldiglykollsung.

Neben der Loslichkeit in Wasser, dem wichtigsten Losemittel fiir sehr viele Anwendun-
gen, werden weitere Figenschaften, die fiir viele Applikationen der APEO von Bedeutung
sind, durch den Ethoxylierungsgrad mafigeblich beeinfluf. So héngt die Oberflichenspan-
nung wésseriger Losungen nicht nur von der Konzentration der Lésung ab, sondern auch
sehr stark vom Ethoxylierungsgrad des verwendeten APEO. Wie fiir alle Tenside nimmt
die Oberflichenspannung wéafiriger Losungen mit steigender Konzentration bis zu dem
Punkt rasch ab, an dem die Oberfldche von einer monomolekularen Tensidschicht bedeckt
ist [305]. Ab diesem Punkt sinkt sie mit steigender Konzentrationen nur noch sehr langsam
ab, bis sie einen minimalen Wert erreicht und annédhernd konstant bleibt. Diese minimale,
erreichbare Oberflichenspannung hingt fiir denselben APEO-Typ in der Weise von der
Polyoxyethylengruppe ab, dafl sie mit steigendem Ethoxylierungsgrad zunimmt [305]. Die
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geringste Oberflaichenspannung wird somit fiir die am wenigsten wasserloslichen Oligome-
re erreicht. Fiir Losungen mit 1 ¢ - [~! sinkt sie in der Reihe von NP9EO, NP14EO und
NP20EO von 31 iiber 36 auf 41 mN - m~! ab [349).

Auch die Mizellbildung wird durch die Kettenldnge der hydrophilen Gruppe der APEO
bestimmt. Da die Mizellbildung von der Grenzflachenaktivitét der Tenside abhéngt, nimmt
die CMC fiir APEO mit sinkender Loslichkeit der Molekiile — also steigender Temperatur
und abnehmendem Ethoxylierungsgrad — zu [305]. Aus Tabelle wird der Einfluf} der
Polyoxyethylenkettenldnge deutlich:

Tabelle 2.3: Abhingigkeit der kritischen Mizellbildungskonzentration vom Ethoxylierungs-
grad am Beispiel von Nonylphenolethoxylat (aus [305]).

Produkt CMC / mol - 171 M / g-mol™! CMC / % (w/w)

NP4EO 29,5 - 107¢ 380 0,0011
NP5EO 61 - 1076 424 0,0026
NP6EO 61 - 107 468 0,0028
NP7EO 70 - 1076 012 0,0035
NP8EO 44 - 107 256 0,0025
NPI9EO 67 - 107° 600 0,0046
NP10EO 68 - 1076 644 0,0044
NP20EO 79 - 1076 1113 0,0088

Die gebildeten Mizellen sind fiir APEO — wie fiir alle nichtionischen Tenside — deut-
lich grofer als die Mizellen von anionischen oder kationischen Tensiden [305]. Besonders
in der Nidhe des Triitbungspunktes steigt der Aggregationsgrad bzw. die Mizellengrofie
stark mit der Temperatur an. Die Mizellen werden dann optisch sichtbar. Aus diesem
Grund sind nichtionische Tenside als Dispergiermittel oder Emulgatoren in der Nihe des

Triibungspunktes am wirksamsten [305].

Wie bereits deutlich wurde, hingt die Eignung von Tensiden fiir unterschiedliche An-
wendungsbereiche (z. B. als Emulgatoren oder Benetzungsmittel) in erster Linie von den
grenzflichenaktiven Eigenschaften ab, die durch die hydrophilen und lipophilen Gruppen
im Molekiil bestimmt werden. Ein Konzept, das die Klassifizierung von nichtionischen
Tensiden anhand der Molekiilstruktur zufriedenstellend ermdoglicht, stellt die sogenannte
Hydrophil/Lipophil-Bilanz (HLB) dar [214,305]. Es stellt die Grofie des hydrophilen Mo-
lekiilteils in Bezug zur Dimension des Gesamtmolekiils. HLB-Werte werden definiert als

das Verhéltnis der Molmasse Mpyaropna der hydrophilen Fraktion im Tensid zur Molmasse
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M des gesamten Tensids [55,[2141305]:

HLB = 20 -

Mhydrophil
M

(2.3)

Auf diese Weise ergibt sich eine Skala von HLB = 0 (wasserunloslich) bis HLB = 20 (sehr

gut wasserloslich), die eine Klassifizierung nichtionischer Tenside nach folgender Tabelle

erlaubt:

Tabelle 2.4: HLB-Werte fiir nichtionische Tenside (nach [214], Beispiele aus [305]).

HLB- Verhalten in APEO- HLB-
Bereich Wasser Anwendungsbeispiele Beispiel Wert
0-3 unloslich Entschdumer, Dispergiermittel fiir
Feststoffe in Ol, Koemulgator,
Entfettungsmittel
3-6 unloslich, dispergier- Wasser-in-Ol-Emulsionen, NP1EO 4,5
bar Koemulgator
6-9 dispergierbar, ergibt  Benetzungsmittel, NP4EO 9
milchige Losungen Wasser-in-Ol-Emulsionen
8-10 16slich, ergibt milchig Benetzungsmittel
triibe bis durchschei-
nende Losungen
10-13 16slich, ergibt durch-  Ol-in-Wasser-Emulsionen, Deter-  NP6EO 11
scheinende bis klare gentien und Reinigungsmittel
Losungen
13-15 16slich, ergibt klare Ol-in-Wasser-Emulsionen, Deter- NP11EO 14
Losungen gentien und Reinigungsmittel
>15 16slich, ergibt klare Losungsvermittler, NP20EO 16
Losungen Reinigungsmittel
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2.2 Industrielle Darstellung und Verwendung von

Alkylphenolethoxylaten

Der deutsche Markt fiir Alkylphenolethoxylate hat sich in den letzten beiden Jahrzehnten

stark gewandelt, da es seit 1986 eine freiwillige Selbstverpflichtung der Industrieverbéande

fiir eine stufenweise Substitution der APEO in Wasch- und Reinigungsmitteln (s. a. S. 180
in Stache Tensid-Taschenbuch [349]) gibt.

Tabelle 2.5: Auswahl einiger bedeutender Produzenten von Alkylphenolethoxylaten fiir den

europédischen und den Weltmarkt.

Produzent APEO Handelsname

Akzo Nobel NPEO Witconol NW, Witconol NP
OPEO Witconol S-100
DDPEO Witconol NIO

BASF APEO Lutensol AP, Emulan PO, Emulan NP, Emulan OP25

Clariant NPEO Arkopal N, Hostapal N
OPEO Arkopal O, Emulsogen 10
TBPEO Sapogenat T
TSPEO Emulsogen TS

Cognis NPEO Agnique NP
OPEO Agnique OP

Dow NPEO Tergitol NP
OPEO Triton X

Huntsman NPEO Empilan NP, Surfonic N, Teric N
OPEO Empilan PP, Surfonic OP, Teric X
DDPEO Surfonic DDP, Teric DD
DNPEO Surfonic DNP

Rhodia NPEO Igepal BC
OPEO Igepal CA
TSPEO Soprophor

Sasol NPEO Marlophen NP, Nonfix, Slovafol
OPEO Otix

In den néchsten Jahren ist aufgrund der seit 2003 giiltigen gesetzlichen Beschrénkun-

gen bei der APEO-Anwendung durch die Européische Union [125] ein weiterer Riickgang
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des APEO-Bedarfs zu erwarten. Fiir das Jahr 1990 fiithrte Stache noch fiir den deutschen
Markt 225 APEO-Produkte von 23 Anbietern unter 41 verschiedenen Handelsnamen in
seinem Tensid-Taschenbuch auf [349]. Mittlerweile wird beispielsweise Nonylphenol, das
mengenméfig bedeutendste Ausgangsprodukt fiir die APEO-Produktion, nur noch von
der Sasol Germany GmbH in Deutschland am Standort Marl hergestellt [40] und auch
dort zu NPEO ethoxyliert. Die Octylphenolproduktion von der BASF AG in Ludwigsha-
fen wurde schon vor einigen Jahren eingestellt [40]. So werden APEO von bedeutenden
Tensidproduzenten wie z. B. der Clariant GmbH, die die Ethoxylierungsanlagen der ehe-
maligen Hoechst AG {ibernommen hat, iiberhaupt nicht mehr in Deutschland hergestellt.
Die Clariant GmbH produziert APEO in Spanien, Mexico und den USA [76]. Da es sich
bei den Ethoxylierungsanlagen um Multi-Purpose-Anlagen handelt, die auch zur Herstel-
lung von Fettalkoholethoxylaten u. &. verwendet werden kénnen [40], ist eine Umstellung
dieser Anlagen auf eine Produktion anderer EO-Addukte und somit eine Anpassung an
lokale Méarkte ohne weiteres moglich. Bedeutende Tensidproduzenten, die auch APEO auf
dem européischen und dem Weltmarkt anbieten, sind der Tabelle zu entnehmen.

2.2.1 Industrielle Darstellung von Alkylphenolethoxylaten

Alkylphenolethoxylate werden durch mehrfache Kondensation von Alkylphenolen mit
Ethylenoxid hergestellt [55,85,214,305]. Als Ausgangsprodukte nahezu aller industriell
bedeutsamer APEO dienen Alkylphenole mit verzweigten Alkylketten wie etwa Octyl-
phenol, Nonylphenol oder Dodecylphenol [55,214.1305]. Bei diesen Alkylphenolen handelt
es sich haufig um komplexe Mischungen verschiedener Isomere und Homologe, da diese
grofitechnisch aus Phenol und Propen oder Buten gewonnen werden. Im Produktionspro-
ze3 oben genannter Alkylphenole findet zunéchst eine sdurekatalysierte Oligomerisierung
von Propen bzw. n-Buten oder Isobuten zu héheren Olefinen statt, die destillativ isoliert
und gereinigt werden [32]. Die hierbei wichtigsten Olefine zur Alkylierung von Phenol
sind [133]:

Diisobuten (4:1 Mischung aus 2,4,4-Trimethyl-1-penten und 2,4,4-Trimethyl-2-penten)
fiir Octylphenol,

Di-n-buten (Octenisomerengemisch) fiir Octylphenol,
Propentrimer (Nonenisomerengemisch) fiir Nonylphenol,
Propentetramer (Dodecenisomerengemisch) fiir Dodecylphenol und

Tri-n-buten (Dodecenisomerengemisch) fiir Dodecylphenol.
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Die Friedel-Crafts-Alkylierung (s. Abb. erfolgt unter Verwendung saurer Kataly-
satoren [133,[307]. Technisch bedeutend fiir die Nonylphenolherstellung ist das Hiilsver-
fahren, bei dem zweistufige Alkylierung adiabatisch in zwei gleichgrofien Reaktoren an
Festbettkatalysatoren aus makroporosen, wasserfreien sauren Ionenaustauscherharzen mit
Austauschkapazitiaten von 80 meq H*/ 100 ml (1. Stufe) und 140 meq H*/ 100 ml (2.
Stufe) durchgefiihrt wird [133]. In Abhéngigkeit von der ProzeBfiihrung und der Reinheit
des verwendeten Propentrimer kénnen Ausbeuten von mehr als 98 % Nonylphenol erzielt

werden, wobei das Verhéltnis von para-/ortho-Nonylphenol ca. 90:10 betrigt [133] (s. a.

Abb. 2.2).
CgH18 + @OH

Propentrimer Phenol (Molares Verhaltnis 1:1,7)

Jm

H1gcg@—0H + HigCq + HO CoHig
4-Nonylphenol 2-Nonylphenol 2,4-Dinonylphenol
88 bis 95 % 5 bis 10 % +
Octylphenol
+
Decylphenol
0,3 bis 2 %

Abbildung 2.2: Nonylphenoldarstellung mittels Friedel-Crafts-Alkylierung von Phenol mit
Propentrimer an sauren Ionenaustauscherharzen.
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Nonylphenol mit einer Reinheit von 99,7 % und einem para-/ortho-Verhéltnis von min-
destens 95:5 kann durch sorgfiltige Destillation realisiert werden. Auch fiir die Darstel-
lung von Octyl- und Dodecylphenol werden saure Ionenaustauscherharze verwendet [133].
Bei der Herstellung von tert-Octylphenol konnen je nach Reinheit des verwendeten Di-
isobuten Ausbeuten von 93-96 % 4-tert-Octylphenol (4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol)
erlangt werden. Nebenprodukte sind 4-tert-Butylphenol (0,5-1 %), 2-tert-Octylphenol (2—-
3 %) und Dialkylphenole (2-3 %) [133]. Hohere Reinheiten lassen sich durch Fraktionierung
unter Vakuum verwirklichen. In Abhéngigkeit von der Qualitidt des Propentetramers kann

Dodecylphenol mit einer Reinheit von 90-95 % gewonnen werden [133].

Die durch Friedel-Crafts-Alkylierung aus Phenol und dem entsprechenden Alken gewon-
nenen Alkylphenole dienen als Ausgangsprodukt zur APEO-Darstellung. So sind im Jahr
2000 iiber 80 % des in Deutschland verarbeiteten Nonylphenols und knapp 70 % des Octyl-
phenols in die Weiterverarbeitung zu APEO gegangen [40]. Die Ethoxylierung von Verbin-
dungen mit einem aciden Wasserstoffatom durch Addition von Ethylenoxid kann entweder
durch eine Base oder durch eine Lewisséure katalysiert werden [214]. Ethoxylierung von
Alkylphenolen erfolgt in der Regel mit basischen Katalysatoren wie Natriumhydroxid,
Kaliumhydroxid oder Natriummethanolat [55,305,400]. Zunéchst erfolgt Aktivierung der
Hydroxygruppe am Alkylphenol durch Deprotonierung mit Hilfe einer Base (GI. .

H19C9@—0H + KOH s H19C9@O'K+ + H,0

Die Kettenstartreaktion besteht in der irreversiblen Addition eines Ethylenoxidmolekiils
an das Alkylphenolation (GL. [2.5)). Dabei findet Ringdffnung am Ethylenoxid durch
nucleophile Substitution (Sy2) statt, bei der ein nucleophiler Angriff des Alkylpheno-

(2.4)

latanions am Ringkohlenstoffatom des Ethylenoxids erfolgt [314},329].

(0]
V\O_
H..C O- + /O\ langsam

H;oC
19%9 (2.5)
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Wihrend des Kettenwachstums (Gl. 2.6 Gl1. und Gl. [2.8) findet jeweils irreversible
Addition von Ethylenoxid an die gebildeten Ethoxylationen statt.

0 O\A
NN o) 20
+ N schnell
Hy9Co Hy9Co (2.6)
Ow . \/§\
2 O o schnell
+ / \
H49Cg H19Cq (2.7)

O\A\ - \/}\
iO e) i+30°
+ N schnell
H19Cq H19Co e

Die Kettenwachstumsreaktionen konkurrieren mit Protonentransfergleichgewichten [55]

(2.8)

214,314]. Dabei wird entweder ein Proton vom Alkylphenol auf ein Ethoxylatanion {iber-
tragen (Gl. i oder es findet Ubertragung eines Protons von einem Polyoxyethylenal-
kylphenolmolekiil auf ein Ethoxylatanion statt (Gl. [2.10]).

o o
\/Q\ \/gi\OH
+
H19C H19Cq H1oC

H19Co 9
1,2,.. 2.9)
@M/GW @M/GW
H19Cy H19Cy H19Cy H19Cy
1=1,2,...,nund j=1,2,...,n (2.10)

Kettenabbruch (Gl. [2.11)) kann durch Zusatz einer Sdure (HA) erreicht werden, wobei

ein Proton auf das Ethoxylatanion iibertragen wird.
(0] O
wTo' \/%OH
HA + = + A
H19Cq H19Cq
(2.11)

Die Kinetik der Ethoxylierung wird durch die Ringtffnung des Ethylenoxids wéhrend des
nucleophilen Angriffs des Phenolat- (Gl. [2.5)) bzw. Ethoxylatanions (Gl. bis GI.
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bestimmt [314]. Da die Addition von Ethylenoxid deutlich langsamer verlduft als
die Ubertragung eines Protons [214,329], kann vor der Addition eines weiteren Ethylen-
oxidmolekiils ein Protonentransfer (Gl. [2.9]und G1. stattfinden. Hierbei kommt die
Besonderheit bei der Ethoxylierung von Alkylphenolen im Vergleich zu den Alkoholen zum
tragen, die in einem deutlichen Unterschied in der Aciditat des Hydroxywasserstoffs zwi-
schen der Ausgangsverbindung und den ethoxylierten Produkten besteht. Der Wasserstoff
der Hydroxygruppe am Alkylphenolring ist deutlich saurer als der Hydroxywasserstoff am
Ende der Ethylenglykoletherkette [55,214.305,314}329], so dafi das Gleichgewicht in GI.
auf der rechten Seite liegt. Dies hat zur Folge, daf§ ein Proton von noch unverbrauchten
Alkylphenol auf das primér gebildete Monoethoxylatanion iibertragen wird, bevor ein wei-
teres Ethylenoxidmolekiil addiert werden kann [214,329]. Es wird also zundchst Alkylphe-
nol nahezu vollstindig in das Monoaddukt umgesetzt, bevor Polyoxyethylenalkylphenole
mit zwei oder mehr Oxyethylengruppen gebildet werden [55,214,305,,329,400]. Nach dem
Verbrauch des Alkylphenols geht die Ethoxylierung deutlich schneller voran, da das Al-
kylphenolation wegen seiner geringeren Nucleophilie langsamer als die Ethoxylatanionen
mit Ethylenoxid reagiert [214]. Wobei nachfolgend der Kettenwachstum (Gl1. GL
und GL. mit gleichbleibender Geschwindigkeit vorangeht, da die Kettenldnge wegen
der Ahnlichkeit in der Struktur und Basizitit der Ethoxylatanionen keinen Einflufl auf
die Reaktivitat hat [55]314},329]. Ebenso ist die Aciditét des Hydroxywasserstoffs nahezu
unabhéngig von der Ethoxylatkettenléinge, so dal die Gleichgewichtskonstante des Pro-
tonenaustausches zwischen den unterschiedlichen Ethoxylaten (Gl. als annédhernd
eins angesehen werden kann [314]. D. h. die ablaufenden Protonenaustauschreaktionen

nehmen keinen Einflufl auf die Geschwindigkeit des Kettenwachstums [329].

Aufgrund oben erwahnter Besonderheiten bei der Ethoxylierung der Alykylphenole ist
die Verteilung der Ethoxylatkettenldnge bei den APEO eine andere als bei den Alko-
holethoxylaten und die produzierten Ethoxylate sind nahezu frei von nicht umgesetzten
Alkylphenol (s. Tab. . Die Ethoxylierung von Alkylphenolen mit basischen Katalysa-
toren fithrt in Abhéngigkeit vom Katalysator, den Stoffmengenverhéltnissen und weiteren
Reaktionsbedingungen wie Druck und Temperatur zu einer unterschiedlichen Verteilung
der Ethoxylatkettenldngen [305]. Die so erhaltenen polydispersen Alkylphenolethoxylate
gehorchen einer Poissonverteilung, wenn die Ethoxylierung unter optimierten Bedingun-
gen durchgefiihrt wurde, und werden durch ihren mittleren Ethoxylierungsgrad charakte-
risiert [85,/329,1400]. Die Ethoxylierungsprodukte von sterisch gehinderten Alkylphenolen
— wie etwa 2,4-Dinonylphenol — gehorchen nicht der Poissonverteilung, wenn sie unter
den iiblichen Reaktionsbedingungen hergestellt wurden [122]. Tenside mit abweichender
Oligomerenverteilung konnen durch das Mischen von Ethoxylaten mit unterschiedlichen

mittleren Ethoxylierungsgraden gewonnen werden [85]. Das Herstellen eines Blends kann
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Tabelle 2.6: Ethoxylierung von Alkoholen und Alkylphenolen mit 3 mol Ethylenoxid (aus

[305)).
Dodecanol Nonylphenol
Freies Edukt 22% 0%
Monoethoxylat 10% 10%
Diethoxylat 14 % 24 %
Triethoxylat 16 % 27%
Tetraethoxylat 15% 20 %
Pentaethoxylat 12% 11%
Hexaethoxylat 7% 5%

lediglich zur Gewinnung von Ethoxylaten mit breiterer Kettenldngenverteilung genutzt
werden [305]. Die Molekulargewichtsverteilung von einem Blend kann deutlich von ei-
nem durch Ethoxylierung gewonnenem APEO mit gleichem mittleren Molekulargewicht
abweichen [400].

Industrielle Ethoxylierung wird hauptséchlich im diskontinuierlichen Betrieb in Hoch-
druckreaktoren aus Edelstahl durchgefiihrt, wobei Alkylphenol mit einem Anteil von 0,03~
0,5 % (w/w) Katalysator (in der Regel NaOH und KOH) vorgelegt wird [122,400]. Um die
Bildung von Polyethylenglykol zu vermeiden, wird zunéchst mittels Erhitzen unter Anle-
gen eines Vakuums und durch Spiilen mit Stickstoff das Wasser, das mit dem Katalysator
in den Reaktor eingetragen wurde und das durch die primére Bildung von Alkylphe-
nolat (s. GL. freigesetzt wurde, bis zu einem Gehalt von weniger als 0,1 % (w/w)
entfernt [214,400]. Nachdem das Substrat auf eine Reaktionstemperatur zwischen 130 °C
und 180°C erhitzt wurde, erfolgt Ethoxylierung bei 1-5 bar Uberdruck unter Stickstof-
fatmosphére [214]. Dabei wird das Ethylenoxid verfliissigt unter intensivem Riithren und
Kiihlen der Reaktionsmischung zudosiert. Einstellung des gewiinschten Ethoxylierungs-
grades erfolgt iiber die Mengenverhéltnisse von Substrat und Ethylenoxid [214]. Die Re-
aktionsmischung wird durch Zusatz von Essigsdure, Phosphorsdure, Propionsédure oder

Milchsdure neutralisiert [400].

Abweichend von dem Prinzip der Riihrreaktormethode arbeitet der Pressindustria-
Alkoxylierungsprozefl (s. Abb. , der zur Ethoxylierung und Propoxylierung genutzt
wird [214]. Bei diesem Verfahren wird die Reaktionsmischung, die mit hoher Geschwin-
digkeit zirkuliert, in einer Gasphase aus Ethylenoxid in einem speziellen Mischer (c) di-
spergiert, so daf eine schnelle Absorption von Ethylenoxid erreicht wird [214]. Dabei wird

zunédchst Substrat und Katalysator in einem beheizten Behélter (a) gemischt, mittels Va-
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Vakuum Vakuum
Katalysator Ethylenoxid
Substrat J—> Saure
(@) J
i Q)
(e)
(9)
@ | —~
Ethoxylat

Abbildung 2.3: Schema der Pressindustria-Alkoxylierungsanlage: (a) Sammelbehélter, (b)
Reaktor, (c¢) Gas/Fliissig-Mischer, (d) Umlaufpumpe, (e) Heizung, (f) Kiih-
lung und (g) Neutralisationsbehilter (aus [214]).

kuum von Wasser befreit und dann in den Reaktor (b) geleitet. Mit Hilfe einer Pumpe
zirkuliert die Mischung so lange durch den Mischer und den Reaktor, bis sie mittels ei-
nes Wirmeaustauschers (e) auf die erforderliche Raktionstemperatur gebracht wurde und
durch Anlegen eines Vakuums oder durch das Durchstromen mit Stickstoff von restlicher
Feuchtigkeit befreit wurde [214]. Dann wird Ethylenoxid in die Gasphase des Mischers
geleitet, wo es von der fein dispergierten fliissigen Reaktionsmischung aufgenommen wird.
Die Reaktion lauft in der fliissigen Phase im Mischer und dem Reaktor, wohin sie aus
dem Mischer fliefit, ab. Die freigesetzte Energie der Reaktion, die bei 180-190 °C und ei-
nem Maximaldruck von 5 bar ablauft, wird mittels eines Kiihlsystems (f) abgefiihrt [214].
Nach Erreichen des angestrebten Ethoxylierungsgrades wird die Reaktionsmischung in
den Neutralisationsbehélter (g) geleitet. Dieser ProzeB ermdoglicht hohe Umsatzraten bei

gleichméBiger Produktqualitat [214].

2.2.2 Verwendung von Alkylphenolethoxylaten

APEQO weisen als nichtionische Tenside ein sehr breites Anwendungsspektrum auf und
konnen in Abhéngigkeit von ihren Eigenschaften (s. Abs.[2.1)) alleine oder in Verbindung
mit anderen Tensiden in zahlreichen Anwendungen als Reinigungsmittel, Emulgatoren,

Dispergiermittel, Losungsvermittler oder Benetzungsmittel zum Einsatz kommen. Bei den
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produzierten und verwendeten APEO handelt es sich iberwiegend um NPEO [211/40]. Am
Gesamtvolumen des APEO-Marktes machen NPEO etwa 80 % aus, der Anteil von OPEO
liegt bei 1520 % [211]. Am h&ufigsten werden APEO als Emulgatoren eingesetzt [233}/40].
Fiir einige APEO gibt es in verschiedenen Léndern beziiglich ihrer Anwendung aufgrund

von gesetzlichen Regelungen und Selbstverpflichtungen der Industrie Unterschiede.

2.2.2.1 Wasch-, Reinigungs- und Desinfektionsmittel

APEOQO konnen fiir verschiedene Reinigungszwecke eingesetzt werden, da sie ein sehr gutes
Reinigungsvermogen aufweisen [305]. Sie kommen dabei haufig in Verbindung mit ande-
ren Tensiden zum Einsatz. Die meisten Produkte enthalten NPEO mit npo = 9-12, in
Gegenwart von starken Elektrolyten und fiir hohere Temperaturen ist ngo = 15 das Opti-
mum [305]. APEO sind sowohl fiir Haushaltsreiniger als auch Waschmittel geeignet. Spe-
ziell fiir den sanitdren Bereich kommen sie in Desinfektionsmitteln zum Einsatz, aber auch
in Flissig- (z. B. fiir FuBbéden) oder Trockenreinigern (z. B. fiir Teppichboden) [305,/400].
APEO koénnen sowohl in Fliissig- als auch in Pulverwaschmitteln verwendet werden [400].
Sie sind auch in Produkten fiir gewerbliche Wéschereien enthalten [400]. In industriellen
und gewerblichen Anwendungen dienen sie hidufig zur Reinigung von festen Oberflachen,
z.B. in Reinigern fiir extreme Verschmutzungen oder zum Entfetten [305,400]. Hier spielt
besonders das Reinigen von Metalloberflichen eine wichtige Rolle [233]. Beim Reinigen
von Automobilen sind verschiedene Anwendungen bekannt [400]. Generell sind NPEO
sehr effektiv bei der Reinigung von Textilien und OPEO sind verbreiteter zur Reinigung
von harten Oberfldchen [400].

APEO werden allerdings in Haushaltsprodukten in Westeuropa und Nordamerika nicht
mehr und in Industriereinigern nur noch stark eingeschrénkt verwendet [305,40]. So hatten
beispielweise die PARCOM-Mitgliedsstaaten im Jahr 1992 empfohlen [284], den Einsatz
von NPEO in Reinigungsmittel fiir héusliche Anwendungen bis zum Jahr 1995 und fiir
Reinigungsmittel generell bis zum Jahr 2000 stufenweise einzustellen. In Deutschland gibt
es seit 1986 eine Selbstverpflichtung der entsprechenden Industrieverbénde zur Substitu-
tion von APEQ in allen Produkten, die dem Wasch- und Reinigungsmittelgesetz von 1975
unterliegen [233,349,40]. Dementsprechend ist die Verwendung von APEO in Reinigungs-
mitteln sehr stark zuriickgegangen [233],40].

2.2.2.2 Textil- und Lederhilfsmittel

Abgesehen von ihrer Funktion als waschaktive Substanzen in allen Waschvorgéingen spie-
len die APEO in der Textil-, Leder- und Pelzverarbeitung eine vielfiltige Rolle. Hier-

bei kommt vor allem ihre emulgierende und dispergierende Wirkung z.B. in der Wol-
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laufbereitung, bei der Spinnerei und bei der Weberei zum Tragen [233]. In der Textilin-
dustrie kommen APEO in Schmaélzmitteln, Schlichtemitteln, in Benetzungs- sowie Ent-
netzungsmitteln, in Imprégnier- sowie Beschichtungsmitteln, in Farbereihilfsmitteln und
in Mitteln zum Entfetten, Bleichen, Beuchen sowie Karbonisieren von Wolle zum Ein-
satz [233]305,40,400]. Fiir Anwendungen bei niedriger Temperatur dienen NPEO mit
npo = 8-9, bei hoheren Temperaturen mit npo = 20 [305]. AuBerdem erfiillen APEO die
Funktion als antistatische Agenzien [305]. APEO-haltige Lederhilfsmittel werden haupt-
sichlich zum Entfetten von Hauten verwendet [233,400]. Auerdem werden APEO bei der
Lederverarbeitung in Einweichmitteln von Hauten, als Stabilisatoren in Fettungsmitteln,
beim Gérben und beim Firben verwendet [404400].

Alle Netz- und Waschmittel sowie andere Hilfsmittel fiir die Textil-, Leder- und Pelzver-
arbeitung, die unter das Wasch- und Reinigungsmittelgesetz fallen, wurden nach Angabe

der Industrieverbénde in Deutschland vollstiandig ersetzt [233].

2.2.2.3 Hilfsmittel fiir die Kunststoffindustrie, Farben- und Lackherstellung

APEO werden als Emulgatoren fiir die Emulsionspolymerisation verwendet. In Deutsch-
land stellt das die wichtigste APEO-Anwendung dar [233,40]. Die Herstellung von Emul-
sionspolymerisaten auf Basis von Styrol-Butadien, Styrol-Acrylat, reinem Acrylat oder
Polyvinylchlorid finden in Kunststoffbeschichtungen, Farben und Lacken, Klebstoffen,
Dichtungsmassen sowie dhnlichen Produkten ihre Anwendung [233,40]. Der Mengenanteil
liegt bei maximal 4 % (w/w), im Mittel bei 1,5 % (w/w) APEO bezogen auf die Polymerdi-
spersion. APEQO dienen bei Farben und Lacken als Emulgatoren und Dispergiermittel. Sie
dienen dazu die Bindemittel zu emulgieren und die Pigmente zu dispergieren, auflerdem
halten sie Dispersionsfarben lagerstabil [233,400]. APEO werden hiufig zum Stabilisieren
von Latexpartikeln eingesetzt, dabei fast ausschliellich in Verbindung mit anionischen
Tensiden [400]. Zur Stabilisierung von Dispersionen werden APEO mit ngo = 15-70
verwendet [305,/400]. Als Benetzungsmittel in Fertigfarben sind APEO mit ngo = 7-10
typisch |400]. Von den APEO hat NP10EO in der européischen Lackindustrie die groBte
Verbreitung [233]. Ferner dienen APEO als Netzmittel beim Mahlen von Pigmenten, als
Glanzgeber und als Verlaufmittel [233]. Bei der Herstellung von Schaumgummi werden

sie als Schaumhilfsmittel eingesetzt [233].

2.2.2.4 Hilfsmittel fiir die Zellstoff- und Papierindustrie

Um bei der Papierherstellung eine bessere Stoffriickhaltung auf der Papiermaschine zu
erlangen und die Entwésserung des Papierstoffs zu beschleunigen, werden Retentionshilfs-

mittel, z. B. kationische Polyacrylamide, verwendet, die APEO als Emulgatoren enthalten
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kénnen, wenn es sich um Dispersions- bzw. Emulsionsprodukte handelt [233]. APEO kon-
nen auch als Hilfsmittel beim Holzaufschluss, bei der Herstellung von saugfiahigem Papier
und in Klebstoffen zum Einsatz kommen [400]. Weitere Verwendungsbereiche sind die

Druckfarbenentfernung im Abwasser und das Waschen von Naffilz [400].

2.2.2.5 Schmierstoffe und Ole

In der Metallverarbeitung kénnen APEO in Kiihlschmierstoffen enthalten sein, die zum
Schneiden, Zerspanen, Schleifen und Umformen benétigt werden [233,400]. APEO enthal-
tende, wassermischbare Metallbearbeitungsole werden mit durchschnittlich 34 % (w/w)
APEO als Emulgator fomuliert [233]. In nichtwassermischbaren Bearbeitungsolen kénnen
APEO als Additive (héchstens 2% (w/w) Anteil) zugesetzt werden, damit sie diese Ole
emulgierbar machen und somit die an die Metallberarbeitung anschliefende Metallreini-
gung erleichtern [233]. APEO kénnen auch in sonstigen Schmier- und Hydraulikélen oder

in Motorendlen als Additive enthalten sein [233].

2.2.2.6 Bauchemikalien

Im Bereich der Bauchemie werden APEO in Betonzusatzmitteln, in Formtrennmitteln
und in Bitumen- und Wachsemulsionen eingesetzt [233,/40]. In Betonzusatzmitteln, die
fiir frost- und tausalzbestéindige Betonbauwerke wie Briicken und Fahrbahnen benotigt
werden, sind APEO als Luftporenbildner geeignet [233,40]. APEO kénnen in Formtrenn-
mitteln auf Basis von Mineralolen, pflanzlichen Olen, Emulsionen oder Polymeren mit
Gehalten von 1 bis 5% (w/w) als Formulierungshilfsstoffe eingesetzt werden [233]. Bitu-
menemulsionen, die als Anstrich- und Abdichtmittel verwendet werden, lassen sich mit
APEO-Tensiden formulieren [233]40].

2.2.2.7 Agrochemikalien

In Pflanzenschutzmitteln konnen APEO als Beistoffe z. B. die Funktion von Benetzungs-
mitteln, Dispergiermitteln oder Emulgiermitteln ibernehmen [233}40,/400]. Auf die ver-
schiedenen Funktionen der APEO in Pflanzenschutzmitteln wird nachfolgend in Ab-
schnitt niher eingegangen.

2.2.2.8 Sonstige Anwendungen

APEO koénnen in Staubbindemitteln im Kohlebergbau als Benetzungsmittel dienen [233,

400]. Ebenfalls als Benetzungsmittel sind sie zum Einsatz in der Keramikindustrie und
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in Gielereien geeignet . In der marinen Olférderung spielen APEO als Offshore-
Chemikalien eine Rolle [233]. Sie sind z.B. als Detergentien, Emulgatoren, Demulgato-
ren und im Zusammenhang mit Flokkulationsmitteln zum Aufbrechen von Ol-in-Wasser-
Emulsionen, zur Partikelabscheidung aus Ol /Wasser-Gemischen, bei der Viskositétseinstel-
lung von Injektionswasser, in Korrosionsschutzmitteln und in Reinigungsmitteln fiir Tanks,
Ausriistungen, Werkzeugen und Plattformen verbreitet . APEO konnen auch in
Flockungshilfsmitteln, die in Form von Dispersionen bzw. Emulsionen bei der Abwas-

serreinigung zugegeben werden, enthalten sein [233]. Auch medizinische und veterindrme-
dizinische APEO-haltige Produkte sind bekannt [233].

Einen Uberblick iiber die in Deutschland verwendeten Mengen an Nonylphenolethoxylat,
dem bedeutendsten APEO-Tensid, gibt die Abbildung [2.4}

250t 200t 70t 30t
Agrochemie Farben Industriereiniger Flockungshilfsmittel

und Lacke

25t

320t Photoindustrie

Leder- und

Textilhilfsmittel 10t

(veterinar)
medizinische

600t ) Produkte
Schmier-
und Bohréle 700t
sonstige
Anwendungen
13751
Bauchemie 2000t

Emulsions-
polymerisation

Summe: 5580t

Abbildung 2.4: In Deutschland im Jahr 1999 verwendete Nomnylphenolethoxylatmengen

(Quelle: [40]).

Da in Europa seit 2003 nicht mehr als 0,1 % (w/w) NPEO in Pestizid- und Biozidfor-
mulierungen, in allen Zubereitungen, die zum Zweck der industriellen und gewerblichen
sowie Haushaltsreinigung dienen oder bei der Textil- und Lederverarbeitung, als Emulga-
tor in Melkfett, bei der Metallverarbeitung, bei der Zellstoff- und Papierherstellung und
als kosmetische Mittel oder sonstige Korperpflegemittel angewendet werden, enthalten
sein diirfen [125], ist eine deutliche Verdnderung der Verbrauchsmengen von NPEO in

diesen Bereichen sehr wahrscheinlich. Es liegen dazu aber keine aktuellen Zahlen vor.
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2.3 Alkylphenolethoxylate als Formulierungshilfsstof-

fe von Pflanzenschutzmitteln

2.3.1 Die Funktion von Formulierungshilfsstoffen in Pflanzen-

schutzmitteln

Pflanzenschutzmittel (PSM) werden iiblicherweise in zubereiteter Form, die als Formulie-
rung bezeichnet wird, in den Handel gebracht. Daher enthalten PSM neben einem oder
mehreren Wirkstoffen auch Beistoffe (Formulierungshilfsstoffe), die zahlreiche Funktionen
iibernehmen kénnen und der Formulierung weitere, fiir die Anwendung notige Eigenschaf-
ten verleihen (s. Tab.[2.7)) [54]. Fiir Hilfsstoffe von Pflanzenschutzmitteln hatte im Jahr

Tabelle 2.7: Klassifizierung von Beistoffen in Pflanzenschutzmitteln gemé#f ihrer Funktion
durch das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL)
(Stand: Januar 2005 [52]).

BVL-Code Funktion BVL-Code Funktion

A Antioxidant N Netzmittel

B Brechmittel (Emetikum) 0] Synergist

C Diinger, Néhrstoff P Parfum, Deodorant
D Dispergiermittel Q Treibgas

E Emulgator R Riechstoff (Repellent)
F Farbstoff S Stabilisator

G Frostschutzmittel T Tragerstoff

H Haftmittel U Schmiermittel

I Verdickungsmittel \Y Schaumverminderer

J Antiverbackungsmittel W Safener

K Konservierungsmittel X Sonstiges (spezifizieren)
L Losungsmittel Y Puffer

M FlieBmittel Z Bindemittel

2001 der Weltmarkt auf der Vertreiberebene einen Umfang von 940 Millionen US$, wovon
48 % auf Nordamerika, 18 % auf Europa und 17% auf Lateinamerika fielen [17]. Kon-
servative Schitzungen gehen von einem jahrlichen Wachstum von 3% aus [17]. Mit ca.
80-90 % dient der weitaus groBite Teil der Hilfsstoffe zur Formulierung von Herbiziden.
Als wichtigste chemische Klassen von Formulierungshilfsstoffen sind in der Reihenfolge

ihrer kommerziellen Bedeutung Tenside, Ole (Mineralole oder Pflanzendle), Polymere,
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polymerbildende Verbindungen und anorganische Salze zu nennen [171].

Der Einsatz von Beistoffen in solchen agrochemischen Formulierungen hat immer den
Zweck, eine auf die jeweilige Anwendung optimal abgestimmte Ausbringung, Verteilung
und Entfaltung der Wirkstoffe zu erméglichen. Ferner konnen sie dafiir sorgen, dass die
PSM leichter und sicherer zu handhaben sind, oder sie erhohen die Lagerstabilitét. In den
meisten Féllen werden Pestizide als Spriihnebel wasserbasierender Losungen, Emulsionen
oder Suspensionen auf das Laub aufgebracht [172]. Dazu wird die Formulierung im Spritz-
mitteltank mit Wasser verdiinnt. Neben den Formulierungshilfsstoffen (built-in-adjuvants)
konnen die Eigenschaften der Spritzmittel oder die Wirkung der PSM zusétzlich durch
Zugabe von Zusatzstoffen (tank-mix-adjuvants) in den Spritzmitteltank verdndert wer-
den. Dabei hingt die Art und die Menge der insgesamt verwendeten Hilfsstoffe in den
Spritzmitteln unter anderen vom PSM-Typ (z. B. Fungizid, Herbizid oder Insektizid), von
den physikalischen und chemischen Eigenschaften des Wirkstoffes (z. B. wasserloslich oder
wasserunloslich), der Art und Weise der Wirkstoffentfaltung (z. B. systemisch oder nicht-
systemisch) und vom Typ der Formulierung (z.B. emulgierbares Konzentrat, Suspensi-
onskonzentrat oder wasserverdiinnbares Pulver) ab. Der Ort, an dem der Hilfsstoff seine
Wirksamkeit entfalten soll, ist ebenfalls zu beriicksichtigen. Dieser kénnte etwa nur im
Spritzmitteltank, im Sprithmitteltropfen, im Spriithniederschlag oder innerhalb des Zielor-
ganismus nach der Penetration sein [171]. Der Einfluss von Beistoffen auf die biologische
Wirksamkeit von Pestizidformulierungen ist jedoch sehr komplex, da die letztendlich beob-
achteten Wirksamkeitseffekte von zahlreichen Faktoren abhéngen, die die vielen Schritte
und Prozesse vom Spritzmitteltank bis hin zum Wirkort im Zielorganismus, also in der
Pflanze, im Pathogen oder im Insekt, beinhalten [357]. Beistoffe haben unter anderem
Auswirkungen auf [126,/172,356,357]

die Haltbarkeit der Formulierung,

die Stabilitdt von PSM-Emulsionen bzw. Suspensionen,
mogliche Inkompatibilitdten von Wirkstoffen und Beistoffen,
die Loslichkeit der Wirkstoffe in der Spriihlosung,

die Schaumbildung des Spritzmittels,

die Oberflichenspannung der Spriihlosung,

die Tropfchendrift beim Verspriithen des Spritzmittels,

die Spreitung, die Grofe, die Verteilung sowie die Verfliichtigung der Spritzmitteltropf-

chen,
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die Benetzung des Laubes,
die Adhésion der Wirkstoffe an der Lauboberfldche,
die Retention der Wirkstoffe auf dem Laub und

die Penetration der Wirkstoffe durch die Blattoberhaut.

2.3.2 Die Verwendung von Tensiden in Pflanzenschutzmittelfor-

mulierungen

Die Fiille der als Formulierungshilfs- bzw. Zusatzstoffe angewendeten Tenside (s. Tab.
ist grofl. So handelt es sich bei 510 von den zur Zeit 1430 in Deutschland als Beistoffe
zugelassenen Produkten um Tensidef| Der grofite Teil des PSM-Hilfsstoffmarktes wird
dabei von nichtionischen Tensiden dominiert [172]. In den USA machen diese beispielsweise
24 % des Gesamtmarktes aus [17].

Tabelle 2.8: In Pflanzenschutzmitteln als Hilfsstoffe verwendete Tenside (aus [81]).

Tensidtyp Eingesetzte Tenside

Anionisch Alkylbenzolsulfonate, Alkylsulfate und —ethoxysulfate, Sulfosuccina-
te, Phosphatester, Taurate, Alkylnaphthalinsulfonate, Ligninsulfonate

Nichtionisch ~ Alkylphenolethoxylate, langkettige Alkanolethoxylate, langkettige
Alkylaminethoxylate, Sorbitanester und —ethoxylate, Kastorol-
Ethoxylate, Ethoxylat/Propoxylat-Copolymere, Acrylcopolymere,
Silikon /Polyether-Copolymere, Fluorosilikone

Kationisch Quarternire Ammoniumsalze

Amphoter n-Alkylbetaine

Tenside konnen direkt als Beistoffe in Pestizidformulierungen auftreten und/oder sie
werden als Zusatzstoffe vor dem Einsatz der Tankmischung zugefiigt [171]. Dabei machen
sie selten mehr als 1% (w/w) des gesamten verwendeten Spritzmittels aus [81]. Sie dienen
in PSM-Formulierungen z.B. als Netzmittel, Suspensionsmittel oder Emulgatoren [66].
Die eingesetzten Tenside kénnen neben genannter noch eine Reihe weiterer Funktionen

iibernehmen, da eine ganze Fiille physikalischer Eigenschaften durch grenzflichenaktive

3Stand: April 2006 [51] (Die jeweils aktuelle Liste aller Beistoffe in fiir Deutschland zugelassenen
Pflanzenschutzmitteln wird vom Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit im Inter-
net unter http://www.bvl.bund.de versffentlicht.)
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Zusétze beeinflusst werden. Hierunter fallen das Spreiten und Trocknen der verspriihten
Tropfchen, die Hygroskopizitit sowie Verdnderungen der Permeabilitat des kutikularen
Wachses auf der Blattoberhaut [93].

Die Auswahl des richtigen Tensidsystems, das haufig aus einem Gemisch unterschiedli-
cher Tenside besteht, ist fiir die Formulierung von Pflanzenschutzmitteln entscheidend
[368]. Ein wichtiges Kriterium stellen die physikochemischen Eigenschaften der PSM-
Wirkstoffe dar, da sie den Formulierungstyp bestimmen (s. Abb..

physikalische Form

Toelich

Flussigkeit KW-:;'s:Zmli't‘teln Feststoff

wasserloslich wasserunloslich
emulgierbares
Konzentrat (EC) hydrolytisch hydrolytisch hydrolytisch hydrolytisch
stabil icht stabi stabil nicht stabi
I
s i wasserldsliches wasserdisperg.
konzentrierte | | WaSSeNosliches 11 7o ver (sP) / SLBpATSiENE: Pulver (WP) /
; Konzentrat o :

Emulsion (EW) (WC) wasserlosliches konzentrat (SC) wasserdisperg.
Granulat (SG) Granulat (WG)

Abbildung 2.5: Einflul der physikochemischen Eigenschaften der PSM-Wirkstoffe auf die
Méglichkeiten der Formulierung (nach [357]).

2.3.2.1 Tenside als Emulgatoren oder Suspensionsmittel

Da viele PSM-Wirkstoffe nicht oder kaum wasserloslich sind, erlangen Tenside aufgrund
ihrer Funktion als Emulgatoren oder Suspensionsmittel grofle Bedeutung als Beistoffe in
PSM-Formulierungen. Eine grofle Zahl von Agrochemikalien werden dabei als emulgierba-
re Konzentrate (EC), die die wichtigste Anwendung von APEO in PSM darstellen, formu-
liert [233,/40]. Eine solche Formulierung bildet, wenn sie Wasser zugesetzt wird, spontan
oder durch mé#Biges Riihren eine Ol-in-Wasser-Emulsion [368]. EC werden durch Zusatz
von Tensiden direkt zum PSM erhalten, wenn es sich bei dem Pestizid um eine Fliissigkeit
von relativ geringer Viskositdt handelt [368]. Im Fall von festen oder fliissigen, hochvisko-
sen PSM werden diese in Kohlenwasserstoffen gelost und mit Tensiden formuliert [368].
Als Losemittel sind z. B. Xylol und Cyclohexanon sowie Aromatengemische oder ande-
re Kohlenwasserstoffgemische, die meistens aus Mineraltldestillaten stammen, gebrauch-
lich [73}[183,323]. Zur EC-Formulierung werden Emulgatorkombinationen aus einem nich-

tionischen und einem anionischen Tensid verwendet [73,1233][368]. In der Regel dienen
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Alkylbenzolsulfonate in Form ihrer Natrium-, Calcium-, Magnesium- oder Triethanola-
minsalze als anionische Tenside [72,73,368]. Am haufigsten eingesetzt wird hierfiir Calci-
umdodecylbenzolsulfonat [73]. Die Palette der verwendeten nichtionischen Tenside ist gro-
Ber und umfasst z. B. APEO, Tristyrylphenolethoxylate (TSPEO), Kastorol-Ethoxylate,
Fettalkoholethoxylate und Oxyethylen/Oxypropylen(EO/PO)-Blockpolymere [73]. In sol-
chen Formulierungen reichen gewthnlich Emulgatorkonzentrationen von 5% (w/w) fiir
eine spontane Bildung einer fiir die Dauer der Aufbringung stabilen Emulsion [36§]. Die
Spontanitdt der Emulsionsbildung und die Stabilitdt der gebildeten Emulsion h&ngen
stark von der Ethoxylatkettenldnge des nichtionischen Tensids und der Verzweigung der
Alkylkette sowohl im anionischen als auch im nichtionischen Tensidmolekiil ab, so dass
der Qualitétskontrolle der verwendeten Tenside starke Bedeutung zukommt [368]. We-
sentliche Faktoren fiir die Wahl des richtigen Tensidsytems sind die Wasserhérte, die
Temperatur sowie die Eigenschaften des Wirkstoffes und des Losemittels. Wenn fiir harte
Wasser keine geniigende Stabilitdt der Emulsion durch Optimieren des Verhéltnisses vom
nichtionischen zum anionischen Tensid erlangt werden kann, findet héufig eine weitere,
dritte Emulgatorkomponente Verwendung. Solche Coemulgatoren sind in vielen Féllen
EO/PO-Blockpolymere [73].

Eine weitere wichtige Formulierungsform stellen die Suspensionskonzentrate (SC) dar.
Leistungsfihige Dispergiermittel vom ionischen oder nichtionischen Tensidtyp sowie nich-
tionische Polymere oder Polyelektrolyte verhindern in SC-Formulierungen die Aggrega-
tion der suspendierten Partikel, um Stabilitdt gegeniiber einer irreversiblen Flockulation
zu gewdhrleisten [368]. Diese Dispergiermittel miissen stark auf der Partikeloberfliche
adsorbiert sein und diese vollstéandig bedecken. Durch geladene Dispergiermittel wird ei-
ne Flockulation verhindert, da aufgrund der Bildung einer elektrischen Doppelschicht
abstoflenden Kréfte wirksam werden. Bei Verwendung von nichtionische Tensiden oder
Makromolekiilen wird eine Abstoflung zwischen den Partikeln aufgrund von sterischen
Wechselwirkungen erreicht. Als ionische Tenside sind Natriumdodecylbenzolsulfonat oder
Cetyltrimethylammoniumchlorid gebréduchlich. So formulierte PSM weisen jedoch einige
Nachteile auf [368]. Haufig ist die Adsorption der ionischen Tenside auf der Partikelober-
fliche nicht stark genug. Aulerdem sind diese Systeme empfindlich gegeniiber bivalenten
Ionen wie Ca?" oder Mg?". Nichtionische Tenside wie etwa APEO oder Alkoholethoxylate
stellen eine bessere Alternative dar, da sie iiber hinreichend hydrophobe Gruppen verfii-
gen, die fiir eine Adsorption sorgen. Ausreichend lange Polyoxyethylengruppen sorgen fiir
eine angemessene Energiebarriere, die eine Aggregation der Partikel unterbindet [368]. Po-
lyelektrolyte stellen die dritte Klasse von Dispergiermittel dar, die in SC-Formulierungen
verwendet werden. Polyelektrolytsysteme zeigen sowohl elektostatische als auch steri-

sche Abstofungskréifte. Die beiden prominentesten Vertreter dieser Klasse sind sulfonier-
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te Naphthalinformaldehydkondensate und Ligninsulfonate [368]. Desweiteren sind in der
Klasse der Polymere Hydroxyethylcellulose und Xanthan in SC verbreitet [368].

2.3.2.2 Tenside als Spreitungsmittel, Netzmittel oder Haftvermittler

Neben der Tatsache, dass Tenside aufgrund ihrer dispergierenden Eigenschaften erst eine
Anwendung von wasserunltslichen PSM in Form von wésserigen Spritzmitteln erméglicht,
sollen Tenside auch die Effizienz von Spritzmitteln steigern. An sich ist das Versprithen
wasserbasierender Spritzmittel als Ausbringungsform eher ineffizient, da nur der geringste
Teil der angewendeten Dosis tatséichlich auf den angestrebten Stellen niedergeschlagen
wird [172]. Als die wichtigsten Griinde fiir die Wirkstoffverluste auf dem Weg vom Zer-
stauben iiber die Tropfchenretention bis hin zur Abscheidung werden die Abtrift und das
Verfliichtigen wéhrend des Fluges sowie insbesondere das Abprallen und Ablaufen der
Tropfchen vom Laub gesehen [172]. Diesen Verlusten soll durch Formulieren der Spritz-
mittel mit Tensiden entgegengewirkt werden. Mit Hilfe dieser oberflichenaktiven Stoffe
sollen die Tropfchengréfie des Sprithnebels, das Benetzen der Blattoberfliche, das Spreiten
und die Riickhaltung auf der Blattoberfliche sowie die Abscheidung der Wirkstoffe auf
dem Blatt positiv beeinflusst werden [172,/173,205}35§].

Ohne Zusatz von Modifiern zum Spritzmittel zerplatzen Tropfchen, die grofier als 300
pm im Durchmesser sind, in der Regel beim Aufprall auf schwer benetzbaren Blatto-
berflichen, so dass ein erheblicher Teil abprallt und verloren geht [172]. Fiir Tropfchen
mit einem Durchmesser von ca. 100 gm hingegen ist ein vollstdndiges Verbleiben auf der
Lauboberflache nach dem Aufprall wahrscheinlich [172]. Daher soll durch Zusatz von Ten-
siden eine Verringerung der Tropfchengrofle oder eine Verbesserung der Spreitung erreicht
werden. Das Spektrum der TropfchengroBenverteilung im Spriithnebel wésseriger PSM-
Spritzmittel kann durch Zusatz von Tensiden hin zu kleineren Durchmessern verschoben
werden, was eine gleichméfigere Verteilung und bessere Spreitung auf dem Laub zur Folge
hat. So konnte fiir dasselbe Spritzgerit bei der Anwendung einer 3,3 %-igen wisserigen
Losung von Tillmaster®, einer Herbizidformulierung mit 21 % (w/w) NPEO, im Vergleich
zu Wasser der Anteil der Tropfchen < 100 gm um mehr als 13 % gesteigert und der
Anteil der Tropfchen > 300 pm um ca. 12 % verringert werden [79]. Bei der Verwendung
der gebrduchlichen Alkohol- und Nonylphenolethoxylate nimmt deren Ethoxylierungsgrad
groflen Einfluf} auf die Effizienz der Spritzmittelabscheidung auf schwer zu benetzendem
Laub (z.B. Raps oder Wein). So sind Tenside mit ngo < 10 selbst bei hohen Konzentra-
tionen kaum wirksam. Fiir ngo von 10 bis 20 erhoht sich die retentionssteigernde Wirkung
mit zunehmender Konzentration [172]. Fiir leicht benetzbares Laub (z. B. Ackerbohnen,
Zuckerriiben oder Kletten-Labkraut) werden solche Effekte nicht beobachtet [172].

Durch Untersuchungen an acht Reissorten mit sehr unterschiedlichen Charakteristi-
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ken in der Blattmorphologie wurde der Zusammenhang zwischen der Benetzbarkeit und
den Tensideigenschaften fiir verschiedene, wichtige nichtionische Tensiden von Chung und
Kwon aufgezeigt [70]. Es lie§ sich eine logarithmische Zunahme des Kontaktwinkels auf
der Blattoberfliche mit steigender Oberflachenspannung feststellen. Fiir HLB-Werte von
12 bis 13 wurden die geringsten Oberflaichenspannungen der Tenside, die kleinsten Kon-
taktwinkel und die grofiten Adhesionskréifte beobachtet. Im Vergleich der Tensidgruppen
zeigten NPEO und OPEO geringere Oberflichenspannungen und Kontaktwinkel sowie
groflere Adhesionskriifte als die Ethoxylate von Sorbitanen und polystyrolisierten Pheno-

len.

Die verbesserten Benetzbarkeit des Laubes resultierend in einer Steigerung der Wirk-
stoffaufnahme fithrt M. H. Leitch neben einer moglichen Penetrationsverbesserung als den
wahrscheinlichsten Grund dafiir an, dass die wachstumshemmende Wirkung von Chlor-

mequat bei Hafer um mehr als 30 % durch Zusatz von APEO gesteigert wird [234].

Um den Zusammenhang zwischen dem Spreiten der Tropfen, deren Trocknungszeit und
der Wirkstoffabsorption aufzuklaren, wurden Untersuchungen an Winterweizen im drei-
blittrigen Entwicklungsstand (14 Tage nach der Saat) mit *C-markiertem Glyphosat
durchgefiihrt [93]. Fiir NPEO (Renex 688, n,, go = 8) 1é8t sich beispielsweise bei Gehal-
ten oberhalb der CMC eine Verbesserung der Spreitung der Glyphosatlosungen auf den
Blattern beobachtet. Dies geht mit der Reduktion der Trocknungszeit der Tropfen ein-
her. Eine Verbesserung der Absorption kann jedoch lediglich bei einer Konzentration von
5% (w/v) erreicht werden. Die ebenfalls untersuchten Gehalte von 0,05 und 0,5 % (w/v)

bewirken sogar eine Verminderung der Absorption durch das Blatt.

Im Allgemeinen fiithrt der Zusatz von NPEO zu Thifensulfuron bzw. Thifensulfuron-
Methyl, einem Sulfonylharnstoff-Herbizid fiir den Sojabohnenanbau, zu einer Verbesse-
rung der Unkrautbekdmpfung [158,[308|. Eine Steigerung der Wirksamkeit von Thifen-
sulfuron gegeniiber der Samtpappel, der Efeu-Prunkwinde und dem weiflen Géansefufl
kann durch Zusatz von X-77, einem NPEO-Tensid, erreicht werden, hiangt aber sehr
stark von der Temperatur und der relativen Luftfeuchtigkeit ab [308]. Daten aus zwei-
jahrigen Gewéachshaus- und Feldstudien mit 300 unterschiedlichen nichtionischen Tensi-
den zum Einsatz von Thifensulfuron-Methyl im Sojabohnenanbau zeigen auf, dass die
selektive Bekdmpfung der Samptpappel, des weiflen Géansefues und der Gewdohnlichen
Spitzklette im wesentlichen von der hydrophilen und lipophilen Charakteristik des Ten-
sids abhéngen [158]. Faktoren wie der Schmelzpunkt und das Wasserriickhaltevermogen
des Tensids spielen ebenfalls eine Rolle, da sie die Wirkstoffabscheidung auf dem Laub
beeinflussen. Optimale Parameter sind ein mittlerer bis hoher Ethoxylierungsgrad, ein
mittlerer bis hoher HLB-Wert, ein mittlerer Schmelzpunkt und ein hohes Wasserriickhal-
tevermogen des Tensids [158]. Im Vergleich sind APEO, wie z. B. Triton X-100 (OPEO
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mit n, po = 10) oder Dodecylphenolethoxylate, wirksamer als Sorbitanfettsiureester,
Diaminodiphenylether und Tetramethyldecyndiolethoxylate und weisen eine vergleichba-
re Effizienz wie Alkoholethoxylate und EO/PO-Blockpolymere auf. Sie sind jedoch we-
niger leistungsstark als Polyoxyethylensorbitanfettsaureester, Fettalkoholethoxylate und
fluorierte Alkanolethoxylate [158].

Hilfsstoffe konnen auch dazu dienen, die Regenbesténdigkeit der ausgebrachten PSM zu
erhohen. So steigert der Zusatz von Lissapol®, einem NPEO-Tensid, die Regenbestéindig-
keit der Sulfonylharnstoffherbizide Thifensulfuron und Tribenuron nach der Ausbringung
auf weiem Senf [219]. NPEO ist jedoch weniger effektiv als Pflanzenol oder Mineralgl-

konzentrat.

2.3.2.3 Tenside als Aktivierungsmittel

Wirken PSM systemisch, wie dies etwa fiir Herbizide gilt, und werden sie durch Bespriihen
des Laubes ausgebracht, spielt die Absorption der Wirkstoffe durch das Laub eine wichtige
Rolle. Der Transport von Wasser und darin gelosten Stoffen — also z. B. auch von Her-
biziden — durch die kutikulare Membran wird durch eine Barriere an der Grenzschicht
zwischen Luft und Blattoberhaut, die aus unléslichen Kutin und l6slichen kutikularen
Wachsen (Lipiden) besteht, beschrénkt [126]208,322]. Die Diffusion durch diese Barriere
stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Prozess bei der Aufnahme von Soluten durch das
Laub dar [2061207]. Wie gezeigt werden konnte, konnen Tenside die Blattoberhaut schnell
und in substantiellen Mengen penetrieren [206,322},339]. Dabei wirken sie anscheinend un-
terstiitzend bei der Absorption von PSM-Wirkstoffen durch die Lauboberfliche. Beistoffe
mit solcher Wirkungsweise werden als Aktivierungsmittel bzw. Penetrationsverbesserer
bezeichnet [171]. Tenside, die iiblicherweise als Aktivierungsmittel mit Konzentrationen
von 1-5 mi - I7! im Spritzmittel angewendet werden, sind Polyoxyethylenkondensate von
Alkoholen, Alkylphenolen, substituierten Sorbitanen und Alkylaminen mit HLB-Werten
von 10 bis 13 [205]. Wobei das Durchdringen der Kutikula von Tensiden gemeinsam mit
den Wirkstoffen eine Grundvoraussetzung zu sein scheint, um die Absorption der Wirk-
stoffe zu erhohen [339).

Kirkwood et al. [208] konnten zeigen, dass bei Farnkraut und in geringerem Mafle auch
bei der Vogelmiere die Aufnahme und die Translokation der beiden Herbizide Asulam und
Diflufenican durch NPEO selektiv stimuliert werden. Dabei spielen sowohl die Polaritét
der Herbizide als auch der NPEO eine Rolle. Mit einem Optimum bei n, po = 8 wurde
durch Tenside mit geringer bis mittlerer Ethoxylatkettenlinge die Aufnahme des rela-
tiv hydrophilen Asulam gesteigert. Demgegeniiber wurde die Absorption des lipophilen
Diflufenican lediglich durch das lipophilste der getesteten NPEO (n,, go = 4) erhoht.

Die biologische Aktivitdt der Herbizide Alloxydim-Natrium, Fluazifop-Butyl und Tri-
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benuron a8t sich durch Zusatz von APEO zum Spritzmittel steigern. Eine Erh6hung der
Phytotoxizitdat von Alloxydim-Natrium und Fluazifop-Butyl beim weiflem Senf sowie Tri-
benuron bei der Wintergerste 148t sich mit anwachsendem APEO-Gehalt im Spritzmittel
beobachten [359]. Dabei liegt das Optimum der Hilfsstoffkonzentration im Spritzmittel
bei ca. 1 %.

Untersuchungen mit isolierten Oberhéuten von Bldttern (Pomeranze und Birne) und
Friichten (Aubergine und Paprika), verschiedenen Tensiden und dem **C-markiertem Her-
bizid 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxy[2-11Clessigsiiure) haben gezeigt, dass Tenside die Per-
meabilitdt der Pflanzenkutikula sowohl fiir Wasser als auch fiir in Wasser geloste Stoffe
deutlich erhchen kénnen, indem sie Einfluss auf den Verteilungskoeffizienten und den Dif-
fusionskoeflizienten nehmen [322]. Fiir geloste Stoffe fithren Tensidkonzentrationen ober-
halb der CMC jedoch zu einer Verringerung der Permeabilitéit, wenn gebildete Mizellen
mit den Soluten wechselwirken und somit ein zur Oberhaut konkurriendes Sorptionskom-
partiment darstellen [322]. Fiir Paprika wird bei 25°C beispielsweise die maximale 2,4~
D-Permeabilitdt von Triton X-100, einem OPEO-Tensid mit einem Gewichtsmittel von
nw ro = 10 Oxyethyleneinheiten, bei einer Tensidkonzentrationen von 0,01 % (w/v), die
knapp unterhalb der CMC von 0,019 % (w/v) liegt, erreicht [322]. Losungen von ethoxylier-
ten Triglyceriden, APEO und Sorbitanestern mit einer Tensidkonzentration von 1 % bewir-
ken hingegen fiir die Wachstumsregulatoren 2,4-D und 8-NAA (2-Naphthalenessigsiaure)
keine signifikante Verbesserung der Penetration durch die Blattoberfliche bei Apfellaub
[373].

Fiir die Aktivitdt von Tensiden scheint das Vorhandensein von Oxyethylengruppen es-
senziell zu sein, da sogar Polyethylenglykol die Permeabilitdt erhoht, wohingegen Natrium-
dodecylsulfat diesbeziiglich nahezu keine Aktivitit zeigt [322]. So steigert beispielsweise
eine 1 %-ige Losung von Polyethylenglykol-200-Monolaurat die Penetration von 2,4-D und
B-NAA durch die Blattoberfliche von Apfellaub signifikant [373]. Im Fall der Pomeran-
ze sind OPEQO weniger effektiv als beispielsweise Dodecyl- und Tridecylethoxylate sowie
Polyoxyethylentalgfettsiureamine [322]. Die Ethoxylatkettenldnge hat deutlichen Einfluss
auf die Aktivitat, wobei jedoch kein direkter Zusammenhang mit den HLB-Werten er-
kennbar ist [322]. Tragen Tenside iiberméBig grofie Ethoxylatketten, so verlieren sie ihre
Aktivitat aufgrund ihrer verminderten Fahigkeit, die Blattoberhaut zu durchdringen. Die
verminderte Fahigkeit, die Blattoberhaut zu durchdringen, wird zum einen auf die Mo-
lekiilgroBe zurtickgefiihrt [322]. Zum anderen wird die Ursache in der zu hohen Polaritét
gesehen, die ein Penetrieren des epikutikularen Wachses verhindert [48].

Einen Uberblick, welche Rolle den Tensiden bei der Wechselwirkung zwischen Tensid,

Pestizid und Pflanze zukommt und welche Wirkmechanismen dabei wichtig sind, gibt
Kirkwood [205,2006].
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2.4 Umweltverhalten von Alkylphenolethoxylaten

Neben zahlreichen wissenschaftlichen Untersuchungen sind eine ganze Reihe unterschied-
licher Ubersichtsartikel publiziert worden, die sich mit dem Umweltverhalten von APEO
und deren Abbauprodukten beschiftigen. Es werden beispielsweise von Bennie [37], Cser-
héti [87], Maguire [246], Naylor [278], Servos [327], Staples et al. [351], Thiele et al. [376],
Warhurst [399], White [401] und Ying et al. [409] verschiedene Aspekte wie die Toxizitét,
die 6strogene Wirkung, die Bioakkumulation, die Biodegradierung und die Persistenz von
APEOQO sowie von relevanten Metaboliten behandelt. Dabei stellen auch die Verbreitung
der APEO und ihrer Abbauprodukte in der aquatischen Umwelt sowie ihr Verhalten bei
der biologischen Abwasserreinigung wichtige Gesichtspunkte dar. Eine Bewertung der ge-
wonnenen Daten ist ein wichtiger Bestandteil fiir eine Risikoabschitzung der Folgen des
APEO-Gebrauches.

2.4.1 Emissionsquellen und Emissionswege von Alkylphenol-

ethoxylaten

Das Vorkommen von Alkylphenolethoxylaten und deren Metaboliten in der Umwelt ist
ausschliellich auf menschliche Aktivitaten zuriickzufiithren, da es sich hierbei um anthro-
pogene Stoffe handelt. Die Emissionsquellen von APEO kénnen sehr unterschiedlich sein.
In Abbildung[2.6|sind fiir Europa die kontinentalen Emissionen von NPEO, dem bedeu-
tensten APEQ, aus unterschiedliche Quellen dargestellt. Bei den {iberwiegend zu Produk-
ten verarbeiteten APEO handelt es sich um gut wasserlosliche Verbindungen, so dass der

Wasserpfad den wichtigsten Weg fiir einen Eintrag in die Umwelt darstellt.
APEO konnen einerseits durch den bestimmungsgeméfien Gebrauch von APEO-haltigen

Produkten direkt in die Umwelt gelangen, z. B. bei der Ausbringung von Pflanzenschutz-
mitteln oder der umweltoffenen Anwendung von bauchemischen Produkten [40,124}233].
Es kann dann ein Eintrag in Béden, Oberflichengewéissern oder Grundwasser erfolgen.
Der Einsatz von Offshore-Chemikalien fiihrt ebenfalls zu einer direkten Umweltbelastung.
Diese stellen eine mogliche Quelle fiir die Belastung mariner Gewésser und Sedimente
dar [40,/124],233]. Andererseits konnen abwassergingige APEO-haltige Produkte zu ei-
ner indirekten Belastung von Oberflichengewéssern iiber Kldranlagen fithren, wenn es zu
keinem vollstdndigen APEO-Abbau in industriellen und kommunalen Abwéssern kommt.
Da die Polyoxyethylengruppe der APEQO jedoch relativ leicht bei der Abwasserbehand-
lung abgebaut wird (s. a. Abs.[2.4.2])), stellen Kldranlagen vor allem Emissionsquellen fiir
Alkylphenole und andere APEO-Abbauprodukte dar. Als die wichtigsten Quellen, die zu

einer Emission von APEQO {iber Abwésser fiithren, sind in der Reihenfolge ihrer Bedeutung
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die industrielle und gewerbliche Reinigung, die Textilverarbeitung (auch iiber den Import

von Textilien), die Lederproduktion, die Zellstoffindustrie sowie die Metallgewinnung und

—verarbeitung zu nennen [40,[124]233].

Zellstoffindustrie  Metallgewinnung Landwirtschaft Formulierungen

1973 kg/d 1402 kg/d— 1233 kg/d 533 kg/d

(1,8 %) 13%) | (1,1%) (0,5 %) NPEO-Produktion
Lederproduktion 526 kg/d (0,5 %)
6962 kg/d Anstriche und Lacke

(6,4 %)

209 kg/d (0,2 %)
Photoindustrie

_ _ 183 kg/d (0,2 %)
Textilverarbeitung / Chemische Industrie
16767 kg/d 120 kg/d (0,1 %)
(15,5 %) Bauwesen

22,9 kg/d (< 0,1 %)
Treibstoffe und Mineraldle
10 kg/d (< 0,1 %)
Polymerindustrie

2,22 kg/d (< 0,1 %)

Elektroindustrie
1,15 kg/d (< 0,1 %)

Andere
Anwendungen
27074 kg/d
(25,1 %)

Summe 108,060 t/d

Abbildung 2.6: Abschitzung der kontinentalen Emissionen von Nonylphenolethoxylat fiir das
Jahr 2002 innerhalb Europas (Daten aus [124]).

2.4.2 Biologischer Abbau von Alkylphenolethoxylaten und ihr
Verhalten bei der Abwasserbehandlung

Im Gegensatz zu Alkoholethoxylaten werden APEO nicht so einfach und nicht immer
vollstiandig biologisch abgebaut [175]246,1296,401]. Anhand von Laborscreeningtests sind
APEO unter anaeroben Bedingungen als schwer abbaubar eingestuft [246,296]. Sie werden
héufig in solchen Tests nur unvollstindig abgebaut [156}[246]. Bei aeroben Verhéltnissen
unterliegen sie zwar wesentlicher primérer Biodegradierung [175,[296], sind aber in La-
borversuchen nicht immer vollstdndig abbaubar . Der vollstédndige biologische
Abbaupfad ist teilweise noch unklar [175]. Dennoch besteht kein Zweifel daran, dass sol-

che Verbindungen vollstédndig biologisch abgebaut werden kénnen, auch wenn die bei der

Biodegradierung gebildeten Metaboliten deutlich persistenter sind als die urspriinglichen

APEO [246).
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Es wurde generell angenommen, dass die Biodegradierung mit einer w-Oxidierung der
Polyoxyethylengruppe startet, die zu einer progressiven Verkiirzung der Ethoxylatkette
fiihrt (s.a. Abb.[2.7] S.[35)) [212]/246/[296,[388]/409]. Der schrittweise Abbau der Ethoxylat-
gruppe fithrt zur Bildung kurzkettiger APEO, hauptsichlich AP(EO);, AP(EQO), und
AP(EO); [175,212]249296,409]. Weitere Biotransfomation iiber eine Oxidation der Ethoxylat-
kette fithrt zu Alkylphenoxyethoxyessigsdure (APE2C) und Alkylphenoxyessigsaure
(APE;C) und schliefllich zu Alkyphenol (AP) [175212}1296,372,376.388].

Versuche mit aus Klarschlamm isolierten Reinkulturen haben beispielsweise gezeigt,
dass Pseudomonas putida [190] und Pseudomonas sp. strain TRO1 [248] NPEO bis zum
NP(EO), abbauen. Es konnte nachgewiesen werden, dass der Abbau durch sukzessi-
ve Verkiirzung der Polyoxyethylengruppe erfolgt. Als weiterer Metabolit beim NPEO-
Abbau durch Pseudomonas sp. strain TRO1 konnte auch Nonylphenoxyethoxyessigséu-
re (NPE,C) identifiziert werden [248]. Fiir OPEO wurde &hnliches bei Abbauversuchen
mit einer Bakteriengesellschaft, die aus einem mit Abwéssern verunreinigten Kiisten-
gewidsser entnommen wurde, festgestellt [281]. Innerhalb von 30 Tagen wurden mehr
als 99% OPEO abgebaut, wobei es zu einer Akkumulation von OP(EO), kam. Da-
bei waren vier der isolierten Bakterienstdmme, die der Gattung Pseudomonas angehor-
ten und marinen Ursprungs waren, in der Lage, langerkettige OPEO bis zu OP(EO),
und OP(EQO)3 abzubauen. Zwei weitere marine Stamme hatten die Fiahigkeit OPEO mit
ngo <5 bis zum OP(EO), zu degradieren, jedoch keine lingerkettigen OPEO. In an-
deren Laborversuchen mit bakteriellen Mischkulturen konnte gezeigt werden, dass fiir
kurzkettige NPEO und OPEO (ngo=1-3) der wichtigste aerobe Transformationspro-
zess in der Carboxylierung der terminalen Alkoholgruppe besteht [11]. Bis zu 90 % der
NPEO wurden zu Alkylphenolethoxycarboxylaten (APEC) verstoffwechselt. Nonylphe-
nolethoxycarboxylate (NPEC) als Schliisselintermediate beim NPEO-Abbau wurden so-
wohl in unbehandeltem [134, (142,252,258, |303}309}|334] als auch behandeltem Abwas-
ser [29]/58][142,[230,[252,[258,[303,[324], in Klirschlamm [58|[135,224,[230,[258,[200,[303], in
Sedimenten [293}302] sowie in Oberflachenwasser [29,/134.256}293] und Meerwasser [256]
identifiziert. Octylphenolethoxycarboxylate (OPEC) als die analogen OPEO-Metaboliten
wurden ebenfalls in behandeltem Abwasser nachgewiesen [303]. Die Ergebnisse von Versu-
chen mit NPEO in Flusswasser nach dem sogenannten ,river die-away test” haben gezeigt,
dass der grundlegende Mechanismus bei der Biodegradierung in einer Verkiirzung der Po-
lyoxyethylengruppe bis zur Bildung von NP(EQO), besteht, die von einer anschlieBenden,
terminalen Oxidation unter Bildung von NPE,C gefolgt wird [250]. Nonylphenoxyessig-
saure (NPE;C) wird dann aus NPE,C gebildet. In Abhéngigkeit von der Temperatur
variierte die primére Biodegradierung von 96 % bei 25°C bis zu 68 % bei 7°C. Untersu-
chungen in Kldaranlagen der Schweiz [7], Spaniens [58] und Japans [142] haben gezeigt, dass
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bei der mechanisch-biologischen Abwasserreinigung NPEO mit einer Anzahl von ngo =3
bis ngo =20 Oxyethylengruppen effektiv eliminiert werden, dabei werden jedoch die re-
kalzitranten Metaboliten NP(EO); und NP(EO), sowie NPE;C und NPE,C als auch NP
gebildet. Es wurde angenommen, dass APE;C und APE,C die persistentesten Metabo-
liten sind, die unter aeroben Bedingungen gebildet werden, wihrend AP meistens bei
anaeroben Verhéltnissen auftritt |[175,296].

Unter methanogenen Bedingungen fiithrt ndmlich der Abbau von NP(EO); und NP(EO),
in Faulschlamm, deponiertem Hausmiill und deponiertem Klérschlamm zu NP [119]. Der
aromatische Ring bleibt bei solchen Abbauprozessen intakt, so dass NP als der rekal-
zitranteste Metabolit beim anaeroben Abbau angesehen werden kann [119,148]. Da-
fiir spricht auch die Tatsache, dass NP in Klédrschlamm [58,/164,290] und Sedimenten
[129,293,300,302] als mengenméBig sehr wichtiges Abbauprodukt von NPEO auftrat und
dass NP in mit Klarschlamm bzw. Kldrschlammkompost langjahrig behandelten Boden

nachgewiesen werden konnte [189).

Es hat sich jedoch gezeigt, dass dieses Bild der Biodegradierung von APEO unvollstén-
dig ist. Jonkers et al. [194] konnten in kinetischen Studien, die zum biologischen, aero-
ben NPEO-Abbau in einem Laborbioreaktor mit Flusswasser durchgefiithrt wurden, mit-
tels Fliissigkeitschromatographie-Elektronenspraytandemmassenspektrometrie (LC-ESI-
MS/MS) auch langkettige Nonylphenoxycarboxylate (NPEC) identifizieren. Dies kann als
Beweis fiir eine primére Biodegradierung iiber eine w-Carboxylierung der Polyoxyethylen-
gruppe angesehen werden. Zumal NP(EO), nur in geringen Mengen gebildet wurde. Maki
et al. [247] konnten bei NPEO-Abbauversuchen mit mikrobiellen Konsortien aus Flusswas-
ser tiberhaupt kein NP(EQO); und NP(EO), nachweisen. Nur NPE; C neben wenig NPE,C
lielen sich als Metaboliten identifizieren. OPEO-Abbauversuche von Sato et al. [317,318|
mit Reinkulturen von Pseudomonaden, die teilweise in *O-markiertem Wasser durch-
gefithrt wurden, beweisen ebenfalls eindeutig, dass eine Biodegradierung ausschliefSlich
iiber eine w-Carboxylierung der Polyoxyethylengruppe erfolgen kann, da nur eine Inkor-
poration von 80 in die Carboxygruppe beobachtet wurde, jedoch nicht in kurzkettige
OPEO. Die primér gebildeten, langkettigen APEC werden dann weiter zu kurzkettigen
APEC abgebaut [194,317,|318]. In acrob behandeltem, sekundédrem Kldrschlamm aus der
Papierverarbeitung konnten von Field und Reed [135] neben NPE;C und NPE,C auch
NPE3;C und NPE,C nachgewiesen werden. In derselben Untersuchung wurde ebenfalls
festgestellt, dass eine Anreicherung der ortho-Isomere von NPE;C, NPE;C und NPE;C
in anaerob behandeltem Klarschlamm stattfindet, was fiir einen Erschwerten biologischen

Abbau dieser Isomere spricht.

Auch dicarboxylierte Metaboliten, Carboxyalkylphenolethoxycarboxylate (CAPEC),
wurden von Jonkers et al. [194] neben NPEC identifiziert. Beide, NPEC und CAPEC,
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Ein weiterer biologischer Abbau von NP(EO),, NPE,C, CAPE,C, CAPE,C und NP ist unter Offnung des aromatischen Ringes méglich.

Abbildung 2.7: Vorgeschlagene biologische Abbaupfade von Alkylphenolethoxylaten am Bei-
spiel von Nonylphenolpolyethoxylat.
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waren noch nach 31 Tagen im Bioreaktor zu finden. NP trat als Metabolit iiberhaupt
nicht auf. Sehr dhnliche Ergebnisse zeigten Laborexperimente zum NPEO-Abbau nach
einem OECD-Protokoll von Di Corcia et al. [106]. Es konnten relevante Mengen an CA-
PEC mit drei bis acht C-Atomen in der Alkylkette isoliert werden. Diese werden durch
Oxidation aus NPEC mit geringer Verzweigung der Alkylkette gebildet. Es konnten eben-
falls Carboxyalkylphenolethoxylate (CAPEO) nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass
CAPEC mit Ausnahme von CAPE;C und CAPE,C extrem abbauresistent sind, sie wa-
ren mehr als fiinf Monate stabil. Die dicarboxylierten NPEO-Metaboliten CAPE;C und
CAPE,C konnten neben NPE;C, NPE,C und Nonylphenoxydiethoxyessigsaure (NPE3;C)
sowie teilweise NP, NP(EO);, NP(EO); und NP(EO); sowohl aus Klidranlagenablidu-
fen |[111], Abwéssern [105] als auch kontaminierten Flusswéssern [109111}[112//113] isoliert
werden. CAPEC machen 63-66 % der NPEO-Metaboliten aus, die Kldranlagen verlas-
sen [105,/106]. Nach der Infiltration von NPEO an einem Uferfiltrationsstandort wurden
sowohl im {iberwiegend aeroben als auch anaeroben Wasserteil des Aquifers NPEC und
CAPEC nachgewiesen [276]. Kurzkettige NPEO wurden nicht einmal unter anoxischen
Bedingungen gefunden. Innerhalb der Bodenpassage verringerte sich die Ethoxylatketten-
lange unter aeroben wie auch anaeroben Bedingungen mit der Tiefe. Ab einer Tiefe von
3 m waren nur noch NPE;C, CAPE;C und NP zu finden. Dabei nahm unter aeroben
Bedingungen die NP-Konzentration innerhalb der ersten 3 m um ca. 80 % ab, wihrend
die NP-Konzentration unter anaeroben Verhéltnissen um 38 % anstieg. An einer biologi-
schen Klaranlage mit anschlieBender Bodenpassage der Abldufe konnte gezeigt werden,
dass durchschnittlich 99 % der im Kliranlagenablauf befindlichen APEC wihrend der

Bodenpassage eliminiert werden [115].

Andererseits wurden in einer Feldstudie an zwei niederlédndischen Flussmiindungen (We-
sternschelde und Rheinmiindung) in den Oberflichenwéssern und in den Sedimenten keine
CAPEC gefunden, obwohl NPEO (max. 2,3 mg-[~'), NP (max. 0,9 mg-I~') und NPEC
(max. 81 mg-I~') im Wasser sowie NPEO (max. 242 ng-I~') und NP (max. 1080 ng-I~!) im
Sediment nachgewiesen wurden [195]. In einem vierzigtégigen Klaranlagensimulationstest
konnte fiir OPEO zwar ebenfalls eine w-Carboxylierung nachgewiesen werden, aber neben
dem Abbaupfad iiber die w-Oxidation der Polyoxyethylengruppe lie8 sich ebenfalls eine
a-Spaltung der OPEO beobachten, da sowohl neutrale als auch mono- und dicarboxylierte
Polyethylenglykole auftraten |138]. Scheinbar héngt der beschrittene Abbaupfad wesent-
lich von den Umweltbedingungen sowie der Zusammensetzung der mikrobiellen Popula-
tionen ab. Abbildung gibt einen Uberblick der wichtigsten, maglichen biologischen
Abbaupfade am Beispiel von NPEO.

Dariiberhinaus 148t sich feststellen, dass ein vollstdndiger biologischer Abbau selbst
der persistentesten APEO-Metaboliten durchaus stattfindet. In Labortests nach OECD-
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Methoden wurde beispielsweise gezeigt, dass aerobe Mikroorganismen NPEC, OPEC und
NP vollsténdig abbauen konnen [352]. Dabei wurden fiir den vollstdndigen, aeroben bio-
logischen Abbau erster Ordnung Halbwertszeiten von 12 bis 22 Tagen fiir APEC und 20
Tagen fiir NP ermittelt. In Abbauversuchen mit aus Kléarschlamm isolierten Reinkulturen
von Sphingomonas xenophaga Bayram konnte fiir 4-NP gezeigt werden, dass ein biolo-
gischer Abbau stattfindet [144.|145]. Dabei hingt die Degradierungsgeschwindigkeit vom
NP-Isomer ab, da Isomere mit stidrker verzweigtem a-C-Atom der Alkylkette deutlich
schneller abgebaut werden |144]. Am Anfang eines solchen Abbaupfades steht eine ip-
so-Hydroxylierung der NP unter Bildung von 4-Alkyl-4-Hydroxycyclohexadienonen [145].
Desweiteren haben Untersuchungen an den Fliissen Glatt und Sitter in der Schweiz [14]
sowie Santa Ana in Kalifornien [114] gezeigt, dass eine effektive Eliminierung von NPEO-
Metaboliten wéahrend der Infiltration vom Flusswasser zum Grundwasser stattfindet. Ex-
perimente mit “C-markierten Verbindungen bestitigen diese Befunde, da z.B. gezeigt
werden konnte, dass sowohl in landwirtschaftlich genutzten als auch nicht kultivierten
Boden schnelle Mineralisierung von 4-NP stattfindet [379]. Desweiteren wurde gezeigt,
dass unter aeroben Bedingungen bei der Kompostierung von Klarschlamm und kommu-
nalen Abfillen sowohl NP(EO); und NP(EO), als auch 4-NP abgebaut werden [275].
Lediglich unter extrem thermophilen Bedingungen fand eine Akkumulierung von 4-NP
statt.

Neben dem Verhalten der APEO und ihrer Abbauprodukte wihrend der biologischen
Abwasserbehandlung wurde ferner untersucht, wie sich diese Verbindungen bei anderen
bzw. ergéinzenden Abwasser- und Wasserbehandlungsverfahren verhalten. Es wurde fest-
gestellt, dass eine Desinfektion mit Chlor in der Gegenwart von Bromidionen zur Bildung
bromierter sowie chlorierter NPEO und NPEO-Abbauprodukte fithren kann [142,297298].
Bromierte und chlorierte NP lielen sich sogar in Sedimentproben der Jamaica Bay in
Long Island nachweisen [129]. In Laborversuchen, bei denen wisserige Alkylphenollosun-
gen mit Chlor behandelt wurden, wurden in Abhéngigkeit von der Cly-Dosierung und
dem pH-Wert die verschiedensten chlorierten Verbindungen gebildet, unter anderem auch
als Beiprodukte polychlorierte Alkylphenoxyphenole mit ein bis fiinf Cl-Atomen [282].
Bei diesen Verbindungen handelt es sich um sogenannte Préddioxine. Photoinduzierter
Abbau mit Fe(IIT) kann zum Entfernen von APEO aus Wasser dienen [46,59]. Dabei
verlauft der photokatalytische Abbau mit der mehr als dreiligfachen Geschwindigkeit
der reinen Photodegradierung und der Abbau in Abwasser ist schneller als in deioni-
siertem Wasser [59]. Als Intermediate wurden neben NP(EO); und NPE,C auch APEC,
CAPEO und Polyethylenglykol nachgewiesen. D.h. es fand neben dem oxidativen Ab-
bau der Polyoxyethylengruppe auch eine Oxidation der Alkylkette statt [59]. Allgemein
ist die photochemische Oxidation von NPEO langsamer als die von Nonylphenol [15].
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Eine Steigerung des biologischen Abbaus von NPEO in Wasser durch oxidative Vorbe-
handlung mit Fentons Reagenz (Fe?T/H,0,) ist moglich [209]. Die Degradierung von
NPEO-Biotransformationsprodukten durch Ozonierung und UV /TiOs-Behandlung wur-
de ebenfalls untersucht |182]. Der Abbau mit UV/TiO, war am erfolgreichsten fiir NP,
aber am wenigsten effektiv fiir NPE;C. Demgegeniiber war Ozonierung besonders wirk-
sam bei NPE;C und sehr viel weniger wirkungsvoll beim NP(EO);-Abbau. Es wurde
weiterhin festgestellt, dass eine oxidative Vorbehandlung mit Ozon und Wasserstoffper-
oxid den biologischen Abbau von NPEO steigert [210]. Fiir NP5EO wird jedoch bei zu
geringen Ozondosen (< 3mg O3 / mg Substanz) keine Steigerung der Bioabbaubarkeit be-
obachtet [1,1210]. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass bei der Behandlung von
Abwissern mittels Mikrofiltration/Umkehrosmose oder Mikrofiltration/Nanofiltration ca.
95 % des gesamten organischen Kohlenstoffs entfernt werden konnen [115]. Dabei lieBen
sich APEC, fiir die eine Konzentration von 21,3 pug - [~! im Abwasser bestimmt wurden,

nach der Behandlung nicht mehr nachweisen.

2.4.3 Verbreitung von Alkylphenolethoxylaten und Alkylphenol-

ethoxylatmetaboliten in der Umwelt

Alkylphenolische Verbindungen, die aus Abwéssern stammen, wurden in zahlreichen Stu-
dien intensiv untersucht. Seit der gesetzlichen Einschrankung von APEO sowie dem frei-
willigen Selbstverzichten der Industrie (s. Abs. [2.2.2), der in Westeuropa zu einer voll-
standigen Substitution von APEO durch Alkoholethoxylate in Haushaltsreinigern ge-
fithrt hat, wurde insgesamt eine abnehmende Tendenz der APEO-Belastung beobach-
tet [295,1296]. So lieB sich beispielsweise an sieben Schweizer Kldranlagen im Zeitraum
von 1983 bis 1997 eine Abnahme der NPEO-Abwasserbelastung um das 5 bis 10-fache
feststellen [4,7,/8]. Innerhalb Europas, Nordamerikas und Japans variierten die Konzen-
trationen an NPEO zwischen den verschiedenen untersuchten Kldranlagen in den Zulédufen
sehr stark. Sie lagen in einem Bereich von weniger als 30 pg - {~* bis hin zu 2160 ug - (~*
(s. Tab. [2.9)), erreichten aber auch in industriellen Abwissern Werte von bis zu 22500
ig - 171, speziell wenn sie aus Gerbereien, der Textilverarbeitung oder der Zellstoffher-
stellung stammten [33,95]. Die OPEO-Belastung stellte sich als deutlich niedriger heraus,
da OPEO von geringerer wirtschaftlicher Bedeutung sind. Sie machten etwa 5-15% der
gesamten APEO-Belastung aus und iiberstiegen selten Werte von 100 pg - I7! in Kliran-
lagenabliufen [295,296]. In einer spanischen Studie wurden beispielsweise 7,5-84 ug - [7!
OPEO in den Kliranlagenzuliufen und < 0,05-1,5 g - I=! OPEO in den Kliranlagenab-
ldufen gefunden [303].

Wihrend der biologischen Abwasserbehandlung findet eine Eliminierung von 81 bis
99,5% NPEO [295] und von 80 bis 98 % OPEO [296] statt. Jedoch fithrt die Reduktion
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Tabelle 2.9: Konzentrationsbereiche von NPEO und deren Metaboliten in Zu- und Abldufen

von Kléaranlagen.

Verbindung Land Zulauf (ug-171) Ablauf (ug-171) Quellen
NPEO Déanemark 30 <0,5 186
25 2,4 78
Deutschland 120-270 24-48 237
Grofibritannien — 1-60 310
- 454 16 (NP(EO)1) 242
Ttalien 29145 1,7-6,6 105
127-352 0,74-12 83
Japan - <0,1-60 (NP(EO);_3) 142
- < 0,1-245 (NP(EO)4_1s)
Kanada 5,2-828 1,0-129
Niederlande <LOD-125 <LOD-2,2
50-22500
Schweden - 0,527 (NP(EO)1_2)
Schweiz 962160 < 0,1-369
Spanien 33-854 <0,5-49,3
27-2120 10-24
140 2
< 0,20-938 (NP(EO)446) < 0,20-10 (NP(EO)4+6)
USA - <1,0-330
— 160—460
NPEC Deutschland - 1,7-5,4
Ttalien - 0,6-15 105
Japan - <0,1-1119 142,[182]
Kanada 2,2-16 4,3-120 (NPE;_2C) 121
Schweiz — 4-16 7,113
Spanien <0,2-65 4-113 300118
< 0,4-219 13-33 56458
0,21-80 < 0,08-270 348
USA - 142-272 (NPE;_4C) 134
NP Belgien 6 <05 374
Diinemark - <0,5 186,
Deutschland - 0,31 237
Groflbritannien — <0,2-5,4 310
340,85 242
Ttalien 2-40 0,7-4 107
Japan - <0,1-1,7 142/[182][185]
Kanada - 0,8-15 229
<0,02-62 <0,02-4,8 121
Niederlande <LOD-19 < LOD-1,5 33,195
< LOD-40
Schweden - 0,5-3
Schweiz - <0,1-3,8
Spanien < 0,5-80 <0,1-154
17-251 15-225
40-343 6-289
58 0,65
USA - <1,0-33

0,8-15
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von APEO zur Bildung von deutlich schlechter abbaubaren Metaboliten (s. Abs. [2.4.2)),
so dass die Gesamtelimination von alkylphenolischen Verbindungen durch die Abwasser-
behandlung nur sehr gering ist [295]. Eine Studie von Ahel et al. [7] in elf verschiedenen
Klaranlagen kam zu dem Ergebnis, dass ungefiahr 60 bis 65% aller nonylphenolischen
Verbindungen, die einer Abwasserbehandlung zugefiithrt werden, in die Umwelt einge-
leitet werden. Davon gelangen 19 % als NPEC, 11% in Form der lipophilen Ethoxylate
NP(EO); und NP(EO)s, 25 % als NP und 8 % unveréndert in die Umwelt. Die Gesamtum-
weltbelastung wird dabei zu 60 % duch den Ablauf von der Nachkldrung in die Vorfluter

und zu 40 % durch Faulschlamm verursacht.

Die Oligomerenverteilungen von NPEO, die in unbehandeltem und mechanisch behan-
deltem Abwasser auftraten, unterscheiden sich nur geringfiigig von typischen Verteilungen
kommerzieller NPEO-Produkte [4,7,8[295]. Im Gegensatz zu diesen weisen sie neben dem
Maximum bei 8-10 Oxyethyleneinheiten auch ein Maximum bei 1-3 Einheiten auf, was
auf einen biologischen Abbau der Ethoxylatkette schon im Abwasser bzw. bei der mechani-
schen Kldrung hinweist. Wie Ahel et al. [48] feststellten, werden hohere NPEO-Oligomere
dann wéhrend der biologischen Abwasserbehandlung fast vollsténdig abgebaut, da nach
dem Belebungsbecken NPEO mit ngo > 8 nicht mehr gefunden wurden. Bei einer gut
arbeitenden biologischen Kléarung werden NPEO mit ngo =3 bis ngo 8 auch nur noch
in Spuren gefunden [8]. Im Gegensatz dazu werden aus der Nachklarung die polareren
NPEC in Konzentrationen in die Vorfluter geleitet, die das doppelte bis zehnfache der
Konzentrationen nach der mechanischen Stufe betragen konnen [295]. Bei den lipophilen
Metaboliten NP, NP(EO); und NP(EO), wird der Massenstrom wihrend der Abwasser-
aufbereitung durch den hohen Sorptionskoeffizienten bestimmt, so dass ein grofier Anteil
an der festen Fraktion sorbiert ist [295,296]. NP wurde in Kldrschlamm in Konzentra-
tionen gefunden, die sich vom unteren mg - kg~!-Breich bis zum unteren g - kg~ *-Bereich
erstreckten [295|296]. Die Adsorption von NP an Primér- und Sekundérschlamm und
die Bildung aus NPEO wéhrend der anaeroben Stabilisierung von Kléarschlamm fiihrt zu
extrem hohen NP-Konzentrationen in anaeroben Faulschlamm. Giger et al. [148] berich-
teten von Konzentrationen im Bereich von 450 bis 2530 mg-kg~*. Die Konzentrationen in
Belebtschlamm, gemischten Primér- und Sekundérschlamm sowie in aerob stabilisierten
Klédrschlamm sind deutlich geringer [295/296]. NPEO wurden in Kldrschlamm in Gehalten
von unter 1 mg-kg~! bis hin zu iiber 500 mg-kg~' nachgewiesen [295,296]. Maximale Kon-
zentrationen von mehr als 2 ¢ - kg~ wurde in industriellen Klidranlagen gefunden [33,95].
Sogar NPEC lielen sich in Kldrschlamm nachweisen, jedoch in deutlich geringeren Gehal-

ten. Es wurde ein Maximalwert von 113 mg - kg~' NPE;_4C bestimmt [135].
APEO und APEO-Abbauprodukte sind daher Umweltkontaminanten, die insbesonde-

re fiir die aquatische Umwelt von Bedeutung sind, zumal in einigen Regionen — selbst
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in hochindustrialisierten Landern — nicht immer geeignete Moglichkeiten der Abwas-
serbehandlung vorhanden sind. Nachdem ferner deutlich geworden war, dass wéahrend
der {iblichen biologischen Abwasserbehandlung von APEO eine Eliminierung der vor al-
lem kurzkettigen Oligomere nur unzureichend stattfindet und es dabei auch zur Bildung
von umweltkritischen Abbauprodukten kommt, wurde neben ihrem Verhalten bei der
Abwasserbehandlung vor allem ihre Verbreitung in Oberflichengewéssern und marinen
Kiistengewéssern untersucht. Vor allem in Kanada [36]35, 38,60, 121},326|,331], in den
USA [65,82,,88.129//134,]1611/199,216//279,335/,346,[345], in Japan |185/367,381},380,[382,383]
und in Landern Westeuropas, wie etwa Belgien [94], Deutschland [39,44, 94,140, 153}/154,
165}213,217,1221},1350], Frankreich [94], GroBbritannien [41,42,|94}242,333,1341,,[377], Ir-
land [94], Ttalien [831239,[240}254.[256/257,[273|/285,385], den Niederlanden [94}96,195/213],
Norwegen [94], Schweden [94], Spanien [63}64,(146,226298,302,1303,300,348,384] und der
Schweiz [3,[10,[12, |13} |14} |12, [253], wurden zahlreiche Studien iiber die Verbreitung von
APEO und APEO-Metaboliten in der aquatischen Umwelt durchgefiihrt. Aber auch in
vielen anderen Staaten wie z. B. Agypten [64], Brasilien [213], China [332,405|, Israel [416],
Kroatien [222,223], Mexiko [34] und Taiwan [109,111}/112] fanden entsprechende Untersu-
chungen statt. Solche Untersuchungen umfassen neben der Wasserphase auch Sedimente
und aquatische Organismen. Ein Monitoring von APEO und APEO-Metaboliten ist nicht
zuletzt auch deshalb von Bedeutung, weil es sich bei den APEO um eine der am weitesten

verbreiteten Tensidklassen iiberhaupt handelt.

Eine Zusammenfassung der Daten von 12 weltweit vor dem Jahr 2000 durchgefiithrten
Studien gibt einen Uberblick iiber die globale Belastung von Oberflichengewiissern und
Sedimenten mit NPEO sowie den APEO-Metaboliten NPEC, NP und OP [213,[32§].
Demnach umfassen die berichteten NPEO-Konzentrationen einen Bereich von < 0,06 g -
[7! bis 70 pug - 171 fiir Oberflichengewiisser sowie von < 0,002 ug - g~* bis 9pug - g~ ! fiir
Sedimente. Die entsprechenden Werte fiir NP reichen in Oberflichengewésser von weniger
als 0,11 pg - I7! bis zu 180 g - I=! und in Sedimenten von weniger als 0,003 g - g~1 bis
hinauf zu 69 pug - ¢~*. Konzentrationen in Oberflichengewiissern von NPEC sind #hnlich
denen von NPEO und reichen von < 0,1 g - =1 bis 45 ug - [=1. Die Konzentrationen des
Metaboliten OP sind mit Maximalwerten von bis zu 3 pg-1~! in der Wasserphase deutlich
geringer und spiegeln die geringere wirtschaftliche Bedeutung von OPEO im Vergleich
zu NPEO wieder. Die im Rahmen einer COMMPS-Studie europaweit fiir die Jahre 1994
bis 1997 ausgewerteten Gewissermonitoringdaten ergaben im Allgemeinen eine NP(EO);-
und NP(EQO),-Belastung im Bereich von 0,05 1g-1~! bis 0,3 pg-1~! sowie eine NP-Belastung
von 0,03 pug-1~" bis 0,3 pg-1~" [40]. Einen Uberblick der Belastungssituation in Deutschland
verschafft Tabelle[2.10
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Tabelle 2.10: Berichtete Umweltkonzentrationen von APEO und APEO-Metaboliten in ver-

schiedenen Oberflichengewissern Deutschlands.

UmweltkompartimentEHﬂ Verbindung Konzentratio Jahr Quelle
Elbe und Nebenfliisse
Wasserphase (pg - [=%, N = 23) NP(EO), 0,0089-0,205 1998 [165]
NP(EO). 0,0024-0,084
NP 0,0010-0,221
OP(EO), 0,0004-0,0063
OP(EO). 0,0003-0,0068
OP 0,0004-0,0060
(N =15) NP(EO)i1-10  <0,0005-0,124 1999,/2000 [350]
NPE;_sC < 0,010-0,944
NP 0,013-0,087
OP(EO):_g < 0,0005-0,0096
OPE; _sC < 0,001-0,0034
OP < 0,0005-0,0045
Sediment(ug - g~'d. w., N = 22) NP(EO), 0,323-1,027 1997/1998 [165]
NP(EO), 0,546-1,797
NP 0,367-1,378
OP(EO), 0,030-0,113
OP(EO). 0,045-0,140
OP 0,021-0,116
(N =12) NP(EO);-10  0,024-3,667 2000 [350]
NPE;_3C < 0,050
NP 0,027-0,428
OP(EO);_g 0,025-0,813
OPE; _sC < 0,005-0,530
(0) 0,027-0,428
Schwebstoffe(mg - kg~ TOC, N =4) NP(EO); n.d.—6,75 1998 [165]
NP(EO), n.d.-11,6
NP 2,07-5,73
OP(EO), n.d.-0,68
OP(EO), n.d.-0,96
OP n.d.—0,42
Donau und Nebenfliisse
Wasserphase (pg - 171, N = 3) NP 0,056-0,233 1998/1999 [44]
OP <0,020-0,163
(N =22) NP 0,0066-0,071 2000 [217]
OP 0,0008-0,016
Sediment(ug - g~ 'd. w., N = 2) NP 0,010; 0,094 1998/1999 [44]
(0) 0,009

@ N, Anzahl der Probenahmestellen
b d.w., Trockengewicht
¢ n.d., nicht detektierbar
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Tabelle (Fortsetzung)

UmweltkompartimentEHﬂ Verbindung Konzentratio Jahr Quelle

Lippe

Wasserphase (ug - [71) NP(EO),; 1-2 1987 [221]
NP 2-5

Neckar und Nebenfliisse

Wasserphase (pg - 171, N = 20) NP n.d.—0,485 1998/1999 [44]
OP n.d.-0,189

Sediment(ug - g~'d. w., N = 10) NP 0,010-0,259
0)5 0,001-0,009

Rhein und Nebenfliisse

Wasserphase (ug - [=1, N = 26) NP(EO), <0,08 2000/2001 [213]
NP(EO), <0,50
NPE,C <0,080,48
NPE,C <0,08-1,20
NP <0,08
op < 0,08

Berlin/Brandenburg

Wasserphase (pug - [~ N = 32) NP(EO)1—2 < 0,050-3,270 1997 [141]
NP < 0,080-2,720
oP < 0,050-0,270

Sediment (ug - kg~ d.w., N = 23) NP(EO), < 10-1900
NP < 20-12700
op <10

Bodensee und Zufliisse

Wasserphase (ug - 171, N = 10) NP 0,0063-0,130 2000 [217]
OP 0,0010-0,054

Sediment (pg - g~ 'd.w., N = 10) NP < 0,003-0,150 1997 [151]

@ N, Anzahl der Probenahmestellen
b d.w., Trockengewicht
¢ n.d., nicht detektierbar

Obwohl in Léndern wie den Niederlanden und Deutschland aufgrund des PARCOM-
Ubereinkommens [284] seit 1995 ein freiwilliger Verzicht auf NPEO in hiuslichen Anwen-
dungen besteht, konnten dort in den Folgejahren APEO und seine Abbauprodukte nach
wie vor in Siiiwasserumweltkompartimenten gefunden werden [44}96,/141}/151},|165}213]
217,350].

Im Rahmen der sogenannten LOES-Studie, die im Jahr 2002 in einem RIKZ/RIZA-
Report [96] verdffentlicht wurde und in der Daten zur Belastung der aquatischen Umwelt
der Niederlande mit Ostrogenen und Xenoostrogenen erhoben wurden, wurde zwar fest-
gestellt, dass die niederléndischen Oberflichengewéssern kaum noch mit APEO belastet
sind, jedoch liefen sich speziell in Sedimenten und Schwebstoffen APEO nach wie vor
nachweisen. So wurden nur in maximal jeder zehnten Wasserprobe NP, OP und OPEO
nachgewiesen. Die positiven Befunde betrugen immerhin noch mehr als 30 % fiir NPEO.

Demgegeniiber traten nur in jeder fiinften Schwebstoff- oder Sedimentprobe keine NP
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oder NPEO auf. OP und OPEO wurden in diesen Proben allerdings nur in Einzelfal-
len nachgewiesen. Die ermittelten Konzentrationen der AP und APEQO erreichten fiir die
Wasserphase Werte im unteren pg - [~!-Bereich, lagen aber hiufig unter 1 pg - [~!. Die
nachgewiesenen Konzentrationen waren in den Schwebstoffen generell ein wenig hoéher
als in den Sedimenten. In diesen beiden Probenarten wurden durchschnittlich Werte um
0,2ug - g~ (d.w.) fir NP und NPEO erreicht. Die OP-Konzentrationen waren um den
Faktor 10 geringer.

Wie sehr die Ergebnisse und ein Vergleich solcher Studien aber von der Empfindlichkeit
der verwendeten analytischen Methoden abhéngen, wird beim Vergleich der LOES-Studie
mit einer Studie von Heemken et al. [165], die in Deutschland an der Elbe und an ihren
Nebenfliissen in den Jahren 1997 und 1998 durchgefiihrt wurde, deutlich. In dieser Studie
wurden in allen Wasserproben der Elbe und ihrer Nebenfliisse mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie nach Fliissig/Fliissig-Extraktion von 2-1- bzw. 10-1-Proben mit Di-
chlormethan NP(EO);, NP(EO),, NP, OP(EO);, OP(EO); und OP nachgewiesen. Die
im Vergleich dazu deutlich geringere Anzahl an positiven Befunden der LOES-Studie ist
allerdings darauf zuriickzufiihren, dass die hier verwendete Methode, die eine Festphasen-
extraktion von maximal 500-ml-Wasserproben, ein AlyO3-Clean-Up und eine Bestimmung
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie unter Verwendung eines Fluoreszenzde-
tektors umfasste, wesentlich unempfindlicher war. So konnten von Heemken et al. [165]
fiir alle Substanzen Nachweiigrenzen < 0,5ng - [~! erzielt werden, wohingegen die in
der LOES-Studie erreichten Nachweifigrenzen fiir AP und APEO im Idealfall lediglich im
Bereich von 0,1 ug - [~ lagen [96].

Ohne Beriicksichtigung der Probenahmestelle Scharfenberg wurden in der Elbe im Jahr
1998 durchschnittlich 0,022 ug - I~ NP(EO);, 0,008 ug - 7' NP(EO); und 0,011 pg - 17!
NP nachgewiesen [350]. Die mittleren Konzentrationen von OP(EO);, OP(EO); und OP
waren mit 0,001 g - I ca. um den Faktor 10 geringer. Die Werte, die fiir Scharfen-
berg ermittelt wurden, lagen bei allen alkylphenolischen Verbindungen mit dem fiinf- bis
zehnfachen deutlich oberhalb des Durchschnitts. Von den drei untersuchten Nebenfliissen
zeigten die Mulde und die Schwarze Elster dhnliche Belastungen wie die Elbe, die Saale
war aber mit um zwei- bis dreifach hoheren Konzentrationen stérker belastet. Als Ursache
hierfiir wurde die Weifle Elster ermittelt, die in die Saale fliefit. Dieser Fluss ist wegen einer
chemischen Fabrik, die Antioxidantien und Stabilisierungsmittel fiir Kunststoffe herstellt,
und wegen Klaranlageneinleitungen stérker mit nonylphenolischen Verbindungen belastet.
Hier wurden im Mittel 0,154 ug - [~ NP(EO);, 0,071 ug - I=* NP(EO), und 0,031 pug - I!
NP gefunden. In einer nachfolgenden Studie [350], die in den Jahren 1999 und 2000 durch-
gefithrt wurde, trat NP nach wie vor in allen Wasserproben der Elbe und der untersuchten
Nebenfliisse auf, NPEO, OPEO und OP konnten nur in Einzelféllen nicht nachgewiesen
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werden. Die ebenfalls in dieser Studie untersuchten NPEC und OPEC waren in 80 % der
Proben enthalten. Fiir die Metaboliten NP und OP wurde ein Anstieg der Elbebelastung
festgestellt. Mit einer mittleren Konzentration von 0,002 ug - I~ OP und 0,030 pg - {7t
NP wurde eine Verdoppelung bzw. Verdreichfachung dieser Kontaminanten im Vergleich
zum Jahr 1998 beobachtet. Ferner wurden < 0,0005 bis 0,124 ug-1~* NPEO (ngo = 1-10),
< 0,010 bis 0,944 NPEC (ngo = 1-8), < 0,0005 bis 0,0096 g - I~ OPEO (ngo = 1-8) und
< 0,001 bis 0,0034 g - I~ OPEC (ngo =1-8) in der Elbe gefunden, wobei die NPEO-,

NPEC- und OPEC-Konzentrationen zwischen den einzelnen Proben stark schwankten.

Die Belastung anderer deutscher Oberflichengewésser mit alkylphenolischen Verbin-
dungen war fiir diesen Zeitraum vergleichbar hoch oder als eher geringer einzuschétzen
(vgl. mit Tab.[2.10). Ausnahme bilden hier einige Oberflichengewésser in Berlin und
Brandenburg, fiir die sogar maximale Konzentrationen von 3,27 ug - [~ NP(EO); und
NP(EO); sowie 2,72 ug - I=' NP nachgewiesen wurden [141], was den Werten entspricht,
die in den 1980ern in der Lippe in der Néhe eines NPEO produzierenden, chemischen
Betriebes bei Marl ermittelt wurden [221].

Jedoch sind in diesen beiden Léndern die berichteten Konzentrationen dieser Schad-
stoffe nach 1995 deutlich geringer als in anderen Léndern, wie z. B. den USA und Spa-
nien [213]. So traten beispielweise im spanischen Fluss Llobregat, der siidwestlich von
Barcelona ins Mittelmeer flieit, und in seinen beiden Nebenfliissen Anoia und Cardener
in den Jahren 1999 und 2000 regelméflig NPEO-, NPEC- und NP-Konzentrationen iiber
1pg - 171 auf [146,298,/303}|348]. Besonders in den beiden Nebenfliissen Anoia und Carde-
ner, die beide durch Einleitungen aus Klédranlagen belastet sind, betrugen die ermittelten
Konzentrationen in vielen Féllen mehr als 10 ug - 7!, Die maximalen Konzentrationen,
die im Flusswasser nachgewiesen werden konnten, betrugen 100 ug - {7 NPEO (ngo =
4+6), 70 ug- 1~ NPEC und 644 pug-1~* NP [146,348]. Die in den Sedimenten dieser beiden
spanischen Fliisse ermittelten Konzentrationen weichen jedoch nicht deutlich von denen
in deutschen oder niederlédndischen Fliissen nachgewiesenen Werten ab. Es wurden zwar
fir NPEO und NP hiufig Werte > 0,1 g - g~ ! nachgewiesen, die Konzentrationen waren
jedoch stets < 0,82 ug - g~ NPEO und < 0,66 g - g+ NP [303].

Im Jahr 1997 wurde in den USA z.B. im Trentonkanal des Detroit River, der durch
ein Chemiewerk, ein Kraftwerk und eine kommunale Kléranlage belastet ist, mittlere
Konzentrationen von 8,12 ug - [~ NPEO, 0,764 g - [=* NP und 0,029u¢g - [~ OP im
Wasser ermittelt [346]. Im selben Jahr wurden am Lake Mead Untersuchungen durchge-
fithrt [346]. Dabei wurden nur auf der durch Las Vegas beeinflussten Seite NPEO und NP
nachgewiesen. Die Konzentrationen lagen hier im Bereich von < LOD-8,99 ug-1~! NPEO,
<LOD-1,14 pug - I~ NP und <LOD-0,043 uug - =% OP.

In GroBbritannien konnte demgegeniiber durch entsprechende Mafinahmen eine deut-
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liche Verminderung der Belastung der Oberflaichengewésser mit NPEO und NP erreicht
werden, wie am Beispiel der Aire deutlich wird. Im Jahr 1993 wurden mit 180 uug-1~! NP
von den in Grofibritannien untersuchten Fliissen in der Aire bei Bingley die mit Abstand
hochsten Konzentrationen gemessen [42]. Auch in den folgenden Jahren traten bei Bingley
weiterhin die hochsten NP-Belastungen auf, so waren es 1995 immerhin noch 30 pg - 71
NP [41]. Zusitzlich wurden dort 46 ug - 7' NP(EO); und NP(EO), nachgewiesen [41].
Folge dieser hohen Belastung war, dass im Muskelgewebe verschiedener Fische der Aire
0,2 bis 0,8 ug - g1 NP sowie 0,8 bis 4,29 - g~' NP(EO); und NP(EQ), nachgewiesen
werden konnten [41]. Ursache fiir diese starke Belastung war die bei Keighley und Leeds
anséssige wollverarbeitende Industrie. Vor der Einrichtung geeigneter Kldranlagen an den
Hauptproduktionsstéatten in Keighley in West Yorkshire wurden im Klédranlagenablauf
der kommunalen Kliranlage bis zu 950 g - I~ APEO nachgewiesen [333]. Von 1993 an
wurde eine kontinuierliche APEO-Reduktion im Kldranlagenablauf erreicht, so dass die
gemessenen Konzentrationen in der Aire 2 km flussabwérts vom Kldranlagenablauf von
180 uug - 171 NP (1994) sowie 77 pug - I~ NP(EO); und NP(EO);, (1995) auf 2 ug - I~ NP
sowie 7 pg - 17! NP(EO); und NP(EO), im Jahr 1997 gesenkt werden konnten [333].

In den Monitoringkampagnen, die z.B. in Deutschland, Spanien und den Niederlanden
unter Einbeziehen von NPEC durchgefiihrt wurden, hat sich gezeigt, dass die ermittelten
NPEC-Konzentrationen in der Wasserphase gewohnlich héher waren als die von NPEO
und NP [213350]. Daher ergeben diese Studien im Gegensatz zu élteren Untersuchungen,
die ohne eine Analyse der NPEC durchgefiihrt wurden, ein genaueres Bild der Belastungs-
situation. Wie wichtig eine zusétzliche Erfassung von NPEC sein kann, zeigt eine Studie,
die in Hessen in den Jahren 2000 und 2001 durchgefiihrt wurde [213]. In dieser Studie wur-
den vom Landesamt fiir Umwelt und Geologie 21 Fliisse im Einzugsgebiet des Rheines
untersucht. Obwohl die APEO-Metaboliten NP(EO);, NP(EO)s, NP und OP iiberhaupt
nicht nachgewiesen werden konnten, traten NPE;C und NPE,C in vielen Proben auf,
was auf einen schnellen aeroben Abbau von NPEO in den untersuchten Gewéssern oder
bereits vor der Einleitung in die Gewésser wiahrend der Abwasserreinigung hindeutet. Die
mittleren Konzentrationen fiir das Jahr 2000 waren 0,23 pg-1~* NPE;C und 0,39 ug - 1=+
NPE,C. Die Gehalte im Jahr 2001 waren hingegen deutlich geringer.

Demgegeniiber werden in Sedimenten und Schwebstoffen hauptséchlich NPEO und NP
gefunden, da diese eine stirkere Tendenz zur Adsorption aufweisen als die wesentlich pola-
reren NPEC [213]. In einer bereits oben erwéhnten Studie wurden z. B. in frisch abgelager-
ten Elbesedimenten im Jahr 2000 durchschnittlich 0,58 pg-g~* NPEO und 0,14 pug-g~* NP
gefunden, wihrend sich NPEC iiberhaupt nicht nachweisen lieflen [350]. Fiir die ebenfalls
untersuchten octylphenolischen Verbindungen wurde zwar mit 0,29 pg - g~! ebenfalls eine
deutlich hohere mittleren Konzentration von OPEO als von OPEC ermittelt, jedoch war
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diese mit 0,08 sug- g~ deutlich héher als die mittlere OP-Konzentration von 0,014 g - g~

Auch wenn die Anwendung von NPEO durch die EU seit 2003 zusétzlich stark einge-
schréinkt ist |125], lassen sich selbst in neuesten Untersuchungen in Europa noch NPEO
und NPEO-Metaboliten in Oberflichengewéssern nachweisen. So konnten beispielweise
in einer im Jahr 2006 veroffentlichten Studie sowohl in wisserigen Phasen als auch in
Sedimenten und Schwebstoffen des Tibers und seines Nebenflusses Aniene, der nérdlich
von Rom in den Tiber miindet, NP(EO);, NP(EO), und NP nachgewiesen werden [285].
Fiir beide Fliisse wurden vergleichbare Konzentrationen gefunden, dabei lieflen sich je
nach Saison in den Flusswissern 0,06-0,48 ug - I=! NP(EO)y, 0,04-0,42 ug - 7! NP(EO),
und 0,13-0,58 j1g - I=! NP nachweisen. In den Sedimentproben, die nur vom Flussbett des
Tibers entnommen wurden, lieflen sich Gehalte von 0,06-2,26 ug - g~! NP(EO);, <LOD-
0,32 ug - g~ NP(EO), und 0,05-0,97 pug - g~* NP bestimmen. Die gefundenen Belastungen
der Schwebstoffe mit 0,06-2,26 pug-g~! NP(EO);, <LOD-2,43 ug-g~* NP(EO), und 0,24—
7,32 ug - g~ NP waren allgemein hoher als die der Sedimente.

In einer anderen, im selben Jahr publizierten Untersuchung von Sedimentproben, die
im siidspanischen Fluss Guadalete an verschiedenen Stellen vor seiner Miindung in den
Golf von Cédiz genommen wurden, wurde festgestellt, dass diese aufgrund der Einleitung
der Abwésser aus zwei Klaranlagen durch Tenside und deren Abbauprodukte belastet
waren [226]. Die ermittelten Konzentrationen reichten von < LOD bis 0,077 ug - g~ fiir
NP(EO); und von 0,022 bis 0,059 pug - g~* fiir NP(EO),. Es wurden auBerdem 0,028 bis
0,225 11 - ¢~ NP in den Sedimenten gefunden.

Auch in Deutschland im Jahre 2005 erstmalig untersuchte epilithische Biofilme aus
Oberflichengewéssern enthielten APEO-Metaboliten. Es konnten NP-Konzentrationen
von 0,334 pg - g7' (w.w.) in einem Biofilm aus der Niers und 0,044 ug - g~ (w.w.) in

einem Biofilm aus einem Schifffahrtskanal nachgewiesen werden [271].

Deweiteren lielen sich beispielsweise in Italien im Jahr 2006 in fast allen untersuchten
Wasserproben des Lago Maggiore und seiner Zufliisse NPEO und NPEC nachweisen [240].
NP trat lediglich in belasteten Zufliissen mit Konzentrationen von bis zu 0,140 pg-1~! auf.
Es wurde fiir den See eine durchschnittliche Belastung von 0,083 pg - = NPEO (ngo =
3-17) ermittelt. Der Maximalwert des Sees von 0,307 g - [~! wurde in einigen Zufliissen
mit Werten von bis zu 5,114 pg - [~ deutlich iiberschritten. Von den NPEO-Metaboliten
zeigte sich NPE;C mit den hochsten Konzentrationen. NPE;C wurde mit Werten von
0,018 bis 0,120 pg - I~! im See bzw. 0,001 bis 1,836 pg -~ in den Zufliissen nachgewiesen.
Die Metaboliten NP(EO)s, NPE;C und NPE;C traten im See stets in Konzentrationen
< 0,015 pg - I7* auf, wohingegen in den Zufliissen die Belastung deutlich hther war.

Die Untersuchungen am Lagio Maggiore sind insofern ein gutes Beispiel dafiir, wie
wichtig nach wie vor das Monitoring von APEO und APEO-Abbauprodukten ist, als dass
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der See auch als Trinkwasserreservoi dient. Wie sich in der Studie gezeigt hat, waren
die Trinkwasseraufbereitungsmainahmen nur ungeniigend, da die NPEO- und NPEC-
Konzentrationen im ebenfalls untersuchten Trinkwasser sich nicht signifikant von denen im
See unterschieden. Die im Trinkwasser ermittelten NPEO-Konzentrationen aus der Studie
am Lagio Maggiore liegen mit 0,0024 bis 0,285 jg - [7! in einer GréBenordnung, die auch
fiir andere Trinkwésser (0,061-0,120 ug-1~') berichtet wurden [83]. In Einzelfillen wurden
sogar deutlich hohere Konzentrationen nachgewiesen. So wurden z. B. in den Niederlanden
auch Werte von bis zu 4,5 ug - [=! NPEO in Trinkwasser ermittelt, obwohl in mehr als
86 % der Fille keine NPEO nachgewiesen wurden [96]. Falls sie in Trinkwasser auftreten,
liegen die Konzentrationen der Metaboliten NP und OP deutlich unterhalb der APEO-
Konzentrationen. So wurden beispielsweise in Deutschland maximale Werte von lediglich
0,015 g - 171 NP und 0,005 ug - I=1 OP ermittelt [217].

In der marinen Umwelt wurden vor allem Kiistengewiisser und Astuare untersucht. Fiir
die deutsche Nord- und Ostseekiiste sind die Ergebnisse einiger Studien in Tabelle
zusammengefasst. Gerade bei Flussmiindungen meist belasteter FlieBgewésser wurde die
Verbreitung von APEO und APEO-Metaboliten in der Wasserphase und Sedimenten, aber
auch in der Biota, untersucht. Verschiedene bedeutende Prozesse, die das Verhalten und
den Verbleib von APEO und APEO-Metaboliten in der marinen Umwelt beeinflussen,

waren in den zuriickliegenden Jahren Bestandteil von Untersuchungen.

Die Konzentrationen von APEO und APEO-Metaboliten in Astuaren sind iiblicherweise
geringer als die von Fliissen. Die berichteten Unterschiede betragen etwa eine Zehnerpo-
tenz [42,/185,256]. Wahrend etwa in den Fliissen Grofibritanniens mit Auinahme der Aire
(<1,6-180 g - 171 NP) im Jahr 1993 durchschnittlich ca. 1,3 ug - {=' NP nachgewiesen
wurden, betrug die mittlere Konzentration im Meerwasser an der Kiiste Groflbritanniens
lediglich 0,27 pg - 17! [42]. Dabei wurden nur in 27 % der Proben NP nachgewiesen, in den
Fliissen waren es 62 % der Fille. In Sedimenten der Bucht von Tokio, an der der mit 33
Millionen Menschen weltweit grofite Ballungsraum liegt, wurden z. B. 0,03 ug - g~ * (d. w.)
NP(EO);, 0,12 bis 0,64 g - ¢! (d. w.) NP und 0,006 bis 0,01 g - g~* (d. w.) OP ermit-
telt [185]. In den beiden Fliissen Tama und Sumida, die etwa 30 % der Frischwasserzufuhr
der Bucht von Tokio ausmachen, wurden im Allgemeinen in den Sedimenten signifikant
hohere Konzentrationen gefunden. Dabei traten gerade im Sumida vielfach hohere Werte
auf. So wurden in den Sedimenten des Sumidas 0,01 bis 3,47 ug-g~* (d. w.) NP(EO)y, 0,52
bis 13,0 ug-¢g~* (d. w.) NP und 0,05 bis 0,67 g - g~ (d. w.) OP nachgewiesen. Auch in der
Lagune von Venedig wurden 1994 deutlich geringere NPEO- und NPEC-Konzentrationen
im Brackwasser bestimmt als in Wasserproben aus dem Fluss Osellino, der im Norden

in die Lagune miindet [256]. In verschiedenen Monaten und an verschiedenen Stellen der
Lagune von Venedig wurden 0,6 bis 6,8 g - I~ NPEO und 0,3 bis 6,2 ug - ! NPEC er-
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Tabelle 2.11: Berichtete Umweltkonzentrationen von APEO und APEO-Metaboliten der
deutschen Nord- und Ostseekiiste.

Umweltkompartimentﬂﬂﬂ Verbindung Konzentration Jahr Quelle
Deutsche Bucht
Wasserphase (pug - 171, N = 5) NP(EO)s2 < 0,010 1990 [39]
NP 0,0007-0,0045
(N =6) NP(EO)s2 < 0,010 1995 [39]
NP 0,0012-0,033
(N =11) NP(EO); 0,0007-0,111 1998/1999  |165]
NP(EO), 0,0001-0,024
NP 0,0003-0,084
OP(EO); 0,0001-0,012
OP(EO), 0,0001-0,021
opP 0,00002-0,018
Sediment (pug - g~ *d.w., N = 11) NP(EO),; < 0,010 1997 [39]
(N=1) NP(EO)so < 0,010
(N =12) NP <0,010-0,153
(ng- g 'w.w.,N = 3) NPEO 0,028-0,108 1997 194)
OPEO 0,0009-0,0058
(g g~ td.w,N=3) NP(EO), 0,754-0,886 1998/1999  |165]
NP(EO). 0,972-1,144
NP 0,367-0,483
OP(EO); 0,094-0,113
OP(EO), 0,126-0,140
opP 0,032-0,040
Miesmuscheln (pg - kg~ ' w.w.,N =8) NP 1,0-4,0 1985-1995  [153]
Ostseekiiste
Sediment (pug - g~ *d.w.,N =7) NP(EO),; <0,010 1,997 [39]
(N =3) NP(EO)so <0,010-0,039
(N=7) NP 0,010-0,134

@ N, Anzahl der Probenahmestellen bzw. —ereignisse
b d.w., Trockengewicht
¢ w.w., Feucht- bzw. Frischgewicht

mittelt. Die im Flusswasser bestimmten Konzentrationen lagen in einem Bereich von 7,9
bis 62 g - I fiir NPEO und 7,3 bis 225 g - [7! fiir NPEC und waren damit stets héher

als die maximalen Konzentrationen der Lagune.

In einigen Fillen konnen jedoch lokale Emissionsquellen in Astuaren Grund fiir eine ho-
here Belastung sein [42300]. So wurden 1993 an der hochindustrialisierten Miindung des
Tees bei Redcar Jetty 5,2 pug-1~! NP im Meerwasser nachgewiesen, was dem ca. Zwanzigfa-
chen der durchschnittlichen Belastung britischer Kiistengewésser und dem Vierfachen der
mittleren NP-Konzentration britischer Fliisse zu dieser Zeit entspricht [42]. Als ein weite-
res Beispiel kann die katalonische Mittelmeerkiiste dienen. Wahrend im Miindungsbereich

des Besos und des Llobregats sowie in der Néhe eines Kldranlagenabflusses maximale
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Konzentrationen von 1,8 bis 4,8 ug -1~ NPEO und 1,1 bis 4,1 ug - 1=t NP in den Kiisten-
gewdssern vor Barcelona auftraten, konnten NPEO und NP in einer Entfernung von 1 km
nicht mehr nachgewiesen werden [300]. Die von Astuaren ausgehende Tensidbelastung in

die marine Umwelt wird fiir die meisten Fallen aber als sehr gering eingeschétzt [193].

Das geringere Produktionsvolumen dieser Tenside wiederspiegelnd erreichen OPEO und
entsprechende Abbauprodukte Konzentrationen, die normalerweise etwa ein Zehntel der
Werte der Nonylphenolderivate betragen [165,193]. Dies gilt sowohl fiir die Wasserphase als
auch Sedimente [165]. So wurden im Meerwasser der Deutschen Bucht 0,0007-0,111 pg-1~!
NP(EO)y, 0,0001-0,024 pg - I~ NP(EO), und 0,0003-0,084 g - I~* NP gegeniiber 0,0001—
0,012 pug-1=* OP(EO)4, 0,0001-0,021 pg-I~* OP(EO), und 0,00002-0,018 p1g-1~! OP gefun-
den [165]. Die maximalen Konzentrationen, die fiir die Sedimente ermittelt wurden, betru-
gen 0,886 1g- g~ (d. w.) NP(EO)y, 1,144 ug-g~* (d. w.) NP(EO), und 0,483 pug- g~ (d. w.)
NP im Vergleich zu 0,113 ug - g~' (d. w.) OP(EO)y, 0,140 ug - g~ (d. w.) OP(EO), sowie
0,040 g - g~ ' (d. w.) OP [165]. Noch deutlicher sind die Unterschiede in Sedimenten aus
der Bucht von Tokio. Hier wurden NP-Konzentrationen von 0,12 bis 0,64 ug - g~ (d. w.)
ermittelt, die ein vielfaches der OP-Belastung von 0,006 bis zu 0,01 ug - g (d. w.) dar-
stellen [185].

In geschichteten Astuaren tendieren APEO-Tenside an den Phasengrenzen Luft /Wasser
und Frischwasser /Salzwasser zu akkumulieren, was zu einem komplexen, vertikalen Ver-
teilungsmuster in der Wasserséule fithrt [222,223]. Es wurden fiir die Oberflichenmikro-
schicht des Astuars der kroatischen Krka in der Mitte des Hafens von Sibenik Anreiche-
rungsfaktoren von 3,8 fiir NP(EO);, > 5 fiir NP(EO)y und 15 fiir NP bestimmt [222]. Die
Anreicherungsfaktoren fiir die Halokline erreichten #hnliche Werte, sie betrugen 6,8 fiir
NP(EO), 26 fiir NP(EO), und 6,8 fiir NP.

Ferner sind biologische Abbauprozesse von grofler Bedeutung in Salzwasser, auch wenn
sie vergleichsweise langsamer ablaufen als in Frischwasserumgebungen [193]. Deswegen
kénnen die Konzentrationen geloster kurzkettigen APEO und APEC in vielen Fallen ho-
her als die der Tenside selbst sein [193]. NPE;C und NP(EO), wurden als die persistente-
sten Metaboliten indentifiziert |[195306]. Dabei héngt die Biodegradierung sehr stark von
der Aufenthaltszeit des Wassers im Astuar ab. Je langer diese ist, desto mehr biologischer
Abbau findet statt. Der Verbleib von kurzkettigen APEO-Metaboliten in Astuarien wird
daher neben dem im Wasser stattfindenden biologischen Abbau primér durch advektive
Transportvorginge aus dem Flussmiindungsbereich bestimmt, wobei auch Sorptionspro-
zesse eine Rolle spielen |129]. Sorption von APEO an Sedimenten findet generell statt und
sobald das Tensid in das Sediment gelangt ist, findet der weitere Abbau nur noch sehr
langsam statt [331]. Die Akkumulation von APEO in Makroalgen kénnte Ursache dafiir

sein, dass es in den oberen Sedimentschichten zu hoheren APEO-Konzentrationen kommt,
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wenn das Sediment mit einer Schicht von verrottender Biomasse, die auch solche Algen
enthélt, bedeckt ist [254].

Neben der Akkumulation durch Algen, kénnen auch andere Meeresorganismen APEO
und APEO-Metaboliten aufnehmen. In Grofibritannien wurden z.B. bis zu 0,240 ug -
g~! NP(EO); und bis zu 0,180 g - g~* NP in Fischen nachgewiesen [41}[242]. Die OP-
Konzentrationen betrugen etwa ein Zehntel der Werte von NP. In den Niederlanden wurde
in Meeresfischen Maximalwerte von 0,5 pg-¢g~* NPEO und 0,12 ug- ¢! NP gefunden [96].
In einer zehnjéhrigen Studie von 1985 bis 1995 konnten von Giinther et al. [153] NP in
Miesmuscheln nachgewiesen werden. In diesem Zeitraum sind die NP-Konzentration in
Miesmuscheln aus dem deutschen Nordseegebiet um das Vierfache zuriickgegangen ist. So
sank der NP-Gehalt bezogen auf das Frischgewicht von 0,004 auf 0,001 ug - g=* [153].

Im Gegensatz zu der von Leisewitz und Schwarz [233] in einer Oko-Recherche im Auf-
trag des Umweltbundesamtes vertreten Auffassung, dass der Luftpfad wegen des geringen
Dampfdrucks als Verbreitungsmedium fiir Alkylphenole weitgehend ausscheide, sollte dem
Transport gerade der wasserdampfiiichtigen APEO-Metaboliten NP und OP von der Was-
sersdaule in die Atmosphéire Aufmerksamkeit geschenkt werden. Wie Untersuchungen des
Gas- und des Aerosolanteils der Luft an der Miindung des unteren Hudson zeigten, traten
NP-Konzentrationen von bis zu 81 pug - m™ fiir die Gasphase und von bis zu 51 pug - m=3
fir den Aerosolanteil auf [88,387]. Die OP-Belastung war mit Maximalwerten von 2,5
bzw. 0,63 jug - m~2 deutlich geringer. Dabei wurde in einer Modellstudie ermittelt, dass
der Anteil an NP, der durch Verfliichtigung aus der Wassersiule entfernt wird, mit 40 %
grofer ist als der Anteil durch Abbau oder Advektion aus dem Astuar heraus [387]. Auch
das Auftreten von NP in Regenwasser und Schnee mit Konzentrationen von bis zu 0,950
bzw. 0,802 jug - I~ weist auf die Bedeutung des Transportes von AP {iber die Atmosphiire
hin [140].

2.4.4 Umwelttoxizitdt von Alkylphenolethoxylaten und Alkyl-

phenolethoxylatmetaboliten

Die starke Verbreitung der APEO und APEO-Abbauprodukte in der Umwelt wirft die
Frage nach deren Toxizitdt und den Risiken einer Bioakkumulation auf. Besonders pro-
blematisch ist, dass die APEO-Abbauprodukte toxischer sind als die APEO selbst, da die
Toxizitdt mit abnehmender Linge der Polyoxythylengruppe zunimmt [40,233]. So wur-
de beispielsweise anhand von Tests mit dem Meerwasserkleinkrebs Mysidopsis bahia zur
akuten Toxizitdt von Tensiden fiir APEO mit sowohl linearer als auch stark verzweigter

Alkylgruppe festgestellt, dass die mittlere letale Konzentration mit sinkendem Ethoxylie-
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rungsgrad stark abnimmt [162]. Die ermittelten LCjy /48h-WerteE| reichten von <2mg- {1
fiir npo = 1,5 bis >4000mg - I~ fiir npo = 50. Nicht nur Toxizititstest mit dem Blauen
Sonnenbarsch (Lepomis macrochirus) bestitigen ebenfalls die Befunde, dass mit abneh-
menden Ethoxylierungsgrad die Toxizitdt von NPEO wie auch von OPEO fiir aquatische
Organismen deutlich ansteigt [243], sondern auch die positive Korrelation zwischen dem
Grad der Phytotoxizitat von OPEO-Tensiden auf die Kleine Wasserlinse Lemna minor L.
mit den HLB-Werten der OPEO [61].

NPEO sind als wassergefiahrdend eingestuft [233]. Der wichtige APEO-Metabolit NP
gilt als stark wassergefihrdend und ist fiir Fische (LCso = 0,13-1,4 mg - [71), aquatische
Wirbellose (LCso = 0,18-3,0 mg - I~') und Algen (EC5f| = 0,027-1,5 mg - ["!) sehr to-
xisch [40}233]. In einer Studie mit den StiBwasserspezies Pimephales promelas (Fettkopfige
Elritze) und dem Wasserfloh Ceriodaphnia dubia wurde die akute Toxizitat von NP(EO)q,
NP(EO); und NP untersucht [375]. Die mittleren letalen Konzentrationen LCsq /g fiir Pi-
mephales promelas waren 136 pg-1~1 bei NP, 218 ug-1~! bei NP(EO); und 323 pug-1~! bei
NP(EO),. Fiir Ceriodaphnia dubia ergaben sich LCsq/4s,-Werte von 92,4 ug - 17! fiir NP,
328 pg -1~ fiir NP(EO); sowie 716 ug -1~ fiir NP(EO),. Wie die ebenfalls mit biniiren und
terndren Mischungen dieser drei Substanzen an den beiden Testorganismen durchgefiihr-
ten Versuche nahelegen, wirken NP, NP(EO); und NP(EO), additiv oder synergistisch.
Fiir Shrimps (Crangon septemspinosa) und juvenile Atlantische Lachse (Salmo salar)
wurden in einer weiteren Untersuchung LCsg/96,-Werte von 150 bis 2700 g - [=! bzw. 150
bis 1000 g -1~! fiir verschiedene Alkylphenole ermittelt. Generell nahm die mittlere letale
Konzentration mit steigendem Octanol /Wasser-Verteilungskoeffizienten ab. In einer ande-
ren Studie wurde die akute und chronische Toxizitét von NP fiir den Wasserfloh Daphnia
magna anhand der Immobilisation, dem Verlust der Schwimmfihigkeit, untersucht [80].
Es wurden effektive Konzentrationen von ECsq /24, = 300 p1g -1~ und ECsg 48, = 190 pg -1~
ermittlet. Die Untersuchungen ergaben einen NOEC-Wert®| von 24 g -17!. Bei dieser Kon-
zentration wurde auch nach 21 Tagen noch keine Wirkung beobachtet.

Auch die Toxizitdt von APEO auf Phytoplankton wurde untersucht. Es wurde in La-
borversuchen anhand der Wachstumshemmung fiir Selenastrum capricornutum ECsg/4gp,-
Werte von 20 bis 50mg - (7! fiir APEO-Tenside bestimmt [408]. Ferner wurden neben
Labor- auch Felduntersuchungen der akuten toxische Wirkung von OP(EQO);y auf Phyto-

4LCsp, mittlere letale Konzentration, bei der 50 % der exponierten Lebewesen innerhalb eines definier-

ten Zeitraums sterben. Ein Zeitraum von z. B. 24 Stunden wird wie folgt angegeben: LCs /24, -

SECso, effektive Konzentration, bei der 50 % der maximalen Wirkstirke einer spezifischen Wirkung
innerhalb eines definierten Zeitraums erreicht wird. Ein Zeitraum von z.B. 24 Stunden wird wie folgt
angegeben: ECsg /245,

SNOEC, Abk. fiir englisch ,,no observed effect concentration”, hchste Konzentration eines Stoffes, die

bei den Testorganismen keine signifikante Hemmwirkung zeigt.
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plankton durchgefiihrt [236]. Dabei wurden auf Populationswachstum, Populationsdichte
und Diversitét basierende effektive Konzentrationen ermittlet. In den Labortests wurden
ECs0,96,-Werte von 210 g1~ fiir Selenastrum und 7400 pg-1=" fiir Microcystis bestimmt.
Die in-situ ermittelten Konzentrationen mit dem ersten zu beobachtendem Effekt waren
32-fach so hoch wie die im Labortest bestimmten LOEC-Wertd] von 100 g - 1.

Wie in-vitro-Studien mit Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) gezeigt haben,
weisen APEO und APEO-Umweltmetaboliten schwach strogene Wirkung auf [188]. Da-
bei nimmt die 6strogene Wirkung mit wachsender Ethoxylatkette ab. 4-NP hat mit dem
9 - 107 5-fachen von 17-3-Estradiol eine stiirkere strogene Wirksamkeit als NP(EO)s,,
NPI9EO (Tergitol NP9) und NP40EO (Tergitol NP40). Wahrend NP(EO), mit dem
6 - 10~%-fachen von 17-3-Estradiol noch eine dhnliche Aktivitit aufweist, ist NP9EO mit
dem 2-10~"-fachen von 17-3-Estradiol deutlich schwicher 6strogenaktiv als NP. NP40EO
zeigte iiberhaupt keine nachweisbare 6strogene Wirkung, da dieses langkettige Ethoxylat
im Gegensatz zu den anderen nonylphenolischen Verbindungen keine Erhohung der Vitel-
logeninproduktion verursachte. Anhand dieses Eidottervorlauferproteins, dessen Konzen-
tration mit Hilfe eines Radioimmunoassays bestimmt wurde, wurde die 6strogene Wirk-
samkeit im Vergleich zu 17-(-Estradiol bestimmt. So zeigte NPE;C eine nahezu identi-
sche Wirksamkeit wie NP(EQO),. Unter den untersuchten 4-Alkylphenolen zeigte sich mit
abnehmender Kettenldnge der Alkylgruppe eine Zunahme in der Aktivitiat. So war 4-tert-
OP mit dem 3,7 - 10~°-fachen von 17-3-Estradiol deutlich wirksamer als 4-NP. 4-tert-
Butylphenol hatte mit dem 1,6 - 10~*-fachen von 17-3-Estradiol die héchste Wirksamkeit
aller untersuchten Xenodostrogene. Es stellte sich ferner heraus, dass die para-Stellung der
Alkylgruppe essentiell fiir eine Ostrogenaktivitit ist, da 2-Butylphenol und 3-Butylphenol
sich nicht signifikant von der Kontrollprobe in der Vitellogeninkonzentration unterschie-

den.

Untersuchungen mit Ratten weisen darauf hin, dass Nonylphenol die Aktivitdt von
Enzymen, die an der Testosteron-Synthese beteiligt sind, hemmen kann [227]. Aufler-
dem hemmen Alkylphenole sowohl bei Fischen als auch bei Sdugetieren die Enzyme Sul-
fotransferasen, die aktive Gstrogene Steroide in inaktive Steroidsulfate {iberfiithren, und
Ca?*-ATPasen, die zur Aufrechterhaltung geringer, physiologischer, intrazelluldrer Ca?*-
Konzentrationen dienen [204]. Fiir Nonylphenol konnte ein signifikanter Einfluss auf die
Funktion von Sdugetiersperma nachgewiesen werden [2|. Effekte von tert-Octylphenol
auf die Reproduktion wurden iiber drei Generationen hinweg beim Schwein beobach-
tet |43]. Es fanden auch Untersuchungen zur Genotoxizitéit und Zytotoxizitdt von NPEO

an menschlichen Lymphozyten statt [163]. Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass es

"LOEC, Abk. fiir englisch ,lowest observed effect concentration”, geringste Konzentration eines Toxins,

die eine statistisch meBbare Wirkung auf den untersuchten Organismus zeigt.
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zur Beschiadigung der DNA durch NPEO in menschlichen Lymphozyten kommen kann,
jedoch erst bei hoheren Konzentrationen als sie in Fluss- und Trinkwasser normalerweise
gefunden werden. Es wurden einige Untersuchungen zur Bioakkumulation von APEO-
Abbauprodukten in Siiwasser- und Meeresorganismen durchgefiithrt. So wurde beispiels-
weise fiir Oberflichengewésser in der Schweiz gezeigt, dass Biokonzentrationsfaktoren in
makrophytischen Algen sehr hoch sein konnen. Sie reichten fiir NP(EO); von 200 bis
5000, fiir NP(EO), von 500 bis 1800 und fiir NP von 6600 bis 10000 [12]. In der selben
Studie zeigte sich, dass Biokonzentrationsfaktoren fiir Fische geringer waren (NP(EO);:
3-300, NP(EO)j: 3-326, NP: 13-408). Insgesamt waren die Biokonzentrationsfaktoren von
NP(EO); und NP(EO), geringer als von NP, was in Ubereinstimmung mit den geringe-
ren Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten von NP(EO); und NP(EO), steht [12]. In
anderen Untersuchungen konnte eine Bioakkumulation von NP durch den atlantischen
Lachs [24}25]270], SiiBwassermuscheln [36] und Shrimps [159,270] nachgewiesen werden.
Fiir den Atlantischen Lachs wurde beispielsweise fiir 4-NP ein Biokonzentrationsfaktor von
280 ermittelt [270]. Auch die Aufnahme und Metabolisierung von Octylphenol durch Fi-
sche, wie z. B. Rotauge |131], Regenbogenforelle [132] und Flunder [245], wurde untersucht.
So konnte fiir Flundern eine Korrelation zwischen der Akkumulation von Octylphenol in
Muskel- sowie Lebergeweben und dem Anstieg der Plasma-Vitellogeninkonzentration fest-
gestellt werden [245].

Wie Untersuchungen gezeigt haben, ist auch eine Aufnahme des wichtigen APEO-
Metaboliten Nonylphenol durch den Menschen wahrscheinlich, da in vielen Lebensmitteln,
ja sogar in Fertig-Babynahrung und Muttermilch, Nonylphenol gefunden und bestimmt
wurde [152/154]. Es wurde auch eine Abschétzung iiber die téagliche Aufnahme von Nonyl-
phenol mit der Nahrung gemacht, die zu dem Schluss kommt, dass Erwachsene 7,5 pg und
Sauglinge — je nachdem ob sie gestillt werden oder nicht — 0,2 bis 1,4 ug pro Tag zu sich
nehmen [154].

Insgesamt hat sich gezeigt, dass der verbreitete Einsatz von APEO als bedenklich zu
bewerten ist. Logische Konsequenz muss daher ein Verbannen dieser Tenside sein. Dem
wurde in Europa durch gesetzliche Mainahmen zum Schutz von Mensch und Umwelt
Rechnung getragen. In Europa diirfen daher seit 2003 nicht mehr als 0,1 % w/w NPEO und
NP in Pestizid- und Biozidformulierungen enthalten sein |[125]. Dieser Grenzwert gilt mit
einigen Ausnahmen auch fiir alle Zubereitungen, die zum Zweck der gewerblichen sowie
Haushaltsreinigung dienen oder bei der Textil- und Lederverarbeitung, als Emulgator
in Melkfett, bei der Metallverarbeitung, bei der Zellstoff und Papierherstellung und als

kosmetische Mittel oder sonstige Korperpflegemittel angewendet werden.



Kapitel 3

Uberblick der gebriuchlichsten Me-
thoden zur Analyse von Alkylphenol-

ethoxylaten

3.1 Methoden zur Probenvorbereitung

3.1.1 Entnahme, Konservierung und Behandlung von Proben

Analytische Ergebnisse hdngen nicht zuletzt von einer repriasentativen Entnahme der Pro-
be und einer geeigneten Lagerung ab. Dabei ist neben einer ausreichenden Homogenitét
der Probe vor allem wichtig, dass die Probenzusammensetzung keinen Verédnderungen
wihrend der Lagerung unterliegt. Gerade bei oberflichenaktiven Substanzen wie APEO
findet leicht eine Anreicherung an Phasengrenzflichen aufgrund ihrer amphiphilen Na-
tur statt, so dass mit Verlusten durch Adsorption an Gefalwanden und suspendierten
Feststoffen zu rechnen ist. Aus diesem Grund werden héufig interne Standards der Probe
zugesetzt, wenn damit zu rechnen ist, dass keine quantitative Wiederfindung wahrend der
Isolierung und Quantifizierung der Analyten zu erreichen ist.

Bei heterogenen Systemen wie Pulvern, Pasten, Emulsionen oder sonstigen Dispersio-
nen besteht immer die Gefahr einer ungleichméfigen Verteilung der Analyten in der Ma-
trix. Daher muss es Ziel der Probenvorbereitung sein, vor der Entnahme eines Aliquots
zur spiteren Analyse die Probe ausreichend zu homogenisieren und eine reproduzierbare
Auftrennung der Komponenten, die meistens in einer Extraktion der APEO besteht, zu
gewihrleisten.

Eine Konservierung von industriellen Zubereitungen, wie es beispielsweise Pestizid-

formulierungen sind, ist in der Regel nicht notwendig. Bei Umweltproben kommt der

95
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Konservierung eine grofie Bedeutung zu. Im Hinblick auf eine geeigneten Probenkonser-
vierung wurden verschiedene Stabilitéitsstudien gemacht [3}216,279,[291]. Wasserproben,
die z. B. aus Klidranlagen oder Oberflichengewéssern stammen, werden iiblicherweise in
Glasflaschen gesammelt, mit 1% (v/v) Formaldehyd konserviert und bei 4 °C dunkel ge-
lagert [10,83,(107}, 216,228, 251} [257,252]. Kldrschlimme konnen ebenso behandelt wer-
den [253]. Auch Lagerungen von Wasser-, Sediment- oder Schlammproben bei -20 °C
nach Konservierung mit 3 % Formalin wurden durchgefiihrt [94]. Weitere Alternative stel-
len das Einfrieren von Sedimenten mit fliissigem Stickstoff [215], das Konservieren von
Wasserproben mit 100 mg - [~! Natriumazid bei anschlieender Lagerung bei 4 °C [237]
und das Anreichern der zu untersuchenden Analyten auf Sorbentien, die zur Festphasen-
extraktion verwendet werden, mit einer nachfolgenden Lagern bei 4 oder - 20 °C dar [291].
Heutzutage ist es eine iibliche Praxis, feste Matrices von Wasser zu befeien und trockene
Proben zu lagern [228,294]. Gefriertrocknung ist dabei eine allgemein akzeptierte und
héufig angewandte Mafinahme zur Trocknung von beispielsweise Sedimenten oder Klar-
schlammen [64,/127,/128,/161},185},224},290/[300}330.[385]. Lufttrocknung bei Raumtempera-
tur 384129} 215}232,230] oder bei 60°C [253] wurde ebenfalls durchgefiihrt. Die Gefrier-
trocknung fithrt jedoch zu konstanteren Wiederfindungsraten als die Lufttrocknung [330].
Bei industriellen Zubereitungen, die in fester Form vorliegen oder zuvor von Losemitteln
befreit wurden, ist ein Trocknen im Trockenschrank bei 60 °C oder besser im Vakuumex-

sikkator vorteilhaft, um Spuren von Wasser zu entfernen [179).

Besonders bei der Spurenanalytik von APEO, wie z. B. bei der Untersuchung von
Oberflachengewéssern, kénnen durch die Probenvorbereitung bedingte Fehler einen sehr
negativen FEinfluss auf die Richtigkeit des Analysenergebnisses ausiiben. Solche Fehler
sind in den meisten Féllen entweder auf zu hohe Methodenblindwerte oder eine schlechte
Wiederfindung zuriickzufithren. Wie Wiederfindungsexperimente gezeigt haben, kénnen
die wihrend der Probenvorbereitung z. B. durch Adsorption der APEO an Glasoberflichen
auftretenden Analytverluste erheblich sein [216]. Eine Verminderung dieser kann durch
Ausspiilen und Silanisierung der verwendeten Glasgeréte erreicht werden [279]. Ist eine
Filtration von Wasserproben fiir die Analyse notwendig, kénnen Verluste von bis zu 18 %
Nonylphenol und 8% APEO durch Adsorption am Filterkuchen auftreten [251]. Diese
konnen fast vollsténdig durch Zusatz von mindestens 3 % (w/w) NaCl oder 0,003 mol/1
Natriumdodecylsulfat zuriickgedriangt werden [251]. Héufig treten auch dann Verluste auf,
wenn APEO-Extrakte bis zur Trockene eingeengt werden oder wenn wasserhaltige Proben
getrocknet werden. Falls dies bei der spéteren Analyse der APEO nicht stort, kann ein
Zusatz eines geeigneten Alkanolethoxylats vor dem Entfernen des Losemittels hilfreich

sein, da dann die Analyten in diesem gelost bleiben [216].

Hohe Blindwerte konnen beispielsweise durch kontaminierte Glasgerite, Kunststoffgera-



KAPITEL 3. METHODENUBERBLICK ZUR ANALYSE VON APEO 57

te, Losemittel oder SPE-Sorbentien verursacht werden. SPE-Sorbentien kénnen beispiels-
weise durch 24-stiindige Soxhlet-Extraktion mit Methanol greinigt werden [127]. Der Ge-
brauch von Kunststoffgeriten, die nicht aus Teflon oder Polyetheretherketon gefertigt sind,
ist ebenso zu vermeiden wie der Gebrauch von Spiilmitteln zu Reinigungszwecken [127].

Erhitzen von Glasgerite vor deren Gebrauch auf 450 °C ist empfehlenswert [127).

3.1.2 Isolierung und Anreicherung von Alkylphenolethoxylaten

aus fliissigen Matrices

3.1.2.1 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Zur Isolierung hydrophober organischer Substanzen aus wisserigen Losungen ist im all-
gemeinen die Fliissig-Fliissig-Extraktion eine sehr geeignete Methode, da sie sehr einfach
durchzufiihren ist. Grenzflichenaktive Substanzen wie APEO weisen jedoch keine eindeu-
tige Préferenz fiir die organische Phase aus. Vielmehr findet wegen der hydrophilen als
auch hydrophoben Gruppen der Tenside in der Regel eine Anreicherung an der Phasen-
grenzflache statt. Das Ausschiitteln von Tensiden mit einem geeigneten Extraktionsmittel

ist dennoch fiir nicht zu verdiinnte wisserige Losungen moglich.

Dazu wird meistens die Losung vor der Extraktion mit anorganischen Salzen wie NaCl
oder NaySO, gesittigt, um die Hydratation der hydrophilen Tensidgruppen und die Was-
serloslichkeit des Extraktionsmittels herabzusetzen [179320]. Eine Emulsionsbildung, die
oberhalb der CMC der Tenside auftritt, kann gewchnlich durch Begrenzen des Tensid-
gehaltes im System und den Zusatz eines Elektrolyten oder eines geeigneten Co-Solvens
kontrolliert werden [320]. Es wurden verschiedene Extraktionsmethoden berichtet [179)].
4:1 (v/v) Trichlortrifluorethan / Trichlormethan soll zur Extraktion aller Tensidtypen ge-
eignet sein. Fiir die Isolierung von EO-Addukten sowie anderer nichtionischer Tenside
gibt man Wasserproben 100 g - [=! NaCl zu. Die Extraktionsausbeuten sollen bei 80 bis
95 % liegen. Butanol nach Zugabe von 4 % Nay;CO3 oder K5SOy4 soll ebenso geeignet sein
wie 95 %-iges Ethanol (60 Teile auf 100 Teile Losung) nach Zusatz von 10% KCl. Ei-
ne Batch-Extraktion zur Bestimmung von APEO in fliissigen, kommerziell erhéltlichen
Reinigungsprodukten wurde unter Riihren mittels 75:25 (v/v) Hexan / Aceton durchge-
fithrt [257]. Aus denselben Proben lassen sich gleichzeitig neben den APEO auch lineare
Alkylbenzolsulfonate (LAS) isolieren, wenn mit 1:1 (v/v) Methanol / Wasser extrahiert
wird. Dichlormethan diente als Losemittel zur Fliissig-Fliissig-Extraktion von APEO aus
verschiedenen Wasserproben, wie z. B. Abwéssern aus der Wollverarbeitung [362], Ober-
flichengewiissern [60,/165] und Meerwasser [165]. Ublicherweise wird zur wisserigen Pro-
be NaCl gegeben [337,[362,394]. Das Ansduern der Wasserproben ist auch géingige Pra-
xis |165,[337]. Der Zusatz von Tri-n-octylphospinoxid wurde ebenfalls berichtet [60]. Die
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Fliissig-Fliissig-Extraktion unter Verwendung von Dichlormethan ist auch zur gleichzei-
tigen Isolierung der weniger polaren, kurzkettigen APEO mit NP und OP aus Abwasser
oder Oberflichenwasser geeignet [355,360,[394]. Beispielsweise konnten NP mit Extrakti-
onsausbeuten von 87 bis 98 % und NP(EO);, NP(EO), und NP(EO)3 mit 79 bis 100 %-iger
Ausbeute aus Abwéssern isoliert werden [355,1394]. Sequentielle Extraktion von behan-
delten Abwiéssern wurde mit Ethylacetat und Trichlormethan durchgefiihrt, um neben
NPEO auch carboxylierte NPEO-Metaboliten sowie mono- und dicarboxylierte Polyethy-
lenglykole zu isolieren [13§]. Die Extraktion dieser Verbindungen mit einem Losemittel wie
Dichlormethan, das schwerer als Wasser ist, ist auch mittels kontinuierlicher Extraktion in
einer entsprechenden Apparatur moglich. In diesem Fall betrugen die Wiederfindungsraten
101 % fiir NP und 87 bis 93 % fiir die Ethoxylate [355]. Extraktoren zur kontinuierlichen
Fliissig-Fliissig-Extraktion konnen sehr leistungsfihig sein. So wurden APEO und APEC
mittels mit Penten stabilisiertem Dichlormethan aus 500 [ Trinkwasser bei einer Rate
von 107-h~! angereichert [77]. Mittels Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie
konnten dann nach dem Trocknen und Einengen iiber 20 APEO im ppt-Bereich identifi-

ziert werden.

Die mit steigendem Ethoxylierungsgrad zunehmende Hydrophilie der APEO kann bei
der Fliissig-Fliissig-Extraktion dazu fithren, dass die im Extrakt ermittelte Molmassen-
verteilung der APEO sich von der tasichlichen Verteilung in der Probe unterscheidet, wie

anhand von polydispersen NPEO gezeigt werden konnte [16].

Handelt es sich bei der zu analysierenden Probe um eine Emulsion, so ist es oft not-
wendig die Emulsion zunéchst zu brechen. Das kann durch Zugabe von Elektrolyten er-
reicht werden. Hierbei wird jedoch die Hydratation von Tensiden herabgesetzt, so dass
diese mindestens teilweise in die organische Phase iibergehen. Ebenfalls zum Brechen
von Emulsionen geeignet sind Ethanol und Aceton. Beim Verdiinnen mit Wasser und
Ausschiitteln gehen Tenside dabei in die Wasserphase [179]. Das Zweiphasensystem Ace-
tonitril / n-Hexan wurde verwendet, um aus Wasser-in-Ol-Emulsionen, bestehnd aus 90 %
Ol oder Methyloleat, 5% Wasser und 5% NPEO, sowie aus bei der Textilverarbeitung
verwendeten Schmélzmitteln NPEO zu isolieren [363]. Ol und Methyloleat wurden mit
der n-Hexanphase abgetrennt, so dass nach dem Entfernen von Wasser die NPEO in
der Acetonitrilphase mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie analysiert werden
konnten. Fiir die untersuchten Proben variierte die Wiederfindung der einzelnen Oligomere
zwischen 82 % und 118 %.

Sundaram [364] hat vor der Fliissig-Fliissig-Extraktion von Nonylphenol mit n-Heptan
aus der Insektizidformulierung Matacil 1.8D sowie den daraus hergestellten Sprithmit-
teln zundchst das darin enthaltene Insektizid Aminocarb (4-Dimethylamino-m-tolyl-N-

methylcarbamat) hydrolysiert. Dazu wurden 500 g der Formulierung oder 1,5mg der
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Sprithmischung mit 50 ml 5 %-iger methanolischer 0,1 mol - I=* NaOH, die 1% NaCl ent-
hielt, 4 h bei 40 °C geschiittelt.

3.1.2.2 Ausblasen mit Stickstoff in Ethylacetat

Eine standardisierte Methoden zur Isolierung und Anreicherung von Tensiden aus wésse-
rigen Losungen besteht im Ausblasen mit Stickstoff in Ethylacetat [20,99]. Diese Methode
ist auf Arbeiten von R. Wickbold [402] zuriickzufiihren. Sie nutzt die Eigenschaften grenz-
flichenaktiver Stoffe, sich an der jeweiligen Grenzfliche anzureichern. Dabei wird durch die
mit Ethylacetat iiberschichtete Wasserprobe ein Strom von Stickstoff, der mit Ethylacetat
geséttigt ist, geleitet. Der Transport der Tenside aus der Wasserprobe in die organische

Phase erfolgt mit den Gasblasen an der Wasser /Gas-Grenzfléiche.

APEO koénnen z. B. aus Abwasserproben auf folgende Weise isoliert werden [319):
In der Ausblassédule werden 400 ml der filtrierten Wasserprobe mit 4 g NaHCO3, 80 g
NaCl und 350 ml Wasser vermischt und mit 100 ml Ethylacetat iiberschichtet. Mittels
mit Ethylacetat gesittigtem Stickstoff (0,5-1,01 - min~!) werden 5 min lang die APEO
ausgetrieben und in die organische Oberphase iiberfiihrt. Nach dem Entfernen der orga-

nischen Phase wird der Vorgang mit weiteren 100 ml Ethylacetat wiederholt.

Mit dieser Methode konnten Wiederfindungsraten fiir NP(EO)3 bis NP(EO);3 von iiber
80 % sowie fiir NP(EO); > 60 % und fiir NP(EO)q > 77 % erzielt werden [319]. Fiir wéssrige
Losungen von 1mg-1~! Marlophen 810 konnten mit der Wickbold-Methode eine Gesamt-
wiederfindung von 87,4 % erzielt werden, wobei fiir die Oligomere NP(EO)3 bis NP(EO);;
nahezu 100 % wiedergefunden wurden [4]. Von NP(EO)3 bis NP(EO);; nahmen die Wie-
derfindungsraten stufenweise bis auf 70 % ab. Die Wiederfindungsraten hingen von der
APEO-Konzentration in der Probe ab und sind mit steigendem Gehalt hoher. Die Metho-
de nach Wickbold wurde mehrfach zur Extraktion von APEO aus den unterschiedlichsten
Wasser- und Abwasserproben angewandt [4}/117}/143,/180,1319}340].

3.1.2.3 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion (SPE) erméglicht bei in Losung vorliegenden Proben als lei-
stungsstarke Alternative zu klassischen Extraktionsmethoden gleichzeitig neben der Ex-
traktion von organischen Verbindungen eine Anreicherung der betreffenden Analyten so-
wie eine Abtrennung von Matrixbestandteilen. Wichtigstes Kriterium bei der Wahl geeig-
neter Sorbentien ist die Polaritidt der Analyten und der abzutrennenden Matrixbestand-
teile. Neben den polaren Sorbentien Kieselgel und Al,O3 existieren eine ganze Reihe von
Festphasen, die auf chemisch modifiziertem Kieselgel oder auf einem hochgradig quer-

vernetzten Copolymer aus Styrol und Divinylbenzol (PS/DVB) basieren. Die chemische
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Modifizierung mit geeigneten Gruppen fiihrt zu Sorbentien mit unpolaren bis polaren
Eigenschaften sowie zu lonenaustauschern. Wobei Materialien auf PS/DVB-Basis eine
hohere pH-Stabilitéit und eine groflere spezifische Oberflache auszeichnet. Alternativ dazu
steht graphitisierter Kohlenstoff (GCBED zur Verfiigung.

Sehr weit verbreitete, universell einsetzbare Sorbentien zur Extraktion und Anreiche-
rung von organischen Verbindungen aus wésserigen Losungen sind n-Octylsiloxane (C8)
und n-Octadecylsiloxane (C18). Bei der APEO-Extraktion von wiésserigen Proben mit C8-
oder C18-Phasen kann je nach Matrix nach der Anreicherung eine sequentielle Elution mit
unterschiedlich polaren Losemitteln notwendig sein. Bei der Extraktion von APEO und
Alkylphenolen aus Oberflichenwéssern [325], marinen Wasserproben [127,/129]257] und
Abwasserproben [128,251] wurden C18-Sorbentien eingesetzt. Neben NPEO und Nonyl-
phenol kénnen auch LAS isoliert werden [257,251]. Die Desorption der Analyten erfolgte in
allen Féllen mit Aceton. Bei der Anreicherung aus Meerwasser wurde zum Entfernen von
Salzen zundchst mit Wasser gespiilt [257]. Auch Methanol ist zur Desorption von APEO
neben Alkylphenolen, weiteren APEO-Metaboliten oder LAS von C18-Sorbentien geeig-
net [39,94,(185.|194}230|,252,298,1300,1303, 306}, 325]. Ethylacetat / Dichlormethan 1:1 (v/v)
wurde ebenfalls zu diesem Zweck verwendet [41]. Sequentielle Elution ermdglicht die Tren-
nung neutraler Analyten, unter anderem NPEQ, von sauren Analyten [59,237]. NPEO
und weitere neutrale Tenside lassen sich zundchst mit Dichlormethan / Methanol 9:1 (v/v)
eluieren [59]. Wird Dichlormethan / Methanol 9:1 (v/v) mit Essigsiure (2ml-[~1) angesiu-
ert, so kénnen neben NPEO (ngo =1 und 2) auch NPEC isoliert werden [91]. Zur Bestim-
mung von Alkoholethoxylaten (AEO), NPEO und LAS in behandelten und unbehandelten
Abwéssern wurde ebenfalls eine sequentielle Elution mit n-Hexan / Diethylether 8:2 (v/v),
Diethylether, Methanol / Wasser 2:8 (v/v) und Methanol von C18 untersucht [237]. NPEO
lielen sich in der Diethylether-Fraktion mit 20 bis 30 % und in der Methanol-Fraktion mit
65 bis 70 % wiederfinden.

Eine spezielle SPE-Methode zur Anreicherung von APEO aus Flusswasser wurde mit
Hilfe einer analytischen C18-Trennsdule und eines Fliissigkeitschromatographen entwickelt
[283]. Zunéchst findet eine Anreicherung der Analyten auf der C18-Phase statt, indem die
wiassrige Probe durch die Sdule gepumpt wird. Desorption und Trennung der unterschied-
lichen APEO (OPEO, NPEO und DDPEO) wurde durch Gradientenelution mit Metha-
nol / Wasser von 50 bis 0 %-igen Wasseranteil erreicht. Das Sammeln der Fraktionen wurde
erleichtert durch ein Monitoring der UV-Absorption bei 280 nm. Dieselbe Methode diente

auch zum Clean-up von Extrakten [267].

Die Anwendung von reinen Kieselgelkartuschen ist zur Isolierung von APEO aus Pe-

stizidformulierungen geeignet. Eine typische Prozedur, die die Abtrennung unterschied-

LGCB, englisch ,,Graphitised Carbon Black”
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lich polarer Pestizide (Alachlor, Bupirimate, Chlorfenvinphos, Chlorprofam, Lindan, 2-
Methyl-4,6-dinitrophenol, Parathion, Permethrin und Triallate) und Additive (Heizol, aro-
matisches Prozessol, Shellsol K) von den nichtionischen Tensiden NP(EO),, und OP(EO),,
(ngo =1 bis 19) sowie den anionischen Alkylbenzolsulfonaten (ABS, Decyl bis Tetrade-
cyl) ermoglicht, ist die folgende [323]:

5 ml einer 50-fach mit Hexan / Dichlormethan 1:1 (v/v) verdiinnten Probe wird zunéchst
auf die Kieselgelkartusche aufgebracht und aufeinanderfolgend mit je 5 ml Hexan / Di-
chlormethan 1:1 (v/v), 5 ml Dichlormethan und 5 ml Dichlormethan / Methanol 99:1 (v/v)
(oder je nach Polaritét des Pestizids 98:2 (v/v)) gespiilt. Die Elution von APEO und ABS
erfolgt darauf mit 5 ml Methanol. Um APEQ zusétzlich von ABS zu isolieren, kann die
Elution anstatt mit Methanol mit Dichlormethan / Methanol 8:2 (v/v) iiber eine Amino-
alkylsiloxankartusche durchgefiihrt werden. Stéren ionische Bestandteile in der Probe die
Analyse, so hat sich zur Extraktion von NP(EO),, mit ngo =2 bis 17 eine Doppelsdulen-
methode bewihrt [216]279]. Bei dieser Methode werden zwei SPE-Séulen hintereinander
gekoppelt. Zunéchst wird die Probe zum Entfernen aller ionischen Bestandteile iiber einen
Mischbett-Ionenaustauscher geleitet (Zusatz von Methanol zur Probe erhéht die Wieder-
findung), um danach die NPEO an einer C18-Phase anzureichern. Die Extraktion der
NPEO von der C18-Phase erfolgte mittels 55 °C warmen Methanol.

Diese Methode hat neben ihrer Anwendung fiir Wasserproben auch das Potential fiir
andere fliissige Proben. So diente sie Corsi et al. [82] bei der Bestimmung von APEO neben
anderen Additiven in verschiedenen, auf Glycol-Basis beruhenden Enteisungsmitteln und
Vereisungsinhibitoren. Alle neun untersuchten Mittel kamen am General Mitchell Inter-
national Airport in Milwaukee zum Einsatz, um Tragflichen und Rumpf der behandelten
Flugzeuge entweder von Eis und Schnee zu befreien oder vor Vereisung zu bewahren.
Aufstockungsexperimente mit gemischten NPEO ergaben Wiederfindungsraten von 67
bis 106 %. Eine dhnliche Methode verwendeten Scullion et al. [325], die C18-Phasen in
Serie mit starken Anionenaustauschern verwendeten, um aus Oberflichenwéssern bei der
Analyse storende anionische Verbindungen zu entfernen. Wird nach der Extraktion mit
Wasser / Methanol 7:3 (v/v) gewaschen und die APEO mit Methanol desorbiert, werden
z. B. LAS zuriickgehalten.

Festphasenextraktion wurde auch auf GCB zur Isolierung und Anreicherung von NPEO
mit bis zu 22 Oxyethyleneinheiten aus Abwéssern [8] und Oberflachen- sowie Trinkwiés-
sern [178|332] erfolgreich eingesetzt. Die lipophileren Metaboliten Nonylphenol, NP(EO),
und NP(EO), eingeschlossen, wurden im ersten Fall nicht mittels GCB extrahiert, son-
dern mit Hilfe der Fliissig-Fliissig-Extraktion in n-Hexan. Bei der Extraktion mit GCB
werden neben NPEO auch AEO [83,1255] und LAS [107,/112] sowie eine Reihe unter-
schiedlicher Umweltmetaboliten der NPEO und LAS, NPEC eingeschlossen, angereichert
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[107,/112,/178]. Desorption der NPEO und AEO vom Extraktionsmedium kann mit 20
bis 30 % (v/v) Methanol in Dichlormethan erfolgen [83}255]. Dabei werden NPEO und
AEO von sauren Verbindungen wie LAS sowie sauren NPEO- und LAS-Biointermediaten
abgetrennt [83,/107]. Anhand von Aufstockungsexperimenten mit behandeltem und un-
behandeltem Abwasser sowie mit Fluss- und Trinkwasser konnten Wiederfindungsraten
fiir die Extraktion von NPEO mittels GCB von 96 bis 98 % ermittelt werden [83]. Unter
sauren Bedingungen (Zusatz von 25mmol - [7! Ameisensiiure) kénnen mit Dichlorme-
than / Methanol 9:1 (v/v) NPEO (ngo =1 bis 3) auch zusammen mit Nonylphenol und
den carboxylierten sowie dicarboxylierten NPEO-Metaboliten vom GCB-Sorbens gespiilt
werden [111}]112].

Sorbentien auf Polymerbasis wurden ebenfalls verwendet. PS/DVB-Harze wie Amber-
lite XAD-2 [143] oder Amberlite XAD-16 [267,406,407] wurden zur Isolierung von APEO
aus Abwéssern und Flusswasser verwendet. Desorption kann mittels sequentieller Eluti-
on mit Ethylether, Ethylether / Methanol 1:1 (v/v) und Methanol [143] oder Wasser und
Methanol [267] erfolgen. Es kann auch nur mittels Methanol desorbiert werden [407]. Im
Anschluss wird héufig ein Clean-up der Extrakte mit Hilfe von Ionenaustauschersédulen
durchgefiihrt [143],267,406,/407]. Es konnten Estraktionsausbeuten im Bereich von 92 bis
97 % erzielt werden [143]. Sequentielle SPE mit Kombination von C18- und PS/DVB-
Kartuschen (z. B. Isolute ENV+) bei differentieller Elution wurde zur Isolierung von
NPEO und AEO, deren Abbauprodukten Polyethylenglycol (PEG), NPEC und Alkoho-
lethoxycarboxylat sowie weiteren Verbindungen aus diversen Zufluss-, Abfluss- und Klar-

schlammproben einer Kldranlage eingesetzt [58].

Die sequentielle SPE mit C18 und PS/DVB diente ebenfalls zur Extraktion unter-
schiedlichster, sehr komplexer Abwisser, die unter anderen NPEO, LAS, PEG und AEO
enthielten [56,/57]. Um neben APEO auch verschiedene Phenole, aromatische Sulfonate,
LAS, Farbstoffe, Pestizide, Pharmazeutika, Dichlorbenzidin und eine Reihe von Metabo-
liten zu identifizieren, wurde zur Extraktion von diversen Abwissern und Oberflichen-
wissern ebenfalls sequentielle SPE angewandt [239]. In diesem Fall wurde C18-SPE mit
Ionenpaar-SPE kombiniert, da einige sehr polare Komponenten wie z. B. Sulfonate und
niedere Carbonséuren nicht auf C18-Sorbentien adsorbiert werden. Diese Verbindungen
wurden in einem zweiten Extraktionsschritt auf einem polymeren Sorbens (Oasis HLB)
adsorbiert und mittels lonenpaarextraktion als dritte Fraktion desorbiert. APEO werden
dabei bereits auf C18 angereichert. Desorption der APEO gemeinsam mit den Pestiziden
von der C18-Phase erfolgt in der zweiten Fraktion mittels Methanol / Aceton / Ethylacetat
2:2:1 (v/v) und 0,1 % Ameisensiure, wobei der grofite Teil der Alkylphenole und ein kleiner
Teil der AP(EO); bereits mit der ersten Fraktion mit n-Hexan / Dichlormethan 3:1 (v/v)

eluiert werden. 2.2.4



KAPITEL 3. METHODENUBERBLICK ZUR ANALYSE VON APEO 63

3.1.2.4 Festphasenmikroextraktion

Die Festphasenmikroextraktion (SPME) ist wie die SPE ebenfalls zur Extraktion und
Anreicherung von APEO aus wéfirigen Proben geeignet. Boyd-Boland und Pawliszyn
[45] haben verschiedene SPME-Fasern zur Extraktion vor der fliissigkeitschromatographi-
schen Analyse von APEO mit Normalphasen getestet. Die Liste der untersuchten Fasern
reicht von kommerziell erhéltlichen Polyacrylaten und Polydimethylsiloxanen (PDMS)
tiber Carbowax/Templateharz (CWAX/TR), Carbowax/Divinylbenzol (CWAX/ DVB),
Polydimethylsiloxan/Templateharz (PDMS/ TR) und Polydimethylsiloxan/Divinylbenzol
(PDMS/DVB) bis hin zu Cyclodextrin. Zur Desorption der Analyten ist ein spezielles In-
terface erforderlich. Dabei hat sich herausgestellt, dass die Verwendung von CWAX/TR
zur besten Ubereinstimmung in der Oligomerenverteilung von Triton X-100, einem poly-
dispersen OPEO mit ngo = 10, vor und nach der Extraktion fithrt. Mittels Gradientenelu-
tion und UV-Detektion bei 220 nm ist eine Analyse von APEO in einem linearen Bereich
von 0,1 bis 100mg - I~! mit Nachweisgrenzen fiir die einzelnen Ethoxymere im unteren

ppb-Bereich moglich.

Aranda et al. [23] haben festgestellt, dass polykristallines Graphit als Sorbens fiir die
SPME bei der Bestimmung von APEO mittels Umkehrphasen-Fliissigkeitschromatographie
und Fluoreszenzdetektion PDMS/DVB und CWAX/TR ebenbiirtig ist. Vorteil von Gra-

phitsorbentien sind die hohe chemische Stabilitdt und die geringeren Kosten.

Auch die SPME in Verbindung mit der Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-
MS) unter Anwendung der sogenannten Headspace-Technik ist zur Bestimmung von Nonyl-
phenol, NP(EO); und NP(EO), sowie deren sauren Metaboliten NPEC geeignet, wenn
eine In-Probe-Derivatisierung durchgefiihrt wird. Diaz et al. [91] haben mit dieser Technik
Fluss- und Leitungswasser untersucht. Mit Dimethylsulfat im Uberschuss wurden bei 60 °C
unter basischen Bedingungen (5mol - I~! NaOH) NPEO zu den Methylethern und NPEC
zu den Methylestern derivatisiert. Aus dem Gasraum {iberhalb dieser Lésung wurden
gleichzeitig Nonylphenol und die derivatisierten NPEO bzw. NPEC mit CWAX/DVB-
Fasern 60 min lang extrahiert und mittels GC-MS analysiert. SPME-GC-MC diente auch
zur simultanen Bestimmung von Nonylphenol, NP(EO);, NP(EO), und deren bromierten
Derivaten in Rohwissern und behandelten Wissern im unteren jug - [~!-Bereich [90]. Zur
Anreicherung wurden DVB/Carboxen/PDMS-Fasern verwendet.

3.1.2.5 Wasserdampfdestillation/Ldsemittelextraktion

Die Wasserdampfdestillation mit kontinuierlicher Losemittelextraktion in einer von Veith
und Kiewus [389] konzipierten Apparatur ist dazu geeignet, wasserdampffliichtige Ver-

bindungen sowohl aus festen als auch aus wésserigen Proben zu extrahieren. Der Einsatz
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dieser Methode beschrinkt sich damit aber auf die Extraktion von AP(EO),, mit ngo < 3,
da die Extraktionsausbeuten mit zunehmender Lénge der Polyoxyethylengruppe drama-

tisch absinken [3]/376]. Ursache hierfiir sind die sinkende Fliichtigkeit sowie die ansteigende
Wasserloslichkeit [5,6]. Fiir NP(EO)3 betragen die Extraktionsausbeuten lediglich 15 % [3].

Die Extraktion erfolgt in der Regel mit Cyclohexan oder anderen Losemitteln, die wenig
in Wasser 16slich sind und eine geringere Dichte als Wasser aufweisen, wobei iiblicherwei-
se NaCl der wésserigen Probe zugesetzt wird. Bei der Extraktion fester Proben wird mit
einem geeigneten Volumen Wasser aufgefiillt. Sollen ebenfalls Alkylphenole extrahiert wer-
den, ist eine Einstellung des pH-Wertes erforderlich, um eine Dissoziation der phenolischen
Verbindungen zu vermeiden, da Phenolate nicht bzw. kaum wasserdampfHiichtig sind. Fiir
4-NP ist ein pH-Wert von 7,0 bis 7,5 geeignet [3]. Die Wasserdampfdestillation mit gleich-
zeitiger Losemittelextraktion wurde zur Extraktion von Flusswéssern [3}[199}242] und von

geklarten und ungeklarten Abwéssern [3],149,242,1304] eingesetzt.

3.1.3 Isolierung und Anreicherung von Alkylphenolethoxylaten

aus festen Matrices

Es existiert eine ganze Reihe leistungsstarker Methoden, mit der eine Extraktion von
APEO aus Feststoffproben moglich ist. Diese wurden hauptséchlich zur Extraktion von
APEO und deren Abbauprodukten aus festen Umweltmatrices wie Sedimenten, Schlam-
men, Boden oder biologischen Geweben eingesetzt. Einen detaillierten Uberblick geben
Petrovi¢ und Barcelé [294].

Handelt es sich um leicht zu extrahierende feste Proben wie etwa pulverférmige Wasch-
mittel, so konnen APEO bereits durch kréftiges Riithren einer methanolischen oder etha-
nolischen Suspension quantitativ extrahiert werden [253]. Mit alkoholischen Extraktions-
mittel werden andere Tenside wie z. B. LAS ebenfalls vollstindig extrahiert. Auch ande-
re Losemittel wie n-Hexan sind dazu geeignet. So ist beispielsweise zur Extraktion von
mit NPEO impréagnierten Wollfasern neben warmen Methanol auch Dichlormethan geeig-
net [139].

Auch eine Homogenisierung von Fisch- und Schalentiergeweben mit Acetonitril und
wasserfreiem NapSOy ist zur Isolierung von NP(EO);, NP(EO),; und Nonylphenol sowie
Octylphenol geeignet [380,382]. Eine Entfernung von Lipiden aus den Extrakten kann
durch Verteilung zwischen Acetonitril und n-Hexan erreicht werden. Nach weiterem SPE-
Clean-up wurden auf diese Weise extrahierte Proben mit der Fliissigkeitschromatographie

und Fluoreszenzdetektion analysiert [380].

Von Ausnahmen, wie sie oben geschildert wurden, abgesehen, werden in der Regel aber

die nachfolgend beschriebenen, leistungsstérkeren Methoden verwendet.
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3.1.3.1 Wasserdampfdestillation/Losemittelextraktion

Wie bereits in Abs.[3.1.2.5] erwéhnt wurde, ist die Wasserdampfdestillation mit konti-
nuierlicher Losemittelextraktion eine geeignete Methode, um aus festen Proben z. B. mit
Cyclohexan oder Isooctan AP und AP(EO), mit ngo <3 zu extrahieren. Sie wurde zur
Extraktion von Sedimenten [3,39,/199,242], Klarschldmmen [3,/117,1253], Boden [3] und
Fischgeweben [199,200,242,1345] erfolgreich angewandt. Mit Isooctan als Extraktionsmit-
tel lieen sich beispielsweise bei der Extraktion von Fischgeweben fiir NPEO Wiederfin-
dungsraten von 69 bis 78 % erzielen [200,,345], mit Cyclohexan 102 % fiir NP(EO); [242].
2.3.2

3.1.3.2 Soxhlet-Extraktion

Extraktion von APEO aus Feststoffen oder getrockneten Proben kann mit Methanol in
einer Soxhlet-Apparatur durchgefiihrt werden. Je nach Art der Probe muss unterschiedlich
lange extrahiert werden. Fiir pulverférmige Detergentien reicht eine Extraktionszeit von
30 min, wobei Schlamme 4 h und Boden oder Sedimente sogar 12 h extrahiert werden

miissen [253].

Dies geschieht typischerweise, indem 500 mg des Detergens, 2 g des getrockneten Klar-
schlamms oder 20 g des getrockneten Bodens bzw. Sediments in einer vorextrahierten
Papierhiilse nach Zugabe von 20 % (w/w) Natriumhydroxid mit 80 ml Methanol extra-
hiert werden [253].

Mit Methanol werden auch gleichzeitig Alkylphenole [94,95] und LAS [39] extrahiert.
Nach vorheriger Homogenisierung wurde meist unter Zusatz von NaySO,4 zur Extrakti-
on von NP(EO);, NP(EO); und Nonylphenol sowie Octylphenol aus Sedimenten [38/|35,
306,161}, |185], Muschelgeweben [36][35], Fischgeweben [41] und Schlimmen von Papier-
recyclinganlagen |164] Dichlormethan als Extraktionsmittel eingesetzt. Bei Verwendung
von Dichlormethan als Extraktionsmittel sind die Wiederfindungsraten fiir NP(EO); und
NP(EO), in der Regel deutlich iiber 80 %. Ein weiteres verwendetes Extraktionsmittel ist
beispielsweise n-Hexan / 2-Propanol 7:3 (v/v) [330].

3.1.3.3 Ultraschall-Losemittelextraktion

Mit Hilfe der Ultraschall-Losemittelextraktion kann im Vergleich zur Soxhlet-Extraktion
gewohnlich deutlich Zeit gespart werden, da meistens nie ldnger als 1 h extrahiert wer-
den muss. Auflerdem sind die benétigten Losemittelmengen im Allgemeinen mit 30 bis 60
ml geringer. Die Losemittelsysteme die bei der Extraktion von APEO zu den besten Er-
gebnissen fiihren sind Methanol / Dichlormethan 7:3 (v/v) [2904298] und n-Hexan/Aceton
6:4 (v/v)) [330].
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Shang et al. |[330] konnten beispielweise mit dieser Technik fiir die Extraktion von Sedi-
menten gleiche Wiederfindungsraten erreichen wie mit einer Soxhlet-Extraktion von 18 h.
Die Ultraschall-Losemittelextraktion diente unter anderem zur Extraktion von Sedimen-
ten [381|411293]298,330] und Kliarschlammen [58,224,290,[298].

Ultraschall wurde auch eingesetzt zur kontinuierlichen Hochtemperatur-Extraktion von
Sedimenten mit Methanol [127,|128,/129]. Um niedere APEO und Alkylphenole aus Se-
dimenten zu extrahieren, wurde eine 150 mmx4,6 mm [.D. Stahlsdule mit 1 bis 2 ¢ der
getrockneten Probe befiillt. Das restliche Volumen wurde mit gereinigtem Sand aufge-
fiillt. Zur Extraktion wurden darauf insgesamt 3,5ml Methanol mit einer Flussrate von
0,5ml - min~! durch die Saule gepumpt, wihrend diese in ein auf 65°C geheiztes Ultra-
schallbad eintauchte. Fiir diese Methode lieflen sich mit Hilfe von *C-markierten Verbin-
dungen Wiederfindungsraten von 80 bis 94 % fiir Nonylphenol, NP(EO);, NP(EO), und
NP(EO); ermitteln [127].

3.1.3.4 Uberkritische Fluidextraktion

Von Kreisselmeier und Diirbeck [215] wurden systematische Untersuchungen zur gleich-
zeitigen Extraktion von APEO, Alkylphenolen und LAS aus Sedimenten mittels iiber-
kritischer Fluidextraktion durchgefithrt. Optimierung aller Parameter zeigte, dass eine
simultane Extraktion von APEO, Alkylphenolen und LAS aufgrund des unterschiedlichen
Sorptionsverhaltens der Analyten an den Sedimenten nur sehr schwer zu bewerkstelligen

ist, und fithrte zu einer mehrstufigen Extraktionsmethode.

Eine Extraktion kann wie folgt durchgefiithrt werden [215]:
1 g der Sedimentprobe wird mit 0,75 ¢ Kupferpulver (verhindert Extraktion von elemen-
tarem Schwefel) vermischt, in eine 5-ml-Extraktionskammer gefiillt und verdichtet. Nach
dem Fiillen der Kammer mit Glasperlen wird der verbleibende Zwischenraum mit Me-
thanol aufgefiillt. Die Extraktion erfolgt zunéchst in einem statischen Schritt bei 100 °C
und 150 atm fiir 10 min. Danach erfolgt ein dynamischer Extraktionsschritt von 5min mit
Methanol bei 100 °C, 150 atm und einer Flussrate von 1ml - min~! und ein weiterer dy-
namischer Extraktionsschritt von 30 min mit 27,5 % (v/v) Methanol in Kohlenstoffdioxid
bei 100 °C, 450 atm und einer Flussrate von 1ml-min~'. Beim dynamischen Extraktions-
prozess werden die Analyten in einer Falle bei - 5 °C auf silanisierten Glasperlen adsorbiert
und anschlieSend bei 40 °C mit Methanol eluiert. Die Wiederfindungsraten betragen fiir
NPEO 85 % und fiir OPEO 65 %.

Lee et al. [230}231},232] verwendeten Wasser als statischen Modifier bei der Extraktion
von NPEO und NPEC aus getrockneten Faul- und Belebtschlammproben mit iiberkri-
tischem COj. Dazu wurden 0,1 bis 1g der Probe vor der Extraktion mit 2ml Wasser

je g Probe in der Extraktionshiilse versetzt. Zur Isolierung von NPEO fand zuné&chst
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10min statische Extraktion statt, darauf 15min dynamische Extraktion mit COq bei
80°C, ca. 352kPa und einer Flussrate von 2ml - min~!. Die Analyten wurden in einer
Falle bei 10°C an Octadecylsiloxan adsorbiert und spéter bei 60 °C mit Methanol desor-
biert. Aufstockungsexperimente mit Sedimenten ergaben fiir NPEO mit ngo =1 bis 17
Wiederfindungsraten von 85 bis 105 %.

3.1.3.5 Lo&semittelextraktion unter Druck

Die Losemittelextraktion unter Druck (PLEE] oder ASEED ermoglicht im Vergleich zu klas-
sischen Extraktionsmethoden eine Reduktion des Losemittelbedarfs und der Extrakti-
onszeit bei gleichzeitig hohem Grad an Automatisierung [1104302,331,385]. Eine schnel-
le und effiziente Extraktion mit geringen Volumina an Loésemitteln bei stark erhchten
Temperaturen ist dadurch moglich, dass durch eine Erhéhung des Drucks das Extrakti-
onsmittel auch oberhalb der Siedetemperatur in der fliissigen Phase gehalten wird. Zur
Extraktion von APEO und Alkylphenolen kénnen dieselben Losemittel verwendet werden
wie zur Soxhlet-Extraktion, so dass lediglich eine Optimierung der Extraktionszeit und
~temperatur notwendig ist [110].

Bei der Extraktion von Sedimenten konnte bei gleicher Extraktionsausbeute im Ver-
gleich zur Soxhlet-Extraktion mit 40 ml anstatt mit 400 m/ Dichlormethan bei einer gleich-
zeitigen Reduzierung der Extraktionszeit von 24 h auf 1h extrahiert werden [161]. Mit
demselben Extraktionsmittel wurden NP und NPEO mit ngo =1 bis 5 aus Fischgeweben
mit durchschnittlich 85 % Wiederfindung extrahiert [89]. Dazu wurde das Gewebe zusam-
men mit NaySO, homogenisiert und mit Dichlormethan extrahiert. Entsprechende Ex-
traktionsausbeuten lassen sich auch mit Methanol bei 100 °C und 100 atm erreichen [385].

Isolierung von APEQ, Alkylphenol und Bisphenol A aus Sedimenten wurde beispielswei-
se auch mit n-Hexan / Aceton durchgefiihrt, indem 0,5 bis 1 g der Probe 15min lang bei
100 °C und 150 atm in einem statischen Extraktionsschritt und dann mit 20 ml Losemit-
tel in einem Spiilschritt extrahiert wurden [165]. Das System Methanol / Aceton 1:1 (v/v)
bei 50 °C und 103 bar wurde zur Extraktion von APEO, Alkylphenolen und APEC aus
Sedimenten verwendet [302]. Hohere Temperaturen fiithren zu Verlusten der Alkylphenole.
Wenn nur NPEO in Sedimenten untersucht werden sollen, kann auch bei 100 °C extrahiert
werden [331]. 2.3.6

3.1.3.6 Mikrowellenunterstiitzte Losemittelextraktion

Die mikrowellenunterstiitzte Losemittelextraktion fiir die simultane Bestimmung von NP

und NPEO in Sedimenten aus Fliissen wurde von Croce et al. [84] untersucht. Es zeigte

2PLE, englisch ,,pressurized liquid extraction”
3ASE, englisch ,accelerated solvent extraction”
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sich, dass Methanol ein effektiveres Extraktionsmittel darstellt als Aceton / n-Hexan, der
Einfluss des Losemittelvolumens signifikanter ist als der Einfluss der Extraktionszeit und
die mikrowellenunterstiitzte Losemittelextraktion der Losemittelextraktion unter Druck
ebenbiirtig sowie der Soxhlet-Extraktion iiberlegen ist. Zur Extraktion von Octylphenol
aus Muskel- und Lebergewebe von Fischen mit Dichlormethan / Methanol 2:1 (v/v) [288]
und zur Extraktion von Nonyl- und Octylphenol sowie NPEO und NPEC aus Muschel-
gewebe mit Aceton / n-Hexan 1:1 (v/v) [60] wurde diese Methode ebenfalls angewandst.

3.1.3.7 Matrix-Festphasen-Dispersion

Die Matrix-Festphasen-Dispersion (MSPDE[) ist eine weitere Alternative um APEO und
AP aus biologischen Geweben wie z. B. Muskelgewebe von Fischen [413] oder Muscheln
(95,413 zu isolieren. Zhao et al. [413] haben fiir diesen Zweck eine MSPD-Methode mit
sequentiellem Clean-up optimiert. Es wurden in einem Morser 0,5 bis 1g¢g biologisches
Gewebe solange mit 2 bis 3¢ eines mit Methanol gewaschenen C18-Sorbens zerrieben,
bis ein rieselfdhiges Pulver erhalten wurde. Dieses wurde dann in eine 20-ml-Glasspritze
iiberfiithrt, die mit einem 0,2-pm-Spritzenvorsatzfilter versehen war und am unteren Ende
eine oben und unten mit 0,45-pum-Filtern begrenzte Schicht aus 3 g deaktiviertem AlyOj
enthielt. Es wurden insgesamt 18 ml Methanol mit dem Kolben durch die beiden Schichten
gepresst und aufgefangen. Der methanolische Extrakt konnte nach dem Einengen direkt
analysiert werden. Fiir NPEO mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad von 4 wurden fiir
diese MSPD-Methode Wiederfindungsraten von 100 % bei Fischmuskelgewebe und 101 %
bei Muschelgewebe ermittelt [413].

3.1.4 Clean-Up von Alkylphenolethoxylatextrakten

Grundsatzlich ist die Sdulenchromatographie, sei es mit SPE-Kartuschen oder mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie, zum Clean-Up von APEO-Extrakten geeignet,
da sich mit ihr sehr gut unterschiedlich polare Komponenten auftrennen lassen. In der
Regel ist ein Clean-Up nach einer Extraktion von APEO aus festen Umweltproben wie
etwa Klidrschlammen oder Sedimenten anzuraten, da die Anwendung von notwendiger-
weise eher drastischen Extraktionsverfahren dazu fithrt, dass ein grofier Teil der Matrix

mitextrahiert wird.

SPE-Kartuschen mit C18-Sorbentien sind zu diesem Zweck weit verbreitet [39,/41}/95,
298,1302]. Sequentielle Elution mit unterschiedlich polaren Losemitteln ist haufig vorteil-
haft [58,290]. Auch Cyanophasen fanden hin und wieder ihre Anwendung, besonders fiir
eine relativ breite Oligomerenverteilung von z. B. NPEO mit ngo =1 bis 19 [330/331]. Ein

4MSPD, englisch ,matrix solid-phase dispersion”
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weiteres geeignetes Sdulenmaterial ist deaktiviertes Kieselgel [35}36,:39,(185], aber auch
Aminosiloxan [89,/127,(129].

Anionenaustauscher wurden verwendet, um methanolische NPEO-Losungen nach SPE
von Abwasser- [143] und Flusswasserproben [267] mit PS/DVB aufzuarbeiten. Mischbett-
anionenaustauscher konnen verwendet werden, um gleichzeitig anionische und kationische
Bestandteile der Matrix wie beispielsweise ionische Tenside in einem Clean-Up-Schritt von
den APEO abzutrennen [319,406,,407].

Héufig wird auch zum Clean-Up von APEO-Extrakten deaktiviertes Aluminiumoxid
verwendet, wie z. B. nach der Wasserdampfdestillation/Losemittelextraktion mit Cyclo-
hexan von NP(EO);, NP(EO), und NP aus verschiedenen Proben von Fliissen und Klér-
werken [3]. Desorption von NPEO und NP erfolgte mit Methanol / Dichlormethan 1:1 (v/v)
nachdem zuvor Kohlenwasserstoffe und Phthalate mittels Dichlormethan abgetrennt wur-
den. Nach der Anreicherung von APEO durch Ausblasen mit Ny in Ethylacetat wurde
ebenfalls ein Clean-Up mit Al,O3 durchgefiihrt, wobei Desorption der APEO mit Metha-
nol erfolgte [4]. Es gibt noch eine Reihe weiterer Anwendungen von AlyO3 beim Clean-Up
mittels SPE [41],95/[127][242).

Deaktiviertes Al,O3 in Kombination mit AgNO3 impragniertem Kieselgel und NaySOy
wurde ebenfalls zum Clean-Up von APEO- und AP-Extrakten verwendet [94]. Dabei
wurde sequentiell eluiert. Kieselgel /AlsO3 (Florisil PR) in Kombination mit NaySO,4 fand

weitere Anwendung [380].

Sequentielle SPE mit C18- und PS/DVB-Kartuschen in Serie diente auch zum Clean-
Up nach Ultraschall-Losemittelextraktion mit Methanol/Chloroform bei der Bestimmung
von APEO, AEO, PEG, NPEC und LAS in Klarschlammen [224].

Fraktionierung mittels semiprédparativer Umkehrphasen-HPLC mit zwei analytischen
C18-Séulen in Serie wurde beispielsweise durchgefiihrt, um fiir eine APEO- und Alkyl-
phenolanalyse methanolische Extrakte einer kontinuierlichen Ultraschall-Hochtemperatur-
extraktion von Sedimenten, die bereits mittels SPE-Clean-Up gereinigt wurden, aufzuar-
beiten [127/128,129]. Als Clean-Up diente auch eine Fraktionierung mittels Normalphasen-
HPLC von Isooctanextrakten nach Wasserdampfdestillation von Fischgeweben [200,345],
von Dichlormethan / n-Hexan-Extrakten nach SPE von Wasserproben [346,347] und von
n-Pentanextrakten nach Fliissig-Fliissig-Extraktion von Meerwasser [39]. Weiterhin fand
Gelpermeationschromatographie zum Aufarbeiten von n-Hexanextrakten verschiedener
organischer Kontaminanten, NP(EO);, NP(EO), und NP eingeschlossen, ihre Anwen-
dung [360]. Vom Clean-Up von Sedimentextrakten mittels Grofienausschlusschromatogra-
phie mit anschlieBender Reinigung der niedermolekularen Fraktion durch Normalphasen-

Fliissigkeitschromatographie wurde ebenfalls berichtet [161].
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3.2 Fliissigkeitschromatographie von Alkylphenol-

ethoxylaten

Die Trennung von APEO mit Hilfe der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
wurde sowohl mit Normalphasen-Systemen (NPLC) als auch unter Verwendung von Um-
kehrphasen (RPLC) durchgefiihrt. Dabei sind NPLC und RPLC komplementére Metho-
den, da mit NP-Systemen eine Trennung in Abhéngigkeit von der Anzahl der Oxyethy-
leneinheiten ngo erfolgt. Im Gegensatz dazu héngt die Trennung bei der RPLC vom
Alkylrest am aromatischen Ring ab. Ebenfalls geeignet zur Trennung von APEO in ih-
re verschiedenen Ethoxymere ist die Groflenausschlusschromatographie (SEC). Bei der
Bestimmung von APEO mittels Fliissigkeitschromatographie finden am héufigsten UV-
Absorptionsdetektoren (UVD), Fluoreszenzdetektoren (FLD) sowie Massenspektrometer
(MS) Anwendung.

3.2.1 Fliissigkeitschromatographie mit Normalphasen

Wie bereits erwéhnt wurde, kénnen APEO in Abhéngigkeit von der Kettenldnge ihrer Po-
lyoxyethylengruppe mittels NPLC in ihre Homologe aufgetrennt werden, wobei die Reta-
dierung der APEO auf NPLC-Sdulen mit ansteigendem Ethoxylierungsgrad stéarker wird.
Allerdings coeluieren solche Ethoxymere, die die gleiche Anzahl an Oxyethylengruppen
aufweisen aber unterschiedliche Alkylsubstituenten tragen. Eine Differenzierung zwischen
NPEO und OPEOQ ist ohne massenspektrometrische Detektion mittels NPLC daher nicht
moglich. Es ld8t sich jedoch die Ethoxymerenverteilung von APEO-Mischungen untersu-

chen.

In der Regel werden zu diesem Zweck Saulen mit polaren oder méflig polaren stationédren
Phasen verwendet. Solche Packungsmaterialien sind reines Kieselgel, chemisch gebundene
Normalphasen des Amino-, Cyano- und Dioltyps sowie Aluminiumoxid. Da industrielle
APEO-Mischungen in der Regel eine breite Oligomerenverteilung aufweisen, kann eine
zufriedenstellende Trennung meistens nur mit bindrer oder terndrer Gradientenelution er-
reicht werden. Handelt es sich um Mischungen mit einer weniger breiten Verteilung der
APEO-Ethoxymere, so kann auch isokratische Elution erfolgreich sein. Sehr haufig kom-
men als unpolare Losemittel n-Alkane und als polarere Losemittel aliphatische Alkohole

zum Einsatz.

Die am weitesten verbreiteten chemisch gebundenen Normalphasen zur Trennung von
APEO sind Aminosiloxane. Diese wurden mit unterschiedlichen mobilen Phasen erfolg-
reich zur Trennung von APEO-Mischungen mit sowohl kleinen (npo =0 bis 4) als auch

sehr groBen, mittleren Ethoxylierungsgraden (bis ngo=40) eingesetzt. FEine sehr gute
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Auflésung zwischen den einzelnen APEO-Ethoxymeren wird mittels isokratische Eluti-
on auf Aminosiloxanphasen erzielt, wenn die Ethoxymerenverteilung in einem Bereich
von ngo =1 bis 4 liegt. Zufriedenstellende Auflésungen sind nur moglich bis maximal
10 EO-Einheiten. Die Verwendung von kurzen S&ulen mit sphérischen 3- oder 5-pum-
Packungsmaterialien hat sich hierzu bewéhrt. Fiir die isokratische NPLC von APEO ge-
eignete mobile Phasen sind 1,5 bis 2% (v/v) 2-Propanol in n-Hexan [5}|6{14}(164,[253] und
3,5 % (v/v) Wasser in Acetonitril [363]. Isokratische Elution mit unterschiedlichen Anteilen
an n-Heptan, Methanol und Trichlormethan wurde auch zur Trennung von héhermoleku-
laren, polydispersen NPEO mit 12 bis 28 EO-Einheiten angewandt [261,262,361].

In allen anderen Féllen fithrt meistens die Gradientenelution zum Erfolg. Wobei bevor-
zugt Sdaulenpackungen aus unregelméflig geformten 10-pm-Partikeln bei der Ethoxymeren-
trennung fiir einen sehr weiten Molekulargewichtsbereich Verwendung finden. Fiir die rou-
tineméBige Analytik von Umweltproben hat die Hypersil APS-Séule (z. B. 100 mm x4 mm
[.D.), die mit sphérischen 3- oder 5-um-Partikeln gepackt ist, einen hohen Stellenwert
erreicht, da sie bei sehr hoher Auflésung deutlich kiirzere Trennzeiten ermoglicht als an-
dere Séulen. Eine ganze Reihe von Losemittelsystemen wurde fiir die Gradientenelution
mit Aminosiloxan-Phasen eingesetzt. Weit verbreitet sind Gradientensysteme, die aus n-
Hexan (A) und 2-Propanol in n-Hexan (B) [3}251},253],257] oder 2-Propanol in n-Hexan
(A) und Wasser in 2-Propanol (B) [4}8,45,230},231,232}250,1251}253},257,[330] bestehen.
Ein Losemittelsystem mit vergleichbaren Eigenschaften ist n-Hexan in 2-Propanol (A)
und Wasser in Ethanol (B) [22]. Ebenfalls verwendet wurden Tetrahydrofuran (A) und
Wasser / 2-Propanol in n-Hexan (B) [21] sowie Tetrahydrofuran in n-Hexan (A) und Was-
ser in 2-Propanol (B) [235,/386]. Ebenfalls zu erwdhnen sind die Systeme n-Heptan (A)
und n-Heptan in 2-Propanol (B) |187], als auch Methanol / Trichlormethan in n-Heptan
(A) und Methanol / Trichlormethan (B) [261],262,1361] sowie Acetonitril (A) und Was-
ser in Acetonitril (B) [362,[363]. Zum Einsatz kamen sowohl Methanol / Dichlormethan in
Isooctan (A) und Methanol in Dichlormethan / Isooctan (B) [312] als auch Essigsdure in
Methyl-tert-butylether (A) und Essigsédure / Methanol in Acetonitril (B) [174]. Ein sehr
komplexes System, von dem berichtet wurde, ist Diethylether in n-Hexan (A) und n-
Hexan / Diethylether / Ethanol / 2-Propanol / Wasser / Essigsdure in Dioxan (B) [22]. Je
nach Verteilung der APEO-Oligomere in der zu untersuchenden Probe wird die Elution
mit einem sehr niedrigen oder etwas hoheren Anteil der polareren Komponente B be-
gonnen. Hiervon hingt ebenfalls ab, wie steil der Gradient sein muss. Ausreichend lange
Aquilibrierungszeiten der Siule zwischen den einzelnen Analysen sind von grofier Bedeu-

tung fiir eine gute Wiederholbarkeit der Retentionszeiten fiir die einzelnen Oligomere.

Wenn die instrumentelle Ausstattung es ermoglicht, kann anstelle von bindren Gra-

dientensystemen A-B mit jeweils bindren bzw. terndren Losemittelmischungen A und B
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auch direkt ein terndres Gradientensystem A-B-C eingesetzt werden, was ein Herstellen
von Losemittelmischungen iiberfliissig macht. Geeignet ist beispielsweise das System n-
Hexan-2-Propanol-Wasser [94,203]. Ein weiteres ternédres Losemittelsystem, das fiir die
isokratische Elution und fiir die Gradientenelution mit Aminosiloxanphasen eingesetzt
wurde, besteht aus n-Heptan, Chloroform und Methanol [47].

Sowohl fiir isokratische als auch Gradientenelution variieren die Flussraten in Abhéngig-
keit von den verwendeten mobilen und stationéiren Phasen im Bereich von 1,0ml - min !
bis 2,0ml - min~!. In Kopplung mit einem MS-Detektor kénnen diese auch deutlich ge-
ringer sein.

Weniger weit verbreitet ist der Einsatz von Cyanophasen. Es wurde z.B. nach dem
Ausblasen der NPEO mit Stickstoff in Ethylacetat aus verschiedenen Abwasserproben
eine chemisch gebundene Cyanosiloxanphase (Waters Resolve CN, 10 pm) zur Analyse
der Essigsdureethylesterextrakte unter Verwendung eines UV-Detektors eingesetzt [319).
Mit isokratischer Elution mit Acetonitril / Wasser 95:5 (v/v) bei 1,0ml - min~! lieB sich
eine Auftrennung von NP(EO), bis NP(EO);3 erreichen. Da die Oligomere mit npo <4
gleichzeitig mit dem Losemittel eluierten, wurde zu deren Bestimmung eine andere Saule

verwendet.

Stationdre Phasen vom Cyanotyp sind zur Analyse von NP und NP(EO); bis NP(EO);7
geeignet, wenn Gradientenelution erfolgt. Im Anschluff an SPE fand sowohl bei der Be-
stimmung von NPEO in Abwissern und Flusswissern [216,279] als auch bei der Ana-
lyse von APEO in Flugzeugenteisungsmitteln sowie Vereisungsinhibitoren [82] eine Cya-
nophase (Microsorb 100-5CN 250 mmx 4,6 mm) Anwendung. Hier wurde in allen Fal-
len eine nichtlineare Gradientenelution mit 20 % (v/v) Tetrahydrofuran in n-Hexan (A)
und 10 % (v/v) Wasser in 2-Propanol (B) unter Verwendung eines Fluoreszenzdetektors
durchgefiihrt. Gradientenelution mit Losemittelsystemen aus n-Hexan, Tetrahydrofuran,
2-Propanol und Wasser sind ebenfalls geeignet [117]. Ein weiteres, zur Analyse von NPEO
mit npo = 1 bis 19 und von NP verwendetes Gradientensystem bestand aus Toluol (A) und
0,5 mmol-1~' Natriumacetat in Toluol / Methanol / Wasser 10:88:2 (v/v) (B) [330/331]. Als
Detektor fand ein Elektrosprayionisations-Massenspektrometer (ESI-MS) Verwendung.

Zhou et al. [414] gelang die Auftrennung von NP(EO); bis NP(EO);s unter Verwendung
einer stationdren Phase vom Dioltyp (LiChrosorb-Diol 5 pm 250 mm x 4,6 mm 1.D.) mittels
Gradientenelution mit 5 % Dichlormethan in n-Hexan (A) und n-Hexan / Dichlormethan /
2-Propanol 50:40:10 (v/v) (B). Es wurde mittels UV-Absorption bei 275nm detektiert.
Die Methode diente zur Analyse von Schaumbildnern und deren Adsorptionsverhalten
an Apatit wihrend der Erzflotation. Von einem #&hnlichen Gradientensystem wurde unter
Verwendung ebenfalls einer Diol-Phase bei Einsatz eines Verdampfungsstreulichtdetektors

berichtet [18]. Wobei Methanol anstelle von 2-Propanol Verwendung fand. Auch isokrati-
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sche Elution mit 2-Propanol / n-Heptan wurde durchgefiihrt [139].
Eine Auftrennung der APEO in die Ethoxymere lésst sich auch mit Kiesegel als sta-

tionére Phase realisieren. Kudoh et al. [218] verwendeten fiir die Analyse von NPEO mit
npo =9 und OPEO mit ngo = 10 eine 5 pm-LiChrosorb-Si-60-Séule (150 mm x4 mm1.D.)
und einen Fluoreszenzdetektor (A, =280 nm, A., =310 nm). Es wurde mit einem linearen
Gradienten von n-Hexan nach Ethanol / Tetrahydrofuran / Wasser 60:40:1 (v/v) innerhalb
von 60 min eluiert. Eine 10 gm-LiChrosorb-Si-60-Saule (250 mm x 4,6 mm 1.D.) wurde zur
isokratischen und zur Gradientenelution mit n-Heptan, Methanol und Trichlormethan
eingesetzt [261}262,263,361]. Die besten Trennleistungen fiir NPEO mit einem weiten
Oligomerenbereich soll mit diesem Losemittelsystem mittels Gradientenelution erreicht
werden, wenn eine Kieselgel- und eine Aminoséule in Serie verwendet werden [261]. Wer-
den polarere mobile Phasen wie Acetonitril / Wasser fiir die Trennung von APEO oder
AEQO auf Kieselgel verwendet, beruht der Trennmechanismus vermutlich auf Adsorpti-
on [202]. Ibrahim und Wheals [181] fithren den Retentionsmechanismus primér auf Be-
teiligung von H-Briickenbindungen der Silanolgruppen zuriick. Hierfiir spricht auch die
pH-Abhéngigkeit der Retentionszeiten der einzelnen APEO-Oligomere [181]. Optimale
Trennleistung fiir die Gradientenelution mit Wasser / Acetonitril (4:1 (v/v) nach 1:1 (v/v)
in 12 min) wird durch Puffern mit Phosphat auf pH 3 erreicht [180,|181]. Es wurde
beispielsweise auch zur Ethoxymerentrennung von polydispersen NPEO und polydisper-
sen linearen AEO mit Acetonitril / Wasser zusétzlich zum Losemittelgradienten auch ein
Flussgradient angelegt [202]. AuBerdem wurde ein Hybrid aus einer Kieselgel-Séule und
einer C18-Vorsiule verwendet. Ebenfalls einen Hybrid aus einer Kieselgel-Saule und einer
C18-Vorséule mit Acetonitril / Wasser verwendeten Shao et al. [332].

Von Forgas und Cserhati [136] fand eine systematische Untersuchung von Aluminium-
oxid als stationdren Phase statt. Es wurden fiir die isokratische Elution verschiedene
binédre Losemittelsystem zur Oligomerentrennung von polydispersen NPEO mit ngo =4
getestet. Von den untersuchten Systemen n-Hexan /Dichlormethan, n-Hexan /Dioxan,
n-Hexan / THF, n-Hexan / Trichlormethan und n-Hexan / Ethylacetat wurde die beste
Trennung mittels n-Hexan / Dichlormethan erreicht. Fiir alle Losemittelsysteme und jede
Fraktion wurden Kapazitdtsfaktoren, Anzahl der theoretische Trennstufen, Auflosungen

und Asymmetriefaktoren ermittelt.

3.2.2 Fliissigkeitschromatographie mit Umkehrphasen

Das Retentionsverhalten der APEO bei der RPLC héngt fast ausschliellich vom Alkyl-
substituenten am aromatischen Ring ab, wenn unter typischen RP-Bedingungen eluiert
wird. Die Retardierung ist um so grofler, je linger die Alkylkette und je geringer deren

Verzweigungsgrad ist. Fiir die meisten RPLC-Anwendungen gilt, dass unabhéngig von
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ihrem Ethoxylierungsgrad alle NPEO als ein Peak im Chromatogramm erscheinen und
zeitlich getrennt von den NPEO alle OPEO zusammen eluieren. OP eluiert im Allge-
meinen mit der OPEO-Fraktion zuerst, NP coeluiert mit den NPEO an zweiter Stelle,
wéahrend 4-n-NP und 4-n-NPEO gemeinsam die dritte Fraktion bilden. Dies ermdoglicht
den Einsatz von 4-n-NP und 4-n-NPEO als interne Standards [127].

Die fiir diesen Zweck am h&ufigsten verwendeten stationdren Phasen sind C8 und C18,
die mit Partikelgréfien von iiblicherweise 3 um bis 10 um in Sdulen von 100 mm—250 mm x
2,0mm—4,6 mm 1.D. eingesetzt werden. Eine zufriedenstellende Trennung zwischen NPEO
und OPEOQO ist in den meisten Fillen bereits mittels isokratischer Elution zu erreichen.
Diese kann auf C8 oder C18 mit 10 % bis 25 % Wasser in Methanol erreicht werden [3|
4,122,94|127,/129,1319,1323,/413|. Fiir C8 kann auch 4 % Acetonitril und 16 % Wasser in
Methanol [67] sowie fiir C18 3 % Wasser und 14 % Tetrahydrofuran in n-Hexan [414] oder
Acetonitril / Wasser 85:15 (v/v) [340] Verwendung finden. Je nach Methode variieren die
Flussraten zwischen 0,5 ml-min~! und 1,5 mi-min~!. In Kopplung mit einem MS-Detektor

kénnen diese auch deutlich geringer sein, z. B. 0,2ml - min~! [127,/129].

Gradientenelution mit Acetonitril (A) und Wasser (B) von 50 % A nach 100 % A in 10
min gefolgt von 20 min mit 100 % A wurde zur Bestimmung von NPEO, Nonylphenol
und Octylphenol in wissrigen Proben wie z. B. Abwasser nach SPE eingesetzt [346,347].
Es wurde eine 5 um-Prodigy-C18-Saule (250 mmx4,6 mm1.D.) von Phenomenex und ein
Fluoreszenzdetektor verwendet. Sollen neben den nichtionischen Tensiden NPEO oder
OPEO ebenfalls ionische Tenside wie ABS oder LAS mittels RPLC bestimmt werden, kann
der Zusatz von Modifiern zur mobilen Phase bei der Gradientenelution notwendig sein.
Hier werden entweder lonenpaarreagenzien oder Ionensuppressoren der mobilen Phase
zugesetzt, da sonst alle geladenen Verbindungen gemeinsam mit dem Totvolumen eluiert
werden [255].

Der Zusatz von Ionenpaarreagenzien wie Tetramethylammoniumbromid zur mobilen
Phase ermoglicht neben der Bestimmung von OPEO und NPEO auch die Bestimmung
von ABS (Decyl bis Tetradecyl) unter Verwendung einer C8-Séule [323]. Je nach Zusam-
mensetzung der Probe kann isokratische oder Gradientenelution mit unterschiedlichen

Anteilen Wasser in Methanol erfolgen.

Zur Analyse von NPEO und LAS sowie den Umweltmetaboliten NPEC und Sulfo-
phenylcarboxylat in geklarten und ungekléarten Abwéssern wurde ebenfalls RPLC unter
Modifikation der mobilen Phase angewandt [252,258]. Zur Gradientenelution mit Me-
thanol und Wasser als auch Acetonitril und Wasser diente eine C18-Phase und es wur-
de der mobilen Phase Tetrabutylammoniumdihydrogenphosphat, Natriumperchlorat oder

Trifluoressigséure zugesetzt [252].

Fiir die Analyse von NPEO und OPEO sowie LAS mit unterschiedlichen Alkylsubstitu-
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enten hat sich auch eine konvexe Gradientenelution mit Elutionsmitteln aus 2-Propanol,
Acetonitril und Wasser unter Zusatz von Natriumperchlorat fiir C8-Phasen bewihrt [251]
253,1257]. Die Verwendung von C18 bewirkt lingere Analysenzeiten aber auch eine we-
sentlich bessere Auflosung der unterschiedlichen LAS-Isomere [257]. Zur simultanen Be-
stimmung von NPEO, NPEC und Nonylphenol wurde ebenfalls eine Gradientenelution
mit Acetonitril / Wasser unter Zusatz von Natriumperchlorat auf C18 durchgefiihrt [306].

Werden Trimethylsiloxanphasen (C1) verwendet, eluieren je nach mobiler Phase ver-
schiedene APEO-Ethoxymere nicht als ein einziger Peak. Wang und Fingas [398] verwen-
deten solche stationéren Phasen fiir die Trennung von OPEO-Ethoxymeren mit Ethoxylie-
rungsgraden von ngo = 1 bis 40. In Abhéngigkeit von der Molekulargewichtsverteilung der
untersuchten APEO-Tenside kann eine mehr oder weniger gute Auflosung zwischen den
einzelnen Ethoxymeren gelingen, wenn isokratisch mit einer Mischung aus einer wéafirigen
Ammoniumacetatlésung und aus 50 bis 62 % Methanol bei Flussraten von 0,7 ml - min~*
bis 1,0 ml-min~" eluiert wird [325/398]. C1-Phasen dienten auch zur Trennung von APEO,
LAS und AEO bei isokratischer Elution mit Acetonitril / Wasser 65:35 (v/v) [69]. Mit der-
selben mobilen Phase unter Zusatz von 0,065 mol - [=! Ammoniumacetat wurden APEO
und LAS getrennt [325]. Willetts et al. [404] verwendeten ebenfalls C1-Phasen zur simul-

tanen Trennung von APEO-Ethoxymeren und LAS-Homologen.

Bei der Untersuchung des Elutionsverhaltens von APEO mit den mobilen Phasen
Methanol / Wasser, Acetonitril / Wasser und Tetrahydrofuran / Wasser kamen Takasu et
al. [369] zu dem Ergebnis, dass unter gewissen Bedingungen auch mit C18-Phasen eine
Auftrennung der APEO in die Ethoxymere méglich ist. Mit Methanol / Wasser ist nicht
nur eine Trennung zwischen NPEO und OPEO méglich, sondern auch zwischen den ein-
zelnen Ethoxymeren, wenn der Methanolanteil geringer als 70 % ist. Ein solches Verhalten
zeigt Acetonitril / Wasser nicht. Auch mit geringen Anteilen an Acetonitril gelingt ledig-
lich eine Auftrennung zwischen NPEO und OPEOQO, jedoch keine Auflésung der einzelnen
Ethoxymere. Das hochste Potential zeigt jedoch THF / Wasser, mit dem eine Basislinien-
auflosung der einzelnen Ethoxymere mdoglich ist. Bei NPEO zeigt sich sogar eine gewisse
Isomerenauflosung. Je nach Breite der Ethoxymerenverteilung kann isokratisch mit 50 %
bis 35 % THF in Wasser eluiert werden. Da bei sehr breiten Verteilungen es zu einer Uber-
lagerung der NPEO- und OPEO-Fraktionen kommen kann, kann zunéchst eine Trennung
in eine NPEO- und eine OPEO-Fraktion, z. B. mit Acetonitril / Wasser, sinnvoll sein, be-
vor eine Ethoxymerentrennung erfolgt. Takasu et al. [369] fithren den Trennmechanismus
im wesentlichen auf hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den gelosten APEO und
dem Adsorbens zuriick, so dass mit steigendem Ethoxylierungsgrad der hydrophile Mo-
lekiilteil gegeniiber dem hydrophoben Teil an Bedeutung gewinnt und damit APEO mit
Anwachsen der Polyoxyethylengruppe frither eluiert wird. Damit zeigt sich ein zur NPLC
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entgegengesetztes Retentionsverhalten. Anwendung fand diese Methode bei der Analyse

von Abwasserproben nach SPE und unter Verwendung eines Fluoreszenzdetektors [369].

3.2.3 Weitere fliissigkeitschromatographische Methoden

Die Gelfiltrationschromatographie (GFC) ist eine Methode, die in Kopplung mit einem
Elektrosprayionisations-Massenspektrometer (ESI-MS) gegeniiber der NPLC-ESI-MS in-
sofern Vorteile aufweist, dass sie sich durch eine entgegengesetzte Elutionsreihenfolge der
APEO auszeichnet. D.h. die Ethoxymere werden mit abnehmender Anzahl an Oxyethy-
leneinheiten spéter eluiert. Damit lassen sich die bei der NPLC aufgrund der frithen Elu-
tion der niederen Ethoxymere auftretenden Stérungen, die durch ebenfalls friih eluierende

Matrixbestandteile verursacht werden, vermeiden.

Bei der Analyse von NP(EO), bis NP(EO)g in synthetischen und Umweltwasserpro-
ben mittels GFC-ESI-MS kam das 5-pum-Polyvinylalkoholgel Shodex MSpack GF-310 2D
(150mmx2,1mml1.D.) als stationére Phase zum Einsatz [371]. Dabei wurde mit einer

! und einem linearen Gradienten von 10% Acetonitril (A)

Flussrate von 0,1 ml - min~
und 90 % 30mmol - I=' Ammoniumacetat in Wasser (B) nach 55% A und 45% B in 30
min eluiert. Die Auflésung zwischen den einzelnen Ethoxymeren entspricht aber nicht der
mit NPLC erreichbaren. Groflenausschlusschromatographie (SEC) zur Bestimmung der
Ethoxymerenverteilung von polydispersen NPEO mittels isokratischer Elution mit THF
war durch Kopplung zweier Sdulen mit unterschiedlichen Porengrofienverteilungen fiir
einen weiten Molekulargewichtsbereich anwendbar [410]. Fiir kleinere Molekulargewichte
war die Auflésung hoch genug, um zwischen Ethoxymeren mit einer Oxyethyleneinheit

Unterschied differenzieren zu konnen.

Eine stationére Phase, die zu einer einzigartigen Selektivitdt und hohen Auflésung iso-
merer und eng verwandter Verbindungen fiihrt, ist pordser graphitisierter Kohlenstoff
(PGC), der sich durch eine flache Oberflichenstruktur auszeichnet. Retention auf PGC-
Phasen findet hauptséchlich durch einen Adsorptionsmechanismus statt, der im wesentli-
chen auf hydrophoben Wechselwirkungen beruht. Gundersen [160] gelang mit einer PGC-
Phase (Hypercarb) eine Auftrennung eines technischen Nonylphenolgemisches in verschie-
dene Isomere. Unter Verwendung eines Fluoreszenzdetektors konnte sie auch Standardls-
sungen verschiedener NPEO mit Hilfe von Gradientenelution mit Acetonitril und 1% (v/v)
Essigsdure in Wasser in Abhéngigkeit von der Anzahl an Oxyethyleneinheiten und vom
Verzweigungsgrad des Nonylrestes trennen. Aufgrund der hohen Zahl unterschiedlicher,
detektierbarer Peaks ist eine Identifizierung der einzelnen Komponenten nur sehr schwer
moglich, so dass diese Methode fiir eine routineméflige Bestimmung von NPEO nur geeig-
net ist, wenn massenspektrometrische Detektion erfolgt. Daher verwendeten Yamagishi et
al [406,407] bei der Bestimmung von APEO mit Hilfe einer PGC-Phase neben einem UV-
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Detektor auch einen MS-Detektor mit chemischer Ionisation bei Atmosphérendruck. Auch
MS mit Elektrosprayionisation [407] und Tandemmassenspektrometrie [406] kamen zum
Einsatz. Eine geeignete mobile Phase zur isokratischen Elution ist Ethanol [406]. Tributyl-
phenolethoxylate wurden mit verschiedenen Methanol / Wasser-Systemen auch auf einer
PGC-Séule entsprechend ihrer Oxyethyleneinheiten aufgetrennt [280]. Eine Zunahme der
Retentionszeiten wurde fiir steigende Ethoxylierungsgrade und sinkende Methanolkonzen-

trationen beobachtet.

Eine sehr spezielle stationédre Phase, die sowohl eine Trennung der APEQ in die verschie-
denen Oligomere erlaubt, als auch einen vom Alkylrest der APEO abhéngigen Trennme-
chanismus aufweist, wurde von Kamiusuki et al. [198] zur Analyse der beiden OPEO-
Tenside Triton X-100 und X-405 verwendet. Es wurde als stationdr Phase Kieselgel,
das mit verzweigtem Polyfluoralkylchlorsilan chemisch modifiziert wurde, verwendet. Die
Auftrennung des OPEO-Tensids mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad von 9,5 (Tri-
ton X-100) auf diesem verzweigtem Polyfluoralkylsiloxan wurde durch isokratische Elu-
tion mit Methanol / Wasser 1:1 (v/v) erreicht, die Auftrennung des polydispersen OPEO
mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad von 40 (Triton X-405) durch lineare Gradien-
tenelution mit Methanol / Wasser (50:50 nach 55:45 in 400min). Mit Hilfe von UV-
und massenspektrometrischer Detektion konnte gezeigt werden, dass neben den 4-tert-
Octylphenolethoxylaten auch 2-tert-Octylphenolethoxylate und vermutlich Butylpheno-
lethoxylate in Triton X-100 enthalten sind.

3.2.4 Detektoren fiir die Fliissigkeitschromatographie

3.2.4.1 UV-Absorptions- und Fluoreszenzdetektoren

Sowohl fiir die NPLC als auch die RPLC sind zahlreiche Beispiele bekannt, bei denen UV-
Detektoren (UVD) oder Fluoreszenzdetektoren (FLD) zur Quantifizierung von APEO
verwendet wurden. Da APEO mit dem aromatischen Ring eine geeignete chromophore
Gruppe tragen, sind UV-Detektoren sehr gut zur Bestimmung von APEO geeignet. UV-
Detektion im Absorptionsbereich der p-Bande bei 220 nm bis 230 nm [45,98,/139,/187,
202,237,1251,1253,306,[319, 1323|3301 398| erfolgte ebenso wie im Bereich der a-Bande bei
270 nm bis 280 nm [3}4121,22}1361/143,/198|251,/253,26 1,262.263,267,283,1312,/340}362,363,
386,[406,,407,/413,414]. In den meisten Untersuchungen mit UV-Detektion wurden dabei
variable Wellenléingendetektoren (VWD) eingesetzt, gelegentlich auch Diodenarraydetek-
toren (DAD) [187,237,1262,[290,1306]. Die Verwendung eines DAD hat den Vorteil, dass
fiir jeden Zeitpunkt Absorptionsspektren aufgenommen werden kénnen und somit dreidi-
mensionale Chromatogramme erhalten werden kénnen. Dies erleichtert die Identifizierung

der aufgetrennten Komponenten.
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Zhou et al. [414], die eine Diol-Saule und UV-Detektion bei 275 nm zur Bestimmung von
NPEO in industriellen Mischungen benutzt haben, konnten fiir individuelle NPEO abso-
lute Nachweisgrenzen von 51 ng fiir NP(EO), bis zu 132 ng fiir NP(EO);5 erreichen, wéh-
rend Ahel und Giger [3] fiir die Analyse von geklarten und ungekliarten Abwissern mittles
NPLC bei 277 nm absolute Nachweisgrenzen von 1 pg fiir NP, NP(EO); und NP(EO), er-
mittelt haben. Damit konnten fiir diese Verbindungen Nachweisgrenzen von 0,5 g -1~ fiir
die Extraktion von 2-I-Wasserproben mittels Wasserdampfdestillation mit kontinuierlicher
Losemittelextraktion erreicht werden. Die Nachweisgrenzen liegen bei der NPLC-UVD in
Abhéngigkeit von der Extraktionsmethode fiir Wasserproben generell in der Groflenord-
nung von 0,5ug - 7! bis 5pug - 7! fiir einzelne NPEO [301]. UV-Detektion im Bereich
der p-Bande ist empfindlicher. So wurde fiir die SPME/NPLC bei 220 nm von mittleren

absoluten Nachweisgrenzen von 6,3 ng fiir einzelne OPEO-Ethoxymere berichtet [45].

Aufgrund der deutlich héheren Empfindlichkeit und der gréfleren Selektivitéit sind FLD
noch besser zur Bestimmung von APEO geeignet als der Einsatz eines UVD. So lassen sich
fiir die Fluoreszenzdetektion bei einer Anregungswellenldange von A., =230nm und einer
Emissionswellenldnge von A, =302nm bei der NPLC fiir einzelne APEO-Ethoxymere
absolute Nachweisgrenzen von 0,2ng erreichen [174]. Es wurde auch von Nachweisgren-
zen fiir ein einzelnes Ethoxymer einer polydispersen OPEO-Mischung von 0,0025ng bei
Aez =220 nm und A.,,, = 302 nm berichtet [325]. Bezogen auf die Summe aller NPEO wur-
den fiir die NPLC bei ., =280 nm und \.,, = 310 nm absolute Nachweisgrenzen von 50 ng
ermittelt [218]. Mit der RPLC wurden Nachweisgrenzen von 0,6 ng fiir NPEO und 0,2 ng
fiir OP bei A\, =225 nm und A.,,, =301 nm [413] sowie 0,5ng fiir OPEO bei \., =230 nm
und A, = 310 nm [23] realisiert. FLD kénnen je nach Anregungs- und Emissionswellenlén-
ge um das 100- bis 10000-fache empfindlicher sein als UVD. Daher wurden gerade fiir die
Spurenanalytik von APEO FLD sehr hiufig verwendet. Beim Einsatz der RPLC wurden
APEOQO bei Anregungswellenléingen von 220 nm bis 230 nm und Emissionswellenlédnge von
290 nm bis 310 nm bestimmt [23}/69,94,(107, 215|244} 251,1252,|253,,1255|, 257, 325,346,347,
369,1413], bei der NPLC wurden Anregungswellenldngen von 202 nm, 225 nm bis 233 nm
oder 277 nm bis 280 nm sowie Emissionswellenlédnge von 290 nm bis 310 nm verwendet [5,
6,8}/14,/67,82,94, /160,164,174, 180.[181},202,203},216,218,230,231},232,250,[253}257,279,330].

3.2.4.2 Massenspektrometrische Detektoren

Zur Kopplung von Massenspektrometern (MS) mit Fliissigkeitschromatographen bedient
man sich hdufig der sogenannten Sprayverfahren. Es sind fiir die Analyse von APEO vor al-
lem die Elektrosprayionisation (ESI) und die chemische Ionisation bei Atmosphérendruck
(APCI) zu nennen [292,299]. Weniger Bedeutung kommen heutzutage dem Thermospray-
und dem Teilchenstrahl-Interface zu. Die LC-MS-Kopplung hat gegeniiber allen anderen
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Detektoren den eindeutigen Vorteil einer deutlich hcheren Selektivitét, so dass bei der
Analyse von APEO gleichzeitig eine Differenzierung zwischen NPEO und OPEO einerseits
sowie zwischen den verschiedenen Ethoxymeren mit demselben Alkylgruppe andererseits
moglich ist. So kann beispielsweise das Massenspektrometer nach einer Auftrennung der
APEO in NPEO und OPEO mittels RPLC dazu dienen, die verschiedenen individuel-
len NPEO- bzw. OPEO-Oligomere aufzulosen. Die Analyse der hoheren Ethoxymere mit
Thermospray- oder anderen LC-MS-Methoden ist jedoch im Hinblick auf die Molmassen-

abhéngigkeit des MS-Responses und des Tonisationsprozesses problematisch [320)].

Aufgrund der milden Ionisationsprozesse zeigen Spektren der Thermospray-MS kaum
Fragmentionen, was als eine der gréfiten Limitierungen dieser Technik angesehen werden

kann, da nur geringe strukturelle Informationen erhalten werden [57,(104}292].

LC-MS mit Teilchenstrahl-Interface ist dahingehend limitiert, dass sie bei der Analyse
von APEO nur eine unzureichende Empfindlichkeit zeigt [57,/104,292]. Aulerdem ist sie
nicht fiir schwerfliichtige Verbindungen geeignet |[104]. Andererseits bietet sie den Vorteil,
dass sie in der Lage ist, klassische Elektronenstoffionisationsspektren zu liefern, da die
Ionenquelle dieselbe ist wie bei vielen GC-MS-Anwendungen [104]. AuBlerdem kénnen mit
diesem Interface Losemittel, die fiir die RPLC {iblich sind, bis zu Flussraten von 1ml -
min~! gehandhabt werden, fliichtige Puffer eingeschlossen [104]. So wurde Teilchenstrahl-
LC-MS beispielsweise zur Bestimmung von APEO mit ngo =3 bis ngo =8 und von APEC
in Trinkwasser eingesetzt [77]. Es fand Gradientenelution mit Methanol und 0,01 % (w/v)
Ammoniumacetat in Wasser statt. Der Zusatz von Ammoniumacetat zur mobilen Phase
soll bei solchen Anwendungen zwei Funktionen erfiillen. Ammoniumacetat dient zum einen

als chromatographisches Ionenpaarreagenz fiir anionische Spezies und zum anderen als
fliichtiger Elektrolyt bei der LC-MS-Detektion.

APEO konnen bei der LC-MS unter positiven lonisationsbedingungen sowohl mit-
tels ESI-MS als auch APCI-MS detektiert werden [292,1299]. Gelangen mehrere APEO-
Oligomere zeitgleich in den MS-Detektor, wie dies z. B. bei der RPLC der Fall ist, zei-
gen die Massenspektren die fiir Ethoxylate typischen Muster, die aus Signalen mit einer
gleichméfigen Massendifferenz von 44 amu bestehen, die einer Oxyethyleneinheit ent-
spricht [127,/290,292,299/1330]. Die Verwendung von lonisationsquellen, die bei Atmosphé-
rendruck arbeiten, erlauben eine milde Ionisation der Analyten und koénnen bei entspre-
chender Konfiguration fiir die APCI- oder ESI-MS [56,/57}59,[237,1290,[292,293,298|, 300,
302,1303,299,330,[331},1332,415] bzw. APCI- oder ESI-MS-MS [237,,297,[299] genutzt wer-
den. Werden normale HPLC-Systeme verwendet, konnen die iiblichen Flussraten zu hoch
sein und es findet ein Split Verwendung. Shang et al. [330] haben beispielsweise bei der
Kopplung der NPLC mit einem ESI-MS den Fluss von 0,7 ml-min~! mit Hilfe eines Splits

auf 20 ul - min~! reduziert.
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Werden ein ESI-Interface und aprotische Losemittel wie etwa Acetonitril verwendet, so
sind im positiven Tonisationsmodus ausschliefilich Na-Adduktionen [M 4 Na]* zu beobach-
ten [292,298]. Urséchlich hierfiir sind die grofe Affinitét von NPEO und OPEO zu Alkali-
metallionen aufgrund von Komplexbildung und die Tatsache, dass Natrium in Losemitteln
und Chemikalien sowie an Glas- und Metalloberflichen allgegenwértig ist [67,86,277,292].
Natriumaddukte sind relativ stabil, so dass generell keine weitere, strukturell signifikante
Fragmentierung im Massenspektrum erhalten wird [292]. Wird ein protisches Losemittel
wie z.B. Methanol oder Wasser zur Elution verwendet, lassen sich auch intakte Mole-
kiilionen [M+H|* und andere Addukte wie beispielsweise [M+ K|, [M+ NH4|" und
[M + H5O] " sowie Cluster-Ionen beobachten [292,330]. Aber auch hier iiberwiegen Ionen
des Typs [M+ Na]* [67,292]. Sogar wenn H*-Ionen z.B. durch Zusatz von Trifluores-
sigsdure der mobilen Phase zugefiigt werden, iiberwiegen [M + Na]*-Ionen eindeutig [83].
Beispielsweise waren bei der RPLC bei einer isokratischen Elution mit Methanol, Ace-
tonitril und Wasser 80:4:16 (v/v) in den ESI-Massenspektren fiir alle NP(EO);_;5 neben
dem Basision [M + Na]* auch [M + NH,|" und [M + H]* zu beobachten [67]. Natrium- und
Protonadduktionen dienten Zhu und Shi [415] bei der C18-RPLC mit Methanol / Wasser
zur Identifizierung von Alkylphenol-, Alkohol- und Amidethoxylaten mittels ESI-MS.
Wenn die RPLC mit einem ESI-MS-Detektor gekoppelt wird, kénnen im positiven lo-
nisationsmodus neben den APEO auch AEO anhand Threr Tonen [M + Na]™ identifiziert
werden, wihrend im negativen Ionisationsmodus fiir Alkylphenole pseudomolekulare [M -
H]~-Tonen charakteristisch sind [68127,330]. Nach entsprechender Extraktion wurden fiir
Abwisser (SPE) und Kldrschlimme (Soxhlet-Extraktion) Nachweisgrenzen von 0,1 pg-1~!

! erreicht [68]. Auch wenn in der Abwesenheit von Elektrolyten Natriu-

bzw. 10ng - g~
maddukte iiberwiegen, empfehlen einige Arbeitsgruppen die Ergénzung der Probenextrak-
te mit Natriumionen, um eine unzureichende Ionisationseffizienz zu vermeiden [127,330].
Es empfiehlt sich der Zusatz von Natriumacetat sowohl fiir die NPLC mit dem Losemit-
telsystem Toluol / Methanol / Wasser [330] als auch fiir die RPLC mit mobilen Phasen aus
Methanol / Wasser [127], um eine Signalunterdriickung der geringer konzentrierten APEO-
Spezies zu verhindern. Um die Empfindlichkeit des ESI-MS zu erhéhen, kann daher auch
dem Eluentstrom nach der Trennsidule Natriumacetat zudosiert werden [330]. Insgesamt
kann analog zu den AEO fiir die APEO ein Ansteigen der Signalstéirke fiir [M + Na]*-
Tonen mit steigendem Ethoxylierungsgrad bis ca. ngo =6 beobachtet werden [83,[127].
Die GFC ist ebenfalls zur Kopplung mit ESI-MS geeignet [128,371]. In einer Anwen-
dung war der mobilen Phase (Gradient aus Acetonitril und Wasser) Ammoniumacetat
zugesetzt worden, so dass alle NP(EO),-Ethoxymere mit ngo=2 bis ngo =6 anhand
ihres [M + NHy]"-Ions detektiert werden konnten [371]. Die Nachweisgrenzen lagen zwi-
schen 160ng - I! fiir NP(EO)4 und 240 ng - I! fiir NP(EO),. Die Detektion von APEO

im positiven Ionisationsmodus anhand ihrer Ammoniumadduktionen wurde auch bei der
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RPLC-ESI-MS von OPEO und NPEO [239], APEO und AEO [7§] und der RPLC-ESI-MS
oder RPLC-ESI-MS-MS von NPEO, NP und NPEC [178,|194}/195] sowie NPEO, AEO und
LAS [237] durchgefiihrt. NPEC oder Nonylphenol [177,194,195] sowie LAS [237] wurden

hier im negativen Ionisationsmodus anhand der [M - H| -Tonen detektiert.

Wird eine APCI-Quelle im positiven lonisationsmodus verwendet, offenbart ein typi-
sches Spektrum eines polydispersen APEO ein charakteristisches Muster, dass aus einer
Serie von Peaks mit gleichem Abstand besteht. Die Hauptserie besteht aus den [M + H]*-
Tonen, die zweite fiir z. B. NPEO aus [M-CgH;jg]"-Tonen und die dritte aus den Adduk-
tionen [M + NHy]*™ [292]. Es konnen zusitzlich noch eine Reihe weiterer Adduktionen wie
etwa [M+ Na|t und [M + K] gebildet werden. Das Auftreten von [M+ (HyO),, + H]*-
Clustern ist ebenso moglich. Ebenso kénnen intensive [M 4+ HoO]™-Ionen charakteristisch
sein [290]. Dies bedeutet fiir die APCI, dass die bei der positiven lonisation von APEO-
Molekiilen gebildeten Ionen sich zwischen einer Reihe unterschiedlicher Addukt-Ionen
verteilen, deren auftretenden Mengen in Abhéngigkeit von der Konzentration an NH, ™,
Na® und KT sehr unterschiedlich sein kénnen. Scullion et al. [325] folgerten aus ihren
APCI-MS-Spektren, dass neben den dominierenden [M + Na]*-Tonen und den schwiche-
ren [M + H|"-Tonen auch die Natrium-Adduktionen [M+ 2Na|* und [M+ 3 Na]* gebil-
det werden. Bei der Kopplung eines RPLC-Systems mit einem MS-Detektor iiber ein
APCl-Interface kann die mobile Phase, die in der Regel aus Wasser, Acetonitril oder
Methanol zusammengesetzt ist, mit Essigsdure angesauert werden [56,57,/59,290]. Die da-
durch bevorzugt gebildeten [M + H]*-Ionen, die fiir NPEO ein relatives Molekulargewicht
von 220+ ngo - 44 aufweisen, konnen zur Identifikation und Quantifikation genutzt wer-
den. Bei der chemischen Ionisation mittels APCI kann auch der mobilen Phase nach der
Trennséule eine wésserige Ammoniumacetatlosung zudosiert werden, um die Bildung von
[M + NHy]* zu begiinstigen [39,237]. Die Vorteile einer MS-MS-Detektion bei Verwendung
eines APCI-Interfaces wurden ebenfalls genutzt [39,237]. Bester et al. [39] haben bei der
Bestimmung von NPEO und LAS nach SPE von 41 Meerwasser mittels RPLC-APCI-MS-
MS Nachweisgrenzen von 10ng-1~! fiir NPEO und 5ng-1~! fiir LAS erreicht. Die relativen
Standardabweichungen lagen bei 6 % sowie 3 %. Fiir die RPLC-APCI-MS wurden dagegen
bei der Analyse von Klédrschlammen fiir NPEO und AEO lediglich Nachweisgrenzen von
65 g - kg~ bis 90 ug - kgt erreicht [290].

Der Vergleich der Nachweisgrenzen fiir verschiedene Analyten zeigt deutlich, dass ESI
gegeniiber APCI eine bessere Empfindlichkeit und Spezifizitdt fiir einen weiten Bereich
unterschiedlicher Ethoxymere aufweist [298]. Es lie sich feststellen, dass Monoethoxyla-
te nicht detektiert werden konnen, wenn APCI angewendet wird, wihrend Diethoxylate
nur bei Konzentrationen nachgewiesen werden konnen, die oberhalb der fiir Umwelt- und

Abwasserproben typischen Konzentrationen liegen. Fiir die APCI-MS nimmt der Detek-
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torresponse dramatisch von NP(EO), nach NP(EO); ab [290]. Nachweisgrenzen bei der
RPLC-ESI-MS koénnen fiir APEO mit ngo =1 bis ngo =3 bei geeigneter Probenextrak-

tion wisseriger Proben <0,4ng -1~ sein [127].

Ein auflerordentlich leistungsstarkes Instrument, dass sehr hilfreich sein kann bei der
Aufklarung von Prozessen, die bei der APEO-Metabolisierung ablaufen, ist die Tandem-
massenspektrometrie (MS-MS). Mit Hilfe der MS-MS ist eine Strukturaufklirung un-
bekannter Metaboliten und Biointermediate moglich, wie sie beispielsweise wahrend der
Abwasserbehandlung [237,324], beim Chloren wihrend der Trinkwasseraufbereitung [297],
bei der Oxidation von NPEO durch Zytochrom-P450-Enzymen [177] oder beim aeroben
Abbau von NPEO in StiBwasser [194] auftreten. Ferner ist die MS-MS-Detektion sehr
nachweisstark. Bei der Analyse von Oberflachenwéssern und Trinkwasser konnten mittels
ESI-MS-MS Nachweisgrenzen fiir die Oligomere NP(EQ); bis NP(EO);7 von 10ng - [~}
bis 50ng - [~ erreicht werden [178]. Die Identifikation von Verbindungen wird unter Ver-
wendung eines MS-MS-Detektors erheblich erleichtert, da charakteristische Mutter- und
Tochterionen durch Kollision mit einem Gas wie Argon erzeugt und getrennt voneinander

mit Hilfe des zweiten MS-Detektors analysiert werden kénnen [237,297].

Eines der Hauptprobleme bei der Analyse von APEO mittels ESI-MS ist die Unter-
driickung der Analytsignale in Umwelt- und Abwasserproben [83}|127},292,|298]330]. Sol-
che Proben enthalten normalerweise hohe Konzentrationen weiterer Verbindungen. Diese
Matrixkomponenten konkurrieren mit den Analytionen um den Zugang zur Trépfcheno-
berfliche beim Ubergang in die Gasphase, was zu einer Reduzierung des relativen Anteils
am Gesamtionenstrom fiithrt. Dieser Matrixeffekt kann — wenn auch nicht vollstéindig —

reduziert werden durch eine sorgfiltiges Clean-up der Proben und eine LC-Trennung.

Auch MS-Detektion von APEO mittels Ionisierung durch Atombeschuss (FAB) ist mog-
lich [198]. Fiir die Kopplung mit der HPLC ist ein spezielles Interface notwendig. Es
besteht zum einen aus einer Einheit, mit der nach der Trennsiule der Eluent mit der
Matrixlosung, z. B. einer 1%-igen methanolischen Glycerinlosung, vermischt wird [198].
Der zweite Teil ist das Target, das aus einer Fritte besteht und auf dem sich der mit
der Matrixlésung vermischte Eluent ausbreitet und zur Ionisation z. B. mit schnellen
Xenonatomen beschossen wird [198]. Fiir OPEO werden bei der FAB-MS sowohl quasi-
molekulare Ionen [M+ H|T als auch charakteristische Fragmentionen beobachtet [19§].
Ein typisches Fragmention fiir OPEO ist [M-CsH;1|", das durch Abspaltung eines Pen-
tylradikals entsteht [198]. Auch Fragmentierung der Polyoxyethylenkette findet statt, was
an dem Auftreten der Ionen [(EO)s+H|T (m/289) und [(EO)s; +H]™ (m/z133) zu be-
obachten ist |198]. Das Transportband-Interface war das erste LC-MS-Interface, dass bei
der Analyse von APEO zum Einsatz kam. Levsen et al. [235] haben dieses Interface zur

Kopplung mit der NPLC genutzt, um die Oligomerenverteilung in dem polydispersen
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OPEO Triton X-100, dem polydispersen NPEO Arkopal N 060 und dem polydispersen
Cetylethoxylat Brij 56 zu untersuchen und deren biologischen Abbau in Wasser zu ver-
folgen. Dabei wurde sowohl ElektronenstoBionisation (EI) als auch chemische Tonisation
(CI) mit Isobutan als Reaktandgas durchgefiihrt. CI-Massenspektren werden von proto-
nierten Molekiilionen [M + H]* dominiert [235]. Zusétzlich werden héufig Fragmentionen
fiir die Ethoxymere mit bis zu 6 Oxyethyleneinheiten beobachtet, die durch den Verlust
von Nonen bei NPEO bzw. Octen bei OPEO charakterisiert sind. Fiir hohere Oligomere
spielen solche Fragmentierungen keine Rolle. Hier werden stattdessen Fragmentionen mit
m/z 291 fir NPEO und m/2 277 fir OPEO beobachtet, also CoH19—CgH4~OCH,CHy—
OCH,CH," bzw. CgH;7—Cs¢H,~OCH,CH,~OCH,CH,". Im EI-Massenspektrum ist das
Molekiilion Mt deutlich zu sehen. Das Spektrum von NPEO zeigt aufgrund des Ver-
lustes eines Hexylradikals ein intensives Fragmention [M-CgHi3]" [235]. Es zeigt weiter
Fragmentionen, die auf Abspaltung unterschiedlicher Alkylradikale zuriickzufiihren sind.
Ebenfalls charakteristisch ist das Ion [(CHyCH,0)s + H| T, das durch Spaltung der Poly-
oxyethylengruppe gebildet wird.

3.2.4.3 Weiter Detektoren

Detektoren, die nicht analytspezifisch sind, wie z. B. der refraktometrische Detektor (RID)
oder der Verdampfungs-Streulichtdetektor (ELSD) spielen zur Detektion von APEO na-

hezu keine Rolle.

Der RID ist zum einen nicht sehr empfindlich und zum anderen fiir die Gradienteneluti-
on aufgrund des Basisliniendrifts ungeeignet. Ein RID konnte dennoch bei der Bestimmung
der Oligomerenverteilung von NPEO mittels SEC verwendet werden, da isokratische Elu-
tion mit THF durchgefiihrt wurde und nur reine THF-Loésungen von 2mg - ¢~ ! analysiert
wurden [410].

Der ELSD ist demgegeniiber wesentlich empfindlicher und fiir die Gradientenelution ge-
eignet, hat jedoch die Nachteile, dass er eine starke Nichtlinearitét des Detektorresponses
aufweist und nichtfliichtige Verbindungen in der Matrix zu Stérungen fithren kénnen [202].
Daher werden fiir den ELSD Kalibrierfunktionen zweiten Grades benutzt [69]. Der Ein-
satz des ELSD bietet sich an, wenn neben APEO auch Tenside ohne Chromophore, wie
etwa AEQO, bestimmt werden sollen [69,[117,274]. Dann kann auf eine Derivatisierung der
AEQ verzichtet werden. Von einigen Anwendungen des ELSD zur Bestimmung von APEO
wurde berichtet [18/202]. Fiir die Gradientenelution mit Acetonitril / Wasser-Systemen auf
Kieselgelphasen lagen die Nachweisgrenzen im hohen pg - [~!-Bereich, was der Empfind-
lichkeit einer UV-Detektion entsprach [202)].
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3.3 (Gaschromatographie von Alkylphenolethoxylaten

Die Bestimmung von APEO mit gaschromatographischen Methoden hat eine Beschréan-
kung dadurch, dass mit ansteigendem Ethoxylierungsgrad ein starkes Absinken der Fliich-
tigkeit verbundenen ist. Wenn keine Derivatisierung durchgefiihrt wird, bleibt die Gaschro-
matographie (GC) in der Regel auf APEO mit bis zu 5 oder 6 Oxyethyleneinheiten li-
mitiert [228,]391]. Da aber gerade in Umweltproben die aeroben und anaeroben APEO-
Abbauprodukte, also Metaboliten wie AP(EO); und AP(EO)y, APEC oder NP und OP,
von groflem Interesse sind, ist die GC, vor allem aber die GC-MS, aufgrund ihres ho-
hen Auflésungsvermogens ein sehr verbreitetes Instrument zur Analyse von Proben aus
der aquatischen Umwelt. Mit ihr ist beispielsweise eine Identifikation unterschiedlicher

Nonylphenolisomere moglich, was die Fliissigkeitschromatographie nicht gestattet.

3.3.1 Gaschromatographie ohne Derivatisierung

Beschrankt sich eine Analyse auf die niederen APEO-Oligomere, konnen solche GC-
MS-Systeme eingesetzt werden, die sich fiir den Routinebetrieb bewihrt haben, ohne
dass eine Derivatisierung der APEO notwendig ist. Diese sind héufig mit Quadrupol-
Massenspektrometern ausgestattet und arbeiten typischerweise mit Elektronenstofiionisa-
tion (EI) im positiven Modus bei Elektronenenergien von 70eV. In der Regel wird die
chromatographische Trennung mittels Fused-Silica-Kapillarsdulen mit stationdren Pha-
sen geringer Polaritidt und Helium als Tragergas durchgefiihrt. Solche Saulen enthalten
iiblicherweise als stationdre Phasen Methylpolysiloxane, die einen Phenylanteil von bis
zu 5% und einen Vinylanteil von bis zu 1% aufweisen kénnen. Als sehr verbreitete Bei-
spiele lassen sich DB-5, OV-1 und SE-54 nennen [228]. Ubliche Séulendimensionen sind
30mx0,25mm1.D. bei einer Filmdicke von 0,25 pm. Findet keine Derivatisierung der
Analyten statt, ist neben dem MS auch der Flammenionisationsdetektor (FID) zur Be-
stimmung von APEO und Alkylphenolen geeignet. GC-FID liefert zwar geringere struk-
turelle Informationen, hat jedoch den Vorteil, dass das Signal des FID nidherungsweise nur
von der Anzahl der Kohlenstoffatome abhéngt. Das bedeutet, dass mit nahezu identischen
Responsefaktoren fiir verschiedenen Isomere eine quantitative Ermittlung der Isomeren-
verteilung von NPEO und Nonylphenol in den untersuchten Proben und den verwendeten
Standards moglich ist. Solche oder &hnliche System wurden zahlreich eingesetzt, vor allem
zur Bestimmung der Alkylphenole, den wichtigsten APEO-Metaboliten, in Umweltpro-
ben, Abwasserproben und Proben aus Kldranlagen. Ohne eine vorherige Derivatisierung
der Analyten durchzufiihren, dienten sie nach geeigneter Probenvorbereitung zur Analyse
von niederen NPEO und OPEQO, von NP und OP sowie weiteren APEO-Metaboliten in
Meer- oder Siifiwasserproben [3|/42,14188,1306,1353], in geklarten oder ungekliarten Ab-
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wéssern [3,|161}242,[304)324,|353},360], in Fluss- oder Meeressedimenten [94}/161},1242], in
Klédrschlammen [225], in Geweben von Weichtieren oder Fischen [130}/153],200,242}345],
in Luft- bzw. Aerosolproben [88] und bei der Aufkldrung von photokatalytischen Zerset-
zungsprodukten von NPEO [336].

Eine Bestimmung von APEO mit bis zu 9 Oxyethyleneinheiten ist mittels GC-EI-MS
z. B. unter Verwendung einer DB-5-Sdule (30mx0,32mm1.D.; 0,25 um Filmdicke) mog-
lich, wenn Temperaturprogramme mit Sdulentemperaturen bis zu 320°C durchgefiihrt
werden [94]. Aufgrund der abnehmenden Fliichtigkeit der hoheren APEO-Ethoxymere
sinkt jedoch die Signalintensitdt mit steigendem Ethoxylierungsgrad ab. Hinzu kommt
ein deutlicher Basisliniendrift im Chromatogramm des Totalionenstroms (TIC). Im Mas-
senspektrum von APEO koénnen bei der positiven EI die Molekiilionen M sowohl be-
obachtet als auch nicht beobachtet werden, meistens sind sie von geringer Intensitét
[320]. Da die Benzylspaltung bei héheren 2- und 4-Alkylphenolen aber auch bei APEO
tiberwiegt, werden intensive Fragmentionen *C(CHjz)s—CgHy—(OCH,CHy),,OH beobach-
tet, die durch Abspaltung eines Pentyl- oder Hexylradikals gebildet werden [94}320]. Fiir
OPEO und OP sind das [M-71]*-Ionen, bei NPEO und NP [M-71]"- und [M-85]*-
Tonen [94,|111}|]112}320]. Weitere Ionen korrespondieren entweder mit der Fragmentierung
der Alkylgruppe oder mit der Fragmentierung der Polyoxyethylenkette [94)320]. Das EI-
Massenspektrum ist daher auch vom Auftreten des [CHoyCH,OH]™-Ions (m/z 45) domi-
niert [94]. Das wiederkehrende Masseninkrement von 44 entspricht dem Unterschied von

einer Oxyethyleneinheit zwischen verschiedenen Oligomeren in Mischungen [94}/111],/112].

Neben EI kann auch chemische Ionisation (CI) von APEO bei der MS-Detektion ein-
gesetzt werden. Ding und Tzing [111] haben CI neben EI verwendet, um mittels Ton-
Trap-GC-MS Nonylphenol, NPEO mit ngo=1 bis ngo =3 und deren carboxylierten
bzw. dicarboxylierten Metaboliten in Fluss- und Abwasser zu bestimmen. Die carboxy-
lierten Spezies wurden zunéchst in die Propylester iiberfiithrt, wihrend NPEO und NP
nicht derivatisiert wurden. Es konnen zusétzlich auch LAS und deren Degradierungs-
produkte untersucht werden, wenn diese in die Trifluoressigsdureester iiberfiihrt wer-
den [112]. CI-MS wurde mit den Reaktanden Methan und Aceton im Selected-Ejection-
Chemical-Tonization-Modus durchgefiihrt, als auch Untersuchungen im CI-MS-MS-Modus
gemacht wurden [111},[112]. Zur Quantifizierung und Identifizierung von NPEO und NP
mittels EI-MS dienten die Ionen [M-71]" und [M-85]*, wihrend bei der CI-MS die
quasimolekularen Ionen [M+ H]* genutzt wurden [112]. Insgesamt bietet der zusétzli-
che Einsatz der CI-MS und CI-MS-MS neben der EI-MS vor allem bei der Identifizie-
rung von NPEO-Metaboliten, die durch Carboxylierung der EO-Kette oder der Alkyl-
kette gebildet wurden, deutliche Vorteile [109,/111},112]. Quantifizierung erfolgt bevorzugt

unter Single-Ion-Monitoring oder Multiple-Ion-Detection bei Verwendung von internen
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Standards, die vor (Methodenstandard) oder nach (Instrumentstandard) der Extrakti-
on der Probe zugefiigt werden. Als Instrumentstandards wurden beispielsweise 2,4,6-
Trimethylphenol [3,|355], 2,4,6-Tribromphenol [242], Chrysen-d12 [111], Naphthalin-d8
und 1-Phenyldodecan [88] verwendet. Als Methodenstandards dienten 4-Butylphenol [41],
4-n-Heptylphenol [88] und 4-n-NP. Isotopenmarkiertes NP wurde ebenfalls als inter-
ner Standard verwendet [304]. Die Verwendung von Large-Volume-Injection-Systemen
erlaubt eine Erhohung der Empfindlichkeit, da grofiere Probenvolumen injiziert werden
konnen [111]. Hochtemperatur-GC ermdoglicht auch die Analyse hoherer APEO-Oligomere.
Hierzu werden spezielle Hochtemperaturkapillarsdulen verwendet, die mit speziell stabili-
sierten, gebundenen Polysiloxanfilmen belegt sind und eine Sdulenofentemperatur bis zu
400 °C erlauben [391]. Nachteilig kann jedoch die Zersetzung der hohermolekularen APEO
sein. Mit Hilfe der Hochtemperatur-GC unter Verwendung eines FID wurden beispiels-
weise OPEO mit o = 10 [238] und NPEO mit figo = 6 [49] mit Temperaturprogrammen
bis zu 400 °C analysiert.

3.3.2 Gaschromatographie mit Derivatisierung

Die Derivatisierung dient dazu, die Fliichtigkeit der APEO zu erhéhen. Dabei sollen die
Molekiile intakt bleiben. Dies geschieht in der Regel durch Reaktion der polaren Hydroxy-
Gruppe zu den Ethern oder zu den Estern. Silylierung stellt hierbei eine weit verbreitete
Methode dar. Auch Hochtemperatur-GC derivatisierter APEOQ ist {iblich, um Ethoxymere

mit hoherem Molekulargewicht bestimmen zu koénnen.

Bei der Bestimmung von NP(EO); in Abwéssern und Flusswéssern sowie Sedimenten
und Muschelgeweben wurden durch Reaktion mit N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(BSTFA) die Trimethylsilylether dargestellt [185]. Die Trennung von NPEO mit bis zu
ngo = 16 als Trimethylsilylether nach Derivatisierung mit BSTFA ist mit Temperaturpro-
grammen bis zu 390 °C moglich [192,16]. Auf diese Weise wurde mit einer kurzen Kapillar-
séule von 6 m die NPEO-Oligomerenverteilung in Prozess- und Abwiéssern aus der Wollbe-
handlung bestimmt [192]. Derivatisierung mit BSTFA zu den Trimethylsilyl-Ether wurde
noch in weiteren Anwendungen genutzt [354]. Ebenfalls Trimethylsilyl-Ether kénnen er-
halten werden durch Derivatisierung mit N, O-Bis(trimethylsilyl)acetamid [191},365,1366].
Auch Derivatisierung mit Trimethylchlorsilan und Hexamethyldisilazan ist moglich [241],
313]. Mit Temperaturprogrammen bis zu 400 °C wurden z. B. entsprechend derivatisierte
OPEO mit bis zu 10 Oxyethyleneinheiten auf OV-1 aufgetrennt [313]. Da mehr strukturel-
le Informationen erhalten werden kénnen und da eine gréflere Empfindlichkeit erreichbar
ist, wird haufig mit EI-MS detektiert. Die Trimethylsilyl-Ether der APEO zeigen bei der
EI-MS analoge Fragmentierungen wie die underivatisierten Verbindungen [320]. Sehr hiu-

fig wird auch ein FID verwendet. Dieser Detektor dient aufgrund seiner Eigenschaft, fiir
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verschiedene Isomere nahezu identische Responsefaktoren aufzuweisen, iiberwiegend da-
zu, die Isomerenverteilung von NPEO und Nonylphenol quantitativ zu ermitteln. Auch
die Ermittlung der Oligomerenverteilung von NPEO mittels FID mit dem sogenannten
,Effective Carbon Number Concept” ist moglich [191,[192].

APEO lassen sich auch als Methylderivate mittels GC-MS analysieren. Diaz et al. [91]
haben mittels Headspace-SPME-GC-MS NP, NP(EO);, NP(EO), und NPEC nach ei-
ner In-Probe-Derivatisierung mit Dimethylsulfat / NaOH in Fluss- und Leitungswasser
bestimmt. Dabei wurden NPEO in ihre Methylether und NPEC in ihre Methylester iiber-
fiihrt. Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der internen Standards 4-n-NP, 4-n-NP(EO);
und 4-n-Nonyloxybenzoesiure bei Nachweisgrenzen von 0,02 ug - [=1 fiir NP, 0,2 pug - 171
bis 0,4 pug - 1=t fiir NPEO und 0,3 g - 17! bis 1,5 ug - [7! fiir NPEC.

Cathum und Sabik [60] haben APEO mit ngo =1 bis ngo =16 zusammen mit den
Abbauprodukten NP, OP und APEC in Oberflichenwéssern, Abwéssern und Muscheln
mittels GC-MS bestimmt. Nach der Extraktion der Analyten wurden diese mit Pentafluor-
benzylbromid derivatisiert und im Anschluff an ein chromatographisches Clean-up mit
Hilfe der GC-MS analysiert. Die Methodennachweisgrenzen betrugen 1ng - (=1 fiir die
untersuchten Wasserproben und 3ng - ¢~ ! fiir die Muschelproben. Als interner Standard
diente Chrysen-d12. Die MS-Detektion von Pentafluorbenzylderivaten ist nicht nur mit
positiver EI moglich, sondern auch mit negativer CI mit Methan als Reaktandgas [64,394].
Zusétzlich ist eine empfindliche und selektive Detektion auch mit einem Elektronenein-
fangdetektor moglich [64,394]. Absolute Nachweisgrenzen wurden am Beispiel von NP
ermittelt und betrugen fiir diesen Detektor 20 pg im Vergleich zu 10 pg fiir EI-MS bzw.
2 pg fir negative CI-MS [64].

Nach Extraktion und HPLC-Clean-up diente auch Heptafluorbutansdureanhydrid zur
Derivatisierung von APEQ, die neben Alkylphenol und Bisphenol A in Flusswasser, Meer-

wasser und Sedimenten mittels GC-MS bestimmt wurden [165].

3.4 TUberkritische Fluidchromatographie von Alkyl-
phenolethoxylaten

Fiir die APEO-Trennung mittels iiberkritische Fluidchromatographie wurden sowohl ge-
packte als auch Kapillarsdulen verwendet. Fiir Kapillarsdulen sind Biphenyl / Methylpoly-
siloxane [150,/176/196,396[397] iiblich, fiir gepackte Sdulen C18- [150,268/370], Cyano- [97]
oder PS /DVB-Phasen [147]. Die Trennung der APEO erfolgt gemé8 der Lénge der Po-
lyoxyethylenkette, wobei bei Kapillarsdulen fiir NPEO Feinstrukturen der Peaks sowohl

in Abhéngigkeit von der o- und p-Substitution am Phenylring als auch von der isomeren
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Form des Nonylrestes zu beobachten sind [176/396]. Sowohl mit UV-Detektoren als auch
FID werden gute Resultate erreicht. In der Regel findet isotherme Elution mit iiberkriti-
schem Kohlenstoffdioxid unter Verwendung von Druckprogrammen bei 100 °C bis 150 °C
statt.

Sandra und David [313] haben beispielsweise OPEO mit bis zu 10 Oxyethyleneinheiten
mit einer SE-54-Kapillarsdule und einem FID bestimmt. Eine Modifikation der CO5-Phase
mit Methanol oder 2-Propanol [150] wurde ebenso durchgefiihrt wie Gradientenelution

mit COq / Acetonitril |[147]. Es wurden auch COa-freie mobile Phasen verwendet, wie z. B.
Methanol [370] und Ethanol / n-Hexan 1:1 (v/v) [268].

Ferner wurde auch die Kombination gepackter Sdulen mit unterschiedlichen stationéren
Phasen getestet [170]. Hierbei zeigte sich, dass die Kombination einer Diol- mit einer
Cyanoséaule optimale Ergebnisse liefert. Die Verwendung von gepackten Saulen bietet den
Vorteil gegeniiber von Kapillarsdulen, dass groflere Probenmengen injiziert werden kon-
nen und dass eluierte Fraktionen gesammelt werden koénnen [170]. Gegeniiber der HPLC

werden bei gleicher Trennleistung wesentlich kiirzere Retentionszeiten erreicht [170].

Der Einsatz von MS-Detektoren kann eine unvollstdndige Trennung ausgleichen. Bei-
spielsweise wurde bei der Analyse eines NPEO-Tensids mit einem UV-Detektor ledig-
lich eine Auflésung geméfl der Ethoxylatkettenldnge beobachtet, wihrend mit Hilfe eines
MS-Detektors deutlich wurde, dass jeder Peak auch Verunreinigungen von Heptylphenol-

ethoxylaten mit derselben Ethoxymerenverteilung enthielt [268].

3.5 Kapillarelektrophorese von Alkylphenolethoxy-

laten

Neutrale nicht-ionische Tenside wie APEO besitzen keine elektrophoretische Mobilitét.
Mittels Kapillargelelektrophorese kénnen APEO auf Fused-Silica-Kapillarsaulen (75 pm x
50 em), die mit Polyacrylamidgelen beschichtet sind, in ihre Ethoxymere getrennt werden,
wenn sie zuvor durch Derivatisierung in anionische Spezies tiberfithrt wurden [31,395]. In
diesem Fall findet UV-Detektion bei z.B. 275nm an der Anode statt und die Oligo-
mere erreichen mit steigendem Molekulargewicht den Detektor spéter [395]. Fiir APEO
mit sehr hohem Molekulargewicht kénnen die Elutionszeiten sehr lang werden, wenn mit
Phthalsdureanhydrid derivatisiert wird, da pro Molekiil eine anionische Gruppe eingefiihrt
wird [395]. Bessere Ergebnisse fiir hohere Oligomere lassen sich erzielen, wenn mit Benzol-
1,2,4-tricarbonsdureanhydrid derivatisiert wird, da zwei anionische Gruppen pro Molekiil
eingefithrt werden und somit eine schnellere Migration erreicht wird [31]. Eine Trennung

zwischen APEO und Polyethylenglykolen ist méglich, da mit jedem Derivatisierungsmittel
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fiir die Polyethylenglykole doppelt so viele anionische Gruppen eingefiihrt werden, so dass
diese vor den APEO eluiert werden [31].

Mit Hilfe der Kapillarzonenelektrophorese kénnen mit Fused-Silica-Kapillarsiulen (50—
75 pmx 5060 cm) gute Trennleistungen fiir APEO ohne Derivatisierung erreicht werden,
wenn Phosphat- oder Boratpuffer, die Natriumdodecylsulfat und einen hohen Anteil or-
ganischer Losemittel (ca. 40 % Acetonitril) enthalten, verwendet werden [50,/166,167,393].
Dann findet UV-Detektion an der Kathode statt und die Retentionszeiten der Ethoxy-
mere verkiirzen sich mit steigendem Ethoxylierungsgrad. Um eine bessere Auflésung der
hoheren Ethoxymere zu erreichen, kann der Acetonitrilgehalt im Puffer bis auf 20 % ab-
gesenkt werden [166,|167]. OPEO werden nicht so stark zuriickgehalten wie NPEO, da
sie weniger hydrophob sind als diese und daher weniger stark mit Natriumdodecylsulfat

wechselwirken [167].

Waéhrend bei der Kapillargelelektrophorese und der Kapillarzonenelektrophorese eine
Mizellbildung negativen Einflufl auf die Elektropherogramme hat und daher unterbunden
wird, wird die Neigung der APEO zur Mizellbildung bei der mizellaren elektrokineti-
schen Kapillarchromatographie genutzt. Es wurden zur Trennung von APEO auf Fused-
Silica-Kapillarsdulen (50 um x48,5cm) verschiedene Boratpuffer und Mizellsysteme ein-
gesetzt |169]. Die Wirkung von verschiedenen Salzen der Gallensduren, von Natriumdode-
cylsulfat und von organischen Losemitteln wurden néher untersucht. Maximale Auflésung
von APEO wurde mit 80mmol - [=! Borat (pH8,5), 50 mmol - [=' Natriumdeoxycholat
und 10 % 1-Propanol oder Acetonitril erreicht. Mittels UV-Detektion bei 200 nm wurden
Nachweisgrenzen fiir den NPEO-Gesamtgehalt von 28 g - ml~! bei der Bestimmung von

APEOQO in Reinigungsprodukten erreicht.

3.6 Massenspektrometrie von Alkylphenolethoxy-

laten

Neben der breits in Abs.[3.2] und in Abs.[3.3] erwidhnten Kopplung der Massenspektro-
metrie mit chromatographischen Methoden bietet auch die Off-Line-Massenspektrometrie
die Moglichkeit der Charakterisierung von APEO, nachdem diese mit Hilfe einer geeigne-

ten Probenextraktion isoliert wurden.

Ein Verfahren zur Off-line-Analyse von APEO besteht in der matrixunterstiitzten Laser-
Desorption/lonisation-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-ToF-MS). Bei dieser Me-
thode wird die Probe zusammen mit einer im Wellenldngenbereich des Lasers absorbieren-
den Matrix auf ein Metalltarget gebracht und mit einem gepulsten UV-Laser beschossen.
Als Matrix fiir die Untersuchung verschiedener NPEO haben Ayorinde et al. [26,27,28]
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a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure verwendet. Die untersuchten NPEO umfassten dabei einen
sehr weiten Melekulargewichtsbereich. Es wurden Matrixlésungen von 1mg - ml~! a-
Cyano-4-hydroxyzimtsiure in Acetonitril / THF 7:1 (v/v) und Analytlésungen von 1mg -
ml~! des jeweiligen NPEO-Tensids in Acetonitril / THF 3:1 (v/v) verwendet. Nach dem
Mischen von 90 pl der Matrixlosung und 10 ul der Analytlosung oder einer Verdiinnung
derselben wurde durch Verdampfen des Losemittels auf dem Target auskristallisiert. Zur
Desorption und Ionisation wurde ein Stickstofflaser bei 337 nm verwendet. Im positiven
Ionisationsmodus zeigten die MALDI-ToF-Massenspektren von NPEO zwei homologe Rei-
hen von kationisierten Molekiilen, das Natriumaddukt [M + Na|* und das Kaliumaddukt
M+ K]*. Dabei iiberwiegt [M + Na|™ eindeutig. Diese Methode wurde zur Bestimmung
der Ethoxymerenverteilung und der mittleren Molekulargewichte einiger NPEO-Tenside
verwendet [28]. Instrumentelle Nachweisgrenzen fiir die untersuchten NPEO liegen in Ab-
hingigkeit vom Molekulargewicht der Ethoxylate im Bereich von 10 pg-I~! bis 4500 pg-1~1
[26].

Fiir die Analyse von NPEO-Tensiden mit geringem mittleren Ethoxylierungsgrad stellte
sich heraus, dass meso-Tetrakis(pentafluorphenyl)porphyrin als alternative Matrix geeig-
net ist [28]. Unter Verwendung von Natriumacetat als Dotierungsmittel werden ebenfalls
bevorzugt [M + Na]™-Tonen gebildet. Diese Matrix hat den Vorteil, dass sie im Gegensatz
zu a-Cyano-4-hydroxyzimtséure selber keine storenden Ionen im niedrigen Massebereich
von m/z 100 bis m/z 500 bildet.

Mit Hilfe der MALDI-MS wurde beispielsweise auch die Biodegradierung von OPEO
untersucht, bei der ein Abbau der Polyoxyethylengruppe und eine Oxidation zu OPEC
beobachtet werden konnte [316,317,318].

Auch die FAB-MS kann z. B. zur Analyse von NPEO und Alkoholethoxylaten in Was-
serproben nach geeigneter Extraktion genutzt werden. Ventura et al. [390,392] nutzten mit
NaCl gesattigtes Thioglycerol als Matrix bei der FAB, die mit einem 1,1-mA-Strahl aus
einer Cs*-Kanone durchgefiihrt wurde [392]. Auch der Beschuss mit Xe-Atomen mit einer
Energie von 8 keV fand Anwendung [390]. Polyethoxylierte Tenside wie APEO konnten
dabei leicht anhand ihrer [M 4 Na]*-Ionen nachgewiesen werden. Charakteristisch ist ein
dem Ethoxylierungsgrad entsprechendes Muster mit Differenzen zwischen den einzelnen
Tonen von 44 amu. Die primére Bildung von [M + Na]* anstelle von [M+ H]" lie sich
durch Zugabe von Salzen zur Matrix steigern [390,392]. Protonierung der Oligomere er-
gibt ansonsten Pseudomolekiilionen [NP(EO),, - m EO + H]™ mit m =0 bis m =ngo [363].
Analog zu den EI-Massenspektren kénnen fiir APEO auch bei FAB-Massenspektren Ionen
beobachtet werden, die durch Benzylspaltung gebildet werden [390)].

[onisation der APEO-Proben kann bei der MS auch mittels Felddesorption erfolgen.
Schneider und Levsen [321] untersuchten das NPEO-Tensid Arkopal N 060 mit Hilfe dieser



KAPITEL 3. METHODENUBERBLICK ZUR ANALYSE VON APEO 91

massenspektrometrischen Methode, indem sie mit Inden aktivierte Wolframdrahtemitter

verwendet haben.

Mit Hilfe der Flielinjektionsanalyse gekoppelt mit der MS konnten beispielsweise me-
thanolische Extrakte nach SPE der APEO aus behandelten und unbehandelten Abwés-
sern analysiert werden [237]. FlieBinjektion diente auch dazu, die Biodegradierung von
NPEO wihrend der Abwasserbehandlung massenspektrometrisch zu verfolgen [324]. Bei
der Kopplung der Fliefiinjektion mit der MS werden analoge Spektren wie bei der LC-MS
(s. Abs.[3.2.4.2)) erhalten, wenn ESI oder APCI als Ionenquellen dienen und mit den glei-
chen Losemittelsystemen gearbeitet wird [237]. Auch der Einsatz der FIA-Tandemmassen-
spektrometrie mit ESI und APCI wurde berichtet [237].

Die Verwendung einer speziellen Spritzenpumpe erlaubte bei einer Flussrate von 3 ul -
min~! den Transport kleinster Probenmengen von bis zu 100 u/ in ein ESI-MS [267]. Eine
Quantifizierung der NPEO-Ethoxymere wurde anhand der Kaliumadduktionen [M + K]|*
vorgenommen, nachdem die eingeengten Extrakte von Flusswasserproben mit Ammonium-
acetat- und Kaliumchloridlosungen versetzt wurden. Bei der ESI-MS-Analyse kann der
Zusatz von NaCl oder KCI zu den Proben gezielt zur Bildung entsprechender Adduktio-
nen genutzt werden [337]. Beim Einsatz der ESI-MS ohne vorherige LC-Trennung kommt
aufgrund des Ionensuppressionseffektes durch Umwelt- und Abwassermatrices dem Clean-

Up der Proben eine noch groflere Bedeutung zu.

APCI-MS im positiven Ionisationsmodus diente zur simultanen Bestimmung des Ethoxy-
lierungsgrades und der Kettenldnge der Alkylgruppe von APEO und Fettalkoholethoxyla-
ten [286]. Dabei konnten auch Polyglykolether als Kontaminaten identifiziert werden.

3.7 Weitere analytische Methoden

Spektroskopische und photometrische Methoden sind klassische Methoden, die vielfach in
der Analytik von APEO verwendet wurden. So haben beispielsweise Drugarin et al. [116]
mit Hilfe der UV-Spektroskopie und der Refraktometrie den Ethoxylierungsgrad von
NPEO ermittelt. Sie konnten zeigen, dass sowohl die Absorptivitdt a bei A, =227nm
als auch der Brechungsindex bei konstanter Temperatur mit dem mittleren Ethoxylie-
rungsgrad korrelieren. In beiden Féllen lieSen sich lineare Kalibrierfunktionen mit NPEO-
Standards mit bekanntem ngo ermitteln. Daher sind diese beiden Methoden zur Ermitt-
lung von mittleren Ethoxylierungsgraden fiir reine APEO-Tenside geeignet. Spektrosko-
pische Methoden dienten auch dazu, mit Hilfe der sogenannten Extinktionsabweichungs-
methode die kritische Micellbildungskonzentration von APEO zu bestimmen [411].

Die Infrarotspektroskopie wurde zur qualitativen Identifikation und Unterscheidung von

nichtionischen Tensiden angewandt. Um aussagekréftige Spektren zu erhalten, wurde bei
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Abbauversuchen von APEO in Waschmitteln zunéchst eine Trennung der unterschiedli-
chen organischen Komponenten mittels Diinnschichtchromatographie vorgenommen [168].
Charakteristische, sehr starke und breite Banden fiir EO-Addukte aufgrund der aliphati-
schen —~C-O—C—Valenzschwingung liegen im Bereich von 1100 cm ™! bis 1130 cm ™! [168].
Diese lassen eine Differenzierung zu AEO jedoch nicht zu. Dies gelingt jedoch anhand der
Geriistschwingungen des Aromaten, die von hohem diagnostischen Wert sind. Die Banden
bei 1610cm !, 1581 cm ™! und 1512 em ™! sind in ihrer Lage sehr konstant und praktisch
unabhéngig von der Kettenldnge der Oxyethylengruppe [168].

Es ist bereits lange bekannt, dass sich nichtionische Tenside, die Polyoxyethylengruppen
besitzen, mit Heteropolysduren der VI. Nebengruppe in Gegenwart von Erdalkaliionen
fallen lassen [86,(179,320]. Meistens findet Fallung als Bariumkomplex mit Phosphor-
molybdénséure, Phosphorwolframséure oder Silicowolframséure statt. Dabei ist die Phos-
phorwolframséure am besten geeignet [86,(179}320]. Solche Komplexe sind zur gravime-
trischen, colorimetrischen oder atomabsorptionsspektrometrischen Analyse beispielsweise
der Ethylacetatextrakte nach Ausblasen von Wasserproben mit Stickstoff geeignet. So
wurde z. B. nach dem Ausfiillen der nichtionischen Tenside mit Ca?" und Phosphorwolf-
ramséaure aus dem Ethylacetatextrakt von Wasser- und Abwasserproben der Niederschlag
in Aceton gelost und Calcium mittels Flammenatomabsorptionsspektrometrie nach Zu-
satz von SrCly bestimmt [157]. Solche Methoden haben jedoch den Nachteil, dass sie nicht
spezifisch fiir APEO sind, sondern nur zur Bestimmung von Summenparametern geeignet

sind, da keine Differenzierung zwischen verschiedenen EO-Addukten moglich ist.

Der in diesem Zusammenhang verbreitetste Summenparameter besteht in der Bestim-
mung der bismutaktiven Substanzen (BiAS). Dabei handelt es sich um normierte Ver-
fahren [99,412]. Nach DIN38409-H23-2 [99] werden die in der Wasserprobe enthalte-
nen nichtionischen Tenside (APEO und AEO mit ngo =5 bis ngpo =30) mit Stickstoff
in Ethylacetat ausgeblasen und mit modifiziertem Dragendorffschen Reagenz (KBil, +
BaCl + Eisessig) gefillt. Nach Filtrieren und Losen des Niederschlages wird das Bismut
potentiometrisch mittels Pyrrolidindithiocarbamatlosung bestimmt, das dem Gehalt an
nichtionischen Tensiden entspricht. Einen weiteren solchen Summenparameter stellt die
Bestimmung der cobaltthiocyanataktiven Substanzen (CTAS) dar. Nichtionische Tenside
reagieren mit (NHy)2[Co(SCN),] in wésseriger Losung zu einem wasserunloslichen, blauen
Komplex, der mit Dichlormethan extrahiert werden kann [417]. Eine Extinktionsmessung
der organischen Phase erfolgt beispielsweise bei 625 nm [417]. Sithole und Allen [340| ha-
ben bei der Untersuchung von Prozessproben der Zellstoff- und Papierherstellung NPEO
in Gegenwart von Phosphatpuffern mit Co(SCN)y komplexiert und den gebildeten Kom-
plex mit Dichlormethan extrahiert. Nach dem Trocknen iiber Nay,SO, wurde photome-

trisch bei 276 nm bestimmt. Auch eine Zweiphasentitration des Natriumkomplexes von
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NPEO mit Natriumtetrakis(4-fluorphenyl)borat erfolgte zur Bestimmung von NPEO in
Abwasser und Speisewasser [192] sowie in Proben aus Reinigungsbddern vor und nach
Ultrafiltration [69)].

Etherspaltung kann sowohl bei der Bestimmung des Gesamtoxyethylengehaltes als auch
bei der Analyse des Alkylphenolanteils genutzt werden. Dazu wird zunéchst die Ethoxylat-
kette der APEO durch Etherspaltung abgebaut und anschliefend werden die Spaltpro-
dukte analysiert. Der Gesamtoxyethylengehalt in EO-Addukten wie APEO kann iodo-
metrisch bestimmt werden, wenn mittels schwach siedender 57 %-iger lodwasserstoffsiure
bei 130°C die Etherbindungen der Ethoxylate unter Riickfluss gespalten werden [338].
Aus 1mol EO wird 1 mol Ethen und 1mol 15 gebildet. Das gebildete Iod kann mit Natri-
umthiosulfatlosung und Stérke als Indikator titriert werden. Luftsauerstoff wird vor der
Reaktion entfernt und wéhrend der Reaktion ausgeschlossen, indem mit COy oder Ny ge-
spiilt wird. Am Kiihler abgeschiedenes sowie auskristallisiertes Iod wird vor der Titration
durch Kaliumiodidlésung in Losung gebracht. Eine Modifikation dieser Methode bestehen
in der in-situ-Generierung von HI mittels Kaliumiodid und Phosphorséure [184]. Die Um-
setzung mit Kaliumiodid und Phosphorsaure in Abwesenheit von Wasser hat den Vorteil,
dass hohere Reaktionstemperaturen erreicht werden, was die Etherspaltung begiinstigt.
Es existieren standardisierte Verfahren zur iodometrischen Bestimmung des Oxyethylen-
gehaltes [19,|184]. Alternativ kann die Etherspaltung auch mit einem Gemisch 1:1 (v/v)
aus 45 %-iger Bromwasserstoffsiaure und Essigsidure durchgefithrt werden. Nach Extrak-
tion des gebildete 1,2-Dibromethan kann dessen Menge mittels GC-FID [197] oder GC-
ECD [342] bestimmt werden, um daraus den Oxyethylengehalt von z. B. NPEO zu ermit-
teln [197]. Espejo et al. [123] haben die Etherspaltung mittels lodwasserstoffsédure bei der
NPEO-Analyse dazu genutzt, die Nonylphenole aus extrahierten Abwasserproben freizu-
setzen. Der Zusatz von Natriumhypophosphit soll wéahrend der Reaktion die Iodierung
der Nonylphenole verhindern. Die Nonylphenole wurden mit n-Hexan aus der mit Was-
ser verdiinnten Reaktionsmischung extrahiert und mittels GC-MS bestimmt. Fiir OPEO
wurden mit dieser Methode nur sehr geringe Wiederfindungsraten erreicht, da teilweise
vollstdndige Eliminierung der tert-Octyl-Gruppe stattfand. El-Khateeb et al. [120] haben
nach der Spaltung von NPEO mit Todwasserstoffsdure das gebildete Nonylphenol isoliert
und spektrophotometrisch bei 236 nm detektiert.

Die Verwendung von ionenselektiven Elektroden zur potentiometrischen Titration oder
potentiometrischen Detektion bei der Bestimmung von APEO wurde mehrfach berichtet
22011259112601,264,265,266]. Ublicherweise werden Polymermembranelektroden aus ionisch
modifiziertem Polyvinylchlorid verwendet, die die Weichmacher o-Nitrophenyloctylether
oder o-Nitrophenylphenylether enthalten [264,265/266]. Es konnen auch Fliissigmembran-
elektoden verwendet werden [220}259,260]. Bei beiden Elektrodenarten dient als Ionophor



KAPITEL 3. METHODENUBERBLICK ZUR ANALYSE VON APEO 94

in der Regel das Tetraphenylboratsalz eines NPEO-Barium(II)komplexes [220} 259260,
264,265,,1266]. Bei der potentiometrischen Titration von NPEO kann in der Gegenwart
von Ba?"T mit Tetraphenylborat titriert werden [264]. Solche Polymermembranelektro-
den sind auch zur potentiometrischen Detektion von ethoxylierten, nichtionischen Ten-
siden mittels Fliefiinjektionsanalyse geeignet [265,[266]. Dabei konnte mit einer On-Line-
Anreicherung mittels SPE die Empfindlichkeit gesteigert werden, so dass Nachweisgrenzen
von 1 umol - 17! NP(EO);5 von 10-ml-Proben moglich waren [266].

Zur Bestimmung des Ethoxylierungsgrades von NPEO fand fiir reine Tenside auch die

Elementaranalyse ihre Anwendung [108].

Es wurden auch Methoden, die auf Immunoassays basieren und zum Screening von
Tensiden dienen, entwickelt. Dabei wurde auch die Etablierung von geeigneten Immuno-
assays zur Bestimmung von NPEO, OPEO, NP oder LAS vorangetrieben. Einen Uberblick
solcher Methoden geben Franek et al. |[137]. Beispielsweise wurde ein hochspezifisches en-
zymverkniipftes Immunosorbensassay ELISA speziell zur Bestimmung des OPEO-Tensids
Triton X entwickelt, dass sowohl selektiv auf die Octylkette als auch den mittleren Ethoxy-
lierungsgrad von ngpo = 9 bis nge 10 reagiert [403]. Es wurden auch vollstindig auto-
matisierte Immunoassaysysteme zum Nachweis von APEO entwickelt, die monoklonale
Antikorper verwenden, die chemisch gebunden sind an bakteriellen, magentischen Par-
tikeln [269]. Als weiteres Beispiel kann ein Off-Line-Kapillarimmunoassay fir AP und
APEO genannt werden, das auf einem Chinoprotein-Glucose-Dehydrogenase-Biosensor
basiert [311].



Kapitel 4

Problemstellung und Ziele der Arbeit

Wie aus den zahlreichen, zuvor dargestellten Beispielen hervorgeht, gehort die Gruppe
der Alkylphenolethoxylate zu den umweltrelevanten Chemikalien, die bisher sehr intensiv
untersucht wurden. Dabei ergaben sich aus den zahlreichen Untersuchungen und dabei
gewonnenen Erkenntnissen immer wieder neue Fragestellungen. Letztendlich resultierte
aus den veroffentlichen Untersuchungen zum Umweltverhalten dieser Tensidgruppe und
der damit hervorgerufenen Diskussion um die Umweltvertréiglichkeit der APEO die Richt-
linie 2003/53/EG des Européischen Parlaments und des Rates vom 18. Juni 2003 [125], in
der die Verwendung von NPEO und NP eingeschréinkt wird. In Europa diirfen daher seit
2003 Nonylphenolethoxylate und Nonylphenol nicht in Konzentrationen von 0,1 % (w/w)
oder mehr in Pestizid- und Biozidformulierungen enthalten sein [125]. Dieser Grenzwert
gilt auch fiir andere gewerbliche, industrielle oder héuslichen Zubereitungen. Ungeachtet
dieser Richtlinie gelten jedoch bestehende, vor deren Inkrafttreten erteilte nationale Ge-
nehmigungen fiir Pestizide oder Biozidprodukte, denen NPEO als Formulierungshilfsstoff

beigemischt ist, bis zu ihrem Auslaufen weiter.

Daraus ergab sich die Notwendigkeit, APEO in solchen Formulierungen nachweisen
und bestimmen zu konnen. Aus dieser Fragestellung ergab sich der Schwerpunkt dieser
Arbeit, der in der Entwicklung eines analytischen Verfahrens, das eine Quantifizierung
von APEO in Pflanzenschutzmitteln ermdglicht, bestand, da es bisher nur wenige verof-
fentlichte Ergebnisse gab, die sich mit der Fragestellung der Bestimmung von APEO in
Pestizidformulierungen im Speziellen [66,[323,364] oder mit der Bestimmung von APEO
in gewerblichen, industriellen oder héuslichen Zubereitungen im Allgemeinen beschéfti-
gen [22(67,69,(166,168,253[2511,257,313/398.414]. Wie bereits einleitend dargestellt wurde,
haben die meisten Arbeiten, die zum Thema APEO-Analytik publiziert wurden, eine Un-
tersuchung von Umweltproben zum Inhalt. Geht es bei solchen Untersuchungen meistens

um Spurenanalytik, bei der nachweisstarke analytische Verfahren von grofler Bedeutung
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sind, so stellt die Untersuchung von Pflanzenschutzmitteln (PSM) andere Anforderun-
gen an die analytischen Methoden. Inwieweit die zwar zahlreichen, aber primér fiir die
APEO-Bestimmung in Umweltproben entwickleten chromatographischen Methoden fiir
diese spezielle Fragestellung geeignet sind, war bisher wenig bekannt. Im Gegensatz zur
APEO-Analytik von Umweltproben, die wie erwéhnt meistens im Spurenbereich stattfin-
det, stellt die Untersuchung von PSM keine grofien Herausforderungen an die Nachweis-
starke der heute géngigen chromatographischen Methoden. Die Schwierigkeiten, die mit

einer Bestimmung von APEO in PSM verbunden sind, sind anderer Natur.

Die quantitative APEO-Bestimmung in Pestizidformulierungen ist ndmlich insofern eine
komplexe Aufgabenstellung, als dass zum einen die Ethoxymerenverteilung der als Formu-
lierungshilfsmittel verwendeten APEO als auch die Beschaffenheit der Matrix aufgrund
unterschiedlicher Formulierungsformen stark variieren kann. Je nach Formulierungstyp (s.
Abb.[2.5] S.[25)) kann die Ethoxymerenverteilung in den zur Formulierung der PSM einge-
setzten APEO-Produkten stark variieren [71,[72.|73]|74]/75]. Dieser Sachverhalt muss z. B.
bei der Auswahl geeigneter Extraktionsverfahren oder analytischer Trennmethoden Be-
riicksichtigung finden, da sich mit steigendem Ethoxylierungsgrad die physikochemischen
Eigenschaften der APEO deutlich verdndern. So nimmt beispielsweise mit steigendem
Ethoxylierungsgrad und damit einhergehendem steigendem HLB-Wert die Wasserloslich-
keit von wasserunloslich (NP(EO);) tiber wenig bis sehr gut wasserloslich (NP(EQO)q)
zu [214]. Im Fall der NPEO kommt noch hinzu, dass in Abhéngigkeit von dem bei der
Ethoxylierung eingesetzten technischen NP unterschiedliche Isomerenverteilungen der Al-
kylkette im NPEO-Produkt vorliegen kénnen, da sich technische NP signifikant in der
Isomerenverteilung unterscheiden kénnen [155,271]. Die sich daraus ergebenden Einfliis-
se auf die analytischen Verfahen, wie z.B. das Retentionsverhalten bei der RPLC (s.
Abb.[6.53] S.[211]) miissen ebenso Beriicksichtigung finden. Ferner hat die Uneinheitlich-
keit der Analyten und der zur Kalibration verwendeten APEO-Standards Konsequenzen
fiir die Kalibrierbarkeit der eingesetzten Methoden, so dass es einer geeigneten Kalibrier-

strategie bedarf.

Die grofle Bandbreite der moglichen Matrixbestandteile ist zum einen in den unter-
schiedlichen Formulierungstypen begriindet, hat zum anderen auch ihre Ursache in den
unterschiedlichen Wirkstoffen, auf die die Formulierung in ihren Eigenschaften, wie z. B.
dem Netzvermogen, dem Emulsionsverhalten oder dem Trocknungsverhalten nach der De-
position, abgestimmt ist. Als Konsequenz hieraus ergibt sich die hohe Anzahl von z.Z.
iiber 1000 in Deutschland zur Formulierung von PSM zugelassenen Beistoffen, von denen
iiber 500 Tenside sind und die von pflanzlichen Olen iiber Farb- und Geruchsstoffe bis
hin zu aromatenhaltigen Losemitteln reichen [51]. Dies stellt sehr hohe Anforderungen

an die Selektivitidt des analytischen Verfahrens, da fiir analytische Priifmethoden sowohl
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eine zweifelsfreie Identifikation der Analyten als auch eine moglichst wenig fehlerbehaftete

Quantifizierung notwendig ist.

Aus diesem Grund sind chromatographische Trennverfahren die Verfahren der Wahl.
Wegen der geringen Fliichtigkeit der APEO mit hoherem Ethoxylierungsgrad, die haupt-
séchlich zur Formulierung von PSM Verwendung finden, scheiden gaschromatographische
Verfahren zur Quantifizierung aus. Da fiir diese Arbeit kein LC-MS-System zur Verfii-
gung stand, ist die HPLC unter Verwendung von UV-Detektoren oder besser noch mittels
Fluoreszenzdetektion das Verfahren der Wahl, da es sehr gut fiir die Anlytik von APEO

geeignet ist.

Wegen der oben erwéhnten grofien Vielfalt der zu erwartenden Matrixbestandteile wur-
de bei der Durchfiihrung der Methodenentwicklung und —optimierung neben dem Er-
arbeiten einer universellen Kalibrierstrategie Hauptaugenmerk auf die Minimierung der
zu erwartenden Matrixeinfliisse gelegt. Dies 1a8t sich grundsetzlich auf zwei verschiedene
Weisen erreichen. Zum einen kann dies durch Abtrennen der Matrix von den Analyten
wéhrend der Probenvorbereitung geschehen, also durch geeignete Extraktionsverfahren.
Daher standen vor allem auch qualifizierte Probenvorbereitungsmethoden im Mittelpunkt
der Arbeit, die den unterschiedlichen Formulierungstypen und der damit stark variieren-
den Zusammensetzung der Probenmatrix Rechnung tragen. Zum anderen kénnen Matri-
xeinfliisse durch Erhohen der Selektivitdt der analytischen Methode vermindert werden.
In dem Falle der HPLC also durch eine Steigerung der Trennleistung und der Selektivitét
der Analytdetektion. Beide Wege wurden im Rahmen dieser Arbeit bei der Optimierung

der chromatographischen Verfahren verfolgt.



Kapitel 5

Methoden und Materialien

5.1 Herkunft und Art der untersuchte Proben

5.1.1 Pflanzenschutzmittel

Alle untersuchten Pflanzenschutzmittel (PSM) stammten vom Bundesamt fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) in Berlin. Dabei handelte es sich um Pflan-
zenschutzmittel, die zu diesem Zeitpunkt auf dem deutschen Markt zugelassen waren und
deren Herkunft und Zusammensetzung aus datenschutzrechtlichen Griinden vom BVL
nicht mitgeteilt wurden. Acht unterschiedliche Pflanzenschutzmittelproben (PSM 1 bis
PSM8) wurden im Juni 2005 vom BVL zugesandt, zwei weitere Proben (PSM9 und
PSM 10) im August 2005. Fiinf der zugesandten Proben waren emulgierbare Konzentrate
(PSM 3, PSM 4, PSM 5, PSM 7 und PSM 8), zwei Proben waren Suspensionskonzentrate
(PSM 6 und PSM 10). Bei den anderen drei Proben handelte es sich um wasserdispergier-
bare Granulate (PSM 1, PSM 2 und PSM9).

5.1.2 Synthetische und pflanzliche Ol

Es wurden die in in Tabelle angegebenen synthetischen Ole und die in in Tabel-
le angegebenen pflanzlichen Ole untersucht, die vor allem auch zur Formulierung von
Pflanzenschutzmitteln und zur Uberpriifung der Extraktionsmethoden verwendet wurden.
Die synthetischen Ole O1S1 bis O1S8 und O1S11 wurden von einem Priiflabor im August
2006 zur Verfiigung gestellt, das nicht genannt werden will. Aus datenschutzrechtlichen
Griinden sind daher nicht alle Daten der betreffenden Ole verfiighar. Bei den Olen O1S1,
0152 und O1510 handelt es sich um bereits verwendete Ole. Mit Ausnahme von Ol P4,
das im August 2006 erworben wurde, wurden alle pflanzlichen Ole im Februar 2007 im

deutschen Handel erworben.
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Tabelle 5.1: Untersuchte synthetische Ole.

Sorte Bezeichnung Hersteller

Getriebesl  Liqui Moly ATFIII Liqui Moly GmbH (Ulm) (0181)

Getriebesl ~ CLP 460 unbekannt (0182)

Hydraulikol HLP 46 unbekannt (0183)

Krafttrafosl unbekannt unbekannt (0184)

Lichttrafosl — unbekannt unbekannt (0185)

Motorsl Mobil 5W-40 ExxonMobil Deutschland GmbH (0186)

(Hamburg)
Motorsl Valvoline SAE 15W-40 Valvoline (Deutschland) GmbH (0187)
& Co. KG (Hamburg)
Motorol unbekannt unbekannt (0188)
Schmierol Rotary Vacuum Pump Oil = Shimadzu Emit Co., Ltd. (0199)
Lubricant Oil No. 46 (Kyoto, Japan)
Silikonol Baysilone® M 350 GE Bayer Silicones (Leverkusen) (01810)
Walzol Gerolub® Henkel AG & Co. KGaA (Diisseldorf)  (O1S11)
Tabelle 5.2: Untersuchte pflanzliche Ole.

Sorte / Bezeichnung Hersteller

Feines deutsches Rapsol (1. Pressung) Carl Geiger GmbH & Co. KG (O1P1)
(Marbach am Neckar)

Sojola Sojacl Vandemoortele Deutschland GmbH (01P2)
(Dresden)

Bellasan Reines Sonnenblumenol (Aldi)  Brokelmann + Co Oelmiihle GmbH + Co  (O1P3)
(Hamm)

Buttella Reines Sonnenblumendl (Aldi)  Brokelmann + Co Oelmiihle GmbH +Co  (O1P4)
(Hamm)

Thomy Reines Sonnenblumendol Deutsche Thomy GmbH (O1P5)

(Frankfurt am Main)

5.1.3 Geschirrspiilmittel und Reinigungsmittel

Es wurden die in Tabelle[5.3] angegebenen Geschirrspiilmittel und Reinigungsmittel un-

tersucht, die im Juni 2006 im deutschen Handel erworben wurden. Die angegebenen Ge-
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schirrspiilmittel und Reinigungsmittel wurden vor allem auch fiir Aufstockungsexperimen-

te verwendet.

Tabelle 5.3: Untersuchte Geschirrspiilmittel und Reinigungsmittel.

Art Bezeichnung Hersteller

Geschirrspiilmittel Pril Kraft-Gel Henkel AG & Co. KGaA (GSM 1)
(Diisseldorf)

Geschirrspiilmittel Ultra Palmolive Original Colgate-Palmolive GmbH (GSM 2)
(Hamburg)

Geschirrspiilmittel Ultra Reinny Penny Markt GmbH (GSM 3)
(Bad Homburg)

Schnellreiniger Mucasol® Merz Hygiene GmbH (SRM 1)
(Frankfurt am Main)

Teppichreiniger Hagerty® 5* Shampoo Hagerty Germany (TRM 1)

Carpet Cleaner Concentrate (St. Katharinen)
Universalreiniger ~ Bims® Essigreiniger (Aldi)  Luhns GmbH (Greven) (URM1)
Universalreiniger ~ Bims® Grundreiniger (Aldi) Luhns GmbH (Greven) (URM 2)

Universalreiniger ~ Frosch® Neutral Reiniger Werner & Mertz GmbH (Mainz) (URM 3)

5.1.4 Waschmittel

Es wurden die in Tabelle[5.4] angegebenen Waschmittelpulver untersucht, die im Oktober
2005 im Handel in Libyen erworben wurden. Die angegebenen Waschmittelpulver wurden

vor allem auch fiir Aufstockungsexperimente verwendet.

Tabelle 5.4: Untersuchte Waschmittelpulver.

Bezeichnung Hersteller

Al Ghassoul (fiir Handwésche) Al Taharur Factory for Detergents (WMP 1)
(Tripolis, Libyen)

Omo Lavendel (Trempage et Lavage) Unilever N. V. Tunesien, Marokko, Algerien (WMP 2)

Persil Al Ghassoul Factory in Lizenz fiir Henkel (WMP 3)
(Tripolis, Libyen)
Tide Extra (Lemon) Maroccan Modern Industries (WMP 4)

(Casablanca, Marokko)
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5.2.1 Alkylphenole, Alkylphenolethoxylate und andere Tenside

Tabelle 5.5: Verwendete Alkylphenole, Alkylphenolethoxylate und andere Tenside.

Handelsname / Verbindung

Spezifikation (Reinheit)

Hersteller

Arkopal N 040 (NP4EO)

Arkopal N 060 (NP6EO)

Arkopal N 100 (NP10EO)
Arkopal N 200 (NP20EO)
Arkopal O 100 (OP10EO)
Arkopal 0167 (OP16EO)
Arkopal 0257 (OP25EO)

4-tert-Butylphenol (4-BP)
4-Dodecylbenzolsulfonsidure (DBSA)
Emulsogen TS 160 (TSP16EO)
Marlophen® NP 3 (NP3EO)
Marlophen® NP 6 (NPGEO)
Marlophen® NP9 (NP9EO)
Marlophen® NP 12 (NP12EO)
Marlophen® NP 15 (NP15EO)
Natriumdodecylbenzolsulfonat (DBS)
4-Nonylphneol (4-NP)
4-Nonylphenol (4-NP)
4-n-Nonylphenol (4-n-NP)
4-tert-Octylphenol (4-OP)
Sapogenat T 040 (TBP4EO)
Sapogenat T 060 (TBP6EO)
Sapogenat T'110 (TBP6EO)

Triton X-100 (OP10EO)

fpo =4
fpo =6
g0 =10
B0 =20
fipo =10

ngo =16, ~30% (w/w)
Wassergehalt

ngo =25, ~30% (w/w)
Wassergehalt

praktisch (>90 %)

technisch (~ 90 %)

npo =16

npo =3

ngpo =06

npo=9

ipo =12

fipo =15

technisch (~ 80 %)

Isomerengemisch (99 %)

praktisch (>90 %)

PESTANAL® (>98%)

technisch (~ 85 %)

g =4

npo=~6

Apo =11

fipo =10

Clariant Iberica
(Tarragona, Spanien)
Clariant Iberica
(Tarragona, Spanien)
Clariant Iberica
(Tarragona, Spanien)
Clariant Iberica
(Tarragona, Spanien)
Clariant México
(Jiutepec, Mexiko)
Clariant México
(Jiutepec, Mexiko)
Clariant México
(Jiutepec, Mexiko)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Clariant (Burgkirchen)
Sasol Germany (Marl)
Sasol Germany (Marl)
Sasol Germany (Marl)
Sasol Germany (Marl)
Sasol Germany (Marl)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Acros (Geel, Belgien)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Riedel-de Haén (Seelze)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Clariant (Burgkirchen)
Clariant (Burgkirchen)
Clariant (Burgkirchen)
Sigma-Aldrich (Seelze)
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Zur Formulierung von Pflanzenschutzmitteln, bei der Optimierung der HPLC-Methoden,
zur Identifizierung der APEO mittels HPLC und GC-MS, zur Kalibrierung der HPLC-
Detektoren, bei der Isolierung von APEO-Oligomeren, fiir Wiederfindungsexperimente
und zur Untersuchung von Matrixeinfliissen auf die analytischen Methoden wurden die in

Tabelle[5.5| angegebenen Alkylphenolethoxylate, Alkylphenole und Tenside verwendet.

5.2.2 Pestizide

Zur Formulierung von Pflanzenschutzmitteln und zur Identifizierung der Wirkstoffe in
den untersuchten Pflanzenschutzmitteln wurden die folgenden Herbizide und Insektizi-
de in Form von analytischen Standards (PESTANAL®) der Fa. Riedel-de Haén (Seelze)

verwendet:

Herbizide

Desmedipham (Ethyl- N-(3-phenylcarbamoyloxyphenyl)carbamat)

Ethofumesat ((%)-2-Ethoxy-2,3-dihydro-3,3-dimethyl-benzofuran-5-yl-methansulfonat)
Isoproturon (N-(4-Isopropylphenyl)-N’, N’-dimethylharnstoff)

Metamitron (4-Amino-3-methyl-6-phenyl-1,2 4-triazin-5-on)

Metolachlor (2-Ethyl-6-methyl- N-(2-methoxy-1-methylethyl)chloracetanilid)

Metsulfuron-methyl (Methyl-2-[[[[[4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-ylJamino]-

carbonyl]amino|sulfonyl]benzoat)

Phenmedipham (Methyl-3-(3-methylcarbaniloyloxy)carbanilat)

Insektizide

Demeton-S-methylsulfon (S-2-Ethylsulfonylethyl- O, O-dimethylthiophosphat)

Methamidophos (O,S-Dimethylamidothiophosphat)

5.2.3 Losemittel

Zur Herstellung wasseriger Losungen oder von Losemittelgemischen wurde ausschliefilich
Reinstwasser verwendet, dass mit Hilfe einer kombinierten Reinstwasseranlage der Fa.
Millipore Corporate (Billerica, Massachusetts, USA) gewonnen wurde. Zur Herstellung des
Reinstwassers wurde ein MilliQ® Academic A10-System mit Leitungswasser, das zunéchst

mit Hilfe eines Elix® 3-Systems gereinigt wurde, gespeist.
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Tabelle 5.6: Zur Herstellung von Lésungen und Lésemittelgemischen, zur Formulierung von
PSM sowie fiir die HPLC verwendete Losemittel.

Losemittel Spezifikation (Reinheit) Hersteller
Aceton technisch KMF Laborchemie (St. Augustin)
Acetonitril HPLC gradient grade KMF Laborchemie (St. Augustin)
(>99,9 %)
Acetonitril PESTANAL® (>99,9%) Riedel-de Haén (Seelze)
Cyclohexan CHROMASOLV®, Sigma-Aldrich (Seelze)
fir HPLC (>99,7 %)
Cyclohexan PESTANAL® (>99,5%) Riedel-de Haén (Seelze)
Cyclohexanon reinst (>99,0 %) Merck (Darmstadt)
Dichlormethan Analytical Reagent Grade Fisher Chemicals (Loughborough,
(>99,8%) Grof3britannien)
Diethylengykol technisch KMF Laborchemie (St. Augustin)
1,2-Ethandiol technisch Fluka (Buchs, Schweiz)
Ethanol absolut, SPECTRANAL® Riedel-de Haén (Seelze)
(>99,8%)
Ethanol technisch KMF Laborchemie (St. Augustin)
Ethylacetat CHROMASOLV®, Riedel-de Haén (Seelze)
fiir HPLC (> 99,7 %)
Ethylacetat PESTANAL® (>99,9%) Riedel-de Haén (Seelze)
n-Hexan PESTANAL® (>95%) Riedel-de Haén (Seelze)
Isophoron purum (>97 %) Fluka (Buchs, Schweiz)
Kerosin purum, Sdp. 190-250 °C Fluka (Buchs, Schweiz)
Methanol CHROMASOLV®, Sigma-Aldrich (Seelze)
fiir HPLC (> 99,9 %)
Methanol PESTANAL® (>99,9%) Riedel-de Haén (Seelze)

1-Methyl-2-pyrrolidon

Petroleum

2-Propanol

2-Propanol
Solvesso 100

Solvesso 150

Toluol

Xylol

(>99,7%)
purum, special,

Sdp. 180-220°C
CHROMASOLV®,

fiir HPLC (>99,8%)
PESTANAL® (>99,8%)

enthélt Solvent Naphtha leicht,

Sdp. 175-213°C
enthélt Kerosin (Erdol),

Sdp. 155-183°C
CHROMASOLV®,

fiir HPLC (> 99,8 %)

technisch, Isomerengemisch

Riedel-de Haén (Seelze)
Fluka (Buchs, Schweiz)

Riedel-de Haén (Seelze)

Riedel-de Haén (Seelze)

Caldic Deutschland Chemie
(Diisseldorf)

Caldic Deutschland Chemie
(Diisseldorf)

Sigma-Aldrich (Seelze)

KMF Laborchemie (St. Augustin)
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Zur Herstellung von Losungen, Losemittelgemischen und mobilen Phasen fiir die HPLC,
zur Formulierung von PSM sowie zu allen weiteren Zwecken wurden die in Tabelle[5.6|
angegebenen Losemittel verwendet. Fiir diejenigen Losemittel, die mehrfach in verschie-
denen Spezifikationen angegeben sind, gilt folgendes: Zur Herstellung von mobilen Phasen
und Standardlésungen fiir die HPLC wurden neben Reinstwasser und Ethanol (absolut,
SPECTRANAL®) ausschliefllich Losemittel mit der Spezifikation CHROMASOLV® fiir
HPLC und HPLC gradient grade verwendet. Losemittel mit der Spezifikation PESTANAL®
wurden fiir die GC-MS oder préaparative Zwecke verwendet, wihrend Losemittel mit der

Spezifikation technisch ausschlieflich zur Formulierung von PSM verwendet wurden.

5.2.4 Weitere Chemikalien

Tabelle 5.7: Sonstige verwendete Chemikalien.

Chemikalie Spezifikation (Reinheit) Hersteller
Ammoniumacetat 'BAKER ANALYZED’ (>97 %) J.T. Baker (Phillipsburg,
New Jersey, USA)
Benzoesédure Standard fiir die Elementaranalyse HEKAtech GmbH
(68,85 % C, 4,95 %H, 26,2 %0) (Wegberg)
2,5-Dihydroxybenzoesdure 98 % Aldrich (Milwaukee,
Wisconsin, USA)
Essigsédure p.a. (>99,8%) Riedel-de Haén (Seelze)
Kaliumacetat reinst (99,0 %-100,5 %) Merck (Darmstadt)
Lithiumchlorid wasserfrei, purum p.a. (>98,0%)  Fluka (Buchs, Schweiz)
Magnesiumsulfat getrocknet,reinst (> 97 %) Riedel-de Haén (Seelze)
Magnesiumacetattetrahydrat puriss. p.a. (>99,0 %) Fluka (Buchs, Schweiz)
Natriumacetat wasserfrei, zur Analyse (>99,0%) Merck (Darmstadt)
Natriumchlorid puriss. p.a. (>99,5%) Riedel-de Haén (Seelze)
Natriumhydrogencarbonat puriss. p.a. (>99,5%) Riedel-de Haén (Seelze)
Polyethylengykol M, =950¢g - mol~1-1050 g - mol~!  Sigma-Aldrich (Seelze)
Saccharose fiir biochemische Zwecke Merck (Darmstadt)
Saccharose Standard fiir die Elementaranalyse HEKAtech GmbH
(42,10% C, 6,48 %H, 51,41 %0) (Wegberg)

Schwefelsdure puriss. p.a. (95 %97 %) Fluka (Buchs, Schweiz)
Tetrabutylammonium-

hydrogensulfat (TBAHS)  puriss. (>99,0 %) Fluka (Buchs, Schweiz)

Trifluoressigsédure (TFA) SPECTRANAL® (>99,8%) Riedel-de Haén (Seelze)
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5.2.5 Gase

Fiir die Elementaranalyse wurden Helium und Sauerstoff der Reinheit 5.0 verwendet.
Helium der Qualitét 5.0 wurde ebenfalls fiir die GC-MS gebraucht. Stickstoff der Reinheit
5.0 und Argon der Reinheit 4.8 diente fiir praparative Zwecke. Alle verwendeten Gase
stammten von der Fa. Air Liquide Deutschland GmbH (Diisseldorf).

5.3 Verwendete Gerite

Die nachfolgenden Tabellen geben einen Uberblick iiber die verwendeten Analysengeriite
(Tab., die fiir die Herstellung von Kalibrier- und Referenzlosungen verwendeten Ge-
riite (Tab.[5.9)) sowie die fiir die Probenvorbereitung verwendeten Gerite (Tab.[5.10]).
Auf die Gerite sowie das verwendete Zubehor wird im Einzelnen bei der Beschreibung
der analytischen und praparativen Methoden eingegangen. Ansonsten wurden handels-
iibliche Glasgeréte und Probengefifie verwendet. Alle verwendeten Glasgerite waren aus

Borosilikatglas gefertigt.

Tabelle 5.8: Verwendete Analysengeriite.

Gerit / Bezeichnung Hersteller Verweis

Elementaranalysator Euro EA HEKAtech GmbH (Wegberg) 5.9

Flugzeitmassenspektrometer GSG Mess- und Analysengerate GmbH [5.7]
GSG future MALDI-TOF MS (Bruchsal) o

Flissigkeitschromatograph LC 1100 Agilent Technologies, Inc. 5.5.1

(Santa Clara, Kalifornien, USA)

Flissigkeitschromatograph LC-10 AT Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) |5.5.1

Flussigkeitschromatograph LC-10 ATvp ~ Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) |5.5.1

Gaschromatograph GC-17A mit Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) [5.6.1
Massenspektrometer GCMS-QP5050A

Gaschromatograph GC-2010 mit Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) [5.6.1
Massenspektrometer GCMS-QP2010S

Lumineszenzspektrometer LS 50 B PerkinElmer 5.8.2

(Waltham, Massachusetts, USA)
Spektrofluorophotometer RF-5301 PC Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) |5.8.2
UV /VIS-Spektrophotometer Lambda 5 PerkinElmer 5.8.1
(Waltham, Massachusetts, USA)
UV /VIS-Spektrophotometer UV-1650 PC  Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) [5.8.1
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Tabelle 5.9: Fiir die Herstellung von Kalibrier- und Referenzlésungen verwendete Geriite.

Gerit / Bezeichnung Hersteller Verweis
Analysenwaage AE 240 Mettler-Toledo GmbH (Greiffensee, Schweiz) |A.1
Kolbenhubpippetten (Reference®,  Eppendorf AG (Hamburg) A.2
Research®, Varipette®)
Vollpipetten Brand GmbH + Co KG (Wertheim) A.3
(10ml bis 100 m! Nennvolumen)
Meflkolben aus Glas Brand GmbH + Co KG (Wertheim) A.4
(10m! bis 1000 m! Nennvolumen)
Tabelle 5.10: Fiir die Probenvorbereitung verwendete Geriite.
Gerit / Bezeichnung Hersteller Verweis
Apparatur zum Einengen von Losemitteln = — 5.4.5.4
Ausblaseapparatur nach Wickbold — 5.4.2.1
Dispergiergerit Ultra-Turrax® T 25 basic Janke & Kunkel GmbH & CO. KG  |5.4.2.3
mit Dispergierwerkzeug S 25N -8G IKA Labortechnik (Staufen)
Magnetriihrer IKAMAG® RCT basic Janke & Kunkel GmbH & CO. KG  [5.4.5.4
mit Heizung und Kontaktthermometer IKA Labortechnik (Staufen)
Schiittelmaschine Promax 2020 Heidolph Instruments 5.4.2.3
GmbH & Co.KG (Schwabach)
Schiittelmaschine DSG 304 Heidolph Instruments 5.4.1
GmbH & Co.KG (Schwabach)
Schiittler MS 1 Minishaker Janke & Kunkel GmbH & CO. KG  |5.4.2
IKA Labortechnik (Staufen)
CHROMABOND®-Vakuumeinheit Macherey-Nagel 5.4.2.2
fiir die SPE GmbH & Co. KG (Diiren)
Ultraschallbad UR 1 Retsch GmbH (Haan) 5.4.1
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5.4 Priaparative Methoden

5.4.1 Allgemeine Bemerkungen

Da es sich bei den untersuchten PSM, Waschmittel, Spiilmittel, Reinigungsmittel und
synthetischen Olen um industrielle Zubereitungen handelte, kam der Probenkonservie-
rung keine grofle Bedeutung zu, da es sich um lagerstabile Erzeugnisse handelte. Um eine
Aufnahme von Luftfeuchtigkeit zu verhindern, wurden alle Proben in gasdichten Proben-

flaschen gelagert.

Bevor ein Aliquot der Probe zur Probenvorbereitung bzw. Analyse entnommen wur-
de, wurde die jeweilige Probe homogenisiert. Dabei wurden 6lartige Proben und Proben
in Form von Losungen mindestens 10 min mittels Schiittelmaschine DSG 304 homoge-
nisiert. Alle Proben in Form von Emulsionen und Dispersionen wurden mit Hilfe eines

Ultraschallbades mindestens 15 min lang homogenisiert.

Im Allgemeinen erfolgte die Reinigung von Glas- und sonstigen Geréten durch minde-
stens dreifaches Spiilen mit Ethanol (technisch) und anschlieendem, mindestens dreifa-
chen Spiilen mit Reinstwasser. Bei 6lhaltigen Proben oder anderen in Ethanol unléslichen
Proben wurden auch andere, fiir den jeweiligen Zweck geeignete Losemittel verwendet. Alle
verwendeten Glas- sowie sonstigen Geréte wurden mittels isokratischer RPLC (Shimadzu-
HPLC 1 oder Agilent-HPLC, Methode RPLC1, s. Abs.[5.5.4.1)) vor der Verwendung auf
APEO getestet, indem entweder mit Ethanol (absolut, SPECTRANAL®) oder Acetonitril

(HPLC gradient grade) ausgespiilt wurde und die Losemittel danach analysiert wurden.

5.4.2 Extraktionsmethoden

5.4.2.1 Extraktion nach Wickbold

Da PSM in der Regel wasserloslich oder in Wasser dispergierbar bzw. emulgierbar sind,
konnen in den Formulierungen enthaltene Tenside aus wésseriger Phase nach der Methode
von Wickbold [402] isoliert werden. Dazu wurden die PSM in einer wisserigen Salzlosung
von 200 g/1 NaCl und 10 g/l NaHCOj gelost, dispergiert oder emulgiert und dann in An-
lehnung an DIN 38409-H23-2 [99] extrahiert. Je nach Formulierungstyp mufite die Vorlage
der Probe in die Ausblaseapparatur (ca. 140ml, s. Abb.[5.1)) auf unterschiedliche Weise

erfolgen.

Vorlage von wasserdispergierbaren Granulaten
Eine geeignete Menge an wasserdispergierbaren Granulat wurde abgewogen, in die lee-

re Ausblaseapparatur gegeben und diese etwa zur Hélfte mit der wésserigen Salzlosung
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befiillt. Zum Homogenisieren wurde mit Ny durchstrémt (ca. 120ml - min~!). Um eine
zu starke Schaumbildung zu unterdriicken, wurden gegebenenfalls 10 ml/ Ethanol zuge-
setzt. Anschliefend wurde die Apparatur bis zum oberen Ablasshahn mit der wésserigen

Salzlosung aufgefiillt.

Vorlage von Suspensionskonzentraten

Suspensionskonzentrate wurden zunéchst in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben mit Schliff
eingewogen und mit 100 ml der wasserigen Salzlosung versetzt und bis zum Bilden einer
feindispersen Mischung kréftig geschiittelt. Darauf wurde der Inhalt in die Ausblaseap-
paratur gegossen. Um Riickstdnde aus dem Erlenmeyerkolben restlos in die Wickbold-
Apparatur zu iiberfithren wurde dieser dreimal mit jeweils ca. 10 ml der wésserigen Salz-

16sung durchgespiilt.

Vorlage von emulgierbaren Konzentraten und APEO-Standardlésungen

Emulgierbare Konzentrate konnen, sofern sie vollstindig in Ethanol 16slich sind, eben-
so wie APEO-Standards in Form ethanolischer Losungen zugegeben werden. Dazu wird
ein definiertes Volumen der ethanolischen Losung in die etwa zur Hélfte mit der wésseri-
gen Salzlosung befiillten Ausblaseapparatur pipettiert und mittels No-Strom (ca. 120 ml -

min~') durchmischt.

Ethylacetat-
phase
Waschflasche

Ethylacetat 25 em

Wasser-
phase 20 em

Glasfilter-

Austauscher- platte G1

saule

Abbildung 5.1: Fiir die Extraktion von APEO aus wéfriger Phase nach der Methode
von Wickbold verwendete Ausblaseapparatur (ca. 140 ml, in Anlehnung an
DIN 38409-H23-2 [99)).
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Nach der Vorlage der PSM wurde die Ausblaseapparatur jeweils bis zum oberen Ablas-
shahn mit der wésserigen Salzlosung aufgefiillt, es wurden jeweils 20 ml Ethylacetat als
Oberphase zugegeben und 10 min lang mittels eines No-Stroms (90 ml-min~') extrahiert.
Der Stickstoff wurde dabei vor dem Durchstromen der wésserigen Phase in einer Gas-
waschflasche mit Ethylacetat geséttigt. Nach der Extraktion wurde die Ethylacetatphase
mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und in einem verschliefbaren Glasgefafl gesam-
melt. Auf dieselbe Weise wurde weitere dreimal extrahiert. Nach der letzten Extraktion
und dem Entfernen der Ethylacetatphase wurde die Gefifiwand der Ausblaseapparatur
oberhalb der wisserigen Phase zweimal mit je 5 ml Ethylacetat gespiilt, wobei das Ethyla-
cetat anschlieend ebenfalls entnommen und gesammelt wurde. Die vereinigten Ethyla-
cetatphasen wurden von Wasser befreit, indem dieses mit Hilfe einer Kéltemischung aus
Trockeneis und 2-Propanol bei ca. - 45 °C ausgefroren und die Ethylacetatphase mit Hil-
fe einer Pasteurpipette abgesaugt wurde. Die feste wésserige Phase sowie das Glasgefafl
wurden darauf dreimal mit jeweils 2,5 ml Ethylacetat gewaschen, das mit der wasserfrei-
en Ethylacetatphase in einem weiteren verschlieBbaren Glasgefaf vereinigt wurde. Darauf
wurde portionsweise in einem 8-ml-Reagenzglas mit Schraubverschluss im Ny-Strom bei
60 °C bis zur Trockene eingeengt (s. Abs.. In Abhéngigkeit von der extrahierten
Art und Menge der Probe wurde der Riickstand in 10 ml oder 50 ml Ethanol gelost. Dabei
wurde so verfahren, dass mehrfach jeweils 2,5 ml Ethanol in das Reagenzglas gegeben wur-
den, welches verschlossen und mittels Minishaker bei 2500 min~—"! geschiittelt wurde. Die
jeweiligen Volumina der ethanolischen Phase wurden in einen entsprechenden Messkolben
iiberfiithrt, der abschliefend bis zur Marke mit Ethanol aufgefiillt wurde.

Diese Methode ist grundsétzlich auch fiir Wasch-, Spiil- und Reinigungsmittel geeignet.

5.4.2.2 Festphasenextraktion

Fiir die SPE wurde eine CHROMABOND®-Vakuumeinheit der Fa. Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG (Diiren) verwendet, die aus einer Glaskammer mit Deckel fiir 12 SPE-Sédulen
und einem variablen Gestell fiir Probengefifie bestand und zusétzlich um Kreuzkonta-
minationen zu vermeiden mit Edelstahlkonnektoren und verzinkten Messinghdhnen aus-

gestattet war. Zum Erzeugen eines Unterdrucks in der SPE-Vakuumeinheit diente eine
Membranpumpe ABM der Fa. Vacuubrand GmbH + CO KG (Wertheim).

Die Festphasenextraktion wurde mit 6-m/-BAKERBOND®-Ssulen der Fa. J.T. Baker
(Phillipsburg, New Jersey, USA), die mit 1000 mg Kieselgel gefiillt waren, durchgefiihrt.
Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden die in Tabelle |5.11| angegebenen Losemit-
telgemische oder die reinen Losemittel Dichlormethan und Methanol zum Konditionieren,

Aufgeben der Probe, Waschen und Eluieren verwendet.



KAPITEL 5. METHODEN UND MATERIALIEN 110

Tabelle 5.11: Bei den Versuchen zur SPE verwendete Losemittelgemische.

Losemittel Verhéltnis Abkiirzung
Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) DCM/C50:50
Dichlormethan / Cyclohexan 99:1 (v/v) DCM/C99:1
Methanol / Wasser 99:1 (v/v) M/W 99:1
Methanol / Wasser 97,5:2,5 (v/v) M/W97.5:2)5
Methanol / Wasser 95:5 (v/v) M/W 95:5

In der Regel wurden in Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) geléste Proben mit-
tels der in Tabelle angegebenen Verfahrensschritte extrahiert, die Extrakte bis zur
Trockene im No-Strom bei 50 °C eingeengt, in 5ml Acetonitril aufgenommen und mittels
isokratischen RPLC (Shimadzu-HPLC 2, Methode RPLC 1, s. Abs.[5.5.4.1)) analysiert.
Waihrend der Methodenoptimierung wurden auch von Tabelle abweichende Volu-

mina und Losemittelzusammensetzungen fiir die Wasch- und Elutionsschritte verwendet.

Tabelle 5.12: Durchgefiihrte Verfahrensschritte zur Festphasenextraktion von APEO.

Verfahrensschritt Losemittel Volumen

Konditionierung DCM/C 50:50 5ml

Aufgabe der Probe DCM/C 50:50 5ml

Standardisierung DCM/C 50:50 2x1ml

1. Waschen DCM/C 50:50 5ml

2. Waschen Dichlormethan 5ml

3. Waschen DCM/C 99:1 5ml (ist optional)

Elution der APEO M/W 95:5 7ml (alternativ mit 5ml Methanol)

5.4.2.3 Fest-Fliissig-Extraktion

Schiittelmethode zur APEO-Extraktion mit Ethanol

Eine Extraktion der APEO mit Ethanol wurde mit den Waschmittelpulvern und den
Pflanzenschutzmitteln durchgefiihrt, die in Form von wasserdispergierbaren Granulaten
(PSM 1, PSM 2 und PSM 9) oder als in Ethanol unlosliche Suspensionskonzentrate (PSM 6
und PSM 10) vorlagen. Eine geeignete Menge der Probe (0,1 ¢ bis 6¢g) wurde jeweils in
einem 250-ml-Erlenmeyerkolben mit Schliff eingewogen und mit 100 m! Ethanol versetzt.

Nach dem Verschlieen der Erlenmeyerkolben mit Stopfen wurden diese mit Hilfe der
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Schiittelmaschine Promax 2020 der Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co.KG (Schwa-

! mindestens 36 h lang geschiittelt. Darauf wurde

bach) bei einer Frequenz von 140 min~
so lange gewartet, bis der Uberstand klar war, um dann je nach APEO-Konzentration
entweder ein Aliquot der Extraktionslosung abzunehmen und direkt zu analysieren oder
ein definiertes Volumen in einem Meflkolben mit Ethanol zu verdiinnen und dann zu

analysieren.

Dispersionsmethode zur APEO-Extraktion mit Acetonitril

Fiir die Extraktion der wasserdispergierbaren Granulate wurde die bereits in Abs.
beschriebene SPE-Vakuumeinheit sowie leere 6-mi-CHROMABOND®-Glassiulen mit Fil-
terelement der Fa. MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG (Diiren) verwendet. Dazu
wurde ca. 1 g der Probe in eine Glasséule eingewogen und mit 2,5 ml Acetonitril versetzt
und zwei Minuten lang mittels des Dispergiergerites Ultra-Turrax® T 25 basic mit dem
Dispergierwerkzeug S 25 N - 8 der Fa. Janke & Kunkel GmbH & CO. KG (Staufen) disper-
giert. Das Extraktionsmittel wurde darauf iiber das Filterelement in ein 25-mi-Mef3kolben
durch Evakuieren der Kammer abgesaugt. Es wurde mindestens weitere fiinfmal auf die-
selbe Weise mit jeweils 2,5 ml Acetonitril extrahiert. Das Volumen wurde durch Zugabe

von Acetonitril auf 25 ml aufgefiillt und die Extraktionslosung mittels isokratischen RPLC
(Shimadzu-HPLC 1, Methode RPLC 1, s. Abs.[5.5.4.1)) analysiert.

5.4.2.4 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Eine Fliissig-Fliissig-Extraktion wurde mit fliissigen oder olartigen Proben durchgefiihrt.
Diese umfassten PSM-Formulierungen in Form von emulgierbaren Konzentraten, die syn-

thetischen und pflanzlichen Ole sowie die Spiil- und Reinigungsmittel.

Soweit nichts anderes angegeben ist, wurden 5mg bis 100mg der zu extrahierenden
Probe in ein 1,5-ml-Vial eingewogen und mit 750 pl n-Hexan versetzt. Darauf wurden ent-
weder 750 ul Wasser / Acetonitril 70:30 (v/v) oder 750 ul Wasser / Essigsdure 70:30 (v/v)

! mittels Minishaker 10 s lang geschiit-

zugegeben und mit einer Frequenz von 2500 min~
telt.

Die wésserige Phase wurde unmittelbar nach der Phasentrennung mittels isokratischen
RPLC (Agilent-HPLC 1, Methode RPLC1, VWD \=227nm) analysiert, indem direkt

50 pl der wisserigen Phase aus dem 1,5-ml-Vial injiziert wurden.

5.4.3 Isolierung der APEO-Fraktion aus PSM-Formulierungen

Bevor eine Analyse der APEO mittels Gradienten-NPLC stattfand, wurden die NPEO
bzw. OPEO mit Hilfe der isokratischen RPLC (Methode RPLCI, s. Abs.|5.5.4.1|) unter
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Verwendung des Agilent-HPLC-Systems aus den Losungen bzw. Extrakten isoliert. Die
NPEO- bzw. OPEO-Fraktionen wurden je nach zu erwartendem Volumen der Fraktio-
nen in 1,5-ml- oder 6-ml-Vials mittels des Fraktionensammlers, der retentionszeitabhén-
gig programmiert wurde, gesammelt. NPEO wurde im Intervall von tp = 3,6min bis
tr = 5,2min gesammelt, OPEO im Bereich von tz = 2,8 min bis tg = 3,6 min. Die ge-
nauen Start- und Endzeiten der Fraktionierung wurden jeweils der Peakbreite und —form

angepasst. Es wurden in der Regel 50 pul der Probenlosung zur Fraktionierung injiziert.

Fiir die Analyse mittels Gradienten-NPLC (s. Abs.[5.5.5)) wurden die gesammelten
Fraktionen jeweils im Ny-Strom bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt (s. Abs.[5.4.5.4)
und in 1000 pl n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) aufgenommen.

Fiir die Analyse mittels MALDI-ToF-MS und GC-MS wurden groflere APEO-Mengen
isoliert. Zu diesem Zweck wurden daher 15 mal jeweils 100 ul der PSM-Losungen bzw.
Extrakte fraktioniert, indem die entsprechenden OPEO- bzw. NPEO-Fraktionen fiir jeden
Durchlauf jeweils in demselben 6-ml-Vial gesammelt wurden. Dabei wurde nach jedem

Durchlauf das Losemittel jeweils im No-Strom bei 40 °C bis zur Trockene eingeengt (s.

Abs.|5.4.5.4). AnschlieBend wurde in 1500 ul Ethanol aufgenommen.

5.4.4 Isolierung von APEO-Ethoxymeren mittels Adsorptions-

chromatographie

Einzelne APEO-Ethoxymere wurden fiir die Zuordnung der Peaks in den Chromatogram-
men der Gradienten-NPLC benétigt. Die Isolierung von NPEO- und OPEO-Ethoxymeren
wurde mit Hilfe des Agilent-HPLC-Systems mittels Adsorptionschromatographie an einer
stationdren Phase aus porosen graphitisierten Kohlenstoff (PGC) durchgefiihrt.
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Tabelle 5.13: Chromatographische Parameter zur Isolierung einzelner APEO-Ethoxymere
mittels Adsorptionschromatographie.

HPLC-System: Agilent-HPLC
Stationire Phase: 5 pum Hypercarb (10mmx4mm1.D.)
Mobile Phase: Acetonitril
Injektionsvolumen: 50 pul
Flussrate: Gradientenelution
Omin — 4min  0,5ml-min~" — 1,0ml - min~"' (lin.)

V' 5,0ml-min~! (lin.)

4dmin — 10min  1,0ml - min~
10min —— 20min 5,0ml

Start Riickspiilen: 10min

Sadulentemperatur: 20°C

Detektion: UVD (A=277nm)

Dabei wurde die HPLC-Konfiguration zum Riickspiilen der HPLC-Séulen (s. Abb.[5.3]
S. verwendet. Die chromatographischen Parameter sind der Tabelle[5.13|zu entneh-
men. Zur Isolierung von NPEO-Ethoxymeren wurde eine Stammlésung von 1,136 ¢g - {1
Arkopal N 040 in Acetonitril verwendet, OPEO-Ethoxymere wurden aus einer Stammlo-
sung von 1,144 g - {1 Triton X-100 in Acetonitril isoliert. Es wurden die in Tabellem

angegebenen Fraktionen in 1,5-ml-Vials oder 6-ml-Vials gesammelt.

Tabelle 5.14: Fraktionierung von Arkopal N 040 und Triton X-100 mittels Adsorptionschro-

matographie.
Arkopal N 040 Triton X-100
Nr. s /min tgpae /min  V /pul  Nr.  tgue /min tppge /min V[ ul
1 1,56 1,80 182 1 0,79 1,23 320
2 1,90 2,10 154 2 1,27 1,62 251
3 2,79 3,03 222 3 1,65 2,08 335
4 3,13 3,48 330 4 2,11 2,68 486
5 2,71 3,42 674
6 3,45 4,30 1103
7 4,33 5,18 1602
8 5,21 6,00 1912

Um Losungen mit héheren Konzentrationen zu erhalten, wurden bei Bedarf die Frak-

tionen bei wiederholten Durchldufen in demselben Vial gesammelt. Dabei wurde zwi-



KAPITEL 5. METHODEN UND MATERIALIEN 114

schen jedem Durchlauf das Losemittel jeweils im No- oder Argonstrom bei 60 °C bis zur
Trockene eingeengt (s. Abs.[5.4.5.4]). Alle gesammelten Fraktionen wurden mittels GC-
MS (s. Abs. untersucht, um die APEO-Oligomere in den Fraktionen zu identifizieren.
Ein Teil dieser Losungen wurde dann direkt zum Spiken von APEO-haltigen Losungen
bzw. als Referenzlosungen zur Ethoxymerenzuordnung in den NPLC-Chromatogrammen
verwendet. Dazu wurde im Ns- oder Argonstrom bei 60 °C bis zur Trockene eingeengt und

anschliefen in 1000 ul n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) aufgenommen.

5.4.5 Sonstige priaparative Methoden

5.4.5.1 Formulierung von Pflanzenschutzmitteln

Zur Uberpriifung der Richtigkeit der APEO-Bestimmung mittels RPLC nach Fliissig-
Fliissig-Extraktion wurden neun PSM selber formuliert. Es wurden Formulierungen der
beiden Herbizide Ethofumesat und Metolachlor in den Losemitteln Xylol, Solvesso 100 und
Solvesso 150 hergestellt. Zur Formulierung wurden die nichtionischen Tenside Marlophen
NP9, Arkopal N 040 und Arkopal N 100 sowie das anionische Tensid 4-Dodecylbenzol-
sulfonat in Form seines Natriumsalzes verwendet. Ferner enthielten die PSM Silikonol

oder Rapsol als weitere Hilfsmittel. Eine genaue Zusammensetzung der hergestellten PSM
ist in Tabelle[5.15| angegeben.
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Tabelle 5.15: Zusammensetzung der formulierten Pflanzenschutzmittel (alle Angaben sind
Gewichts-%).

Nichtionisches Anionisches  Weiteres
Tensid Tensid Hilfsmittel Herbizid

PSMA  2,0% Marlophen NP9  2,2% NaDBS  1,9% Silikonsl 0,9 % Ethofumesat
in Xylol

PSMB  4,0% Arkopal N 100 8,3% NaDBS  1,2% Silikonsl 2,9 % Ethofumesat
in Xylol

PSMC  1,0% Arkopal N 040 1,7% NaDBS 0,8 % Silikonsl 1,5 % Metolachlor
in Xylol

PSMD  2,0% Marlophen NP9 1,9% NaDBS - 1,6 % Ethofumesat
in Solvesso 150

PSME  3,7% Arkopal N 100 1,4% NaDBS - 3,3 % Ethofumesat

in Solvesso 150

PSMF  2,0% Arkopal N 040 1,0% NaDBS  1,9% Silikonsl 1,0 % Ethofumesat
in Solvesso 150

PSMG  2,3% Marlophen NP9  0,9% NaDBS 14,6 % Rapsél 0,6 % Metolachlor
in Solvesso 100

PSMH 2,3% Arkopal N 100 1,0% NaDBS 14,6 % Rapsol 0,6 % Metolachlor
in Solvesso 100

PSMI 2,2 % Arkopal N 040 0,9% NaDBS  14,7% Rapsol 0,6 % Metolachlor

in Solvesso 100

5.4.5.2 Herstellen von Lésungen

Zur Herstellung von Losungen wurden die in Tabelle aufgelisteten Geréte und die in
Tabelle angegebenen Losemittel verwendet. Was die Richtigkeit der Konzentrations-
angaben von Losungen und insbesondere von Kalibrierlésungen angeht, sei auf Anhang

[A] verwiesen.

Wegen der guten Loslichkeit der APEO in Ethanol, Methanol und Acetonitril wur-
den Stamm-, Vergleichs- und Kalibrierlosungen in diesen drei Losemitteln hergestellt.
Auflerdem wurden Stammlosungen, die zur Herstellung von Kalibrierlosungen fiir die
RPLC dienten oder fiir die Untersuchungen mittels SPE dienten, in Acetonitril / Wasser
80:20 (v/v), Methanol / Wasser 75:25 (v/v), Wasser / Acetonitril 70:30 (v/v), Wasser /
Essigsaure 70:30 (v/v) und Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) hergestellt. Falls nichts
anderes angegeben ist, wurden Stammlosungen in den unterschiedlichen Losemitteln aller
APEO im Bereich von 1g-17! bis 10 g - [~ verwendet.

Die Herstellung von Losungen geringerer Konzentration erfolgte durch Verdiinnen mit
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dem jeweiligen Losemittel. Um systematische Fehler auszuschliefen, wurden mindestens
zwei Stammlosungen jedes APEO-Standards zur Herstellung von Kalibrierlésungen ver-
wendet. Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden APEO-Kalibrierlésungen in den Be-
reichen 10 umol - I7! bis 200 umol - I71, 15 pmol - I71 bis 150 umol - I71, 30 pmol - [~ bis
300 pmol - 17 und 50 pmol - 17 bis 500 pmol - 17! verwendet.

Da die Einwaage genau gleicher Mengen wegen der hohen Viskositat der APEO nicht
moglich war, wurden dquimolare Losungen durch Verdiinnen der APEO-Stammlosungen

mit dem jeweiligen Losemittel dargestellt.

Losungen zur Untersuchung der APEO-Standards mittels NPLC-FLD wurden iibli-
cherweise durch Verdiinnen der ethanolischen Stammlésungen um den Faktor 100 mit
n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) hergestellt, da wegen der hohen Polaritit gerade der
langkettigen APEO die Loslichkeit zum Herstellen konzentrierter Stammlésungen in n-
Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) nicht ausreichte.

Losungen der Alkylphenole wurden iiblicherweise in Konzentrationen von 0,5 ¢ - [~* bis
5¢ - 17! in Ethanol, Methanol oder Acetonitril hergestellt und diese fiir die jeweiligen

Zwecke weiter verdinnt.

Ethanolische Losungen von PSM 3, PSM 4, PSM 5, PSM 7 und PSM 8 wurden fiir die
direkte Analyse mittels RPLC, NPLC, GC-MS und MALDI-ToF-MS sowie fiir die Durch-
fithrung der weiteren Experimente je nach Loslichkeit, APEO-Gehalt und Verwendungs-
zweck in unterschiedlichen Konzentrationen (0,5¢ - 17! bis 7,0 g - I™!) hergestellt. Losun-
gen dieser PSM (2¢g-171-30¢ - [7!) wurden fiir die SPE in Dichlormethan / Cyclohexan
50:50 (v/v) hergestellt.

Soweit nichts anderes angegeben ist, wurden von den in Abs.[5.2.2| angegebenen Pe-
stizidstandards ethanolische Losungen in Konzentrationen von 0,5¢ - [=! bis 1,5¢ - [}

verwendet.

5.4.5.3 Aufstocken von Pflanzenschutzmitteln und anderen Matrices

Aufstocken von Lésungen

Losungen der verschiedenen Proben, die unverdiinnt untersucht werden sollten, wur-
den mit APEO aufgestockt, indem ein geeignetes Volumen der entsprechenden APEO-
Stammlosung in einem Meflkolben vorgelegt wurde, das Losemittel im No- oder Argon-
strom bei 40 °C abgeblasen wurde (s. Abs.[5.4.5.4) und mit der zu untersuchenden Pro-

benlosung bis zur Marke aufgefiillt wurde.
Losungen der Proben, die vor der Analyse verdiinnt werden muflten, wurden mit APEO
aufgestockt, indem ein dem Verdiinnungfaktor entsprechendes Volumen der Probenlésung

in einen MeBkolben vorgelegt wurde, ein geeignetes Volumen der entsprechenden APEO-
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Stammlosung im selben Losemittel zugefiigt wurde und dann mit dem Losemittel bis zur

Marke aufgefiillt wurde.

Aufstocken von Olen, Konzentraten, Emulsionen und Dispersionen

Je nach aufzustockendem Gehalt wurden in dem entsprechenden Massenverhéltnis zu-
niichst der APEO-Standard und dann das Ol, das Konzentrat, die Emulsion oder die
Dispersionen in einem 8-ml-Pyrex®-Reagenzglisern mit Schraubverschlufl und Teflondich-
tung der Fa. SciLabware (Staffordshire, Groibritannien) eingewogen und dann mittels Mi-

! mindestens 1min lang homogenisiert. Bevor

nishaker bei einer Frequenz von 2500 min~
ein Aliquot aus den Probengefédfien zur Analyse oder sonstigen Verwendung entnommen

wurde, wurden die aufgestockten Proben auf dieselbe Weise erneut homogenisiert.

Aufstocken von pulverférmigen Proben und Granulaten

Fiir die Wiederfindungsexperimente wurden pulverférmige Proben und Granulate aufge-
stockt, indem zuéichst die aufzustockende Probenmenge in einen Glaszylinder (10 cmx 2,5
cm I.D.) mit Schliff (NS 29/32) eingewogen wurde und dann mit der entsprechenden Mas-
se des APEO-Standards versetzt wurde. Der Glaszylinder wurde darauf je nach Fiillhohe
in einem Winkel von 15° bis 25° bei 160 U - min~! mit Hilfe eines Rotationsmotors fiir
Glaskolben mit Schliff des Typs VV 1 der Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co.KG
(Schwabach) 18 h lang rotiert.

Da eine homogene Verteilung der APEO trotz des langen Homogenisierungsprozesses
wegen der teilweise geringen aufgestockten Mengen nicht sichergestellt werden konnte,
wurde bei den Wiederfindungsexperimenten jeweils die gesamte aufgestockte Probe ex-

trahiert.

5.4.5.4 Einengen von Losemitteln bis zur Trockene

Wiéhrend der verschiedenen Schritte der unterschiedlichen Probenvorbereitungsmethoden,
wie z. B. nach der Isolierung der APEO-Fraktion mittels RPLC und nach der SPE der
APEO, war es haufiger notwendig, Proben bis zur Trockene einzuengen, um diese dann
anschliefend in einem anderen Losemittel aufzunehmen. Zu diesem Zweck wurde die
Riihrheizplatte IKAMAG® RCT basic mit Kontaktthermometer der Fa. Janke & Kunkel
GmbH & CO. KG IKA Labortechnik (Staufen) und eine selbst angefertigte Einheit aus 12
Edelstahlkaniilen, die einzeln mittels Ventilen verschlossen werden konnten und {iber ein
Schlauchsystem mit Druckregelung mit einer Druckgasflasche verbunden waren, verwen-
det. Mit verschiedenen speziell angefertigten Aluminiumheizblécken, die mit Bohrungen
zur Aufnahme von entweder 1,5-ml-Vials, 6-mi-Vials oder 8-ml-Pyrex®-Reagenzglisern

mit Schraubverschlu} der Fa. SciLabware (Staffordshire, GroBbritannien) versehen waren,
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konnten unterschiedlich grofle Volumina eingeengt werden. Dazu wurden die entsprechen-
den Probengeféfle auf 40°C bis 60 °C temperiert und das Losemittel wurde mit einem

Stickstoff- oder Argonstrom abgeblasen.

5.5 Fliissigkeitschromatographische Methoden

5.5.1 Konfiguration der verwendeten HPLC-Systeme

Fiir die Experimente standen drei verschiedene Fliissigkeitschromatographen zur Verfii-
gung. Bei den ersten beiden HPLC-Systemen — nachfolgend als Shimadzu-HPLC 1 und
Shimadzu-HPLC 2 bezeichnet — handelte es sich um Fliissigkeitschromatographen der Fa.
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan). Das Shimadzu-HPLC 1-System bestand aus einem
LC-10 ATwvp Fliissigkeitschromatographen, einem SCL-10 Avp Controller, einem FCV-
10 ALwvp Solvent-Organizer, einem DGU-14 A Entgaser, einem SIL-10 ADwvp Autoinjektor,
einem CTO-10 ASvp Séulenofen, einem SPD-M10 Avp Diodenarraydetektoren und einem
RF-10 AXL Fluoreszenzdetektor. Die Komponenten des Shimadzu-HPLC 2-Systems wa-
ren ein LC-10 AT Fliissigkeitschromatograph, ein CBM-20° Communications Bus Module,
ein DGU-20A5 Entgaser, ein SIL-20° Autoinjektor, ein CTO-10 ASwvp Séulenofen und ein
SPD-20A UV-Detektor. Zur Steuerung dieser beiden Fliissigkeitschromatographen und
zur Datenauswertung wurde die Software LabSolutions LCsolution (Version 1.02SP2)
ebenfalls von der Fa. Shimadzu Corporation verwendet. Der dritte Fliissigkeitschromato-
graph — nachstehend als Agilent-HPLC bezeichnet — war ein LC-System der Serie 1100 der
Fa. Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, Kalifornien, USA), das aus einer quarterniren
Pumpe (G1311A QuatPump), einem Mikrovakuumentgaser (G1379 DEGASSER), einem
Probengeber (G1313A ALS), einem thermostatisierten Séulenofen (G1313A COLCOM),
einem integriertem 2-Positions-6-Wege-Rheodyne-Ventil, einem variablen Wellenléngen-
detektor (G1314A VWD) und einem Fraktionensammler (G1364A AFC) mit Thermosta-
tisiereinheit (G1330B ALS Therm) bestand. Zusétzlich wurde dieses HPLC-System mit
einem 2-Positions-6-Wege-Rheodyne-Schaltventil 7000 der Fa. ERC GmbH (Riemerling)
ausgestattet. Zur Steuerung dieses HPLC-Systems und zur Datenauswertung diente die
Software ChemStation for LC' (Rev. A.10.01) ebenfalls von der Fa. Agilent Technologies.

5.5.2 Verwendete HPLC-Siulen

Die Tabelle[5.16| gibt einen Uberblick aller verwendeten HPLC-Séulen.
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Tabelle 5.16: Liste der verwendeten HPLC-Séulen.

Bezeichnung Phase Dimension Hersteller
Furospher 100 5 pm C18 125mmx4mm1.D. Wissenschaftliche Gerétebau Dr. Ing.
Herbert Knauer GmbH (Berlin)
Furospher 100 5 pm C18 250 mmx4mm1.D. Wissenschaftliche Gerétebau Dr. Ing.
Herbert Knauer GmbH (Berlin)
Hypercarb 5 um PGC 10mmx4mm1.D. Thermo Fisher Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)
Hypersil 3um APS-2  100mmx4mm1.D. Thermo Fisher Scientific

(+10mmx4mmlID.)  (Waltham, Massachusetts, USA)
Zorbax Eclipse 5 pum XDB-C8 150 mmx4,6 mmI1.D. Agilent Technologies, Inc.
(Santa Clara, Kalifornien, USA)

5.5.3 Kopplung von HPLC-Siulen

Um zwei analytische Sdulen koppeln zu koénnen, wurde das Agilent-HPLC-System zu-
sitzlich mit zwei 2-Positions-6-Wege-Ventilen ausgestattet. Eines der beiden Ventile liefl
sich direkt in die Steuerungssoftware integrieren und konnte daher zeitprogrammiert an-
gesteuert werden. Das zweite Ventil lief sich manuell schalten. Durch ein entsprechendes
Modifizieren der Kapillarverbindungen zwischen dem Injektor, den beiden 2-Positions-
6-Wege-Ventilen, den beiden verwendeten analytischen HPLC-S&ulen und dem Detektor
konnten verschiedene Systemkonfigurationen fiir das Agilent 1100 HPLC-Systems reali-

siert werden.

HPLC-Konfiguration zur On-Line-LC-LC-Kopplung

Um eine On-Line-LC-LC-Kopplung zu verwirklichen, die ein zeitprogrammiertes Zuschal-
ten der zweiten analytischen HPLC-Séule gestattet, wurde die in Abbildung darge-
stellte Anordnung gew#hlt. Diese Systemanordnung erlaubte es auch, den Fliissigkeitschro-
matographen wahlweise nur mit der ersten oder der zweiten analytischen HPLC-Saule zu

betreiben.
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Abbildung 5.2: HPLC-Konfiguration zur On-Line-LC-LC-Kopplung: (a) Stellung der beiden
Ventile zur Analyse mit der 1. Siule, (b) Stellung der beiden Ventile beim
Zuschalten der 2. Sdule zur 1. Séule, (c) Stellung der beiden Ventile zur

Analyse mit der 2. Séule.

HPLC-Konfiguration zum automatisierten Riickspiilen der HPLC-Siulen

Bei der Analyse von Proben, die Matrixbestandteile enthalten, die deutlich nach den

Analyten eluieren, ist ein HPLC-System von Vorteil, das ein Riickspiilen der analyti-

schen Trennsaule erlaubt. Das Agilent 1100 HPLC-System wurde daher so modifiziert

(s. Abb.7 dass ein zeitprogrammiertes Riickspiilen der analytischen Trennséule mog-

lich war. Eine Auswahl der analytischen Trennséule erfolgte dann mit Hilfe des manuell
schaltbaren 2-Positions-6-Wege-Ventils.
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Abbildung 5.3: HPLC-Konfiguration zum automatisierten Riickspiilen der analytischen
HPLC-Sdulen: (a) Stellung der beiden Ventile fiir eine Analyse mit der 1.
Séule, (b) Stellung der beiden Ventile zum Riickspiilen der 1. Sdule, (c) Stel-
lung der beiden Ventile fiir eine Analyse mit der 2. Sdule, (d) Stellung der
beiden Ventile zum Riickspiilen der 2. Siule.
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5.5.4 Isokratische Fliissigkeitschromatographie an Umkehr-

phasen

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden die Analysen der Proben mit Hilfe der zwei
im nachfolgenden beschriebenen isokratischen RPLC-Methoden — im weiteren als RPLC 1
und RPLC 2 bezeichnet — durchgefiihrt. Dabei wurden zu unterschiedlichen Zeiten alle drei
bzw. zwei verschiedene HPLC-System (s. Abs. verwendet, so dass die verwendeten

Detektoren fiir dieselbe Methode variierten.

5.5.4.1 Methode RPLC1

Die Messparamter der Methode RPLC 1, die in den meisten Féllen zur Analyse der Proben
verwendet wurde, sind nachfolgend in Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 5.17: Messparameter zur Quantifizierung von APEQ in unterschiedlichen Proben mit-
tels isokratischer RPLC mit Methode RPLC 1.

Stationire Phase: 5 pum Eurospher 100 C18 (125mmx4mmI1.D.)
Mobile Phasen: Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v)
Injektionsvolumen: 50 ul
Flussrate: 1,0ml - min~"
Sidulentemperatur: 20°C

Shimadzu-HPLC1 Shimadzu-HPLC2 Agilent-HPLC
Detektor 1: DAD (D2 & W) UV/Vis (D2) VWD (D2)

d=10mm V=12ul,d=10mm V=14ul, d=10mm

190 nm bis 800 nm 227nm oder 277nm  227nm oder 277 nm
Detektor 2: FLD (Xe)

V=12pul

Aez =277 M

Aem = 300 nm

(Empf. x1 /Low /1)
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5.5.4.2 Methode RPLC 2

Die Messparamter der alternativen Methode RPLC 1 sind der Tabelle zu entneh-

men.

Tabelle 5.18: Messparameter zur Quantifizierung von APEO in unterschiedlichen Proben mit-
tels isokratischer RPLC mit Methode RPLC 2.

Stationire Phase: 5 pm Eurospher 100 C18 (250 mm x4 mm1.D.)
Mobile Phasen: Methanol / Wasser 75:25 (v/v)
Injektionsvolumen: 50 ul
Flussrate: 1,0ml - min~?
Sdulentemperatur: 20°C

Shimadzu-HPLC1 Agilent-HPLC
Detektor 1: DAD (D2 & W) VWD (D2)

d=10mm V=14ul, d=10mm

190 nm bis 800 nm 227nm oder 277 nm
Detektor 2: FLD (Xe)

V=12 ul

Aex =277Tnm

Aem =300 nm

(Empf. x1 /Low /1)

5.5.4.3 LC-LC-Kopplung

Ergidnzende Untersuchungen wurden auch mit einer On-Line-Kopplung zweier HPLC-
Saulen durchgefiihrt. Diese war nur mit dem Agilent-HPLC-System zu realisieren, indem
die in Abbildung (s. S. dargestellte HPLC-Konfiguration verwendet wurde. Es
wurden zwei unterschiedliche mobile Phasen fiir dieselbe Sédulenkombination zur isokra-
tischen Elution verwendet. Einen genauen Uberblick iiber die verwendete Methode gibt
Tabelle (.19
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Tabelle 5.19: Messparameter zur Quantifizierung von APEO in unterschiedlichen Proben mit-

tels LC-LC-Kopplung.

HPLC-System
HPLC-Konfiguration
Stationire Phase 1. Dimension:

Stationire Phase 2. Dimension:

Agilent-HPLC

s. Abb.

5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.)
5 um Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 mm x 4,6 mm1.D.)

Mobile Phase: Methanol / Wasser

Variante: LC-LC1 LC-LC2
Zusammensetzung mobile Phase: 82,5:17,5 (v/v) 68:32 (v/v)
Zuschalten 2. Siule: 4.5 min 13,5 min
Injektionsvolumen: 50 pl

Flussrate: 1,0ml - min~!
Sdulentemperatur: 40°C

Detektor: VWD (Dg), V=14 pul, d=10mm

A=227nm oder A=277nm

5.5.4.4 Kalibration der RPLC

Die Kalibrierung der RPLC erfolgte iiber die ermittelten Peakfliche der Chromatogram-
me mit externen Standards in Losung. Die Kalibrierung sowie die Ermittlung der Ver-
fahrenskenndaten erfolgte in Anlehnung an DIN 38402-51 [100] und DIN 32645 [101]. Es
wurde fiir jede Messreihe mit mindestens zwei unabhéngigen Standards jeweils in zehn
verschiedenen, dquidistanten Konzentrationsstufen kalibriert. Falls entsprechende Stan-
dards vorhanden waren, wurden jeweils Standards verwendet, die der mittleren Molmasse
der in den Proben ermittelten entsprachen und die vom selben APEO-Typ (NPEO bzw.
OPEO) waren. Die Angabe der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert aus den mit den einzel-

nen Kalibrierungen bestimmten Gehalten.

In der Regel wurden Kalibrationen in den Konzentrationsbereichen von 10 umol - [~}
bis 200 pmol - 17%, 15 pmol - 17 bis 150 pmol - 171, 30 pmol - 171 bis 300 wmol - I=! und
50 pmol - 171 bis 500 pmol -1~ durchgefiihrt. Proben mit htheren APEO-Gehalten wurden

vor der Analyse entsprechend verdiinnt.

Wenn nichts anderes angegeben ist, sind alle Kenndaten fiir Nk, = 5 Wiederholmes-
sungen an Nggrp = 10 Kalibrierproben jedes Standards und Np.pe = 5 Wiederhol-
messungen an den Proben ermittelt. Es wurde eine Wahrscheinlichkeit fiir den Fehler 1.
Art von 1% (o = 0,01) und den Fehler 2. Art von 1% (5 = 0,01) sowie eine relative
Ergebnisunsicherheit von 33,33 % (k = 3) zugrunde gelegt.
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5.5.5 Fliissigkeitschromatographie an Normalphasen mit

Gradientenelution

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden die technischen APEO-Produkte sowie die
isolierten APEQO mit Hilfe der in Tabelle angegebenen Trennbedingungen unter-
sucht.

Tabelle 5.20: Chromatographische Parameter zur Bestimmung der Ethoxymerenverteilung
von APEQO mittels NPLC-FLD.

HPLC-System: Shimadzu-HPLC 1

Stationdre Phase: 3 um Hypersil APS-2 (100mmx4mm]I1.D.)
+ 3 um Hypersil APS-2 (10mmx4mm1.D.)

Mobile Phasen: n-Hexan / 2-Propanol 98:2 v/v (A)
Ethanol / Wasser 96:4 v/v (B)

Injektionsvolumen: 50 ul

Flussrate: 1,5ml - min!

Gradient: APEO mit ngo < 13:
0min —— 15min 100% A — 85% A (linear)
APEO mit ngo < 19:
0min —— 25min 100% A — 75% A (linear)
APEO mit ngo < 21:
0min —— 30min 100% A —— 70% A (linear)
APEO mit ngo < 23:
0min —— 40min 100% A — 60 % A (linear)
APEO mit ngo < 27:
0min —— 36 min 95% A +— 5% A (linear)
APEO mit ngo > 27:
0min —— 38min 95% A +— 0% A (linear)
38min —— 50min 0% A

Aquilibrierung: linear in 10 min auf 100 % A

10 min mit 100 % A

Sdulentemperatur: 20°C

Detektor: FLD (Xe), V=12 ul, Aey =277 nm, Aey, =300 nm
(Empfindlichkeit x1 / Low / 1)
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5.6 Gaschromatographische Methoden

5.6.1 Konfiguration der verwendeten Gaschromatographen

Fiir die gaschromatographischen Untersuchungen wurden zwei GC-MS-Systeme der Fa.
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan), die mit Quadrupol-Massenspektrometern ausge-
stattet waren, verwendet. Das erste System bestand aus einen Gaschromatographen GC-
17A mit einem Massenspektrometer GCMS-QP5050A. Bei dem zweiten System handelte
es sich um einen Gaschromatographenen GC-2010 mit einem Massenspektrometer GCMS-
QP2010S. Beide Systeme waren mit einem Split/Splitless-Injektor und einem Autosamp-
ler AOC-20i ausgestattet. Steuerung beider GC-MS und Auswertung der aufgezeichne-
ten Totalionenstréme und Massenspektren erfolgte mit Hilfe der Software LabSolutions
GCMSsolution (Version 1.02 A) ebenfalls von der Fa. Shimadzu Corporation.

5.6.2 Verwendete GC-Siulen

Die Tabelle[5.21] gibt einen Uberblick der beiden verwendeten GC-Séulen.

Tabelle 5.21: Liste der verwendeten GC-S&ulen.

Bezeichnung Phase Dimension Hersteller
DB-1ms 100 % Dimethylpolysiloxan 30mx0,32mmI1.D. J& W Scientific Inc
(dp = 0,25 pum) (Folsom, Kalifornien, USA)
SolGel-1ms 100 % Dimethylpolysiloxan 30mx0,32mm1.D. SGE Analytical Science Pty Ltd
(dp = 0,25 um) (Ringwood Victoria, Australien)

5.6.3 Untersuchung der PSM-Formulierungen und APEQO mit-
tels GC-MS

Eine universelle Methode, die sowohl fiir die Identifikation der Pestizide als auch der
APEO in den PSM-Formulierungen diente, ist der Tabelle[5.22] zu entnehmen. Diese
GC-MS-Methode wurde ferner zur Untersuchung der verwendeten technischen APEO-
Produkte, der aus den PSM isolierten APEO-Fraktionen (s. Abs.[5.4.3)) und der aus den
technischen APEO isolierten Ethoxymere (s. Abs.[5.4.4]) verwendet.
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Tabelle 5.22: Messparameter zur Untersuchung der PSM-Formulierungen und der APEO mit-
tels GC-MS (Methode GC-MS1).

GC-MS-System: Shimadzu GCMS-QP2010S

Kapillarsiule: DB-1MS (dp = 0,25 um, 30mx0,32mm1.D.)

Tragergas: Helium

Injektortemperatur: 250°C

Injektion: split 1:100 (fur die Identifikation von Pestiziden)
splitless (fiir die Identifikation von AP und APEO)

Injektionsvolumen: 1l

Temperaturprogramm: 60 °C fiir 2min

60 °C — 300 °C mit 10°C - min~*
300 °C fiir 5min

Druck: automatische Anpassung an Temperatur und
linearer Stromungsgeschwindigkeit

lineare Stromungsgeschw.: konstant mit 45cm - s7!
Interfacetemperatur: 250°C

Ionenquelle: EI
Ionenquellentemperatur: 250°C

Verzogerung Datenaquisition: 3min
Massenbereich fiir Full-Scan:  m/z 50 bis m/z 1000
Scangeschwindigkeit: 5000 amu - s~

Ionen fiir SIM-Modus: s. Tab. [5.24

In der Regel wurden alle Messungen im Full-Scan-Modus mit dem Shimadzu GCMS-
QP2010S durchgefithrt. Am Anfang der Arbeit stand jedoch lediglich das Shimadzu
GCMS-QP5050A zur Verfiigung, dass zur Untersuchung der APEO und zur Identifizie-
rung der APEO-Ethoxymere diente. Die entsprechenden Messparameter sind in der Ta-
belle[5.23] zu finden. Dieses System wurde in einigen Fillen auch spéter noch zu diesem
Zweck verwendet, da aufgrund der verwendeten Kapillarsdule héhere Ofentemperaturen

moglich waren.
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Tabelle 5.23: Messparameter der alternativen Methode zur Untersuchung von APEO mittels
GC-MS (Methode GC-MS 2).

GC-MS-System: Shimadzu GCMS-QP5050A

Kapillarsiule: SolGel-1ms (dr = 0,25 pm, 30mx0,32mm1.D.)
Tragergas: Helium

Injektortemperatur: 300°C

Injektion: splitless (1 min)

Injektionsvolumen: 1l

Temperaturprogramm: 100 °C fiir 1 min

100 °C +— 350 °C mit 10°C-min~*
350 °C fiir 20 min
Druckprogramm: 26,9 kPa fiir 1 min
26,9 kPa — 80,7 kPa mit 2,2 kPa-min~?
80,7 kPa fiir 20 min

lineare Stromungsgeschw.: konstant 45cm - 571
Interfacetemperatur: 300°C
Ionenquelle: El

Verzogerung Datenaquisition: 5min
Massenbereich fiir Full-Scan:  m/z 50 bis m/z 920
Scangeschwindigkeit: 4000 amu - s~1

Reichte die Empfindlichkeit der Massenspektrometer im Full-Scan-Modus fiir einen
Nachweis der APEO nicht aus, wurden Messungen im SIM-Modus durchgefiihrt. Dazu
wurden die in Tabelle[5.24] angegebenen Ionen verwendet, die auch fiir die Auswertung
des Totalionenstroms (TIC), der Massenspektren und fiir die rekonstruierten Ionenchro-

matogramme (RIC) herangezogen wurden.
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Tabelle 5.24: Zur Identifikation von AP und APEO mittels GC-MS verwendete ITonen.

4-NP NPEO 4-tert-OP OPEO
m/z107 TCHs—CegHy4~OH +CHy-CgHy—OH TCHy-CgHy—OH TCHy-CgHy—OH
m/z121 M- CiHys]*  HsC FCH CgHy OH [M - CgHpl®
m/z135 M- CgHp]t M- CsHit  (HsC)otCH CgHy OH
m/2149 [M - CsHyp]™ — - -
m/z163 [M - C4Hg| " - - —
m/2177 [M - C3Hy]" - - -
m/z179 — INP(EO), - CgHys]*  — [OP(EO), - CsHy]*
m/2191 [M - CoHs]" [M - CH3)* -
m/z193 — INP(EO); - CsHp]*  — -
m/z206 — - MTe -
m/z220 MT* — — -
m/z223 — [NP(EO); - CgHyg)t  — [OP(EO)2 - Cs5Hy|"
m/z 237 — INP(EO)s - CsHyq]*  — -
m/z 267 — INP(EO)s - CgHys]*  — [OP(EO); - CsH]*
m/z281 — INP(EO); - CsHyy]*  — -
m/z311 — INP(EO)s - CoHisl* [OP(EO), - CsHp]*
m/z 325 — [INP(EO)4 - CsHyp|T -~ -
m/z 355 — [INP(EO)s5 - CgHy3)t - [OP(EO)5 - CsHy|™
m/z369 INP(EO)s - CsHu]* -
m/2399 — INP(EO)s - CgHuz]™ [OP(EO)s - CsHy1]*
m/z 413 — INP(EO)s - CsHp]*  — -
m/z 443 — - - [OP(EO)7 - CsHyq]™
m/z 487 — - - [OP(EO)s - Cs5Hy1|™

5.7 Flugzeitmassenspektrometrie

5.7.1 Konfuguration des verwendeten Flugzeitmassenspektro-

meters

Zur Charakterisierung der APEO-Standards sowie zur Identifizierung der Tenside in den

untersuchten PSM wurden Massenspektren mit dem Flugzeitmassenspektrometer GSG
future MALDI-TOF MS der Fa. GSG Mess- und Analysengeridte GmbH (Bruchsal) auf-

gezeichnet, das iiber einen Massenbereich von m/z 20 bis grofler m/z 500000 verfiigte. Die

matrixunterstiitzte Laser-Desorption und Ionisation der Probe erfolgte von einer goldbe-
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schichteten Probensonde mit Hilfe eines No-Lasers, der mit Laserimpulsen von 3 ns und ei-
ner Wellenldnge von 337 nm mit einer maximalen Energie von 150 uJ arbeitete. Die Steue-
rung und Datenauswertung des MALDI-ToFMS-Systems erfolgte mittels G2025A Softwa-
re A.03.00 der Fa. Hewlett-Packard Co. (Palo Alto, Kalifornien, USA). Das System war
zusétzlich mit einem Probenvorbereitungsgeréit ausgestattet, das eine Vorbereitung der
Probensonde mit Hilfe der vakuuminduzierten Proben/Matrix-Kokristallisationtechnik
ermoglichte und iiber ein Okular mit siebenfacher Vergrofierung zur Uberwachung des

Kristallisationsprozesses verfiigte.

5.7.2 Durchfithrung der Analysen mittels MALDI-ToF-MS

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurde bei den Analysen 2,5-Dihydroxybenzoeséure
(DHB) als Matrix verwendet. Eine Losung von ca. 40 mmol -1~ (6,10 g-1~') DHB in Etha-
nol wurde mit dem gleichen Volumen der jeweiligen ethanolischen APEO-Referenzlosung
(ca. 4mmol - [71) gemischt, so dass sich ein Matrix-zu-Analyt-Stoffmengenverhiltnis von
10:1 ergab. Die DHB-Losung wurde fiir die Analyse der PSM ebenfalls im Verhéltnis
1:1 mit ethanolischen Losungen der PSM (je nach Konzentration der APEO 0,5¢ - [™*
bis 7,0 g - [!) bzw. den Ethanolextrakten der PSM (s. Abs. sowie den mittels
RPLC (s. Abs.[5.4.3) isolierten OPEO- und NPEO-Fraktionen der PSM-Formulierungen

gemischt.

Von den auf diese Weise hergestellten Losungen wurde 1 pl mit Hilfe einer 1-20 pul-
Kolbenhubpipette Pipetman der Fa. Gilson Inc. (Middleton, Wisconsin, USA) und Comfor-
tips® Cristal 0,5-10 ul der Fa. Eppendorf AG (Hamburg) auf die Probensonde aufgebracht
und im Vakuum zur Kristallisation gebracht. Der Vorgang wurde fiir jeden Sektor der
Probensonde viermal wiederholt, so dass auf diese Weise insgesamt 5 pl einer Probenlo-
sung auf je einen Sektor aufgebracht wurden. Nach dem Einlassen der Probensonde in
das MALDI-ToF-MS-System wurden fiir jeden der 10 Sektoren in Abhéngigkeit von der
Konzentration der APEO in der Matrix akkumulierte Massenspektren im positiven loni-
sationsmodus von 250 bis 1000 einzelnen Laserimpulsen mit einer Energie von 9 pu.J - cm =2

bis 14 p.J - em~? aufgezeichnet.
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5.8 UV /VIS-Absorptions- und Fluoreszenzspektro-

metrie

5.8.1 UV /VIS-Absorptionsspektrometrie

Fiir die Aufzeichnung von UV /VIS-Absorptionspektren der APEO sowie zur Durchfiih-
rung von Absorptionsmessungen von APEO-Losungen wurden Zweistrahlspektrophoto-
meter verwendet. Entweder wurde das UV /VIS-Spektrophotometer Lambda 5 und die
Software UV WinLab der Fa. PerkinElmer (Waltham, Massachusetts, USA) oder das
UV /VIS-Spektrophotometer UV-1650 PC sowie die Software UV-Probe der Fa. Shimadzu
(Kyoto, Japan) verwendet. Alle Absorptionsmessungen wurden in ethanolischer oder me-
thanolischer Losung sowie in Losungen von n-Hexan / Ethanol 4:1 (v/v) in 3500-ul-Quarz-
glasmakrokiivetten der Fa. Hellma GmbH & Co. KG (Miillheim) mit einer Schichtdicke
von 10 mm gegen die reinen Losemittel als Referenz durchgefiihrt. Die jeweiligen Messpa-

rameter sind der Tabelle [5.25] zu entnehmen.

Tabelle 5.25: Messparameter fiir die Absorptionsmessungen mittels Zweistrahlspektrophoto-

meter.
Parameter Lambda 5 UV-1650 PC
Schichtdicke 10mm 10mm
Spaltbreite 1nm 2nm
Scanbereich 190 nm—350nm 200 nm—450 nm
Intervall 1nm 1nm
Scangeschwindigkeit 120 nm - min~1 mittel

5.8.2 Fluoreszenzspektrometerie

Anregungsspektren und Emissionsspektren sowie Fluoreszenzmessungen wurden mit dem
Lumineszenzspektrometer LS50B und der Software FL. WinLab der Fa. PerkinElmer
(Waltham, Massachusetts, USA) oder dem Spektrofluorophotometer RF-5301 PC sowie
der Software LabCognition Panorama Fluorescence 1.1 der Fa. Shimadzu (Kyoto, Japan)
in 3500-ul-Makrokiivetten (10 mm x 10 mm) der Fa. Hellma GmbH & Co. KG (Miillheim)
in ethanolischer oder methanolischer Losung durchgefiihrt. 3D-Fullscanspektren wurden
nur mittels Spektrofluorophotometer RF-5301 PC aufgezeichnet. Die jeweiligen Messpa-

rameter sind der Tabelle [5.26] zu entnehmen.
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Tabelle 5.26: Messparameter fiir die Fluoreszenzmessungen und die Aufzeichnung von
Anregungs- und Emissionsspektren.

Parameter LS50B RF-5301 PC
Kiivette 10mmx10mm 10mmx10mm
Anregungsspaltbreite 15nm danm
Emissionsspaltbreite 15nm 3nm

Scanbereich 190 nm—350nm 220 nm—450nm
Intervall 1nm 1nm
Scangeschwindigkeit 100 nm - min~! schnell

5.9 Elementaranalyse von Alkylphenolethoxylaten

5.9.1 Grundlage des Verfahrens

Zur elementaranalytischen Bestimmung von Kohlenstoff und Wasserstoff wurde der Ele-
mentaranalysator Euro EA der Fa. HEKAtech GmbH (Wegberg) verwendet, der mit einem
EuroCap 20 Probenteller ausgestattet war. Dabei handelt es sich um ein vollautomatisches
System, das auf dem Prinzip der trockenen Verbrennung basiert. Die Probe, die sich in ei-
ner Zinnkapsel befindet, wird in einem Reaktionsofen in Sauerstoff oxidiert. Dabei werden
durch die exotherme Oxidation der Zinnkapsel Oxidationstemperaturen von ca. 1000 °C
erreicht. Die vollstédndige Oxidation wird durch einen anschlieenden Wolframtrioxidkata-
lysator garantiert. Die Oxidationsprodukte COs, H,O, SO, und NO,, sowie iiberschiissiger
Sauerstoff werden durch eine Kolonne mit Kupfer geleitet, so dass der Restsauerstoff ge-
bunden wird und die Stickoxide zu Stickstoff reduziert werden. Die Gasmischung wird
dann gaschromatographisch mit Helium als Trégergas getrennt und die Analytgase wer-

den mit Hilfe eines Warmeleitfahigkeitsdetektors nachgewiesen und quantifiziert.

5.9.2 Durchfiihrung der Elementaranalyse

Zur Bestimmung von C und H wurden jeweils 10 mg bis 100 mg der NPEO bzw. OPEO
in einer Zinnkapsel fiir Fliissigkeiten (12mmx5mm1.D.) eingewogen und in Anlehnung
an DIN51732 [103] analysiert. Fiir jede Probe wurde dabei eine Fiinffachbestimmung
durchgefiihrt. Da lediglich C und H bestimmt wurden, erfolgte die Kalibrierung des Ele-
mentaranalysators mit Hilfe von geeigneten Mengen Benzoesdure (68,85% C, 4,95% H,
26,2 % O). Zur Blindwertbestimmung wurden leere Zinnkapseln eingesetzt, die Kalibration
wurde mit Hilfe von Saccharose (42,10 % C, 6,48 % H, 51,41 % O) iiberpriift.



Kapitel 6

Ergebnisse und Diskussion

6.1 Extraktionsmethoden

6.1.1 Ermittlung des Formulierungstyps anhand von Loslich-

keitsversuchen und Auswahl der Extraktionsmethoden

Die Auswahl geeigneter Extraktionsmethoden zur APEO-Bestimmung in PSM héngt
hauptséchlich von drei Faktoren ab, von der Art der Formulierung, von den Eigenschaften
des zur Formulierung verwendeten APEO-Gemisches und von der Art und den Eigen-
schaften der {ibrigen Bestandteile. Der Formulierungstyp kann einige Extraktionsverfah-
ren grundsétzlich ausschliefen, wiahrend von den Eigenschaften der APEQ, insbesondere
vom Ethoxylierungsgrad, die erreichbaren Extraktionsausbeuten abhéngen. Diese hén-
gen ebenfalls von den iibrigen Bestandteilen ab. Aulerdem koénnen ebenfalls extrahierte

Bestandteile der Formulierung die spétere Analyse storen.

Ein wichtiges Kriterium bei der Vorauswahl der Extraktionsverfahren stellt die Loslich-
keit in verschieden polaren Losemitteln dar. Daher wurden zunéchst Loslichkeitsversuche
mit Wasser, Ethanol, Acetonitril, Dichlormethan und n-Hexan durchgefiihrt. Sie dienten
auch zur Ermittlung des Formulierungstyps. Da Pflanzenschutzmittel in der Regel in Form
von wasserbasierenden Spriithlosungen ausgebracht werden, sind PSM entweder wasser-
16slich oder in Wasser emulgierbar bzw. suspendierbar. Der Formulierungstyp héngt im
Wesentlichen von den physikalischen und chemischen FEigenschaften der Wirksubstanz
ab [357]. Daher werden fliissige Pestizide und in Kohlenwasserstoffe 16sliche feste Pestizi-
de entweder in Form von emulgierbaren Konzentraten (EC) oder konzentrierten Emulsio-
nen (EW) formuliert, wéhrend feste Wirkstoffe entweder als wasserlosliche Konzentrate,
wasserlosliche Pulver (SP) sowie wasserlosliche Granulate (SG) erhéltlich sind oder im

Fall von wasserunloslichen Pestiziden in Form von Suspensionskonzentraten (SC), wasser-

133
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dispergierbaren Pulvern (WP) oder wasserdispergierbaren Granulaten (WG) angeboten

werden (s. Abb.[2.5] S.[25).

Die Loslichkeitsversuche mit Wasser haben ergeben, dass keines der zehn untersuchten
PSM vollstéandig wasserloslich war, alle PSM bildeten entweder Emulsionen, Suspensionen
oder Dispersionen, so dass es sich bei den in Form von Granulaten vorliegenden Proben
PSM 1, PSM 2 und PSM 9 daher um WG handelte. Fiir die Analyse dieser festen Proben
ist es sicherlich nicht sinnvoll und auch nicht méglich diese vollstdndig in Lésung zu
bringen. Hier bietet sich grundsetzlich eine Fest-Fliissig-Extraktion an, um die APEO von

dem Grof3teil der Matrix abzutrennen. Dasselbe gilt fiir die untersuchten Waschmittel.

Fiir die PSM 3, PSM 4, PSM 5, PSM 7 und PSM 8, bei denen es sich um klare, 6larti-
ge Fliissigkeiten handelte, folgte aus den Loslichkeitsversuchen mit Wasser, dass es sich
um EC handelte. Diese waren ferner alle sehr gut in Ethanol, Acetonitril und Dichlor-
methan mit Konzentrationen von mindestens 10 g - [=! 16slich, jedoch nicht vollstindig
in n-Hexan. Diese Proben konnten daher auch ohne vorherige Extraktion direkt mittels
HPLC untersucht werden. Sie sind ferner fiir ein Clean-Up mittels der Festphasenextrakti-
on zuginglich. Dahingegen waren die untersuchten Ole nicht vollstéindig in Ethanol 16slich,
jedoch in n-Hexan und Dichlormethan. Bei den PSM 6 und PSM 9 handelte es sich um
Suspensionskonzentrate, bei denen sich die fliissigen von den festen Bestandteilen mittels
Ethanol abtrennen liefen. Fiir alle PSM wurde alternativ eine Extraktion nach Wick-
bold in Betracht gezogen, da es sich hierbei um eine etablierte Methode zur selektiven
Extraktion von oberflichenaktiven Stoffen aus Wasser handelt und alle PSM in Was-
ser emulgierbar, suspensierbar bzw. dispergierbar waren. Die Fliissig-Fliissig-Extraktion
unter Verwendung einer wésserigen und einer mit Wasser nicht mischbaren organischen
Phase stellt ebenfalls eine gute Alternative fiir solche Proben dar, ebenso ist sie fiir die

untersuchten Reinigungsmittel sicherlich geeignet.

6.1.2 Extraktion nach Wickbold

Bei der Tensidextraktion durch Ausblasen der Tenside mit Stickstoff in Ethylacetat aus
Wasser handelt es sich um eine etablierte Methode, die auf Arbeiten von R. Wickbold [402]
zuriickgeht und Teil von normierten Verfahren ist [20,99]. Sie beruht darauf, dass sich wih-
rend des Extraktionsprozesses die oberflaichenaktiven Stoffe an der Wasser/Gasgrenzfliche
der Gasblasen bei Durchstromen der Extraktionsapparatur (s. Abb. S. mit Ny
anreichern und mit diesen in die organische Oberphase transportiert werden. Der Zusatz
von Salzen wie NaCl und NaHCOj3 hat sich dabei bewéhrt. Diese Methode ist fiir die Ten-
sidextraktion aus Wasserproben konzipiert und fiir die Isolierung von APEO aus solchen
Proben geeignet [4,117,[143}|180}319,340].
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Fiir die Isolierung von APEO aus PSM-Formulierungen mufite insofern eine Anpas-
sung erfolgen, als dass es sich bei den untersuchten PSM-Zubereitungen um keine Proben
in wisseriger Phase handelte. Da PSM in der Regel fiir die Ausbringung in wisserigen
Spriithlosungen formuliert sind, sind PSM entweder wasserloslich oder in Wasser emulgier-

bar bzw. suspendierbar und somit einer Extraktion nach Wickbold zugénglich

Der Vorteil dieser Methode ist ganz klar darin zu sehen, dass sie fiir Tenside selektiv
ist.

Allerdings ist ein sehr grofler Nachteil der Extaktionsmethode nach Wickbold der grofie
Arbeitsaufwand, was diese Methode fiir Routinemessungen bei Screeningverfahren fiir
PSM unattraktiv erscheinen 148t. Daher wurde diese Methode nicht fiir alle Proben an-
gewendet. Sie diente zur Extraktion der wasserdispergierbaren Granulate PSM 1, PSM 2
und PSM 9 sowie der Suspensionskonzentrate PSM 6 und PSM 10.

Um die Extraktionsausbeuten fiir die Extraktionsmethode nach Wickbold abschétzen
zu konnen, wurde zundchst ein NPEO-Standard aus wiésseriger Losung extrahiert. Es
wurden 100 pl einer Losung von 2,234 g -1~! Arkopal N 100 in Ethanol in die wissrige Ex-
traktionslosung gegeben und dreimal in je 20 ml Ethylacetat extrahiert (s. Abs.[5.4.2.1]).
Die drei Ethylacetatphasen wurden jeweils getrennt voneinander behandelt. Nachdem die-
se vom Wasser befreit und bis zur Trockene eingeengt wurden, wurde in je 10 ml Ethanol
aufgenommen und mittels RPLC-UVD (RPLC1, s. Abs.[5.5.4.1)) analysiert. Von den
insgesamt 223 ug NPEO, die in die wisserige Losung gegeben worden waren, wurden im
ersten Extraktionsschritt (1414 3) pg, im zweiten (47 +3) pg und im dritten (11 +3) pug
extrahiert. Das ist eine Gesamtextraktionsausbeute von (199 =+ 3)ug NPEO, was einer
Wiederfindung von 89 % entspricht. Um noch hohere Extraktionsausbeuten zu erzielen,
wurden alle nachfolgenden Proben viermal mit jeweils 20 ml Ethylacetat als Oberphase
extrahiert. Es zeigte sich aber, dass diese Malnahme zu keiner weiteren Verbesserung
der Ausbeuten fiihrte. Aus drei unabhéngig durchgefithrten Extraktionen derselben Lo-
sung ergab sich eine mittlere Wiederfindung von 86 + 5%. Die ermittelten Wiederfin-
dungsraten entsprechen den veroffentlichen Werten anderer Arbeitsgruppen. So konnte
beispielsweise fiir wiisserige Losungen von 1mg - [=! Marlophen 810 mit der Wickbold-
Methode eine Gesamtwiederfindung von 87,4 % erzielt werden, wobei fiir die Oligomere
NP(EO);3 bis NP(EO)y; nahezu 100 % wiedergefunden wurden [4]. In einer weiteren Un-
tersuchung konnten Wiederfindungsraten fiir NP(EO)3 bis NP(EO);3 von tiber 80 % sowie
fir NP(EO); > 60 % und fiir NP(EO)y > 77 % erzielt werden [319]. Die Wiederfindungs-
raten sollen dabei von der APEO-Konzentration in der Probe abhidngen und sind mit

steigendem Gehalt hoher.

Um zu iiberpriifen, ob es zur einer, wie in der Literatur [4,|319] beschriebenen Dis-

kriminierung einzelner Ethoxymere kommt, wurde zusétzlich zu den wasserdispergierba-
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ren Granulaten und Suspensionskonzentraten eine ethanollosliche Realprobe untersucht,
fiir die die Ethoxymerenverteilung auch direkt in Losung mittels NPLC-FLD bestimmt
werden konnte. Anhand der in Abb.[6.1] dargestellten, mittels NPLC-FLD ermittelten
Ethoxymerenverteilung von PSM 3 ohne und nach Wickbold-Extraktion 148t sich aller-
dings kein eindeutiger Trend beobachten. Im Gegensatz zu den Literaturangaben konnte

keine Dikriminierung der kiirzerkettigen NPEO beobachtet werden.

0,15
0,14
0,13
0,12 -
0,11 ~
0,10
0,09 -
0,08 +
0,07
0,06 -
0,05 -
0,04
0,03 ~
0,02 -
0,01 ~
0,00 -

H nach Wickbold-Extraktion B direkt in Losung

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Neo

Abbildung 6.1: Ethoxymerenverteilung von NPEO vor und nach der Wickbold-Extraktion
von PSM 3.

Mit Hilfe der Extraktion nach Wickbold und anschliefSender Bestimmung der APEO
mittels RPLC1 (Agilent-HPLC, A =277nm) wurden (0,09 + 0,01) % (w/w) OPEO in
PSM 2, (13,2 £ 0,6) % (w/w) NPEO in PSM 3, (0,38 + 0,01) % (w/w) NPEO in PSM 6
und (0,315 £ 0,005) % (w/w) OPEO in PSM 9 bestimmt. In PSM 1 und PSM 10 wurden
keine APEO nachgewiesen. Die Kalibrierung des variablen Wellenlédngendetektors erfolgte
dabei extern mit Kalibrierlosungen von Arkopal O 100 und Triton X-100 fiir PSM 2 und
PSM9 sowie mit Kalibrierlosungen von Arkopal N 100 und Marlophen NP9 fiir PSM 3
und PSM 6.
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6.1.3 Festphasenextraktion

Schreuder und Martijn [323] haben eine SPE-Methode beschrieben, mit deren Hilfe sie aus
synthetischen PSM mittels Kieselgel APEOQ isoliert haben. Diese PSM bestanden aus ver-
schieden polaren Pestiziden, anionischen Tensiden, verschiedenen Losemitteln und NPEO
oder OPEO. Sie konnten teilweise sehr gute Wiederfindungsraten, die zwischen 92,4 %
und 112,2% lagen, erreichen. Die Untersuchungen beschrinkten sich aber lediglich auf
NPEO mit ngo = 8,5 und OPEO mit ngo = 8,5. Ausgehend von diesen Erkenntnissen
war es Ziel dieser Arbeit, die SPE auf eine breitere Basis zu stellen, d.h. den Bereich
der untersuchten APEO beziiglich des Ethoxylierungsgrades zu erweitern. Ferner sollten
die Einfliissse von weiteren, fiir PSM charakteristischen Matrixbestandteilen untersucht

werden. Solche Bestandteile kénnen z. B. pflanzliche Ole sein.

Zunichst wurden die Elutionsprofile verschiedener APEO nach deren Anreicherung auf
Kieselgel untersucht. Fiir diese Untersuchungen wurden APEQ, die aufgrund unterschied-
licher Ethoxylierunggrade und Alkylgruppen sehr unterschiedliche physikochemische Ei-
genschaften aufwiesen, verwendet. Dabei fanden Marlophen NP 3 (NPEO, ngo = 2,87),
Arkopal N 100 (NPEO, nngo = 9,5), Arkopal O 100 (OPEO, figo = 9,14) und Arkopal
N 200 (NPEO, figo = 16,8) Verwendung, von denen jeweils Lésungen von 0,1 -1~ APEO
in Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) auf eine mit 1000 mg Kieselgel gefiillte 6-ml-
SPE-Saule aufgegeben wurden und in Anlehnung an die von Schreuder und Martijn [323]
beschriebene Methode wieder eluiert wurden. Die genaue Durchfiihrung ist Abs.[5.4.2.2]
zu entnehmen. Es wurden alle Verfahrensschritte einer Uberpriifung unterzogen und dar-
auf die Wasch- und Elutionsschritte fiir APEO mit einem sehr breiten Bereich des Ethoxy-

lierungsgrades optimiert.

Am Anfang wurden mit Hilfe einer Loésung von 0,1¢g - [~ Marlophen NP 3 und 0,1 ¢ -
I=! Arkopal N 100 die einzelnen in Tab.[6.1] angegebenen Verfahrensschritte untersucht,
indem die Losemittel nach jedem Verfahrensschritt gesammelt wurden und der NPEO-
Gehalt mittels RPLC1 (Shimadzu-HPLC 2, A =277nm) bestimmt wurde. Wahrend bis
nach dem zweiten Waschschritt Verluste von insgesamt weniger als 1% zu verzeichnen
waren, die fiir das Verfahren vernachlassigbar sind, war der 3. Waschschritt mit deutlichen
Verlusten von iiber 5% auffillig. Der zweite Elutionsschritt mit 5mil Methanol fithrte zu
keiner Steigerung der Wiederfindung (< 1 %) und konnte daher fiir die untersuchten NPEO
entfallen. Die Gesamtverluste beliefen sich auf lediglich 10 % und kénnten durch Streichen

des 3. Waschschritts mehr als halbiert werden.
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Tabelle 6.1: Untersuchung der durchgefiihrte Verfahrensschritte zur Festphasenextraktion von
APEO mit Kieselgel anhand der Wiederfindung von 0,5 mg Marlophen NP 3 und
0,5mg Arkopal N 100.

Verfahrensschritt Lésemittel und Volumen Wiederfindung / %

Konditionierung 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) nicht nachweisbar
Aufgabe der Probe 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) nicht nachweisbar
Standardisierung 2x1ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) nicht nachweisbar

1. Waschen 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) 0,22 £0,06

2. Waschen 5ml Dichlormethan 0,68 +0,15

3. Waschen 5ml Dichlormethan / Methanol 99:1 (v/v) 5,27£0,23

1. Elution 5ml Methanol 89,85+ 0,41
2. Elution 5ml Methanol 0,92+0,15
Summe 96,94 + 1,00

Eine vergleichende Untersuchung mit Losungen von 0,1 ¢ -1~! Arkopal N 100 (NPEO)
und 0,1¢-17! Arkopal O 100 (OPEO) in analoger Weise zeigten fiir diese beiden APEO
lediglich Verluste von 0,13 40,01 % NPEO und 0,24 +0,01 % OPEO fiir den 3. Wasch-
schritt. Im 1. Elutionsschritt mit Methanol wurden 94 + 1% NPEO und 97+ 1% OPEO
eluiert. Daher waren die Verluste bei der ersten Versuchsreihe wéahrend des 3. Wasch-
schritts mit Dichlormethan / Methanol 99:1 (v/v) auf Verluste der weniger polaren NPEO
mit kiirzerer Polyoxyethylengruppe (Marlophen NP 3) zuriickzufiihren. Auch die weniger
stark ausgepréigten Unterschiede zwischen Arkopal N 100 und Arkopal O 100 waren auf
unterschiedliche Polaritdten zuriickzufiihren. Die einzelnen Verfahrensschritte, insbeson-
dere das Waschen mit Losemittelgemischen mit ansteigender Polaritdat und die Elution der

APEQO, sind sehr stark abhéngig vom Ethoxylierungsgrad, aber auch von der Alkylgruppe.

Ein noch genaueres Bild konnte durch die Untersuchung von Marlophen NP 3 und Arko-
pal N 200, zwei NPEO-Produkten mit sehr weit auseinanderliegenden mittleren Ethoxy-
lierungsgraden, erlangt werden. Es wurde wie in Tab.[6.1] beschrieben verfahren, aufier
dass an Stelle von 5ml Methanol fiinf mal 1 ml Methanol zur Elution benutzt wurden.
Die in Abb.[6.2] dargestellten Elutionsprofile zeigen einerseits, dass fiir Marlophen NP 3,
dem NPEO mit sehr kurzer mittlerer Polyoxyethylenkette (npo = 2,87), die Polaritét
von Dichlormethan / Methanol 99:1 (v/v) im 3. Waschschritt bereits ausreichte, um NPEO
von der Kieselgelphase zu eluieren, wihrend andererseits die Elution von Arkopal N 200,
dem NPEO mit sehr hohem mittleren Ethoxylierungsgrad (ngo = 16, 8), unvollstindig
blieb. Beim Waschschritt mit Dichlormethan / Methanol 99:1 (v/v) gingen (7,054 0,01) %
Marlophen NP 3 verloren. Demgegeniiber hatte dieser Waschschritt fiir Arkopal N 200
mit Verlusten von (0,18 £0,02) % keinen Einfluss. Bei der anschlieBenden Desorption der
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Analyten gelang die Elution von Marlophen NP 3 bereits mit 2ml Methanol (> 90 %),
wohingegen mit 5ml Methanol lediglich (54 +1) % Arkopal N 200 eluiert wurden.
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Abbildung 6.2: Elutionsprofil von Marlophen NP 3 und Arkopal N 200 nach SPE an Kiesel-
gel. Nach der Sorption von jeweils 0,5mg wurde vor den dargestellten Ver-
fahrensschritten zunéchst jeweils mit 2 x 1ml Dichlormethan / Cyclohexan
50:50 (v/v), 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) und 5ml Dichlor-
methan gewaschen (DCM: Dichlormethan).

Die Verluste von Marlophen NP 3 waren wohl primér auf die Elution von NP(EO); bei
dem Waschschritt mit Dichlormethan / Methanol 99:1 (v/v) zuriickzufithren, so dass auf
diesen Waschschritt fiir alle weiteren Untersuchungen verzichtet wurde. Aus den bisher
dargelegten Ergebnisse folgt unmittelbar, dass eine Optimierung der Volumina der ersten
beiden Waschschritte speziell fiir die kurzkettigen Ethoxylate erfolgen sollte, wiahrend
eine Optimierung der Analytelution im Hinblick auf APEO mit hohem Ethoxylierung-
grad erfolgen mufite. Daher wurden nachfolgend die Untersuchungen zur Optimierung der
Waschschritte mit Marlophen NP 3 durchgefiihrt, diejenigen zur Elution der APEO mit
Arkopal N 200.

Um den EinfluB} der beiden Waschschritte mit Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v)
und mit Dichlormethan ndher zu untersuchen, wurden beide Schritte nicht jeweils einfach
mit 5ml durchgefiihrt, sondern jeweils dreifach mit demselben Volumen von 5mli. Wie
Abb.[6.3] zeigt, fiihrte ein wiederholtes Waschen, also groBere Waschvolumina, zu deut-
lich hoheren Verlusten, da sowohl fiir Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) als auch fiir
Dichlormethan in den beiden Fraktionen von der 2. Wiederholung des Waschschritts die

grofften Mengen NPEO gefunden wurden. Mit einer weiteren Steigerung der Volumina



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 140

von 10ml auf 15ml wurde allerdings bei beiden Waschschritten keine erhebliche Steige-
rung der Verluste mehr beobachtet. Es scheint so, dass die beiden unterschiedlich polaren
Waschmittel unterschiedliche NPEO-Fraktionen von der Kieselgelphase desorbieren. Ei-
ne Erhohung der Waschvolumen ist nachteilig, da die Verluste an kurzkettigen NPEO

deutlich ansteigen.

Verluste / %
(é)]
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1 i
0 : : :
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Waschschritt

Abbildung 6.3: Verluste von Arkopal N 200 nach SPE an Kieselgel bei mehrfacher Wiederho-
lung der Waschschritte mit Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) und mit
Dichlormethan. Nach der Sorption von jeweils 0,5 mg wurde jeweils dreifach
mit je 5ml der beiden Waschlosungen gewaschen (DCM: Dichlormethan, C:
Cyclohexan).

Um die Elution der APEO mit héherem Ethoxylierungsgrad zu steigern, gibt es grund-
sitzlich zwei Moglichkeiten, eine Steigerung der Polaritdt des Elutionsmittels und eine
VergroBerung des Elutionsmittelvolumens (s. Abb.. Eine Steigerung der Polaritét
des verwendeten Methanol lie8 sich durch Zufiigen von Wasser erreichen, wobei ab einem
Wassergehalt von 5% (v/v) nahezu 90 % der NPEO bereits mit 5ml eluiert wurden. Eine
Steigerung des Volumens auf 7 ml sorgte fiir die Elution von (94,2 £+ 0,9) % der NPEO. Eine
weitere Erhohung des Elutionsvolumens oder des Wasseranteils war nicht mehr unbedingt
wirtschaftlich vertretbar, da der hohere Zeitaufwand des Verfahrens durch Verldngerung
der Zeit, die vor der Bestimmung mittels RPLC zum Entfernen des Elutionsmittels notig
ist, zugunsten einer nur geringfiigigen Effektivitdtssteigerungen der Elution nicht mehr

gerechtfertigt wéare.
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Abbildung 6.4: Wiederfindung von Arkopal N 200 nach SPE an Kieselgel mit steigendem
Volumen und steigender Polaritédt des Elutionsmittels. Nach der Sorption
von jeweils 0,5 mg wurden unterschiedliche Volumen und Wassergehalte des
Elutionsmittels Methanol zur Desorption der NPEO verwendet.

Alle nachfolgenden Experimente und die Extraktion der PSM wurden wie folgt durch-

gefithrt (s.a. Tab.|5.12|S.[110):

Konditionierung mit 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v),
Aufgabe der Probe in 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v),
Standardisierung mit 2 x 1ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v),
Waschen mit 5ml Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v),

Waschen mit 5ml Dichlormethan und

Elution der APEO mit 7ml Methanol / Wasser 95:5 (v/v)

Zur Uberpriifung von Matrixeinfliissen wurden Losungen verschiedener APEO mit ver-
schiedenen pflanzlichen und synthetischen Olen sowie dem Losemittelgemisch Solvesso
150, bei dem es sich um ein kerosinhaltiges und aromatenhaltiges Produkt handelte, un-
tersucht. Die Losungen enthielten jeweils 0,1 g-1~! APEO und 80 g-1~! der Matrix. Daraus
ergibt sich ein APEO-Gehalt in der Matrix von 0,125 % (w/w). Es wurden Losungen von
Rapsol (O1P1) und Solvesso 150 jeweils mit Marlophen NP 3, Arkopal N 100, Arkopal
N 200 und Arkopal O 100 sowie ohne APEO untersucht. Zusétzlich wurden jeweils Losun-
gen von Sojadl (O1P2), Sonnenblumensl (Ol P5), Schmiersl (0159) und Silikonsl (O1S10)
mit Arkopal N 100 und ohne APEO untersucht. Nach der SPE der Proben wurde der
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APEO-Gehalt mittels RPLC 1 (Shimadzu-HPLC 2, A =227nm) bestimmt. Die Detektion
bei der weniger selektiven Wellenléinge von A =227nm (s. Abs. [6.5.2)) erfolgte, damit Ma-
trixeffekte deutlicher erkannt wurden, da diese Wellenlédnge eine hohere Empfindlichkeit

gegeniiber der Matrix aufwies.
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Abbildung 6.5: Falsch positiver Befund nach Festphasenextraktion einer Rapsélmatrix auf-
grund von Matrixbestandteilen, die mit OPEQO koeluieren. Bei den dargestell-
ten Chromatogrammen der Bestimmung mittels RPLC 1 (Shimadzu-HPLC 2,
A=227nm) handelt es sich um Extrakte von 400mg Rapsol (O1P1) und
0,5mg Arkopal O 100. Fiir das Beispiel dieser Rapstlmatrix ergibt sich ein
Blindwert von (15 =+ 1) mg-I OPEO in dem untersuchten Rapsolextrakt, was
einem Gehalt von (0,019+0,001) % bezogen auf Arkopal O 100 bei einer ex-
trahierten Probenmenge von 400 mg entspricht .

Es wurden anhand der reinen Matrixlosungen Blindwerte fiir eine Festphasenextraktion
von 400 mg Probe bestimmt. Es kann aufgrund koeluierender Matrixbestandteile zu falsch
positiven Befunden kommen (s. Abb. [6.5). In der Regel waren aber die in den untersuch-
ten Matrices ermittelten Blindwerte sehr gering. Sie lagen bezogen auf Arkopal N 100 in
allen untersuchten Matrices unter 0,01 % (w/w) (s. Abb. [6.6]). Solvesso 150 ist in Bezug
auf Blindwerte vollkommen unproblematisch, da nach SPE keine Matrixbestandteile mehr
zu beobachten waren, die im Bereich der OPEO oder NPEO eluierten. Anders sah es fiir
eine Rapsolmatrix aus, hier eluierten Matrixbestandteile, die nicht mittels SPE entfernt
werden konnten, vor allem im Retentionszeitbereich der OPEQ. Fiir die Extraktion von
400 mg Rapsol bedeutete das ein falsch positives Ergebnis von (0,019 4+ 0,001) % (w/w) be-
zogen auf Arkopal O 100. Dieser Wert liegt jedoch deutlich unterhalb des EU-Grenzwertes
von 0,1 % (w/w) fiir PSM und ist daher als unkritisch zu sehen. Unter den NPEO war
der Blindwerte fiir Arkopal N 200 in der Rapsélmatrix mit (0,0094 £ 0,0005) % (w/w) am
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hochsten.
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Abbildung 6.6: Blindwerte fiir verschiedene Matrices nach Festphasenextraktion. Es wurden
jeweils 400 mg Probe extrahiert. Die Angaben der fiir die Blindwerte ermit-
telten Gehalte sind auf Arkopal N 100 bezogen. Es sind Mittelwerte fiir N =5
Bestimmungen angegeben.

Wiederfindungsexperimente mit Hilfe von mit APEO aufgestockten Matrices haben fiir
Solvesso 150 fiir alle untersuchten APEO sehr gute Wiederfindungsraten von (96,8 +0,4) %
bis (100,94 0,4) % ergeben (s. Abb. [6.7). Bei der Rapsolmatrix kam es nur bei der
Bestimmung des OPEO-Tensids Arkopal O 100 zu signifikanten Uberbefunden aufgrund
der beschriebenen Matrixeinfliisse. Es wurde eine Wiederfindungsrate von (117 +3) %
OPEO bestimmt. Fiir die anderen APEO wurden Wiederfindungen von (93 £+2) % bis
(102,7£0,7) % ermittelt (s. Abb. [6.7).

Es wurden noch weitere Matrices untersucht, die alle mit 0,125 % (w/w) Arkopal N 100
aufgestockt waren (s. Abb. [6.8). Hier wurden ebenfalls sehr gute Wiederfindungen er-
reicht. Die Abweichungen vom Istwert waren in der Regel deutlich kleiner als 5 %. Lediglich

fiir das untersuchte Schmiersl und das Silikonol waren diese iiber 5 %. Es wurden in diesen
Matrices lediglich (94,45 4 0,06) % und (93,9 +0,3) % NPEO wiedergefunden.
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Abbildung 6.7:

Marlophen NP 3 Arkopal N 100 Arkopal N 200 Arkopal O 100

Wiederfindung verschiedener APEO nach Festphasenextraktion aus einer
aromatenhaltigen Losemittel- und einer Pflanzendlmatrix. Es wurden je-
weils 400 mg Solvesso 150 und 400mg Rapsol (O1P1), die beide jeweils mit
0,125 % (w/w) der unterschiedlichen APEO aufgestockt waren, extrahiert. Es
sind Mittelwerte fiir N =5 Bestimmungen angegeben.
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Mittlere Abweichungen der ermittelten NPEO-Konzentrationen in unter-
schiedlichen Matrices von den Istwerten nach Festphasenextraktion. Es wur-
den jeweils 400 mg Probe, die mit 0,125 % (w/w) Arkopal N 100 aufgestockt
waren, extrahiert. Es sind Mittelwerte fiir N =5 Bestimmungen angegeben.
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Die anschliefenden Bestimmungen der APEO in Realproben, den emulgierbaren Kon-
zentraten PSM 3, PSM 4, PSM 5, PSM 7 und PSM 8 wurden bei zwei verschiedenen Wellen-
ldngen (A =227 nm und A =277 nm) mittels RPLC 1 ebenfalls mit der Shimadzu-HPLC 2
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 5ml der Losungen von 2¢g -1~ bis 20g - I7! PSM in
Dichlormethan / Cyclohexan 50:50 (v/v) der SPE zugefiihrt, was einer absoluten Men-
ge der PSM von 10mg bis 100 mg entsprach. Die Bestimmung mittels UV-Detektors
bei zwei unterschiedlichen Wellenldngen eroffnete die Moglichkeit einer Abschéitzung der
Richtigkeit der ermittelten Ergebnisse, da bei beiden Wellenldngen die Empfindlichkeit
sowohl fiir APEO als auch etwaige koeluierende Matrixbestandteile unterschiedlich ist (s.
Abs.[6.5.3)). Es wurden fiir die beiden unterschiedlichen Wellenlingen die in Tab.[6.2
angegebenen NPEO-Gehalte fiir die PSM ermittelt.

Tabelle 6.2: Analysenergebnisse fiir die bei einer UV-Detektion bei A=227nm und bei
A=277Tnm mittels RPLC1 ermittelten NPEO-Gehalte in den emulgierbaren
Konzentraten nach Festphasenextraktion. Es sind Mittelwerte fiir N =5 Bestim-
mungen angegeben.

Gehalt / % (w/w)
APEO-Typ (UVD A=227nm) (UVD A=277nm) Abweichung / %

PSM3  NPEO 16,34 0,5 13,240,1 19,1
PSM4  NPEO 0,56 0,01 0,60 40,01 7.1
PSM5  NPEO 0,31 4+0,01 0,33 40,01 6,5
PSM7  NPEO 7,90 +0,05 9,340,6 17,5
PSM8  NPEO 4,81+ 0,02 5,04 40,05 4,0

Die Kalibrierung des UV-Detektors bei beiden Wellenldngen erfolgte dabei extern mit
Kalibrierlosungen von Arkopal N 040 und Marlophen NP 3 fiir PSM 4, PSM 5 und PSM 7
sowie mit Kalibrierlosungen von Arkopal N 100 und Marlophen NP9 fiir PSM 3 und
PSM 8. Es zeigten sich deutliche Abweichungen fiir die beiden emulgierbaren Konzen-
trate PSM 3 (19,1 %) und PSM 7 (17,5 %) (s. Abb.[6.9). Hier gelingt mit Hilfe der SPE
offensichtlich nur eine ungeniigende Trennung der Analyten von der Matrix, so dass die
Quantifizierung stark fehlerbehaftet bleibt. Bei den anderen untersuchten PSM lagen die
Abweichungen fiir die bei den beiden Wellenléngen bestimmten Gehalte < 7,1 %, was eine

akzeptable Groflenordnung darstellt.
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Abbildung 6.9: Vergleich der bei einer UV-Detektion bei A =227 nm und bei A = 277 nm mit-
tels RPLC 1 ermittelten NPEO-Gehalte in den emulgierbaren Konzentraten
nach Festphasenextraktion. Es sind Mittelwerte fiir N =5 Bestimmungen an-
gegeben.

6.1.4 Fest-Fliissig-Extraktion

Eine Fest-Fliissig-Extraktion ist vor allem fiir die PSM, die in Form von wasserdisper-
gierbaren Granulaten vorlagen, geeignet, da sich die enthaltenen Tenside mit geeigneten
Extraktionsmitteln gut extrahieren lassen. Auf diese Weise wurden ebenfalls die pulverfor-
migen Waschmittelproben extrahiert. Bei solchen Proben handelt es sich in der Regel um
Feststoffe, bei denen sich APEOQO relativ leicht extrahieren lassen. So konnten etwa APEO
aus pulverformigen Waschmittel bereits durch kréftiges Rithren einer methanolischen oder
ethanolischen Suspension quantitativ extrahiert werden [179,[253]. Mit alkoholischen Ex-
traktionsmitteln werden ebenfalls andere Tenside wie z. B. LAS vollstindig extrahiert.
Auch andere Losemittel wie n-Hexan sind zur Extraktion von APEO aus Feststoffen
geeignet. So wurde beispielsweise NPEO von impréagnierten Wollfasern neben warmen
Methanol auch mit Dichlormethan extrahiert [139)].

Die beiden in dieser Arbeit verwendeten, als Schiittelmethode und Dispersionsmetho-
de bezeichneten Methoden (s. Abs.|5.4.2.3)), sind insofern komplementére Methoden, als
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dass die Schiittelmethode von der Durchfithrung sehr einfach gestaltet ist und wenig Ar-
beitsaufwand bedarf, da nach Einwaage der Proben mit Hilfe einer Schiittelmaschine mit
Ethanol extrahiert wurde. Das Gemisch wurde solange geschiittel, bis das Granulat in der
ethanolischen Losung feindispers vorlag. Der hierfiir ermittelte erforderliche Zeitaufwand
betédgt mindestens 36 h. Nach Sedimentation der Feststoffe wurden die gelésten APEO

mit der ethanolischen Phase abgetrennt.

Die Dispersionsmethode bedarf hingegen eines hoheren Arbeitsaufwandes, ist jedoch
fiir deutlich kleinere Probenmengen geeignet und benétigt geringerer Losemittelmengen
(< 25ml). Mit ihr werden unter Verwendung eines Dispergiergerites die PSM in Acetoni-
tril sehr fein dispergiert und die in Acetonitril gelosten APEO durch abfiltrieren von der

festen Matrix getrennt.

Es wurden die beiden unterschiedlichen Losemittel Ethanol und Acetonitril gewéhlt, da-
mit die Extraktionen der in fester Form vorliegenden PSM 1, PSM 2 und PSM 9 mit zwei
vollkommen unabhéngigen Fest-Fliissig-Extraktionsmethoden durchgefithrt werden konn-
ten. Mit Hilfe der Schiittelmethode wurden auch die Suspensionskonzentrate PSM 6 und
PSM 10 untersucht, die mit den in dieser Arbeit untersuchten Losemitteln (s. Abs.[6.1.1)

nicht vollstdndig in Losung gebracht werden konnten.

Von grofler Bedeutung fiir die Richtigkeit der nach Fest-Fliissig-Extraktion mittels
RPLC 1 ermittelten Ergebnisse sind die erreichbaren Extraktionsausbeuten, da moglichst
eine quantitative Extraktion der APEO erreicht werden sollte. Eine Abschéatzung wurde
auf unterschiedliche Weise erreicht. Zum einen kann ein Vergleich der mit beiden Metho-
den erzielten Ergebnisse Auskunft iiber die mit beiden Methoden erzielbaren Ausbeuten
geben. Zum anderen lielen sich die Extraktionsausbeuten durch gezielte Wiederfindungs-

experimente ermitteln.

Tabelle 6.3: Fiir die Wiederfindungsexperimente mit der Schiittelmethode verwendete aufge-
stockte Proben.

verwendeter aufgestockter

Probenart APEO-Typ APEO-Standard Gehalt / % (w/w)
Dispergierbares Granulat OPEO Triton X-100 0,763 (PSM 1A)
Suspensionskonzentrat NPEO Arkopal N 100 4,132 (PSM 10A)
Suspensionskonzentrat OPEO Arkopal O 100 0,541 (PSM 10B)
Suspensionskonzentrat OPEO Triton X-100 2,624 (PSM 10C)
Waschmittel OPEO Triton X-100 1,483 (WMP 2)

)

Waschmittel OPEO Arkopal O 100 1,347 (WMP 4
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Zu diesem Zweck wurden mit der Schiittelmethode mit APEO aufgestockte Proben
extrahiert und mittels RPLC 1 untersucht. Dafiir wurden Waschmittelproben sowie das
wasserdispergierbare Granulat PSM 1 und das Suspensionskonzentrat PSM 10 verwendet,
da vorherige Analysen dieser Proben ergeben hatten, dass diese keine NPEO und OPEO
enthielten. Fiir die Wiederfindungsexperimente wurden die in Tab.[6.3] angegebenen auf-

gestockten Proben verwendet.

Die aufgestockten Proben wurde wie alle anderen Proben auch jeweils mit 100 ml Etha-
nol mindestens 36 h lang mittels der Schiittelmethode extrahiert. Um den Einfluss der
beiden fiir die RPLC verwendeten Trennsysteme auf die Wiederfindung zu untersuchen,
wurde die Probe PSM 10A sowohl mittels RPLC1 unter Verwendung der stationéren
Phase 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.) und der mobilen Phase Acetoni-
tril / Wasser 78:22 (v/v) als auch RPLC 2 mit 5 gm Eurospher 100 C18 (250 mmx4mm
I.D.) und Methanol / Wasser 75:25 (v/v) analysiert. Dabei wurde bei der RPLC 1 (Agilent-
HPLC) mittels VWD sowohl bei A =227nm als auch bei A =277 nm detektiert. Bei der
RPLC2 (Shimadzu-HPLC1) fand der DAD (A =227nm und A=277nm) und der FLD
(Aex =277nm und A, =300nm) Anwendung. Die iibrigen Proben PSM 1A, PSM 10B,
PSM 10C, WMP 2 und WMP 4 wurden mittels RPLC1 (Shimadzu-HPLC 1) unter Ver-
wendung des DAD (A=227nm und A=277nm) und des FLD (A, =277nm und A, =

300mm) analysiert.

Bei den durchgefiihrten Wiederfindungsexperimenten zeigte sich, dass bei der Extrak-
tion mit Ethanol mittels der Schiittelmethode durchweg gute bis sehr gute Extraktions-
ausbeuten erreicht werden koénnen. Es wurde in allen aufgestockten Proben >85% der
APEO wiedergefunden (s. Abb.[6.10] und Abb.[6.11)), wobei die Wiederfindungsraten
fiir die untersuchten Waschmittel deutlich oberhalb von 90 % lagen. Aber auch fiir die
PSM waren die Extraktionsausbeuten in der Regel > 90 %.
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Mittels der RPLC 1 (Shimadzu-HPLC 1) unter Verwendung der stationéren
Phase 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mm x4 mm1.D.) und der mobilen Pha-
se Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v) und mittels der RPLC 2 mit 5 um Eu-
rospher 100 C18 (250 mm x4 mm 1.D.) und Methanol / Wasser 75:25 (v/v)
ermittelte Wiederfindungsraten von NPEO in dem aufgestockten Suspen-
sionskonzentrat PSM 10A. Die NPEO wurden mittels UV (A =227 nm und
A=277nm) und Fluoreszenz (A, =277 nm und A¢;, = 300 nm) detektiert.
Die Chromatogramme, die fiir die RPLC1 und RPLC2 mit den unter-
schiedlichen Detektoren aufgezeichnet wurden, sind oben dargestellt.

Ein Vergleich der RPLC 1 mit der RPLC 2 zeigt fiir das aufgestockte Suspensionskon-

zentrat (PSM 10A)

keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden RPLC-Methoden

(s. Abb.|6.11)). Es kann lediglich zu Abweichungen in Abhéngigkeit vom verwendeten
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Detektor kommen. Diese konnen signifikant sein, wie es fiir das aufgestockte Suspensi-
onskonzentrat PSM 10B mit einer maximalen Abweichung von anndhernd 20 % zwischen
DAD (A=277nm) und FLD der Fall ist und werden bei geringeren APEO-Gehalten
<1% (w/w) (PSM 10B und PSM 1A) grofer (s. Abb.[6.11]). Daher ist in den Féllen von
kleineren APEO-Konzentrationen der empfindlichere und selektivere Fluoreszenzdetektor
zu bevorzugen, mit dem in allen Proben Wiederfindungen > 90 % ermittelt wurden. Bei
vier der Proben waren sie nahezu 100 %. Die Wahl der richtigen analytischen Methode hat
bei den PSM-Proben daher einen grofleren Einfluss auf die Giite der Ergebnisse als die
Extraktionsmethode selbst, da mit ihr nahezu quantitative Extraktionsausbeuten erreicht

werden.

ERPLC 1 (DAD 227) BRPLC 1 (DAD 277) BRPLC 1 (FLD Ex. 277 Em. 300)

Wiederfindung / %

PSM 1A PSM 10B PSM 10C WMP 2 WMP

Abbildung 6.11: Mittels der RPLC 1 (Shimadzu-HPLC 1) unter Verwendung der stationéren
Phase 5pum Eurospher 100 C18 (125 mmx4mmI1.D.) und der mobilen
Phase Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v) ermittelte Wiederfindungsraten von
OPEO in aufgestockten PSM und Waschmitteln. Es wurde mittels DAD
(A=227nm und A=277nm) und FLD (Aez =277nm und Aep, = 300 nm)
detektiert.

Mit Hilfe der Schiittelmethode und Ethanol als Extraktionsmittel wurden von den PSM
die wasserdispergierbaren Granulate und die Suspensionskonzentrate sowie die Wasch-
mittelpulver untersucht. In den vier untersuchten Waschmittelpulvern WMP 1, WMP 2,
WMP 3 und WMP 4 wurden nach Extraktion mit Ethanol keine APEO nachgewiesen. Von
den untersuchten PSM wurden nach Fest-Fliissig-Extraktion in dem Granulat PSM 1 und
dem Suspensionskonzentrat PSM 10 keine APEO nachgewiesen, wihrend in den anderen
beiden Granulaten PSM 2 und PSM 9 OPEO mit sehr dhnlichen Gehalten nachgewiesen

wurden. In dem Suspensionskonzentrat PSM 6 wurden NPEO nachgewiesen. Die mit Hilfe
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der beiden RPLC-Methoden unter Verwendung unterschiedlicher Detektoren ermittelten
APEO-Gehalte sind der Tabelle[6.12]zu entnehmen. Es wurde jede Probe einer Dreifach-
bestimmung unterzogen. Wurden die Analysen der PSM-Proben mit Hilfe der Shimadzu-
HPLC 1 durchgefiihrt, wurde mit Hilfe des Fluoreszenzdetekors aufgrund seiner grofleren
Selektivitidt und Empfindlichkeit quantifiziert (s.a. Abs.[6.5.3)). Die Detektoren wurden
extern mit Kalibrierlésungen von Arkopal O 100 und Triton X-100 fiir PSM 2 und PSM 9
sowie mit Kalibrierlosungen von Arkopal N 100 und Marlophen NP 9 fiir PSM 6 kalibriert.

Tabelle 6.4: Mittels RPLC 1 und RPLC 2 ermittelte APEO-Gehalte in den untersuchten was-
serdispergierbaren Granulaten und Suspensionskonzentraten nach Extraktion der
APEO mittels Fest-Fliissigextraktion unter Verwendung der Schiittelmethode
und Ethanol als Extraktionsmittel. Die Ergebnisse sind angegeben als Mittel-
werte aus Dreifachbestimmungen.

APEO-Gehalt / % (w/w)
RPLC1-VWD RPLC1-VWD

Probe APEO-Typ (A=227nm) (A=277Tnm) RPLC 2-FLD
PSM1 (WG) APEO nicht nachgewiesen

PSM2 (WG) OPEO 0,35+0,01 0,338 0,007 0,377+£0,008
PSM6 (SC) NPEO (0,70£0,05) 0,44 40,02 0,48 +0,01
PSM9 (WG) OPEO 0,36 0,02 0,338 £ 0,006 0,358 £ 0,008
PSM 10 (SC) APEO nicht nachgewiesen

Das mit Hilfe der RPLC1 mittels UV-Detektion bei A=227nm ermittelte Ergebnis
von PSM 6 weicht um mehr als 30 % von den Ergebnissen der anderen beiden RPLC-
Bestimmungen ab. Ursache hierfiir sind wahrscheinlich koeluierende Matrixbestandteile,
die bei der fiir APEO weniger spezifischen Wellenlinge von \=227nm zu Uberbefun-
den fithrten. Aulerdem war der NPEO-Peak bei dieser Wellenlénge deutlich durch vorher
eluierende Matrixbestandteile gestort (s. Abb.. Er lag auf der Flanke eines grofien
Matrixpeaks und war daher nur fehlerhaft auswertbar. Diese Storung war bei einer De-
tektorwellenldnge von A\ =227 nm deutlich geringer und fithrte nur zu vernachléssigenden
Fehlern. Das Ergebnisse der RPLC 1 fiir PSM 6, das bei A =277 nm ermittelt wurde, bleibt
daher unberiicksichtigt. Ansonsten weisen die ermittelten Ergenisse maximale Abweichun-

gen von 10 % zwischen den verschiedenen RPLC-Bestimmungen auf.
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Abbildung 6.12: Matrixstorung bei der Bestimmung von NPEO in dem ethanolischen Ex-
trakt von PSM 6 bei der RPLC 1. Der NPEO-Peak im Chromatogramm bei
einer UV-Detektion bei A =227nm ist stark gestort. Durch Detektion bei
A=277nm laBt sich diese Storung deutlich vermindern.

Die als Alternative fiir die wasserdispergierbaren Granulate angewendete Fest-Fliissig-
Extraktion mittels der Dispergiermethode mit Actonitril als Extraktionmittel zeigt ebenso
wie die Schiittelmethode sehr gute Extraktionsausbeuten, jedoch mit einem deutlich ge-
ringeren Bedarf an Losemittel. Da bei dieser Methode mehrfach mit 2,5 mi-Aliquoten von
Acetonitril extrahiert wurde, lie3 sich der Extraktionsverlauf sehr gut anhand einer Unter-
suchung der einzelnen Extraktionsschritte verfolgen. Wie Abb.[6.13]zeigt, wurden schon
mit den ersten drei Extraktionsschritten bei einem Gesamtvolumen des Extraktionsmittels
von 7,5ml Acetonitril nahezu 90 % der APEO extrahiert. Bei dem néchsten Extraktions-
schritt waren es bereits iiber 97 %. Bei einem Volumen des Extraktionsmittels von 15ml
lieBen sich > 99 % aus dem PSM-Granulat extrahieren. Diese Extraktionsmethode stellte
sich als duflerst effizient heraus.

Die wasserdispergierbaren Granulate PSM 2 und PSM 6 wurden mit dieser Methode
extrahiert, indem jeweils ca. 1 g mit 6 x2,5ml Acetonitril extrahiert, auf ein Volumen von
25ml aufgefiillt und mittels RPLC 1 unter Verwendung der Shimadzu-HPLC 1 und des
Fluoreszenzdetektors analysiert wurde. Es wurden von jeder Probe Dreifachbestimmungen
durchgefiihrt, indem extern mit Kalibrierlésungen von Arkopal O 100 und Triton X-100
kalibriert wurde.

In dem wasserdispergierbaren Granulat PSM 1 wurden keine APEO nachgewiesen. In
PSM 2 wurden (0,34 £0,02) % (w/w) OPEO nachgewiesen. In PSM 6 wurde der gleiche
OPEO-Gehalt mit (0,340 40,001) % (w/w) bestimmt. Die mit Hilfe der Dispersionsme-
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thode ermittelten OPEO-Konzentrationen entsprechen den mit Hilfe der Schiittelmethode
bestimmten Werten (s. Tab.|6.4)) mit maximalen Abweichungen < 10 % sehr gut, was die
Gleichwertigkeit der beiden Fest-Fliissig-Extraktionsmethoden aufzeigt.

100 - o N °
95 - - 3,25
90 - I Extrahierte Masse OPEO
- 3,00
85 1 —e— Extrahierte Masse OPEO (kumuliert)
80 - r 2,75
75 -
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70 - ’
65 - r 2,25
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s 55 - 2
E 50 7 i 1,75\
- :z T - 1,50 E
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30 - - 1,00
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2,5(2,5) 2,5(50) 2,5(7,5) 2,5(10,0) 2,5(12,5) 2,5(15,0) 2,5(17,5) 2,5(20,0) 2,5(22,5) 2,5(25,0)
Extraktionsvolumen (Gesamtextraktionsvolumen) / m/

Abbildung 6.13: Extraktionsverlauf der Fest-Fliissig-Extraktion von OPEO aus einem was-
serdispergierbaren PSM-Granulat. Die Extraktion von 1,0474 g PSM 2 wur-
de mit Hilfe der Dispersionsmethode und mit Acetonitril als Extraktions-
mittel durchgefithrt. Es wurden insgesamt 3,44 mg OPEO extrahiert, was
einem OPEO-Anteil in der Probe von 0,33 % (v/v) entspricht.

6.1.5 Fliissig-Fliissig-Extraktion

Zur Extraktion hydrophober organischer Substanzen aus wésserigen Losungen ist im all-
gemeinen die Fliissig-Fliissig-Extraktion eine sehr geeignete Methode, da sie sehr einfach
durchzufiihren ist. Grenzflichenaktive Substanzen wie APEO weisen jedoch keine eindeu-
tige Préferenz fiir die organische Phase aus. Vielmehr findet wegen der hydrophilen als
auch hydrophoben Gruppen der Tenside in der Regel eine Anreicherung an der Phasen-
grenzflache statt. Das Ausschiitteln von Tensiden mit einem geeigneten Extraktionsmittel

ist dennoch fiir nicht zu verdiinnte wésserige Losungen moglich.

Dazu wird meistens die Losung vor der Extraktion mit anorganischen Salzen wie NaCl
oder NaySO, gesattigt, um die Hydratation der hydrophilen Tensidgruppen und die Was-

serloslichkeit des Extraktionsmittels herabzusetzen [179,320]. Eine Emulsionsbildung, die
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oberhalb der CMC der Tenside auftritt, kann gewohnlich durch Begrenzen des Tensid-
gehaltes im System und den Zusatz eines Elektrolyten oder eines geeigneten Kosolvens
kontrolliert werden [320].

Die grundlegende Idee des in dieser Arbeit verfolgten Ansatzes war es jedoch nicht, mit
Hilfe der Fliissig-Fliissig-Extraktion die Analyten zu isolieren, also die APEO, sondern die
bei der RPLC stérenden Bestandteile der Matrix, wie dies etwa aromatenhaltige Losemit-
telbestandteile in emulgierbaren Konzentraten sein konnen. Ferner sollte eine Methode
entwickelt werden, die bei einem minimalen préaparativen Aufwand mit moglichst gerin-
gen bendtigten Probenmengen und geringem Verbrauch an Losemitteln ein Entfernen der

Matrixbestandteile erlaubte.

Generell sollte durch Verteilen von polaren und unpolaren Stoffen zwischen zwei nicht
mischbare Phasen, bestehend aus einem polaren und einem unpolaren Losemittel, ein Ent-
fernen der unpolaren Matrixbestandteile von emulgierbaren PSM-Konzentraten moglich
sein. So wurde z. B. nach einer Homogenisierung von Fisch- und Schalentiergeweben mit
Acetonitril und wasserfreiem NaySOy bei der Isolierung von NP(EO);, NP(EO), NP und
OP ein Entfernen von Lipiden, die eine spétere, fliissigkeitschromatographische Analyse
storen wiirden, durch Verteilung zwischen Acetonitril und n-Hexan erreicht [380,382).
Sun et al. [363] verwendeten zur NPEO-Bestimmung mittels HPLC das Sytem Acetoni-
tril // n-Hexan in einem Volumenverhéltnis von 1:1 (v/v) um alle organischen unpolaren
Verbindungen aus Emulsionen oder Schmélzmittel, die bei der Textilherstellung verwendet

wurden, zu entfernen.

Um eine moglichst hohe Anzahl an unterschiedlichen Zweiphasensystemen einschlief3-
lich von Salzzuséitzen, Kosolventien und anderen Zusétzen testen zu kénnen, wurden die
Versuche so konzipiert, dass die Fliissig-Fliissig-Extraktionen direkt mit gleichgroflen Vo-
lumina der beiden Phasen von jeweils 750 ul in 1,5-ml-Crimpvials durchgefiihrt wurde.
Ein Schiitteln der Vials mittels Minishaker von 10 s bei einer sehr hohen Frequenz von
2500 min~? stellte dabei eine ausreichende Durchmischung der beiden Phasen sicher. Nach
der Phasentrennung wurde jeweils die mit der RPLC kompatible Phase (z.B. Wasser,
Acetonitril) unmittelbar mittels isokratischen RPLC (Agilent-HPLC 1, Methode RPLC 1,
VWD A\ =227nm) analysiert, indem direkt 50 ul dieser Phase aus dem 1,5-ml-Vial injiziert
wurden. Die Detektion bei der fiir APEO weniger selektiven Wellenlénge von A =227nm
(s. Abs. erfolgte, damit Matrixeffekte deutlicher erkannt wurden, da diese Wellen-

linge eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber der Matrix aufwies.

Das von Tsuda et al. [380,[382] und Sun et al. [363] beschriebene Zweiphasensytem
Acetonitril // n-Hexan war insofern gut fiir diese Zwecke geeignet, als dass beide Phasen
nicht mischbar sind, sie deutliche Unterschiede in der Polaritat aufwiesen und Acetoni-

tril sehr gut fiir die RPLC geeignet war. Aulerdem haben die zunéchst durchgefiithrten
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Loslichkeitsversuche gezeigt, dass typische zur Formulierung von PSM verwendete Lose-
mittel |183] wie z.B. Cyclohexanon, Xylol, Solvesso 100, Solvesso 150, Toluol, Kerosin
und Petrol alle sehr gut in n-Hexan 16slich sind. Ferner zeigte sich, dass die untersuch-
ten Sonnenblumendle, das Rapsol und das Sojaol ebenfalls gut in n-Hexan 16slich sind.
Diese Pflanzenole waren fiir die durchgefithrten Untersuchungen daher von Bedeutung,
da es sich um in PSM als Beistoffe zugelassene Ole handelte [51]. Die Loslichkeit der

untersuchten synthetischen Ole war ebenfalls ausreichend hoch.
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Abbildung 6.14: Stérungen einer Ol-Matrix auf die Bestimmungen mittels RPLC1 nach
Fliissig-Fliissig-Extraktion mit Acetonitril / Wasser // n-Hexan. Durch Er-
hohen des Wasseranteils von 0% (v/v) auf 80% (v/v) in der Acetoni-
tril / Wasser-Phase lieflen sich die Stérungen durch die Matrix des unter-
suchten Krafttrafools (O154) vollstéindig eliminieren. Zum Vergleich ist das
Chromatogramm einer Losung von 100 mg - I Arkopal N 100 abgebildet. Es
wurde bei A =227 nm detektiert.

Es zeigte sich jedoch sehr schnell, dass die Polaritdsunterschiede zwischen n-Hexan
(P’=0,1[]) und Acetonitril (P’=5,8) noch nicht ausreichend hoch waren, um alle gete-

steten Losemittel oder Olbestandteile in ausreichendem MaBe aus der Acetonitrilphase zu

1 P’: Polaritétsindex nach L. R. Snyder [343,344]
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extrahieren. Der Zusatz von Wasser (P’ =10,2) konnte die Effizienz deutlich steigern, wie
aus Abb.[6.14] ersichtlich wird.

Fiir das in Abb.|6.14] gezeigte Beispiel einer Matrix von Krafttrafosl (O154) ist erst
ein Wasseranteil von 70% bis 80 % ausreichend, um die bei der chromatographischen
Bestimmung von APEO mitels RPLC1 stérenden Matrixbestandteile nahezu vollstéan-
dig in die n-Hexanphase zu iiberfithren. Bei den iibrigen oben angesprochenen Matrices
zeigte sich in vielen Féllen ein dhnliches Bild. Es ist daher naheliegend, dass fiir die
polare Phase reines Wasser bzw. Wasser mit einem organischen Losemittelanteil deut-
lich unter 50 % die geeignete Wahl ist. Hierbei bestand jedoch die grundlegende Gefahr
einer Emulsionsbildung. Sollte mit Hilfe dieser Fliissig-Fliissig-Extraktionsmethode eine
Bestimmung der APEO in den emulgierbaren PSM-Konzentraten durchgefiihrt werden,
war fiir die Analyse von bis zu maximal 100 mg der PSM ein Konzentrationsbereich von
10 ppmol - 171 bis 500 wmol - 1= APEO in der wisserigen Phase zu erwarten. Dieser ergab
sich aus den mit Hilfe der RPLC in ethanolischer Losung (s. Abs.[6.5) bzw. nach SPE
(s. Abs. durchgefiihrten APEO-Bestimmungen der emulgierbaren Konzentrate. Da
solche APEO-Konzentrationen im Bereich der kritischen Mizellbildungskonzentrationen
fiir wiisserige Losungen von CMC=29.5umol - 7! (NP1EO) bis CMC =79 umol - [~}
(NP20EO) liegen [305], war die Zugabe geeigneter Salze oder Kosolventien erforderlich,
um die Emulsionsbildung zuriickzudréngen. Aus diesem Grund wurden verschiedene Sal-
ze, Losemittel, Sduren und weitere Zuséitze zum Modifizieren der wésserigen Phase gete-
stet. Zu diesem Zweck wurden Losungen von 100 mg - 1~! Arkopal N 100 in verschiedenen
wasserigen Systemen mit n-Hexan als Oberphase getestet. Dabei wurden als Modellma-
trices alle synthetischen Ole (s. Abb. und alle Pflanzendle (s. Abb. untersucht.
Als typische Vertreter der zur Formulierung von PSM verwendeten Losemittel [183] wur-
den Solvesso 100, Solvesso 150, Kerosin, Petrol spezial, Isophoron, 1-Methyl-2-pyrrolidon,
Toluol und Xylol untersucht. Ziel dieser Untersuchungen war es, ein System zu finden,
bei dem einerseits keine Emulsionsbildung auftritt und andererseits eine Verteilung der
APEO zugunsten der wisserigen Phase erreicht wird. Auflerdem sollte eine Anreicherung
der Matrixbestandteile, die bei der Bestimmung der APEO mittels RPLC storen, in der

n-Hexanphase erzielt werden.

In empirischen Untersuchungen wurden zunéchst die Alkohole Methanol, Ethanol, 2-
Propanol und Ethandiol sowie die Losemittel Aceton und Acetonitril als Kosolventien
getestet (s. Abb.[6.15). Mit Ausnahme von Ethandiol und 2-Propanol lie8 sich erst
bei Wassergehalten <80 % eine Bildung von w/o-Emulsionen (Winsor-1I-Typ) in der n-
Hexanphase unterbinden. Die in der wifirigen Phase wiedergefundenen NPEO stiegen mit

dem Losemittelanteil in der wésserigen Phase an. Bei zu geringen Losemittelanteilen ist

die Verteilung der NPEO zur n-Hexanphase hin verschoben (s. Abb.[6.15]), wohingegen
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bei zu hohem Losmittelanteil eine nur unzureichende Anreicherung der Matrixbestandteile
in der n-Hexanphase stattfindet (s. Abb.|6.14]).
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Abbildung 6.15: Wiederfindung von NPEO in der wisserigen Phase nach Ausschiitteln mit
n-Hexan unter Verwendung unterschiedlicher Losemittelanteile in der wés-
serigen Phase. Die Bildung von Emulsionen des Typs Winsor II (w/o-
Emulsion) in der n-Hexanphase wurde teilweise beobachtet.

Es stellte sich heraus, dass Acetonitril die besten Eigenschaften aufwies. Bei einem Vo-
lumenanteil >20% in der wisserigen Phase wurde keine Bildung von w/o-Emulsionen
mehr beobachtet, wobei die erzielten Wiederfindungen von Arkopal N 100 fiir dieses Lo-
semittel am hoéchsten waren. Ethanol und 2-Propanol waren &hnlich effizient, was die
in der wésserigen Phase wiedergefundene Menge an NPEO und das Verhindern der Bil-
dung von w/o-Emulsionen angeht. Wie die nachfolgenden Untersuchungen jedoch zeigten,
hatte aber der aufgrund ihrer Loslichkeit in n-Hexan verbundene Ubergang dieser Alko-
hole auch in die organische Phase zur Folge, dass der damit verbundene Polaritéatsanstieg
der n-Hexanphase keine effiziente Abtrennung der verschiedenen untersuchten PSM- und
Olmatrices mehr gestattete. AuBerdem wurde das Volumenverhéltnis der beiden Phasen
von 1:1 (v/v) zugunsten der n-Hexanphase verschoben. Von den untersuchten Losemitteln
war daher Acetonitril als einziges geeignet. Dabei erwies sich eine wisserige Phase mit
einem Anteil von 30 % (v/v) Acetonitril als geeignet, um die meisten Matrixinterferenzen
durch Ausschiitteln mit der n-Hexanphase zu eliminieren. Lediglich fiir Isophoron kam
es noch zu deutlichen Matrixstérungen. Bei dem Schmiersl O1S9 und dem Motorsl O1S8
kam es noch zu geringfiigigen storenden Einfliissen der Matrix, die nur fiir sehr niedrige

APEO-Gehalte < 10mg-1~! an Bedeutung gewinnen. Es lief§ sich mit diesem System eine
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Wiederfindung von 71 % Arkopal N 100 in der wisserigen Phase erreichen. Fiir weniger
komplexe Matrices ist eine wésserige Phase mit 40 % (v/v) Acetonitril geeignet, da mit

ihr Wiederfindungen von Arkopal N 100 von 94 % erreicht wurden.

In einer zweiten Untersuchungsreihe wurden auf analoge Weise die Salze Natriumchlo-
rid, Magnesiumsulfat, Magnesiumacetat und Tetrabutylammoniumhydrogensulfat, die Sau-

ren Schwefelsdure, Essigsdure und Trifluoressigsdure sowie Saccharose untersucht (s. Abb.
6.16)).
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Abbildung 6.16: Wiederfindung von NPEO in der wisserigen Phase nach Ausschiitteln mit
n-Hexan unter Verwendung unterschiedlicher Anteile an Salzen, Sduren und
Saccharose in der wisserigen Phase. Die Bildung von Emulsionen des Typs
Winsor II (w/o-Emulsion) in der n-Hexanphase und des Typs Winsor III
an der Phasengrenze wurde teilweise beobachtet.

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich in den meisten Féllen mit steigendem Gehalt
zunichst ein Ubergang von einer w/o-Emulsionen in der n-Hexanphase zu einer Emulsi-
on zwischen der wisserigen und der n-Hexanphase (Winsor-III-Typ). Dabei gelang mit
Natriumchlorid und Magnesiumsulfat erst mit nahezu gesattigten Losungen ein Brechen
der beobachteten Emulsionen, jedoch mit NPEO-Wiederfindungsraten < 50 %. Magnesi-
umacetat war fiir diesen Zweck ungeeignet. Auch Tetrabutylammoniumhydrogensulfat,
das zwar zum Brechen der Emulsionen geeignet war, zeigte keine geniigenden Wieder-
findungen fiir Arkopal N 100 (<60 %). Unter den Sduren erwies sich lediglich Essigsaure
als geeignet. Trifluoressigsdure bricht zwar schon bei Gehalten <10% (v/v) die auftre-
tenden Emulsionen, es lassen sich dann aber nur noch weniger 5% Arkopal N 100 in der

wiasserigen Phase nachweisen. Schwefelséure ist erst bei sehr hohen Anteilen von mehr als
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20 % (v/v) bei NPEO-Wiederfindungen von unter 40 % in der Lage die Bildung von Emul-
sionen zu unterdriicken. Auch Saccharose ist nicht geeignet. Mit 30 % (v/v) Essigsdure in
Wasser wurden bei 74 %-iger Wiederfindung von Arkopal N 100 lediglich fiir Isophoron
noch stérkere Stérungen festgestellt. Leichtere Matrixstorungen wurden fiir das Getrie-
besl 0151 und das Walzol O1S11 festgestellt, deren Einfluss aber nur fiir APEO-Gehalte
<10mg - 17! zum Tragen kommen. Eine Steigerung auf 40 % (v/v) fiir weniger komplexe
Matrices bewirkt eine Erhohung der Wiederfindung auf 86 %.

Wie die Untersuchungen gezeigt haben, ist ein Zusatz von 30 % (v/v) Essigsdure oder
30% (v/v) Acetonitril zur wisserigen Phase geeignet sowohl die Bildung von Emulsionen
zu unterbinden als auch fiir eine ausreichende Anreicherung der die RPLC stérenden
Matrixbestandteile von Olen sowie von typischen zur Formulierung von PSM verwendeten
Losemitteln zu ermoglichen. Beide Mittel sind gleichermafien gut geeignet. Essigsdure
wurde lediglich aus praktischen Griinden fiir die weiteren Untersuchungen ausgewéahlt,
da mit ihr nach dem Ausschiitteln der wésserigen Phase mit n-Hexan die anschlieende

Phasentrennung deutlich schneller stattfand.
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Abbildung 6.17: Abhingigkeit des nach Ausschiitteln mit n-Hexan in Wasser / Essigsiure
70:30 (v/v) verbliebenen Anteils der APEO von der mittleren Molmasse. Es
wurde mit einem Volumenverhéltnis von 1:1 (v/v) extrahiert (Cop: APEO-
Konzentration vor dem Ausschiitteln; cyy: APEO-Konzentration nach dem
Ausschiitteln).

Fiir eine Bestimmung der APEO mittels RPLC in emulgierbaren Konzentraten oder
anderen Matrices hat die Verteilung der APEO zwischen der wiésserigen Phase und der
n-Hexanphase einen entscheidenden Einfluss auf die Kalibrierbarkeit der Methode. Soll

beispielsweise bei der Analyse eine externe Kalibrierung des Detektors mit Kalibrierlo-
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sungen erfolgen, so darf der Anteil an APEQ, der wiahrend der Fliissig-Fliissig-Extraktion
der Matrixbestandteile ebenfalls in die n-Hexanphase iibergeht nur vernachléssigbar ge-
ring sein oder aber er muss bekannt sein. Wie bereits erwidhnt wurde, werden deutliche
Mengen von Arkopal N 100 (24 %) aus der wisserigen Phase extrahiert. Der Anteil der
aus der wasserigen Phase ebenfalls extrahierten APEO héngt sehr stark vom Ethoxylie-
rungsgrad der APEO ab. Fiir APEO mit geringer mittlerer Molmass M,, <400 g - mol™*
liegt der Anteil deutlich iiber 90 % (s. Abb., da diese aufgrund des geringen Ethoxy-
lierungsgrades und der damit verbundenen kurzen Polyoxyethylengruppe eine geringere
Wasserloslichkeit und eine hohere Préferenz fiir die organische Phase aufweisen. Mit stei-
gender Molmasse, also steigendem Ethoxylierungsgrad, nimmt die Loslichkeit in n-Hexan
ab sowie die Loslichkeit in Wasser zu, so dass sich das Verteilungsgleichgewicht zugun-
sten der wisserigen Phase umkehrt und fiir APEO mit M,, > 900 g - mol~! vollstindig auf

Seiten der wisserigen Phase liegt.
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Abbildung 6.18: Mit Hilfe der Kalibrierlésungen von Marlophen NP 3, Marlophen NP 9 und
Marlophen NP 15 in Wasser / Essigsdure 70:30 (v/v) ermittelte Kalibrier-
funktionen fiir die NPEO-Bestimmung mittels RPLC1 (Agilent-HPLC,
A=227nm) nach Fliissig-Fliissig-Extraktion mit n-Hexan. Die drei ver-
wendeten NPEO-Standards Marlophen NP3 (npo = 2,87), Marlophen
NP9 (ngo = 9,01) und Marlophen NP 15 (ngo = 14,26) unterschei-
den sich im mittleren Ethoxylierungsgrad deutlich. Zum Vergleich sind die
Kalibriergeraden dargestellt, die ohne Ausschiitteln der Kalibrierlésungen
mit n-Hexan erhalten wuden. Es sind Mittelwerte fiir N =3 Bestimmungen
jedes Kalibrierniveaus angegeben.
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Aufgrund des stark vom Ethoxylierungsgrad abhéngigen Verteilungsgleichgewichts der
APEO zwischen beiden Phasen war eine andere Kalibrierstrategie notwendig, die von der
in dieser Arbeit fiir alle anderen Bestimmungen mittels RPLC verwendeten abwich. Es
musste mit APEO-Standards kalibriert werden, die den in der Probe enthaltenen APEO
entsprachen. Eine Kalibrierung mit diesen APEO-Standards fand dann so statt, dass Kali-
brierlésungen in der wéflrigen Phase, die zur Fliissig-Fliissig-Extraktion verwendet wurde,
hergestellt wurden und wie bei den Proben 750 ul dieser Losungen ebenfalls mit 750 ul
n-Hexan ausgeschiittelt wurden. Auf diese Weise lieflen sich Kalibriegeraden in einem Kon-
zentrationsbereich von 30 ymol - [71 bis 300 umol - [~ erhalten, die fiir die untersuchten
APEOQO eine sehr gute Linearitéit aufwiesen. Die Steigungen dieser Kalibriergeraden und
somit die Empfindlichkeit der Methode variierte in Abhéngigkeit vom Ethoxylierungs-
grad aufgrund der oben beschriebenen, unterschiedlichen Verteilung der APEO zwischen
den beiden Phasen sehr stark. Die Empfindlichkeit der Methode nimmt mit sinkendem
mittleren Ethoxylierungsgrad der APEO sehr stark ab (s. Abb.[6.18).

Da die Empfindlichkeit der Methode sehr stark vom Ethoxylierungsgrad der APEO ab-
héngt, empfiehlt sich die zusétzliche Anwendung von Korrekturfaktoren fiir alle Falle, bei
denen keine APEO-Standards mit geeigneten Ethoxylierungsgraden zur Verfiigung stehen.
Die Ubereinstimmung der mittleren Ethoxylierungsgrade der zur Kalibration verwendeten
APEO mit denen in der Probe zu analysierenden APEO hat einen sehr grofien Einfluss
auf die Richtigkeit der Ergebnisse. Fiir eine entsprechende Korrektur der Ergebnisse bei
einem vom verwendeten Kalibrierstandard abweichendem mittleren Ethoxylierungsgrad
der Analyten ist eine Abschéatzung des Verteilungskoeffizienten Kpy der APEO zwischen
der wasserigen Phase (W) und der n-Hexanphase (H) anhand des mittleren Ethoxy-
lierungsgrades fipo notwendig. Der Verteilungskoeffizienten K779 fiir einen bestimmten
mittleren Ethoxylierungsgrad ngo ist nach dem Nernst’schen Verteilungsgesetz durch die

Stoffmengenkonzentrationen € in beiden Phasen gegeben als:

nEO

7 C
KpEe = & (6.1)

NEO
Cy

Die Abhiingigkeit des Verteilungskoeffizienten K52 von figo kann durch folgende li-

neare Beziechung beschrieben werden [262,263]:
log K}%5¢ =log Ky + k - figo (6.2)

Dabei beschreibt der Ordinatenabschnitt log Ky, den auf ipo = 0 extrapolierten Ver-
teilungskoeffizienten K7%2. Die Konstante k stellt eine fiir den APEO-Typ charakteristi-
sche Grofle dar und betrégt beispielsweise fiir das System Wasser / n-Heptan fiir NPEO
0,45 [262,/263]. Durch eine geeignete Auftragung der mit Hilfe geeigneter Experimente

bestimmten Verteilungskoeffizienten KZ%’ verschiedener APEO gegen deren mit Hilfe
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der NPLC-FLD (s. Abs.[6.3.4)) ermittelten mittleren Ethoxylierungsgrad 7ipo lassen sich
log K%y, und k bestimmen (s. Abb.. K72 kann aus den Konzentrationen cq der
APEQ in der wésserigen Phase vor dem Ausschiitteln mit n-Hexan und aus den Konzen-
trationen Cy der APEO in der wésserigen Phase nach dem Ausschiitteln mit n-Hexan

bestimmt werden.

Die Experimente wurden durchgefiihrt, indem mit gleichen Volumen der wisserigen
Phase (Viy) und der n-Hexanphase (V) ausgeschiittelt wurde. Dabei wurden von al-
len in Tab.[5.2.1] auf Seite [101] angegebenen APEO annéhernd dquimolare Losungen in
Wasser / Essigséure 70:30 (v/v) von 150 umol - I= hergestellt, mittels RPLC 1 analysiert
und aus den Chromatogrammen die APEO-Peakfliche Apeqo bestimmt. Darauf wurden
750 pl dieser Losungen mit 750 ul n-Hexan wie oben beschrieben ausgeschiittelt, die wés-
serige Phase ebenfalls mit der RPLC1 analysiert und aus den Chromatogrammen die
Peakflichen Apeqrw bestimmt. Dabei wurden fiir jeden Standard zehn Bestimmungen
durchgefiihrt und die mittleren Peakflichen A Peak,0 Und A Peak,w aus den zehn Wiederho-
lungen berechnet. Wegen Vi = Vg folgt fiir K752 aus Gl. unmittelbar die Abhéngig-
keit von den Stoffmengen nj#° in der wiisserigen Phase und n}#° in der n-Hexanphase

nach dem Ausschiitteln: B
NEO

i n
Ko = anEo (6.3)

Dabei besteht fiir die APEO-Stoffmenge n’}#° mit nj?° und der Gesamtstoffmenge nfj*°
der Zusammenhang:

nZEO = ngEO — n’;}fo (6.4)

Da die Stoffmengen in der wéfirigen Phase vor dem Ausschiitteln der Gesamtstoffmenge
ng”° entspricht und da fiir jede RPLC-Bestimmung i die Peakflichen A, o n}#°
sind, kann unter Verwendung der Gl. und Gl. der Verteilungskoeffizienten K}5¢

berechnet werden geméaf:

B nﬁEo A
KTEO — w . Peak,W (6 5)
HW — _figo ngpo A A ’
I, — Dy Peak,0 — ‘1Peak,W
Ferner gilt:
B cheo
Ko = —W—— (6.6)
HW nEo nEo :
Co” — Cw

Die mit Gl. aus den ermittelten Peakfliichen berechneten K}%¢ werden dann fiir
die unterschiedlichen APEO gegen ihre mittels der NPLC-FLD bestimmten nigo-Werte
aufgetragen, wie in Abb. dargestellt.
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Abbildung 6.19: Zusammenhang zwischen dem Verteilungskoeffizienten KZ%‘/D der APEO
zwischen der wisserigen Phase (W) und der n-Hexanphase (H) und ih-
rem mittleren Ethoxylierungsgrad ngo. Es gilt KZ%‘/D = Cvg‘i/Co mit Cyy,
der APEO-Konzentration in der wésserigen Phase nach dem Ausschiitteln
mit n-Hexan, und Cg, der APEO-Konzentration in der wésserigen Phase

vor dem Ausschiitteln mit n-Hexan. Weitere Angaben siehe Text.

Aus einer durchgefithrten Regressionsanalyse ergab sich dann fiir die untersuchten
NPEO folgende Bestimmungsgleichung, mit deren Hilfe die K¢ fiir unbekannte Pro-

ben aus den ngo-Werten berechnet wurden:
logKZ’%‘? =(—2,034+0,17) 4+ (0,280 + 0,017) - ngo (6.7)

Zur Korrektur der bei unbekannten Proben ermittelten Konzentrationen Cyr oder der
aus dem Chromatogramm ermittelten Peakflichen Apeq,w konnte dann das Verhéltnis
der APEO-Konzentration ¢y, die ohne Ausschiitteln der Probe in der wisserigen Phase
vorgelegen hétte, und der tatsédchlich nach Ausschiitteln mit n-Hexan ermittelten Kon-
zentration Cy in der wisserigen Phase dienen. Es ist daher der Faktor f ., , der fiir die

spiatere Auswertung der Messdaten zur Korrektur verwendet wurde, definiert worden als:

Co

ch/CW = a (68)

Dieser Korrekturfaktor 1af3t sich aus KZ@[? unmittelbar durch Umstellen der Gl. be-

rechnen:
1

fCO/CW = K’ﬁEo
HW

+1 (6.9)
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Tabelle 6.5: Korrekturfaktoren f.

o/Cw

164

fir die Bestimmung des NPEO-Gehaltes in PSM-

Formulierungen mittels der RPLC 1-Methode nach Fliissig-Fliissig-Extraktion
der Matrix von Losungen der PSM in Wasser / Essigsdure 70:30 (v/v) mit n-

Hexan.

Standard / Probe APEO-Typ

nego

f

Co/Cw

Arkopal N 040 NPEO 3,494+ 0,02 12,3+0,1
Arkopal N 060 NPEO 5,56 £ 0,04 4,0+0,1
Arkopal N 100 NPEO 9,5+£0,2 1,24+0,1
Arkopal N 200 NPEO 16,8 +£0,5 1,0£0,1
Marlophen NP 3 NPEO 2,87+0,03 17,84+ 0,1
Marlophen NP 6 NPEO 5,78+ 0,03 3,6+0,1
Marlophen NP 9 NPEO 9,01 +0,04 1,3+£0,1
Marlophen NP 12 NPEO 11,18 £ 0,07 1,14+0,1
Marlophen NP 15 NPEO 14,26 £+ 0,06 1,0£0,1
PSM 3 NPEO 9,41 + 0,04 1,240,16
PSM 4 NPEO 4,240,2 8,1+0,1
PSM 5 NPEO 4,01 + 0,06 9,1£0,1
PSM 7 NPEO 3,57+0,02 11,74+ 0,16
PSM 8 NPEO 9,21 4+0,05 1,3+0,1

Unter Beriicksichtigung der beiden Korrekturfaktoren f(fiEVD fiir den externen Kali-

brierstandard und f;
‘0/Cw

Probe

Probe fijr die Probe kann die auf Seite in G1.(6.53| angegebene

Auswertefunktion zur Bestimmung der APEO-Massenkonzentration c,5pe fiir die Pro-

ben entsprechend angepasst werden:

Probe Probe Probe

CProbe o APeak B bESTD . Mn . Joo/ow
APEO — ESTD

aEsTD M eyt

Probe

(6.10)

Die Massengehalte cly¥p, in den untersuchten PSM-Proben, als % (w/w) angegeben, kon-

nen dann aus den in der wésserigen Phase bestimmten Massenkonzentrationen ¢

Probe
ApEo der

APEO bzw. direkt aus den ermittelten Peakflichen AL den eingewogenen Massen

Mprope Und dem Volumen Vi = 750 pul der wésserigen Phase ermittelt werden nach:

AProbe —b MPT’Obe Probe
Probe __ ““Peak ESTD n Co/Cw -1 Vi 100 (7
APEO = " \[ESTD ~ pESTD ~"Probe VW ¢
AESTD M, coTow

(6.11)

Aus dem in Abb. dargestellten Zusammenhang zwischen dem mittleren Ethoxy-

lierungsgrad der untersuchten APEO und ihrem Verteilungskoeffizienten zwischen den
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beiden Phasen konnten mit Hilfe der Gl. und Gl. aus den mittleren Ethoxylie-
rungsgraden (s. Tab.[6.7]und Tab.[6.8]S.[199) die in Tab.[6.5|angegebenen Korrekturfak-
toren f., c,, fiir die Bestimmung des APEO-Gehaltes in PSM-Formulierungen mittels der
RPLC 1-Methode nach Fliissig-Fliissig-Extraktion der Matrix von Losungen der PSM in
Wasser / Essigséure 70:30 (v/v) mit n-Hexan ermittelt werden. Mit Hilfe der oben beschrie-
benen Fliissig-Fliissig-Extraktionsmethode mit anschlieBender APEO-Bestimmung mit-
tels RPLC1 (Agilent-HPLC, A =227 nm) wurden die emulgierbaren Konzentrate PSM 3,
PSM 4, PSM 5, PSM 7 und PSM 8, die fliissigen Reinigungsmittel sowie die synthetischen
und pflanzlichen Ole untersucht. Es wurden wie oben beschrieben Fiinffachbestimmun-
gen von 0,5mg bis maximal 100mg der jeweiligen Probe durchgefiihrt. Fiir PSM 3 und
PSM 8 wurde mittels Arkopal N 100- und Marlophen NP 9-Lésungen kalibriert, fiir PSM 4
und PSM 5 mit Hilfe des Arkopal N 040-Standards. Die Analysenergebnisse der emulgier-
baren Konzentrate sind in Tab.[6.6] angegeben. Es wurden in keinem der untersuchten

Reinigungsmittel und Ole APEO nachgewiesen.

Tabelle 6.6: In emulgierbaren Konzentraten mittels RPLC 1 (Agilent-HPLC, A =227 nm) be-
stimmte APEO-Gehalte nach Fliissig-Fliissig-Extraktion der Matrix von Loésun-
gen der PSM in Wasser / Essigsdure 70:30 (v/v) mit n-Hexan. Zum Vergleich sind
in Klammern die unkorrigierten Werte ohne Beriicksichtigung der unterschiedli-
chen Verteilungskoeffizienten der APEO in der Probe und der zur Kalibrierung
verwendeten APEO-Standards angegeben.

Probe APEO-Typ ngo Gehalt / % (v/v)

PSM3  NPEO 9.4140,04 89-+0,3 (13,6 £ 0, 4)
PSM4  NPEO 4,240,2 0,74 40,07 (1,14+0,1)
PSM5  NPEO 4,0140,06  0,32+0,02 (0,49 + 0, 04)
PSM7  NPEO 3,5740,02 7,940,1 (12,0 £0,1)
PSM8  NPEO 9,2140,05 55+0,1 (1,1+0,1)

Gerade wegen der Verwendung von experimentell ermittelten Korrekturfaktoren bei
der Auswertung der Analysendaten war eine ausgedehnte Uberpriifung der Richtigkeit
dieser Methode notwendig. Daher wurde zunéchst durch Aufstockungsexperimente eine
grofe Anzahl unterschiedlicher Matrices getestet, um zu ermitteln, welchen Einfluss diese
auf die Richtigkeit der Ergebnisse haben. Es wurden synthetische Ole, pflanzliche Ole,
Reinigungsmittel und typische bei der Formulierung von PSM verwendete Losemittel oder

Losemittelgemische untersucht. Im Anschluss daran wurden die selber formulierten PSM

(s. Tab. S. |115]) untersucht.
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Abbildung 6.20: Mittlere Abweichungen der ermittelten NPEO-Konzentrationen in unter-
schiedlichen Matrices von den Istwerten nach Fliissig-Fliissig-Extraktion.
Die Proben wurden mit n-Hexan und Wasser / Essigsdure 70:30 (v/v) im
Volumenverhéltnis 1:1 extrahiert. Die untersuchten Matrices wurden mit
0,17% bis 1,7% (w/w) Arkopal N 100 aufgestockt. Es sind Mittelwerte
fir N =5 Bestimmungen angegeben (X/C 1:1 = Xylol / Cyclohexanon 1:1

(v/v)).
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Bei den Aufstockungsexperimenten mit unterschiedlichen Matrice wurden fiir eine grofie
Anzahl an Proben, fiir 20 der 32 untersuchten Matrices, Abweichungen vom Istwert er-
mittelt, die kleiner oder deutlich kleiner als 10 % waren (s. Abb.[6.20)). Nur in drei Féllen
waren die Abweichungen deutlich grofier als 20%. In der Regel waren die Wiederfin-
dungsraten < 100%. Es kam nur bei den drei Spulmitteln und einem Reinigungsmittel
zu Uberbefunde, deren Abweichungen vom Istwert aber unterhalb von 20 % lagen. Die
goBten Abweichungen wiesen zwei der drei untersuchten Motordle auf. Bei O1S6 wurden
lediglich 10 % der NPEO wiedergefunden, bei O1S8 waren es nur ca. 50 %. Neben diesen
beiden Olen wies lediglich Isophoron ebenfalls unzufriedenstellende Wiederfindungen mit

ca. 75 % auf.

Die Untersuchung der selber hergestellten PSM ergab mit Ausnahme von PSM A, bei
dem die Abweichungen knapp iiber 15 % lagen, Wiederfindungen im Bereich von 90 %
oder deutlich besser. In zwei der neun untersuchten Proben waren die Wiederfindungen
nahezu quantitativ. Es kam in keinem der Fille zu Uberbefunden.

Bias / %
-25,0 -22,5 -20,0 -17,5 -15,0 -12,5 10,0 -7,5 -50 -25 00 25 50 7,5 10,0 12,5 150 17,5 20,0 22,5 25,0

PSM A

PSM B

PSMC

PSM D

PSM E

PSM F

PSM G

PSM H

PSM |

Abbildung 6.21: Mittlere Abweichung der ermittelten APEO-Konzentrationen von den Ist-
werten fiir die selber hergestellten PSM-Formulierungen nach Fliissig-
Fliissig-Extraktion. Die untersuchten PSM wurden mit Marlophen NP9
(rot), Arkopal N 100 (griin) und Arkopal N 040 (blau) formuliert. Die Pro-
ben wurden mit n-Hexan und Wasser / Essigsdure 70:30 (v/v) im Volumen-
verhéltnis 1:1 extrahiert. Es sind Mittelwerte fiir NV =10 Bestimmungen
angegeben.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die oben beschriebene Methode zu relativ gu-
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ten Ergebnissen fiihrt, wie die Wiederfindungsexperimente gezeigt haben. Je nach Matrix
kann es aber zu deutlich falschen Befunden kommen, so dass diese universell einsetzbare
Methode vor deren Anwendung fiir andere Matrices mittels Wiederfindungsexperimenten
getestet werden muss. Die Vorteile dieser Methode sind ihr hohes Potential zur Auto-
matisierung. Ferner bietet sie die Moglichkeit, mit kleinsten Probenmengen bei einem
geringen Bedarf an Losemitteln und geringem Arbeitsaufwand eine grofie Anzahl von
Proben innerhalb kurzer Zeit zu analysieren. Daher ist sie fiir die Routineanalytik, z. B.
fiir ein Screening von emulgierbaren Konzentraten, geeignet. Als nachteilig ist bei dieser
Methode zu sehen, dass es einer sehr sorgfiltigen Kalibrierung unter Einbeziehung der
Ermittlung von Korrekturfaktoren anhand der unterschiedlichen Verteilungkoeffizienten
bedarf. Daher ist der Aufwand bei der Etablierung und Validierung der Methode deutlich
hoher, da die Untersuchung einer groen Anzahl von APEO-Standards notwendig ist.

6.2 Sonstige priaparative Methoden

6.2.1 Einengen von Losemitteln bis zur Trockene

Analytische Verfahren, die aus mehreren Verfahrensschritten bestehen, bergen immer die
Gefahr, dass es zu Analytverlusten kommen kann. Daher sind alle Verfahrensschritte ei-
ner Uberpriifung zu unterziehen. Das Entfernen von Losemitteln war in sofern ein fiir die
Analysenergebnisse wichtiger Prozef3, als dass es vor der Bestimmung der Ethoxymeren-
verteilung der APEO mittels NPLC-FLD, nach dem diese mit Hilfe der RPLC isoliert
wurden, und vor der Quantifizierung der mittels SPE extrahierten APEO durchgefiihrt
werden mufite. Auch nach der Extraktion geméfi der Wickbold-Methode war ein Entfernen

des Extraktionsmittels notwendig.

Im Fall der Isolierung der APEO mittels RPLC (Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v)) und
auch bei der Extraktion der APEO mittels SPE (Methanol / Wasser 95:5% (v/v)) wurden
jeweils APEO-Losungen mit einem Wasseranteil erhalten. Bei dem hierzu verwendeten
Verfahren (s. Abs.[5.4.5.4) wurden die Losemittel bei gleichzeitigem Erwérmen im No-
oder Argonstrom abgeblasen. Grundsétzlich bedeutet hierbei gerade bei gréfieren Volumi-
na eine erhohte Temperatur eine deutliche Zeitersparnis. So konnte z. B. beim Einengen
eines Volumens von 7ml einer Losung von APEO in Methanol / Wasser 5% (v/v) durch
Erhohen der Tempertur von 40°C (60 min) auf 50 °C (33 min) oder 60°C (28 min) die

Dauer deutlich verringert werden.

Bei einer zu drastischen Erh6hung der Temperatur besteht aber eine ansteigende Gefahr
von Analytverlusten, da APEO mit absinkender Kettenldnge der Polyoxyethylengruppe

zunehmend wasserdampffliichtiger werden. AP(EQO),, mit ngo < 3 weisen eine betrécht-
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liche Wasserdampffliichtigkeit auf [3,[376]. Ob es beim Entfernen der Losemittel in Ab-
héngigkeit von der Temperatur zu Verlusten kommt, wurde anhand von Losungen dreier

NPEO mit unterschiedlichem Ethoxylierungsgrad untersuchtt.

Dazu wurden jeweils 1 ml der Losungen von 10 mg-1=! Arkopal N 040 und 50 mg-1~—! Ma-
rolphen NP 3 in Acetonitril / Wasser 75:25 (v/v) sowie 7ml einer Losung von 100 mg - [!
Arkopal N 100 in Methanol / Wasser 95:5 % (v/v) nach dem in Abs.[5.4.5.4] beschriebenen
Verfahren fiinffach im Bereich von 40 °C bis 60 °C bis zur Trockene eingeengt und anschlie-
Bend wieder in Acetonitril / Wasser 75:25 (v/v) bzw. Acetonitril aufgenommen und mittels
RPLC1 analysiert.

128 | BArkopal N 040 ®Marlophen NP6 B Arkopal N 100
130
120 ~
, 110
Z 100
g 90
'g 80 |
€ 70
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(]
2 50
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30
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10 A
0 ‘ ‘
40 50 60

Temperatur / °C

Abbildung 6.22: Wiederfindungsraten verschiedener NPEO nach Einengen des Losemittels
bis zur Trockene. Es wurde das Losemittel im No-Strom bei verschiedenen
Temperaturen abgeblasen. Es sind Mittelwerte fiir N =5 Wiederholungen
angegeben (weitere Angaben s. Text).

In dem untersuchten Temperaturbereich von 40 °C bis 60 °C fiihrte das Entfernen der
Losemittel lediglich fiir NPEO mit einem niedrigen Ethoxylierungsgrad zu geringen Ver-
lusten (s. Abb.. Marlophen NP 6 und Arkopal N 100 wurden mit > 99,4 % nahezu
vollsténdig wiedergefunden. Auch die Verluste von Arkopal N 040 wéahrend des Abbla-
sens des Losemittels sind vernachlédssigbar. Sie betrugen < 3,0 %. Um festzustellen welche
Ethoxymere dabei diskriminiert werden, wurden fiir Arkopal N 040 zusétzlich die Ethoxy-
merenverteilung vor und nach dem Entfernen des Losemittels untersucht (s. Abb.[6.23).



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 170

30 -
28
26 -
24 -
22
20
18 -
16 -
14 -
12 -

W Referenz (N = 5)
m60 °C (N=5)
e 040 °C (N=5)

Massenanteil / %

Neo

Abbildung 6.23: Massenanteile der einzelnen NPEO-Ethoxymere von Arkopal N 040 vor und
nach dem Einengen des Losemittels bis zur Trockene. Es wurde das Lose-
mittel im Na-Strom bei 40 °C und 60 °C abgeblasen. Es sind Mittelwerte fiir
N =5 Wiederholungen angegeben (weitere Angaben s. Text).

Dabei zeigte sich, dass die Verluste nahezu unabhéngig von der untersuchten Tempe-
ratur (40°C oder 60 °C) waren und es nur fir NP(EO); und NP(EO); zu nennenswerten
Verlusten kam. Thr Anteil an den Gesamtverlusten betrug etwa zwei Drittel. Die hoch-
sten Verlusten wurden bei NP(EO); beobachtet und betrugen fiir beide Temperaturen
ca. 21% des NP(EO);-Gehaltes, bei NP(EO), sanken diese schon auf <5%, was der
erwarteten Annahme der sinkenden Wasserdampffliichtigkeit entspricht [3,[376]. Fiir die
anderen Ethoxymere waren die Unterschiede in der Regel innerhalb der Melunsicherheit.
Die Auswirkungen auf die ermittelten mittleren Molmassen (s. Abs. waren gering.
Fiir die Referenzprobe wurden (374,140,8) g - mol~" fiir das Zahlenmittel bestimmt, fiir
die APEO nach dem Entfernen des Losemittels bei 40 °C (3754 1) g-mol~ und bei 60 °C
(376 + 1) g-mol~t. Dabei waren die Abweichungen nur fiir 60 °C signifikant, sonst lagen sie
innerhalb der Mefunsicherheit, so dass fiir die Bestimmung der Ethoxymerenverteilung
mittels NPLC-FLD das Entfernen der Losemittel vor der Aufnahme der APEO in die
mobile Phase bei 40 °C durchgefiihrt wurde. In allen anderen Féllen, besonders zum Ent-
fernen groferer Losemittelmengen konnten auch Temperaturen bis zu 60 °C angewendet
werden. Insgesamt hat das Entfernen der Losemittel durch Abblasen mit Ny oder Argon

keinen Einfluss auf die Analysenergebnisse.
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6.3 Identifizierung und Charakterisierung von APEQO

6.3.1 Uberpriifen der APEO auf Alkylphenole mittels GC-MS

Um auszuschlieen, dass die verwendeten APEO-Standards und die untersuchten PSM-
Formulierungen Alkylphenole in relevanten Mengen enthielten, wurden die APEO und
die PSM mittels GC-MS auch auf AP hin untersucht. Die ermittelbaren AP-Gehalte und
somit die Relevanz von AP in den APEO sollten aber gering sein, da der Prozess bei der in-
dustriellen Darstellung von APEO ein Auftreten von AP in relevanten Mengen ausschlief}t.
Die Ethoxylierung von Alkylphenolen zu APEQO erfolgt mit basischen Katalysatoren durch
Addition von Ethylenoxid (s. Abs. [2.2.1)). Da die Aciditét des Hydroxywasserstoffs am
Alkylphenolring deutlich grofer ist als die des Hydroxywasserstoffs am Ende der Ethylen-
glykoletherkette, wird ein Proton von noch unverbrauchten Alkylphenol auf das primér
gebildete Monoethoxylatanion iibertragen, bevor ein weiteres Ethylenoxidmolekiil addiert
werden kann, so dass zunéchst Alkylphenol nahezu vollstédndig in das Monoaddukt um-
gesetzt wird, bevor Polyoxyethylenalkylphenole mit zwei oder mehr Oxyethylengruppen
gebildet werden [55}2141305|,329,400].

Mit Hilfe der GC-MS lielen sich Nonylphenole in Marlophen NP 3 und Arkopal N 040,
den beiden technischen APEO-Produkten mit den geringsten Ethoxylierungsgraden, in
geringen Mengen nachweisen. Die Differenzierung zwischen 4-NP und NPEO ist mit Hilfe
der GC-MS einfach zu realisieren, wie die Abb. deutlich zeigt. In den Gaschroma-
togrammen kann die fiir 4-NP und NP(EO),, typische Auftrennung in die Isomere beob-
achtet werden. Die Nonylphenolisomere eluieren deutlich vor den NP(EO);-Isomeren, die
wiederum von NP(EO), bis NP(EO)5 gefolgt werden.
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Abbildung 6.24: Nachweis von 4-NP in NPEO mittels GC-MS. Es sind die TIC von 4-NP
und zwei technischen NPEO-Produkten dargestellt. Anhand der Abbildung
unten l#Bt sich erkennen, dass 4-NP in geringen Mengen (< 0,89 % (w/w))
in den technischen NPEO-Produkten enthalten war. Es wurden Lésungen
von 0,162 g-17! sowie 0,016 g-1~! 4-NP (Acros), 1,83 g-1~! Marlophen NP 3
und 2,05¢ - I~! Arkopal N040 in Ethanol untersucht (Methode GC-MS1,

splitless, s. Tab. .

Ferner ist ein Nachweis anhand der Massenspektren aufgrund der typischen Massen der
Fragmentionen von NP eindeutig (s. Abb. . Die verschiedenen NP-Isomere kénnen
eindeutig anhand der Massen m/z 107 (Hydroxytropyliumkation), m/z 121 ([M - C;H;5] 1),
m/z 135 ([M - C¢Hi3]™), m/z149 ([M - CsHy1]™), m/2163 (M - C4Ho|T), m/z 177 ([M -
CsH7]™), m/z191 (]M - CoHs]™) und m/z 220 (M**) identifiziert werden.
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Abbildung 6.25: Identifikation von NP-Isomeren mittels GC-MS. Anhand des TIC und der
RIC ist die Auftrennung in verschiedene NP-Isomere zu erkennen. Es sind
die typischen Massenspuren m/z 107, m/z 121, m/z 135, m/z 149, m/z 163,
m/z 177, m/z 191 und m/z 220 dargestellt. Es wurde eine ethanolische Lo-
sung von 0,162 g-1~! 4-NP (Acros) untersucht (Methode GC-MS 1, splitless,

s. Tab. .

Anhand von Verdiinnungsreihen mit 4-NP lief sich eine Abschétzung der NP-Gehalte
in Marlophen NP3 und Arkopal N 040 mit dem Ergebnis machen, dass beide NPEO-
Produkte NP im Bereich von 0,08 % (w/w) bis 0,89 % (w/w) enthielten. Wenn man be-
riicksichtigt, dass Arkopal N 040 z. B. in typischen Anwendungen wie den emulgierbaren
PSM-Konzentraten in Gehalten von 1,1% (w/w) auftritt [73], so ergeben sich fiir NP Ge-
halte < 0,01% (w/w) in den PSM, die deutlich unterhalb des von der EU im Jahr 2003
festgelegten Grenzwertes von 0,1 % (w/w) liegen, zumal die zu erwartenden NP-Gehalte
in den technischen NPEO-Produkten mit hherem Ethoxylierungsgrad noch deutlich un-

terhalb der abgeschéatzten Groflenordnung liegen sollten.

Ein Nachweis von Alkylphenolen mittels GC-MS ist in keinem der untersuchten PSM
gelungen, so dass im weiteren Verlauf der experimentellen Arbeiten auf eine Beriicksich-
tigung der umweltrelevanten Alkylphenole im Rahmen dieser Arbeit verzichtet werden

konnte.

Dennoch kénnen Alkylphenole in PSM eine Rolle spielen. So handelt es sich beispiels-
weise bei der Insektizidformulierung Matacil® 1.8 D, die zur Herstellung von Spriihmitteln
zur Bekdmpfung gegen den Tannentriebwickler dient, um ein 6llésliches Konzentrat von

Aminocarb (4-Dimethylamino-m-tolyl- N-methylcarbamat), das 50,5 % Nonylphenol ent-

halt [364).
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6.3.2 Isolierung und Nachweis einzelner APEO-Ethoxymere

Fiir die Quantifizierung der APEO (s. Abs.[6.5.5]) in den PSM und den anderen Matrices
war es notwendig, die Ethoxymerenverteilung der zur Kalibration verwendeten APEO und
der aus den Proben isolierten APEQO zu ermitteln. Dazu wurde die NPLC-FLD verwendet,
bei der es wiederum notwendig war, die einzelnen APEO-Ethoxymere den jeweiligen Peaks
im Chromatogramm eindeutig zuordnen zu kénnen (s. Abs.[6.3.4.2). Zu diesem Zweck
muflten einzelne NPEO- und OPEO-Ethoxymere isoliert werden. Eine solche Isolierung
hétte natiirlich mit der NPLC-FLD selbst erfolgen kénnen, jedoch verfiigte das hierzu
verwendete Shimadz-HPLC 1-System zum einen iiber keinen Fraktionensammler und zum
anderen wére eine Ethoxymerenisolierung mit dieser Methode wenig praktikabel gewesen,
da es eines sehr hohen Zeitaufwandes bedurft hiatte, um ausreichende Mengen zu isolieren.
Ursache hierfiir sind die in der Gradientenelution begriindeten langen Trennzeiten, da nach
jeder Gradientenelution ebenfalls eine Reéquilibrierung des System notwendig war.

Das Agilent-HPLC-System war fiir diesen Zweck sehr viel besser geeignet, da es iiber
einen Fraktionensammler verfiigte und ein Riickspiilen der chromatographischen Saule
mit Hilfe eines iiber die Software schaltbaren 2-Positions-6-Wege-Ventils (s. Abb.[5.3)
die Trennzeiten deutlich reduzieren konnte. Nach dem Sammeln der Fraktionen, die von
Interesse waren, konnte die restlichen noch auf der Saule befindlichen Verbindungen nach

dem Umschalten des Ventils durch Riickspiilen wieder von der Saule entfernt werden.

Eine geeignete stationire Phase fand sich mit der PGC-Phase, die zu einer einzigartigen
Selektivitdt und hohen Auflésung isomerer und eng verwandter Verbindungen fiihrt und
bei der es sich um pordsen, graphitisierten Kohlenstoff handelt. Retention auf dieser Phase
findet hauptséchlich durch einen Adsorptionsmechanismus statt, der im wesentlichen auf
hydrophoben Wechselwirkungen beruht. Diese Phase hat ein hohes Retentionsvermogen
fir AP und APEO. Gundersen [160] trennte mit einer Hypercarb-Phase, die auch in die-
ser Arbeit Verwendung fand, sowohl ein technisches Nonylphenolgemisch in verschiedene
Isomere als auch mittels Gradientenelution mit Acetonitril und 1 %-iger (v/v) Essigséure
NPEO sowohl in Isomere als auch in seine Ethoxymere. Aufgrund der hohen Zahl unter-
schiedlicher, detektierbarer Peaks war eine Identifizierung der einzelnen Komponenten nur
sehr schwer moglich. Es sind noch weitere Anwendungen dieser stationédren Phase fiir die
Ethoxymerentrennung bekannt. Neben der Ethoxymerentrennung von NPEO [406,407]
auch eine Trennung von Tributylphenolethoxylaten [280].

Auf die Verwendung von Wasseranteilen in der mobilen Phase wurde von Anfang an bei
der Methodenentwicklung verzichtet, was eine einfachere Handhabung der gesammelten
Fraktionen ermoglichte, da diese sowohl mit dem NPLC-FLD-System als auch mit dem
GC-MS-System untersucht werden sollten. Ebenfalls wurde auf eine Gradientenelution

verzichtet, um ein Redquilibrieren der Trennséule zu vermeiden. Bei Anwendung der iso-
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kratischen LC stellte sich jedoch heraus, dass es sowohl mit Acetonitril als auch mit Etha-

nol, von dem als geeignete mobile Phase zur isokratischen Elution berichtet wurde [406],

zu sehr langen Trennzeiten kam, da das APEO-Retentionsvermégen einer Hypercarbséule

mit 5 um KorngréBe der Phase und den Dimensionen 100 mm x4 mmI.D. zu hoch war.

Die Losung wurde durch Reduktion auf eine Sdulendimension von 10 mmx4mm1.D. ge-

funden, da dann lineare Gradienten der Flussrate bis hin zu 5,0 ml-min~
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Abbildung 6.26: (a) Isolierung der NPEO-Ethoxymere NP(EQO)s, NP(EO)s und NP(EO)4

mittels Adsorptionschromatographie (s. Abs. [5.4.4)), (b) Identifikation der
NPEO-Ethoxymere mittels GC-MS (GC-MS 1, splitless, s. Abs. [5.6)) und
(c) Zurodnung der NPEO-Ethoxymere im Chromatogramm der NPLC-

FLD (s. Abs. .

Eine Isolierung der APEO-Ethoxymere ist mit den in Tab. angegebenen Paramter

bei isokratischer Elution mit Acetonitril moéglich, wobei im Fall von NPEO es auch zur

Auftrennung in die Isomere kommt. Die Chromatogramme weisen eine grofie Zahl nicht
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vollsténdig aufgeldster Peaks auf (s. Abb.[6.26]a). Eine nidhere Untersuchung der nach
Tabelle[5.14] (s.S.[113]) gesammelten Fraktionen 1 bis 3 mit Hilfe von NPLC-FLD und
GC-MS ziegte jedoch, das es sich bei den beiden ersten Fraktionen primér um verschiedene
Isomere von NP(EO), handelte (s. Abb.[6.26|b und Abb.[6.26|c). Die Fraktion 3 bestand
neben NP(EO),; und NP(EO), hauptséchlich aus NP(EO)s.

Der Nachweis von APEO mittels GC-MS im positiven EI-Modus ist anhand der inten-
siven Fragmentionen moglich, die durch Abspaltung eines Pentyl- oder Hexylradikals ge-
bildet werden [941320]. Fiir NPEO sind das [M - 71]"- und [M - 85]"-Ionen, fiir OPEO sind
das [M-71]"-Tonen [94]111,|112,|320]. NP(EO), wurde daher anhand der beiden in Ab-
bildung|6.27] dargestellten Ionen nachgewiesen. Mit Hilfe von RIC der Ionen [NP(EO),, -
CsHy1]" und [NP(EO),, - C¢Hy3]™ ist eine Identifizierung der einzelnen NPEO-Ethoxymere
mit Hilfe der GC-MS einfach moglich (s.Abb.[6.28]).

Hj HsC»

C
\ 4 \ .

HsC H3C
m/z 223 m/z 237

Abbildung 6.27: Charakteristische Ionen zum Nachweis von NP(EQ); mittels GC-MS. Die
Ionen werden bei positiver EI durch Abspaltung eines Pentyl- bzw. Hexyl-
radikals gebildet und sind wegen ihrer grofien Intensitét leicht mittels MS
zu detektieren.

Im Massenspektrum von APEO kénnen bei der positiven EI auch die Molekiilionen M**
(s.a. Abb.[6.30|c) beobachtet werden, meistens sind sie aber von geringer Intensitét [320].
Weitere Ionen korrespondieren entweder mit der Fragmentierung der Alkylgruppe oder
mit der Fragmentierung der Polyoxyethylenkette |94}320]. Das EI-Massenspektrum ist
daher auch vom Auftreten des [CHyCHOH]-Ions (m/z 45) dominiert [94]. Das wieder-
kehrende Masseninkrement von 44 entspricht dem Unterschied von einer Oxyethylenein-
heit zwischen verschiedenen Oligomeren in Mischungen [94,[111,/112]. Es ist von grofiem
diagnostischen Wert bei der Analyse von APEO-Ethoxymerengemischen mittels GC-MS,
wie die Abbildung[6.28 und die Abbildung[6.30|b verdeutlichen.

Der Nachweis der OPEO-Ethoxymere war deutlich schwieriger, da im Gegensatz zu
NPEO keine OPEO-Standards mit geringem Ethoxylierungsgrad zur Verfiigung standen,
so dass die GC-MS an die Grenze ihres Nachweisvermogens gelangte. Um dennoch eine
Identifizierung der einzelnen OP(EQ),, zu erreichen, wurden die Fraktionen jedes OPEO-
Ethoxymers von zehn Fraktionierungsdurchldufen einer Losung von 1,144 ¢ - [=! Triton

X-100 jeweils vereinigt.
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Abbildung 6.28: Identifikation der mit der Adsorptionschromatographie isolierten NPEO-
Ethoxymere mit Hilfe der GC-MS. Anhand des TIC und der RIC ist die
Auftrennung sowohl in verschiedene Ethoxymere als auch NPEO-Isomere
zu erkennen. Neben dem TIC und den RIC fiir die Ionen m/z 107 und
m/z 121 sind die RIC fiir die Massen dargestellt, die fiir NP(EO); (m/z 179
und m/z193), NP(EO)y (m/z 223 und m/z237), NP(EO)3 (m/z267 und
m/z 281) sowie NP(EQO)4 (m/z 311 und m/z 325) charakteristisch sind. Ne-
ben den ersten drei der aus Arkopal N 040 isolierten Fraktionen (s. Tab.
ist eine ethanolische Losung von 43,9 mg - I~' Marlophen NP 3 zum

Vergleich dargestellt (Methode GC-MS 1, splitless, s. Tab. [5.22]).
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Abbildung 6.29: (a) Isolierung der OPEO-Ethoxymere OP(EQO)3 bis OP(EO); mittels Ad-
sorptionschromatographie (s. Abs. und (b) Zuordnung der NPEO-
Ethoxymere im Chromatogramm der NPLC-FLD (s. Abs. (weitere
Einzelheiten s. Text).

Im Gegensatz zur Adsoptionschromatographie von NPEO konnte fiir die OPEO-Ethoxy-
mere eine deutlich bessere Auflssung (s. Abb.[6.29]a) erreicht werden, da das Ethoxyme-
rengemisch nur aus jeweils einem Isomer fiir jedes ngo bestand. Es wurden insgesamt acht
Fraktionen gesammelt, die acht unterschiedliche Ethoxymere enthielten (s. Abb..
Auf diese Weise gelang die Isolierung von OP(EQO)3 bis OP(EQO);o, deren Nachweis mit-
tels GC-MS sich als deutlich schwieriger herausstellte und nur mittels SIM-Modus gelang
(s. Abb.[6.30]a). Dabei wurden Gaschromatogramme durch die Summe der Einzelionen-
strome von m/z 107, m/z 135, m/z 179, m/z 223, m/z 267, m/z 311, m/z 355, m/z 399,
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m/z 1443 und m/z 487 gebildet. Die Identifikation der einzelnen OP(EO),, erfolgte dann
iiber die Retentionszeiten durch Vergleich mit dem im Full-Scan-Modus aufgezeichneten
Chromatogramm von Triton X-100 (s. Abb.[6.30|b). Da Totalionenstréme fiir den gesam-
ten Scanbereich aufgezeichnet wurden, war eine zweifelsfreie Identifikation der einzelnen
Ethoxymere anhand der RIC der Ionen [OP(EO), - CsHyi]t (s. Abb.[6.30|b) und der
Massenspektren (s. Abb.[6.30]c) moglich und damit eine Zuordnung der Ethoxymere zu

den einzelnen Peaks.
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Abbildung 6.30: Identifizierung von OPEO-Ethoxymeren mittels GC-MS am Beispiel von
OP(EO)g: In den im SIM-Modus (Methode GC-MS2, splitless, Summe
der Tonen m/z 107, m/z 135, m/z 179, m/z 223, m/z 267, m/z 311, m/z 355,
m/z 399, m/z1443 und m/z 487) aufgezeichneten Chromatogrammen (a )
von Triton X-100 und vierer Fraktionen von Triton X-100 gelingt der Nach-
weis von OP(EO)g in Fraktion 4 {iber die Retentionszeit, nachdem OP(EO)g
in dem im Full-Scan-Modus (Methode GC-MS 2, splitless) aufgezeichneten
Chromatogramm (b) von Triton X-100 anhand des RIC von m/z 399 und
anhand des Massenspektrums (c) identifiziert wurde.
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Ein Vergleich von Abb. [6.29/b mit Abb. [6.30/a zeigt auch die zum Nachweis von
APEO um ein vielfaches hohere Empfindlichkeit des HPLC-FLD-Systems im Vergleich
zum GC-MS-System eindrucksvoll auf, da die Detektion der APEO mit dem Fluores-
zenzdetektor in der geringsten Empfindlichkeitsstufe durchgefiithrt wurde. Mit Hilfe der
angewendeten gaschromatographischen Methoden war lediglich eine Identifikation von
APEO mit ngo <8 moglich (s. Abb.. Dies gelang jedoch nur unter Verwendung der
SolGel-1 ms-Sdule, mit der Temperaturprogramme bis zu 350 °C méglich waren (s. Me-
thode GC-MS 2 in Abs.[5.23). Die DB-1 ms-Siule war lediglich zur Trennung von APEO
mit npo <6 geeignet. Der Einsatz eines MS-Detektors erlaubte jedoch eine zweifelsfreie
Identifikation anhand der Massenspektren. Aufgrund der abnehmenden Fliichtigkeit der
hoheren APEO-Ethoxymere sinkt jedoch die Signalintensitédt mit steigendem Ethoxylie-
rungsgrad ab, so dass die Empfindlichkeit des GC-MS nicht mehr ausreichte, um APEO

mit ngo > 8 nachzuweisen.

6.3.3 Isolierung und Nachweis von APEO in PSM

6.3.3.1 Isolierung der APEO-Fraktion aus PSM mittels RPLC

Da kein massenspektrometrischer Detektor fiir die LC zur Verfiigung stand und da ein ein-
deutiger Nachweis der APEO anhand der Retentionszeiten wegen der ethoxylierungsgra-
dabhéngigen Verschiebung der NPEO- und OPEO-Retentionszeiten (s. Abs.7 z. B.
Abb. S. allein nicht moglich war, wurden andere Wege zur zweifelsfreien Identi-
fikation gesucht. Daher fand neben der Analyse aller Proben mit den beiden unabhéngigen
RPLC-Methoden RPLC1 (s. Abs.[5.5.4.1)) und RPLC2 (s. Abs.[5.5.4.2)) auch eine Iso-
lierung der APEO-Fraktion aus den zu untersuchenden Proben mit Hilfe der RPLC 1 unter
Verwendung des Agilent-HPLC-Systems statt. Mit Hilfe des in Abs.[5.4.3] beschriebenen
Verfahrens wurde die jeweilige APEO-Fraktion direkt aus Losungen der Proben oder aus
den Extrakten der Proben isoliert (s. Abb.[6.31]). Die mittels des Fraktionensammlers,
der retentionszeitabhéngig programmiert wurde, gesammelten APEO-Fraktionen konnten,
nachdem diese bis zur Trockene eingeengt wurden und in n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v)

oder Ethanol aufgenommen wurden, den weiteren Analysen zugefiithrt werden.

Neben der Ermittlung der Ethoxymerenverteilung der isolierten APEO diente die NPLC-
FLD auch zu deren Nachweis, da die Verwendung eines Fluoreszenzdetektors bei A\, =
277nm und M., = 300nm deutlich selektiver fiir APEO ist als ein UV-Detektor bei
A = 277Tnm oder X = 227nm. Hierzu sei auch auf Abs.[6.5.3] verwiesen. Auflerdem
handelt es sich bei der NPLC-FLD um eine fiir APEO relativ spezifische Methode.
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Abbildung 6.31: Isolierung der NPEO-Fraktion mittels RPLC (RPLC1, Agilent-HPLC,
A=277nm). Das erste Beispiel zeigt, wie die NPEO aus den in 10 ml Etha-
nol gelésten Extrakten (Wickbold-Methode) von 0,5380 g PSM 3 isoliert
wurden, das zweite Beispiel die Isolierung der NPEO-Fraktion aus einer
ethanolischen Lésung von 5,151 ¢ -1~ PSMS.

Der Nachweis der NPEO oder OPEOQO in den isolierten APEO-Fraktionen wurde auch
mit Hilfe der Massenspektrometrie gefithrt. Dazu wurden ethanolische Losungen mittels
der GC-MS oder mit Hilfe der MALDI-Tof-MS analysiert. Daneben wurden die in Ethanol
16slichen PSM oder ethanolische PSM-Extrakte auch ohne vorherige Fraktionierung mit
der MALDI-ToF-MS analysiert, um auch andere Tenside in den PSM identifizieren zu

konnen.

6.3.3.2 Nachweis von APEO in PSM mittels GC-MS

Mit Ausnahme von PSM3, PSM7 und PSMS&, deren NPEO-Gehalte oberhalb von
5% (w/w) lagen, befanden sich in den untersuchten PSM-Formulierungen APEO nur in
Konzentrationen unterhalb von 0,5% (w/w). Wéhrend der Untersuchungen stellte sich
heraus, dass fiir verdiinnte Losungen (cpsy <0,1¢-17!) die Empfindlichkeit beider GC-
MS-Systeme unzureichend war, um die APEO nachzuweisen. Wurden aber direkt Losun-
gen der PSM mit hoheren Konzentrationen untersucht, so kam es aufgrund des hohen
Matrixgehaltes sehr schnell zur Séttigung des MS-Detektors. Um die Matrix zu entfer-
nen, wurden daher Losungen der PSM im Bereich von 2¢ - 17! bis 7¢ - (7! bzw. im Fall
von PSM 1, PSM 2, PSM 6, PSM 9 und PSM 10 die Extrakte von 0,9 g bis 6 g mit 100 ml
Ethanol (s. Abs.[5.4.2.3)) 15-fach wie in Abs.[5.4.3| beschrieben fraktioniert und die je-

weils vereinigten Fraktionen mittels GC-MS im SIM-Modus unter Verwendung der fiir die
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APEO charakteristischen Massen (s. Abb. analysiert. Zur genauen Identifikation
von APEO anhand von Massenspektren und RIC sei auf das in Abs.[6.3.2] gesagte ver-
wiesen. Auf diese Weise gelang der Nachweis von NPEO in PSM 3, PSM 4, PSM 5, PSM 6,
PSM 7 und PSM 8.
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Abbildung 6.32: Beispiele zum Nachweis von APEO in PSM-Formulierungen mittels GC-MS
(GC-MS 1, SIM-Modus). Der Nachweis von NPEO in den isolierten APEO-
Fraktionen von PSM 3 und PSM 7 erfolgte anhand der RIC der charakte-
ristischen Tonen m/z 107, m/2121 und [M - CgHy3]t oder [M - CsHyq] "
(weitere Angaben s. Text).

Jedoch gelang mittels GC-MS selbst im SIM-Modus kein eindeutiger Nachweis der
OPEO in PSM 2 und PSM 9. Eine Ursache ist hier in der bereits in Abs.[6.3.2] angespro-
chenen geringen Nachweisstiarke des GC-MS fiir APEO mit hoherem Ethoxylierungsgrad
zu sehen. Die mittleren Ethoxylierungsgrade, die fiir die OPEO von PSM 3 (ngo =38,7)
und von PSM9 (ngo =8,8) bestimmt wurden, entprachen in etwa denen von Triton X-
100 (npo=9,1). Da der OPEO-Gehalt in beiden Proben <0,5% (w/w) war, lieBen sich
mit den zur Verfiigung stehenden Methoden nicht ausreichende Mengen der OPEQO isolie-
ren. Auflerdem ist eine Identifikation von OPEO am Rande des Nachweisvermogens des
GC-MS generell schwieriger als fiir NPEO, da OPEO im Gegensatz zu NPEQO iiber kein

charakteristisches Isomerenmuster verfiigt.

In PSM 1 und PSM 10 wurden keine APEO nachgewiesen.
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6.3.3.3 Nachweis von APEO in PSM mittels MALDI-ToF-MS

Ein Verfahren, dass zur Off-line-Analyse von APEO geeignet ist, ist die MALDI-ToF-
MS. Bei dieser Methode wird die Probe zusammen mit einer im Wellenléngenbereich
des Lasers absorbierenden Matrix auf ein Metalltarget gebracht und mit einem gepul-
sten UV-Laser beschossen. Zur Untersuchung von APEO wurden neben anderen Matrices
hauptséchlich a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure [26],27] oder die in dieser Arbeit verwendete
2,5-Dihydroxybenzoesdaure (DHB) [31,196] verwendet. Dadurch, dass die Matrixmolekiile
im Wellenléingenbereich des Lasers Strahlung absorbieren, kommt es zur Aufnahme der
durch den Laser iibertragenen Energie, so dass es auch zu einer Desorption und Ionisation

der Analyten kommt.
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Abbildung 6.33: Flugzeitmassenspektrum von PSMS8. Es konnen die beiden homologen
Reihen der [M+ Na]™- und [M + K]*-Ionen beobachtet werden, wobei
[M + Na]* eindeutig iiberwiegt. Zum Vergleich ist das Massenspektrum von
Marlophen NP9 dargestellt, einem reinem NPEO-Tensid. Beide Proben
wurden in einer DHB-Matrix untersucht.

Im Gegensatz zur lonisation bei der EI-MS findet keine Fragmentierung der primér
gebildeten Ionen statt, sondern es kommt zur Bildung von Adduktionen. Wenn keine
Dotierung der Matrix mit anderen Kationen stattfindet, kommt es primér zur Bildung
von [M+ Na|*- und [M + K]*-Adduktionen, wie diese auch fiir APEO charakteristisch
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sind [26},27,/196]. Im positiven lonisationsmodus zeigten sich daher in den Flugzeitmas-
senspektren von APEO zwei homologe Reihen von kationisierten Molekiilen, das Natri-
umaddukt [M + Na]™ und das Kaliumaddukt [M + K]*. Dabei iiberwiegt [M + Na]* ein-
deutig (s. Abb.. Charakteristisch fiir Ethoxylate ist dabei das wiederkehrende Mas-
seninkrement von 44, das auf -O-CHy—CHy— zuriickzufiihren ist und die Identifikation der
APEO erleichtert.

Eine Stédrke der MALDI-ToF-MS besteht darin, dass sie zur Untersuchung und Un-
terscheidung von verschiedenen Glykoletherderivaten wie z. B. den Polyethylenglykolen,
NPEO oder OPEO in einem sehr weiten Molekulargewichtsbereich geeignet ist 26,27,
31,/196], was sie zu einer ausgezeichneten Ergénzung zur NPLC-FLD machte. So soll-
te sie ebenfalls dazu dienen, neben den APEO auch andere Ethoxylate in den PSM-
Formulierungen zu identifizieren, da PSM typischerweise auch z. B. mit Fettalkoholethoxyla-
ten formuliert werden [73,81]. So lieflen sich in PSM 3 tatséchlich neben NPEO auch
Dodecanolethoxylate nachweisen (s. Abb.[6.34))

[NP(EO)1o + Na]* PSM 3
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Abbildung 6.34: Nachweis von NPEO und Dodecanolethoxylat (C12EQO) in PSM 3 mittels
MALDI-ToF-MS. Neben der homologen Reihe der [NP(EO),, + Na|*- und
[NP(EO),, + K] *-Ionen kénnen auch die [C12(EO),, + Na]*-Ionen beobach-
tet werden. Zum Vergleich ist das Massenspektrum von Arkopal N 100 dar-
gestellt, einem reinem NPEO-Tensid. Beide Proben wurden in einer DHB-
Matrix untersucht.
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Soweit diese Ionen nicht speziell hinzugegeben wurden, rithrt das Auftreten von Na™
und K* in der Regel von Kontaminationen der Proben oder der Matrix her. Andererseits
kann das zusétliche Dotieren der Matrix mit geeigneten Salzen die Qualitéit des Ergebnis-
ses verbessern [196]. Daher wurden ergénzend auch Messungen durchgefiihrt, bei denen
die Matrix mit Nat, K™ und Lit dotiert wurde, indem ethanolische DHB-Losungen zur
Préparation der Proben verwendet wurden, die Natriumacetat, Kaliumacetat oder Lithi-
umchlorid in einem Verhéltnis von 1:9 (w/w) zur Dihydroxybenzoeséure enthielten. Wie
in Abb.[6.35]zu sehen ist, unterbindet der Zusatz von Natriumionen vollstandig das Auf-
treten von [M + K] "-Tonen, vohingegen durch Zusatz von Kaliumionen keine vollstindige
Unterdriickung der [M + Na]*-Ionen erreicht wird. Allerdings werden die [M + K] *-Ionen
die dominante Spezies. Das gezielte Dotieren kann die Interpretation der Flugzeitmassen-
spektren deutlich erleichtern und haben im Fall von PSM 6 die Identifikation von NPEO

abgesichert (s. Abb.|6.35]).
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Abbildung 6.35: Absicherung des NPEO-Nachweises in PSM 6 mittels MALDI-ToF-MS
durch Dotierung mit Natrium- und Kaliumionen. Der Zusatz von Natriu-
macetat zur DHB-Matrix unterdriickt die [M + K]™-Tonen (rot), der Zusatz
von Kaliumacetat verstirkt die Intensitéit der [M + K| -Ionen (griin).

Wiéhren der Nachweis von NPEO in PSM 3, PSM 7 und PSM 8 aufgrund der hohen
Konzentration der NPEO in den Proben von > 5% (w/w) sicher gelang, konnte in PSM 6
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ein zweifelsfreier Nachweis von NPEO aufgrund der geringen Konzentration von unter
0,5% (w/w) erst durch gezieltes Dotieren mit Na™ und K* gefiihrt werden.

Im Fall von PSM 2, PSM 4, PSM 5 und PSM 9 gelang dies fiir PSM 4 und PSM 5 durch
Dotieren mit Li* (s. Abb.[6.36].
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Abbildung 6.36: Absicherung des NPEO-Nachweises in PSM 4 und PSM 5 mittels MALDI-

ToF-MS durch Dotierung mit Lithiumionen. Nach Zusatz von LiCl
zur DHB-Matrix sind drei homologe Reihen zu sehen, die domonieren-
den [M+ Li]*-Tonen neben den weniger intensiven [M+ Na]™- und den
[M + K] "-Tonen von geringer Intensitét.

Ohne Dotieren mit LiCl kam aufgrund der geringen Konzentrationen (< 0,5 % (w/w))
und dem geringeren Ethoxylierungsgrad der APEO in PSM4 (ngo = 4,2) und PSM5
(npo = 4,0) der von Just et al. [196] bei der MALDI-ToF-MS berichtete Diskriminie-

rungseffekt der Tonen im unteren Molekulargewichtsbereich (< 500 g - mol~!) zum Tra-

gen. Sie beschreiben, dass dieser Effekt bei ngo = 6 beginnt. Durch Zugabe von LiCl
zur DHB-Matrix konnten sie die Diskriminierung bei der Analyse von OPEO, NPEO und
Polyethylengykol mittels MALDI-ToF-MS deutlich reduzieren. Das von Just et al. [196]

berichtete Vorkommen von fast ausschliefllich [M + Li]"-Ionen nach Dotieren mit LiCl

lieB sich jedoch nicht feststellen. Die [M + Li]*-Ionen waren zwar die dominante Spezies

im Massenspektrum, es wurden jedoch auch relativ intensive [M + Na|-Ionen beobachtet
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(s. Abb.[6.36)). Sogar [M + K]*-Ionen konnten im Flugzeitmassenspektrum identifiziert

werden.

In PSM 2 und in PSM 9 gelang der Nachweis der OPEO aufgrund der geringen Kon-
zentration (<0,5% (w/w)) jedoch nicht und in PSM 1 und PSM 10 wurden keine APEO
mittels MALDI-ToF-MS nachgewiesen.

6.3.3.4 Nachweis der APEO in den Fraktionen mittels NPLC-FLD

Da alle der aus den PSM isolierten APEO-Fraktionen zur Bestimmung der Ethoxyme-
renverteilung mittels NPLC-FLD untersucht wurden, konnte diese gleichzeitig auch als
Nachweismethode genutzt werden. Daher wird erst nachfolgend in Abs.[6.3.4] ndher auf
die NPLC-FLD-Methode eingegangen. An dieser Stelle sei nur soviel gesagt, dass eine Iso-
lierung der APEO mittels der RPLC1 fiir die nachfolgende Bestimmung der Ethoxyme-
renverteilung mittels NPLC-FLD im Vergleich zur direkten Untersuchung von Losungen
der PSM mittels NPLC-FLD den Vorteil hatte, dass durch die Isolierung Matrixstérungen
eliminiert werden konnten. Wie die Abb.[6.37] zeigt, sind die Peaks der beiden Oligome-
re NP(EO); (tg = 2,45min) und NP(EO), (tg = 3,18 min) durch Bestandteile der
PSM 4-Matrix gestort und daher nur fehlerhaft auswertbar. Es empfiehlt sich aus diesem
Grund eine Isolierung der NPEO mittels Fraktionierung durch die RPLC 1-Methode.

mV(x10) %
0.20De ector A:Ex:277nm,Em: A Conc. (Method)
0.15 75.0
NP EO
0.10{
0.08| } n 50.0
| “\_KM/WM‘M”WM
0.00(—
25.0
-0.05|
010 NP(EO)
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 0.0
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Abbildung 6.37: Stérungen der NPLC-FLD-Chromatogramme durch Matrixbestandteile,
die auftreten konnen, wenn die APEQ nicht zunéchst mittels RPLC 1 aus
den PSM isoliert wurden. Das Beispiel zeigt eine Losung von 177mg - =1
PSM 4 in n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v), bei der die Peaks von NP(EO);
(tr = 2,45min) und NP(EO)y (tg = 3,18 min) durch Matrixbestandteile
gestort sind.

Ferner sollte darauf hingewiesen werden, dass der Nachweis von APEO mit der RPLC,
die zur Differenzierung zwischen NPEO und OPEO und zur Isolierung dieser APEO
diente, in Kombination mit der NPLC-FLD mit selektiver APEO-Detektion sehr sicher ge-
lingt. So lielen sich z. B. in PSM 4 neben NPEOQ in einer weiteren mittels RPLC 1 isolierten



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 188

Peakfraktion, die dieselbe Retentionszeit wie OPEO aufwies, APEO mittels NPLC-FLD
ausschlieffen (s. Abb. [6.38)).
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Abbildung 6.38: Uberpriifung potenzieller APEO-Fraktionen auf OPEO und NPEO mittels
NPLC-FLD. In der ersten Fraktion von PSM4, bei der es sich aufgrund
der Retentionszeit des Chromatogramms der RPLC (Abb. oben, RPLC1,
Agilent-HPLC, A = 277nm) um OPEO handeln kénnte, konnten mittels
der NPLC-FLD (Abb. unten) APEO ausgeschlossen werden. In einer zwei-
ten Fraktion wurden NPEO nachgewiesen.

Wichtig bei der Fraktionierung ist die richtige Abstimmung der Start- und Endzeiten
des Fraktionensammelns, da es ansonsten zur Diskriminierung von APEO-Oligomeren
kommen kann, wie Abb. [6.39] zeigt. Das mittels NPLC-FLD (s. Abs.[6.3.4) direkt in
ethanolischer Losung bestimmte Zahlenmittel der Molmasse (635 & 1 g-mol™") weicht si-
gnifikant von dem nach Fraktionierung mittels RPLC 1 (626, 7 4= 0,8 g-mol~!) bestimmten
Wert ab.
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Abbildung 6.39: Diskriminierung von NPEO-Oligomeren bei der Fraktionierung mittels
RPLC 1. Die Start- und Endzeiten zur Isolierung der NPEO-Fraktion aus
PSM 3 sind nicht richtig gewahlt (Abb. oben), da sich die mittels NPLC-
FLD ermittelten Stoffmengenanteile fiir die einzelnen NP(EO),, in der iso-
lierten NPEO-Fraktion signifikant von den in ethanolischer Lésung be-
stimmten unterscheiden (Abb. unten).

6.3.4 Bestimmung der Ethoxymerenverteilung mittels NPLC-
FLD

6.3.4.1 Chromatographische Ethoxymerentrennung von APEQO mittels

Gradientenelution

Fiir die Ermittlung der Ethoxymerenverteilung der als Standards verwendeten techni-
schen APEO sowie der aus den Proben isolierten APEO war es notwendig, moglichst
eine vollstandige Auflosung aller APEO-Ethoxymere im gesamten untersuchten Molmas-
senbereich mittels NPLC-FLD zu erzielen. Da die Giite der Bestimmung der mittleren
Molmasse direkten Einfluf§ auf die quantitative APEO-Bestimmung (s. Abs. in
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den untersuchten Proben hatte, war Ziel der Methodenoptimierung eine Basislinienauf-
trennung aller Ethoxymerenpeaks fiir einen moglichst breiten Molmassenbereich, was mit
Hilfe der Fliissigkeitschromatographie nur an Normalphasen mittels Gradientenelution
gelingt.

Aminosiloxanphasen haben sich bei der Ethoxymerentrennung mittels NPLC bewéhrt.
Dabei hat die Hypersil APS-Séule, die mit sphérischen 3- oder 5-pm-Aminopropylsilan-
partikeln gepackt ist, einen hohen Stellenwert erreicht, da sie bei hoherer Auflosung deut-
lich kiirzere Trennzeiten erméglicht als andere Sdulen. Die in dieser Arbeit zur Ethoxy-
merentrennung der aus den PSM isolierten APEO verwendete stationdre Phase 3 um
Hypersil APS-2 (100 mmx4mmI1.D.-Séule + 10mm x4 mmI.D.-Vorsdaule) hat mit die-
sen oder dhnlichen Dimensionen in zahlreichen Anwendungen ihre Leistungsfahigkeit fiir
dieses Trennproblem bewiesen [3,4,[5,|64(8}/14} 164}, 251,1253,257, 323,330, 331].

=2-Propanol / Wasser 98:2 (v/v) ==Ethanol / Wasser 96:4 (v/v) ==Ethanol / Wasser 96:4 (v/v)
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Abbildung 6.40: Fiir die Ethoxymerentrennung von NPEO und OPEO mittels NPLC-
FLD verwendete Gradientensysteme. Es wurde mit n-Hexan / 2-Propanol
98:2 (v/v) (A) und unterschiedlichen Eluenten B sowie verschiedenen li-
nearen Gradienten mit einer Flussrate von 1,5ml - min~! und bei 20°C
eluiert. Es sind die in dieser Arbeit verwendeten Gradientensysteme (rot
und griin) sowie das von Ahel und Giger [4] (blau) verwendete Gradien-
tensystem dargestellt. Die verwendete Sdule war eine 3 um Hypersil APS-2
100 mm x4 mm1.D.-Saule (+ 10 mm x4 mm1.D.-Vorsdule).

Der Einsatz der Gradientenelution ist fiir die Ethoxymerentrennung von APEO mit
breiter Ethoxymerenverteilung unverzichtbar. Da mit steigendem Ethoxylierungsgrad die
Polaritdt der APEO stetig ansteigt und somit die Retardierung der APEO an der Ami-

nopropylsilanphase deutlich zunimmt, muss wihrend der linearen Gradientenelution ei-
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ne kontinuierliche Polaritétssteigerung der mobilen Phase erreicht werden. Eine ganze
Reihe von Losemittelsystemen fiir die Gradientenelution an APS-Phasen sind in der Li-
teratur beschrieben, wobei Gradientensysteme aus n-Hexan (A) und 2-Propanol in n-
Hexan (B) [3}251},253,1257] oder 2-Propanol in n-Hexan (A) und Wasser in 2-Propanol
(B) [4,8L}45],230,231},232, 250,251}, 253,1257,,330] weite Verbreitung gefunden haben.

Aufbauend auf diesen publizierten Erfahrungen und zunéchst ausgehend von einem
Gradientensystem, das Ahel und Giger [4] zur Ethoxymerentrennung von NPEO und
OPEO aus Abwiissern verwendet haben, wurde ein Gradientenystem entwickelt, dass den
eigenen, oben beschriebenen Anforderungen entsprach. Es stellte sich heraus, dass es bei
einer Gradientenelution mit dem von Ahel und Giger [4] beschriebenen System (s. blauer
Graph Abb.[6.40)), also mit einem System aus n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) (A) und
2-Propanol / Wasser 98:2 (v/v) (B) sowie einem linearen Gradienten von 95 % A nach 50 %

A innerhalb von 20min bei einer Flussrate von 1,5ml - min~!, zu einer ungeniigenden

Auflésung der Ethoxymere mit ngo < 3 kommt (s. blauer Graph Abb.[6.41]).
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Abbildung 6.41: Ethoxymerentrennung von Arkopal N 040 (7o = 3,49) mittels NPLC-FLD
mit verschiedenen Gradientensystemen. Es sind die Chromatogramme ei-
ner Losung von 19,5mg - ' dieses NPEO-Tensids in Eluent A dar-
gestellt fiir zwei der in Abb.[6.40] dargestellten Gradientensysteme un-
ter Verwendung einer 3 um Hypersil APS-2 100 mm x4 mm1.D.-Séule (4
10 mm x4 mm L.D.-Vorsiule), einer Flussrate von 1,5ml - min~! und einer
Saulentemperatur von 20 °C. Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzdetektor
bei ez =277nm und A = 300 nm. Weitere Angaben siehe Text.

Der Nachteil dieses zu steilen Gradienten von 2,25 % B -min !

ist eine ungeniigende
Auflésung der kurzkettigen APEO. Giinstiger ist es, etwas flachere Gradienten zu ver-
wenden und die Elutionskraft durch eine hohere Polaritét des Eluenten B zu steigern. Im
Fortlauf der Methodenentwicklung kristallisierte sich heraus, dass die Verwendung von

Ethanol als Hauptkomponente des Eluenten B wegen der im Vergleich zu 2-Propanol
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hoheren Polaritdat vorteilhaft ist. Auflerdem lief sich die Polaritéit durch eine Erhéhung
des Wasseranteils auf 4 % (v/v) weiter optimieren, so dass letztendlich eine Gradienten-
elution mit einer sehr guten Ethoxymerenauflésung in dem fiir die untersuchten PSM
relevanten Ethoxymerenbereich erzielt wurde. Es wurde fiir APEO mit ngo < 23 mit n-
Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) (A) und Ethanol / Wasser 96:4 (v/v) (B) unter Verwendung
eines Gradienten von 100 % A nach 60 % A innerhalb von 40 min bei einer Flussrate von
1,5ml - min~" und einer Sdulentemperatur von 20 °C eluiert (s. roter Graph Abb..
Je nach Breite der Ethoxymerenverteilung konnte auch mit kiirzeren Elutionszeiten ge-
arbeitet werden (s. Tab., dabei wurde immer mit einer Steigung des Gradienten
von 1% B -min~! gearbeitet und es wurde die Gradientenelution dementsprechend friiher
abgebrochen um die Saule zu redquilibrieren. Mit diesem Gradientensystem war auch ei-
ne vollstdndige Auflosung der APEO-Ethoxymere mit npo < 3 moglich (s. roter Graph
Abb. . Dariiber hinaus konnten mit diesem Gradientensystem sehr gute Auflésungen
iiber einen weiten Bereich des Ethoxylierungsgrades erreicht werden, wie an dem Beispiel
von Arkopal N 100 mit ngo=9,5 zu sehen ist (s. roter Graph Abb.. Fiir solche
APEO ist das von Ahel und Giger beschriebene Gradientensystem gleichwertig (s. blauer

Graph Abb.|6.42))
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Abbildung 6.42: Ethoxymerentrennung von Arkopal N 100 (ngo =9,5) mittels NPLC-FLD
mit verschiedenen Gradientensystemen. Es sind die Chromatogramme ei-
ner Losung von 22,3mg - [=! dieses NPEO-Tensids in Eluent A dar-
gestellt fiir zwei der in Abb.[6.40] dargestellten Gradientensysteme un-
ter Verwendung einer 3 um Hypersil APS-2 100 mm x4 mm1.D.-Saule (+
10 mm x4 mm .D.-Vorsiule), einer Flussrate von 1,5ml - min~! und einer
Sédulentemperatur von 20 °C. Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzdetektor
bei ez =277nm und Mg = 300 nm. Weitere Angaben siehe Text.

Fiir Ethoxymerengemische mit deutlich groflerem mittleren Ethoxylierungsgrad von

ngo > 15 ist eine verniinftige Ethoxymerentrennung nicht mehr mit dem oben beschrie-
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L zu erreichen

benen Gradientensystem mit relativ flachem Gradienten von 1% B -min~
(s. roter Graph Abb.[6.43). Aufgrund der stérker zunehmenden Peakverbreiterung bei
langer werdenden Retentionszeiten kommt es zu einer immer deutlicher nachlassenden
Auflésung. Das von Ahel und Giger beschriebene Gradientensystem zeigt eine ebenso
schlechte Auflésung fiir Ethoxymere mit ngo > 15 trotz steilerem Gradienten, hier ist die

Elutionskraft des Eluenten B wegen der geringeren Polaritéit zu schwach (s. blauer Graph

Abb.[6.43).
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Abbildung 6.43: Ethoxymerentrennung von Arkopal N 200 (7go = 16,8) mittels NPLC-FLD
mit verschiedenen Gradientensystemen. Es sind die Chromatogramme einer
Losung von 33,2mg - [~ dieses NPEO-Tensids in Eluent A dargestellt fiir
die in Abb.[6.40] dargestellten Gradientensysteme unter Verwendung ei-
ner 3 um Hypersil APS-2 100 mm x4mm1.D.-Séule (+ 10mmx4mmI1.D.-
Vorsiule), einer Flussrate von 1,5ml - min~! und einer Siulentemperatur
von 20 °C. Detektion erfolgte mittels Fluoreszenzdetektor bei Ae, =277 nm
und gy, =300 nm. Weitere Angaben siehe Text.

Einer zunehmenden Peakverbreiterung bei den Ethoxymeren mit ansteigendem Ethoxy-
lierungsgrad kann nur durch steilere Gradienten oder einen Eluenten B mit gesteigerter
Polaritit entgegengewirkt werden. Damit 148t sich eine Verkiirzung der Retentionszeiten
fiir diese Ethoxymere erreichen. Daher wurde bei dem zweiten, in dieser Arbeit verwen-
deten Gradientensystem (s. griiner Graph Abb. ein deutlich steilerer Gradient
gewihlt. Dieses Gradientensystem arbeitet mit denselben Eluenten A und B aber mit
einem Gradienten von 2,5 % B -min~!. Ferner wird, wie bei dem System von Ahel und
Giger, die Gradientenelution nicht mit einem Anteil von 0% B begonnen. Es wird mit
n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) (A) und Ethanol / Wasser 96:4 (v/v) (B) unter Verwen-
dung eines Gradienten von 95% A nach 0% A innerhalb von 38 min bei einer Flussrate
von 1,5 ml-min~! und einer Siulentemperatur von 20 °C eluiert. Dieses Gradientensystem

zeigt eine verbesserte Auflésung fiir die Ethoxymere mit sehr hohem mittleren Ethxylie-
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rungsgrad (s. griiner Graph Abb.[6.43|und Abb.[6.44)). Da bei den OPEO im Gegensatz
zu den NPEO fiir jedes Ethoxymer kein Isomerengemisch vorliegt, ist die Auflésung der
einzelnen Ethoxymere von Arkopal O 257 (s. Abb. deutlich besser als fiir Arkopal
N 200 (s. griiner Graph Abb.[6.43)), da deutlich schmalere Peaks auftreten.

2 .50{X1:000)

Abbildung 6.44: Ethoxymerentrennung von Arkopal O 257 (ngo = 22,4) mittels NPLC-FLD
mit optimiertem Gradientensystem. Es ist das Chromatogramm einer Lo-
sung von 14,5mg - ! dieses OPEO-Tensids in Eluent A dargestellt fiir
die Elution mit n-Hexan / 2-Propanol 98:2 (v/v) (A) und Ethanol / Wasser
96:4 (v/v) (B) unter Verwendung eines Gradienten von 95% A nach 0%
A innerhalb von 38min bei einer Flussrate von 1,5ml - min~' und ei-
ner S#ulentemperatur von 20°C. Es wurde eine 3 um Hypersil APS-2
100 mmx4mm1.D.-Saule (+ 10 mmx4mm1.D.-Vorsidule) verwendet und
mittels Fluoreszenzdetektor bei Aoz = 277 nm und Ae,, = 300 nm detektiert.
Weitere Angaben siehe Text.

Dennoch kommt es bei den Ethoxymeren mit sehr hohem Ethoxylierungsgrad zu einer
extremen Peakverbreiterung und somit sehr flachen Peaks. Diese kann so weit reichen,
dass es zu einer Diskriminierung der Ethoxymere mit den héchsten Ethoxylierungsgraden
kommt, da diese wegen der zu starken Peakverbreiterung keine geniigende Intensitéit mehr
aufweisen (s. Abb.[6.44]). Eine weitere Steigerung der Elutionskraft des Eluenten B durch
Polaritétserhohung war nicht moglich, da es durch Erhohen des Wasseranteils in Eluent B
zu Mischungsliicken im System n-Hexan / 2-Propanol /Ethanol / Wasser kam. Noch stei-
lere Gradienten oder hohere Anfangsgehalte von Eluent B fiihrten aber zu deutlichen
Einbuflen der Auflésung der kurzkettigen APEO. Aufgrund der ungeniigenden Auflésung
konnte die Ethoxymerenverteilung von Arkopal N 200 und Arkopal O 257 nicht mittels
NPLC-FLD durchgefiiht werden. Die Bestimmung der Ethoxymerenverteilung war aber
fiir alle iibrigen APEO-Produkte und die aus den PSM isolierten APEO mit Hilfe der
NPLC-FLD moglich.
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Fiir die NPLC-Trennungen wurde ausschlieflich das Shimadzu-HPLC 1-System verwen-
det, da es als einziges iiber einen Fluoreszenzdetektor verfiigte, der fiir die Gradientenelu-
tion wegen einer stabileren Basislinie aufgrund der hoheren Selektivitidt gegeniiber einer
UV-Absorptionsdetektion Vorteile aufwies. Alle Untersuchungen die mittels des Fluores-
zenzdetektors durchgefiithrt wurden, fanden bei ., =277nm und A., = 300 nm statt. Zur
Detektion von APEO mittels Fluoreszenzdetektor wird im Rahmen der Beschreibung
der RPLC ausfiihrlich eingegangen. Das dort Gesagte gilt auch fiir die NPLC-FLD. Da-
her sei auf Abs.[6.5.2.2] verwiesen, ebenso wie auf Abs.[6.5.2.1] der sich mit der UV-
Absorptionsdetektion von APEO ausfiihrlich beschéftigt.

6.3.4.2 Zuordnung der Ethoxymere zu den Peaks in den Chromatogrammen

Die Identifizierung der einzelnen APEO-Ethoxymere kann bei der NPLC Schwierigkeiten
bereiten, da gerade bei einer breiten Molekulargewichtsverteilung der APEO in der Probe
eine eindeutige Zuordnung der Peaks in den Chromatogrammen nicht immer anhand der

Retentionszeiten ohne weiteres moglich ist.
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Abbildung 6.45: Verschiebung der Retentionszeiten bei ungeniigender Aquilibrierung der
NPLC-Siule zwischen den Gradientenelutionen. Es sind fiinf aufeinander
folgende Ethoxymerentrennungen der mittels RPLC1 isolierten NPEO-
Fraktion der nach Wickbold aus PSM 3 extrahierten Tenside dargestellt.

Eine Zuordnung der APEO-Ethoxymere zu den Peaks in den Chromatogrammen der
Gradienten-NPLC-FLD kann durch durch Aufstocken der Losungen mit einer ausreichen-
den Menge eines einzelnen APEO-Ethoxymers erfolgen [21],180}[312/323]. Diese Vorgehns-
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weise ist sicherer als ein wie in Abb.[6.26]c und Abb.[6.29]b gezeigter Vergleich der Re-
tentionszeiten der Proben mit denen von Referenzlésungen einzelner Ethoxymere, da es bei
ungeniigender Aquilibrierung der chromatographischen Séule zwischen den einzelnen Gra-
dientenelutionen zu Verschiebungen der Retentionszeiten kommen kann (s. Abb.[6.45)).

In allen Féllen, bei denen eine Zuordnung der Peaks nicht eindeutig anhand des Ver-
gleiches mit den Chromatogrammen der Referenzlésungen einzelner Ethoxymere méglich
war, wurden daher die Proben mit geeigneten Ethoxymeren aufgestockt. In Abb.[6.46]ist
der mit OP(EQO)y aufgestockte ethanolische Extrakt von PSM 9 dargestellt. Dazu wurde
der Extrakt, der mittels Fest-Fliissig-Extraktion (Schiittelmethode) von 0,6102¢g PSM 9
mit 100ml! Ethanol gewonnen wurde, im Verhéltnis 1:25 (v/v) mit der Fraktion 7 von
Triton X-100 (s. Abb.[5.14] Abs.[5.4.4]S. [113]) verdiinnt. Auf diese Weise ist der Peak

mit ngo = 9 markiert. Eine Zuordnung der iibrigen Peaks ist dann einfach moglich, da

die Homologen in der Reihenfolge aufsteigender Ethoxylierungsgrade eluiert werden.

V(x10)
OIZSDetectorA:Ex:277nm,Em:300nm OP(EO)Q
\
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neo=12 3 4 567 8 9 1011121314
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Abbildung 6.46: NPLC-FLD-Chromatogramm des mit OP(EO)g aufgestockten ethanoli-
schen PSM 9-Extraktes. Durch die Aufstockung gelingt die Markierung des
Peaks mit npo =9. Weitere Angaben siehe Text.

6.3.4.3 Ermittlung der Ethoxymerenverteilung, der mittleren Molmassen und

der Ethoxylierungsgrade aus den Chromatogrammen

Eine direkte Korrelation zwischen dem Ethoxylierungsgrad der einzelnen Ethoxymere
und der Peakfldche, des mittels Fluoreszenzdetektors oder UV-Detektors aufgezeichne-
ten NPLC-Chromatogramms, ist moglich [3,|4,312], so dass fiir die NPLC unter Verwen-
dung relativer Responsefaktoren fiir die einzelnen Ethoxymere mit geeigneten kommerziell
leicht verfiigharen Ethoxymermischungen kalibriert werden kann. Relative Responsefak-
toren konnen bezogen auf die Summe aller Ethoxymere [398], in Relation zu einem einzel-
nen Ethoxymer [187] oder unter Verwendung eines Standards wie 2,4,6-Trimethylphenol
[3,14,/414] ermittelt werden.
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Die Ethoxymerenverteilung der als Standards verwendeten technischen APEO sowie der
aus den Proben isolierten APEO wurde nach Trennung der Ethoxymere mittels NPLC-
FLD aus den Chromatogrammen ermittelt. Wie von Wang und Fingas [398] beschrieben,
kann der Stoffmengenanteil z; fiir die Ethoxymere ¢ mit derselben Anzahl ngo; an Oxy-
ethylengruppen anhand der Peakflichen Apc,;,; unmittelbar aus dem Chromatogramm

der jeweils untersuchten APEO-Losung ermittelt werden:

n;, APeak,i

xTr; =

= — (6.12)

L
APeak,j
=1

Die Molmasse M, eines einzelnen OPEO-Ethoxymers mit ngo; Oxyethylengruppen lasst

sich berechnen nach:

Moprroi = (206,33 + npo; - 44,05) g - mol ™! (6.13)
Analog gilt fiir ein einzelnes NPEO-Ethoxymer:

Mypro. = (220,35 + ngo, - 44,05) g - mol ™! (6.14)

Aus den Stoffmengenanteilen sowie den Molmassen M; fiir die einzelnen APEO-Ethoxymere
lasst sich dann das Zahlenmittel der Molmasse M, fiir die untersuchte APEO-L&sung er-

mitteln geméf:
N
M, =) (- M;) (6.15)
=1

Um die Massenmittel der Molmassen der untersuchten APEO zu berechnen, miissen zu-
néchst die einzelnen Massenanteile w; der Ethoxymere ¢ mit derselben Anzahl ngo, an
Oxyethylengruppen in der jeweils untersuchten APEO-Losung bestimmt werden. Fiir den
Massenanteil gilt:

w = —oi Mz My (6.16)

L Mn
Zl(%‘ - M)
]:

Mit Hilfe der Massenanteile sowie der Molmassen fiir die einzelnen APEO-Ethoxymere

ldsst sich dann folgendermafien das Massenmittel der Molmasse ermitteln:

N

N > (@i M?)
My, =Y (w; - M;) = :IM—n (6.17)

i=1
Zur Charakterisierung von APEO kann ebenfalls der Ethoxylierungsgrad, der fiir jedes
Ethoxymer i als die Anzahl ngo, der Oxyethylengruppen pro Molekiil definiert ist, her-
angezogen werden. Das Zahlenmittel des Ethoxylierungsgrades lasst sich wie folgt bestim-

men:
N

NEOn = Z(ﬂfz : nEO,i) (6-18)

=1
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Das Zahlenmittel ngo , entspricht dem in GI. (s. S.[p]) definierten mittleren Ethoxy-

lierungsgrad npo, denn:

NEpon = (lEz : nEo,i)

M-

-
Il
—

M=

(Hi : nEO,i)
1

-.
Il

L
>.n;
j=1

N
Y (0 npoi- Na)

~.
—

é(nj - Na)

(Napro, - nEo.i)

=

=1

L
> - Narro,;
i=1

N
> Ngog

i=1

L
ZNAPEO,j

7=1

= fpo (6.19)

Analog zu GI. gilt fiir das Massenmittel:

N (1’@ -M; - nEO,i)
nEow = Y (Wi npos) = v (6.20)

i=1

M=

Zur Charakterisierung der Breite der Ethoxymerenverteilung kann der Polydispersitéts-
index verwendet werden, der als Quotient aus dem Massenmittel und dem Zahlenmittel
der Molmasse definiert ist:

M
PDI .= —*© 6.21
= (621)

n

Je grofler der PDI ist, desto breiter ist die Ethoxymerenverteilung, da M,, und M,, weiter
auseinander liegen. Fiir APEO-Ethoxymere mit demselben Ethoxylierungsgrad ergibt sich

wegen M, = M,, ein PDI von eins.

Mit Ausnahme von Arkopal N200 und Arkopal O 257 konnten fiir alle in Tabelle
5.2.1] (s. S.[101)) angegebenen APEO, die teilweise zur Kalibrierung der RPLC und fiir die
Aufstockungsexperimente verwendet wurden, aus den NPLC-FLD-Chromatogrammen die
in Tabelle angegebenen Kenndaten ermittelt werden.
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Tabelle 6.7: Mittels NPLC-FLD ermittelte Kenndaten der untersuchten APEO-Tenside. Die
Kenndaten sind fiir Mehrfachbestimmungen mit N = 5 angegeben.

APEO- M, M, NEOn

Handelsname Typ (g-mol™) (g-mol~t) (=ngo) NEO,w PDI
Arkopal N 040 NPEO  374,1+£1,0 390+1 3,49+£0,02 3,864+0,03 1,043+0,004
Arkopal N 060 NPEO  465+2 490 £ 2 5,56 £0,04 6,124+0,05 1,054 =+0,006
Arkopal N 100 NPEO  641+7 67449 9.5+0,2 10,3+0,2  1,0540,02
Arkopal O 100 OPEO 609 £1 639 £2 9,144+0,03 9,82+£0,04 1,0494+0,004
Arkopal O 167 OPEO  893+3 92444 15,60+0,06 16,3+0,1 1,035 40,006
Marlophen® NP3  NPEO  347+1 359+2 2,87+£0,03 3,16+0,05 1,035=+0,006
Marlophen® NP6 NPEO  475+1 502+ 2 5784003 639+004 1,057+ 0,005
Marlophen® NP9  NPEO 617+2 650 £ 2 9,01£0,04 9,75+£0,05 1,053+£0,005
Marlophen® NP 12 NPEO 71343 747+3 11,18 +0,07 11,95+0,06 1,048=+0,006
Marlophen® NP 15 NPEO  848+3 879+3 14,26+0,06 14,96 +£0,07 1,037 +0,005
Triton X-100 OPEO  608+2 644 + 2 9134004 993+0,04 1,059+ 0,005

Fiir die APEQO, die aus den PSM isoliert wurden, sind die mittels NPLC-FLD ermittel-
ten Kenndaten in Tabelle angegeben.

Tabelle 6.8: Mittels NPLC-FLD ermittelte Kenndaten der APEO in den untersuchten PSM.
Die Kenndaten sind fiir Mehrfachbestimmungen mit N = 5 angegeben.

APEO M, M, NEO,n

Probe Typ (g -mol™1) (g-mol™1) (=7ngro) NEO,w PDI

PSM2 (WG) OPEO  589+2 61847 8,740,1 9340,2 1,07 +0,02
PSM 3 (EC) NPEO 635+ 2 667+ 3 9,414+0,04 10,13+0,06 1,077 +0,006
PSM4 (EC) NPEO 40747 42249 4240,2 4,6+0,2 1,09+ 0,05
PSM5 (EC) NPEO  397+3 410+ 3 40140,06 4304007  1,07+0,01
PSM6 (SC) NPEO 614+7 646+ 9 9,0+0,2 9,7+0,2 1,08 +£0,02
PSM 7 (EC) NPEO 377,7+0,9 394+1 3,57+0,02  3,95+0,03 1,106 £ 0,008
PSM 8 (EC) NPEO 626 =2 654 + 2 9,214+0,05 9,84+0,05 1,068 40,005
PSM9 (WG) OPEO 593 +3 618+4 8,78+ 0,07 9,3+0,1 1,06 + 0,01

Die Untersuchung der APEO-Ethoxymerenverteilung in den PSM (s. Abb. ergab,
dass die beiden wasserdispergierbaren Granulate PSM 2 und PSM 9 mit OPEO formuliert
waren, die sehr dhnliche Eigenschaften aufwiesen. Es handelte es sich bei diesen OPEO um
Tenside mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad um ngo = 8,7. Zur Formulierung des Sus-
pensionskonzentrates PSM 6 wurden NPEO mit ngo =9,0 verwendet. Die emulgierbaren

Konzentrate lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die erste Gruppe, gebildet aus PSM 4,
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PSM 5 und PSM 7, enthielt NPEO-Tenside mit geringer Ethoxylatkettenldnge (ngo = 3,5
bis ngo =4,2), die zweite Gruppe, bestehend aus PSM 3 und PSM 8, war mit NPEO mit
hoherer mittlerer Molmasse formuliert. Der Ethoxylierungsgrad dieser Tenside betrug im

Mittel zwischen ngo =9 und ngo =9,5.
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Abbildung 6.47: Ethoxymerenverteilung der APEO in den unterschiedlichen PSM-
Formulierungen. (a) Emulgierbare Konzentrate formuliert mit NPEO mit
mittleren Ethoxylierungsgraden zwischen npo=3,5 und ngo=4,2. (b)
Emulgierbare Konzentrate formuliert mit NPEO mit mittleren Ethoxy-
lierungsgraden zwischen ngo =9 und ngo=29,5. (c) Suspensionskonzen-
trat formuliert mit NPEO mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad von
npo =9,0. (d) Wasserdispergierbare Gramulate formuliert mit OPEO mit
mittleren Ethoxylierungsgraden um ngo =8,7.

6.3.5 Bestimmung der Ethoxymerenverteilung mittels MALDI-
ToF-MS

Die MALDI-ToF-MS sollte neben der Identifikation der APEO in den PSM (s. Abs.
vor allem zur Uberpriifung der mittels NPLC-FLD ermittelten mittleren Molmas-
se und Ethoxylierungsgrade der APEO-Produkte dienen, die zur Kalibration der RPLC
verwendet wurden. Die MALDI-ToF-MS ist dabei zur Untersuchung von APEO mit einem
sehr weiten Molekulargewichtsbereich geeignet [26]27,[31[196], was sie zu einer ausgezeich-
neten Ergénzung zur NPLC-FLD machte. Diese Methode wurde bereits zur Bestimmung
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der Ethoxymerenverteilung und der mittleren Molekulargewichte von NPEO- und OPEO-

Tensiden mehrfach verwendet [28}[31}[196].
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Abbildung 6.48: Mittels MALDI-ToF-MS aufgezeichnete Flugzeitmassenspektren von
APEO-Tensiden. (a) Flugzeitmassenspektren der NPEO der Arkopal-N-
Serie. (b) Flugzeitmassenspektren der OPEO der Arkopal-O-Serie. Die
APEO wurden in einer Matrix aus 2,5-Dihydroxybenzoesidure untersucht.
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Wie bereits in Abs.[6.3.3.3] dargelegt wurde, iiberwiegt bei der Analyse von undotier-
ten Proben mit Hilfe der MALDI-ToF-MS im positiven Ionisationsmodus in den Flugzeit-
massenspektren eindeutig das Natriumadduktion [M 4+ Na]* [26,27/[196]. Fiir einige APEO
wurde zunéchst dennoch zusétzlich die homologe Reihe der [M + K]™-Tonen zur Auswer-
tung herangezogen und die Summen aus den massenspektralen Peakflichen beider Ionen
zur Auswertung verwendet. Dabei wurden aber keine abweichenden Ergebnisse ermittelt,
so dass nachfolgend auf die Auswertung der [M+ K]*-Ionen verzichtet werden konnte
und daher die Auswertung der Flugzeitmassenspektren (s. Abb., die von APEO in
einer undotierten 2,5-Dihydroxybenzoesdurematrix aufgezeichnet wurden, ausschlieflich
anhand der homologen Reihe der [M + Na|-Tonen durchgefiihrt wurde. Wie von Ayorinde
et al. [27] beschrieben, lassen sich das Zahlenmittel M5 und das Gewichtsmittel MM
der Molmasse der APEO-Natriumadduktionen direkt aus den massenspektralen Massen
Mfw % der einzelnen Ethoxymere i mit derselben Anzahl n ro,i an Oxyethylengruppen und

den zugehorigen Peakfldchen A]]‘Dﬁk,i im Flugzeitmassenspektrum bestimmen:

N

Z(Ayesak,i ’ MZMS>
M) = = (6.22)
und
N
S (AYSL - M)
MY = = (6.23)

-

S
1(A%§k,i ’ Mf\/[ )

-
Il

Dabei 148t sich die massenspektrale Masse M9 des [M + Na|*-Adduktions eines einzelnen

OPEO-Ethoxymers mit ngo,; Oxyethylengruppen berechnen nach:

M B0 = (206 + ngo, - 44 +23) g - mol ™! (6.24)
Analog gilt fiir ein einzelnes [M 4 Na]*-Adduktion eines NPEO-Ethoxymers:

M 7Pgo.: = (220 + npo, - 44 4 23) g - mol ™! (6.25)

Aus dem bestimmten Zahlenmittel MMS und Gewichtsmittel MY5 der Molmasse der
APEO-Natriumadduktionen folgt dann unmittelbar das Zahlenmittel M,, und das Ge-
wichtsmittel M,, der Molmasse der APEQO:

M, = MM — 234 mol™! (6.26)

und
M, = M5 — 23 g mol~! (6.27)



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 203

Da das Detektorsignal des Flugzeitmassenspektrometers den auftreffenden APEO-
Natriumadduktionen unmittelbar proportional ist, kénnen die Stoffmengenanteile x; der
einzelnen Ethoxymere ¢ mit derselben Anzahl ngo,; an Oxyethylengruppe aus den Peak-

flachen AJ\P/[eik,i im Flugzeitmassenspektrum ermittelt werden gemaf:

, AMS
T = n; o Peak,i (628)

2 2 MS
an ZAPeak,j
j=1 j=1

Mit Hilfe der Stoffmengenanteile z; aller Ethoxymere lassen sich dann das Zahlenmittel

der Anzahl der Oxyethylengruppen bzw. der mittlere Ethoxylierungsgrad bestimmen:

N
NEo.n = NEO = Z(Jiz " NEo,i) (6.29)

i=1
Das Gewichtsmittel der Anzahl an Oxyethylengruppen kann dann wie folgt ermittelt

werden:

(xi *NEO * Mfws)

=

1

)

(6.30)

NEOw = MMS
n

Es konnten fiir alle in Tabelle (s.S.|101)) angegebenen APEQ, die teilweise zur

Kalibrierung der RPLC und fiir die Aufstockungsexperimente verwendet wurden, aus den

Flugzeitmassenspektren die in Tabelle angegebenen Kenndaten ermittelt werden.

Tabelle 6.9: Mittels MALDI-ToF-MS ermittelte Kenndaten der untersuchten APEO-Tenside.
Die Kenndaten sind fiir Mehrfachbestimmungen mit N = 10 angegeben.

APEO- M, M., nEOm

Handelsname Typ (g-mol™t) (g-mol™') (=1igo) NEO,w PDI
Arkopal N 040 NPEO 467414  489+15 56403 61403 1,05+ 0,05
Arkopal N 060 NPEO  565+6 59449 78401 85402 1,05+ 0,02
Arkopal N 100 NPEO 734+9 (== 11,74+0,2 12,6 £ 0,2 1,06 0,02
Arkopal N 200 NPEO  10554+11 1096+12 189402 199403  1,0440,02
Arkopal O 100 OPEO 68743 71744 10914007 11,5840,049 1,044+ 0,007
Arkopal O 167 OPEO  990+7 103048 178402 187402  1,044001
Arkopal O 257 OPEO 1285+ 11 1320+ 11 24,5+0,3 25,3£0,3 1,03+ 0,01
Marlophen® NP3 NPEO 45149 480412 52402 59403 1,06 +0,03
Marlophen® NP6 NPEO 57448  605+10  8,0+02 87402 1,05+ 0,02
Marlophen® NP9  NPEO 713+6 750+ 9 11,2+0,1 12,0£0,2 1,05 £0,02

Marlophen® NP12 NPEO  797+£10  836+10 13,1402 14,0402 1,05 40,09
Marlophen® NP15 NPEO 96449 1006+9 16,9402  17,840,2 1,044 0,009
Triton X-100 OPEO 702429 724435 11,3408  11,84+0,7 1,03 +0,06
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6.3.6 Methodenvergleich zwischen NPLC-FLD und MALDI-
ToF-MS

Die beiden unabhéngigen Methoden, die zur Bestimmung der Ethoxymerenverteilung so-

wie der mittleren Molmassen und Ethoxylierungsgrade eingesetzt wurden, kommen zu
signifikant unterschiedlichen Ergebnissen. Dabei werden mit der MALDI-ToF-MS im Ver-
gleich zur NPLC-FLD deutlich héhere mittlere Molmassen und Ethoxylierungsgrade er-

mittelt. Die mit Hilfe der beiden Methoden bestimmten Ethoxymerenverteilungen weichen
deutlich voneinander ab (s. Abb.|6.49).
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Abbildung 6.49: Vergleich zwischen NPLC-FLD und MALDI-ToF-MS anhand der fiir zwei

unterschiedliche NPEO-Tenside ermittelten Ethoxymerenverteilungen. Es
sind die jeweils mit beiden Methoden ermittelten Ethoxymerenverteilungen
von Marlophen NP 3 und Marlophen NP 15 dargestellt.
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Die relativen Abweichungen sind fiir die APEO mit einem geringeren mittleren Ethoxy-
lierungsgrad deutlich hoher. Fiir APEO mit npo < 4 liegen die mittels der MALDI-ToF-
MS ermittelten Zahlenmittel der Molmassen mehr als 25 % iiber denen mit der NPLC-
FLD ermittelten. Fiir APEO mit mittleren Ethoxylierungsgraden um ngo = 10 sind es

immerhin noch ca. 15 % Abweichung.

Just et al. [196] konnten bei vergleichenden Untersuchungen mit der SFC nachweisen,
dass es bei der MALDI-ToF-MS im unteren Molekulargewichtsbereich < 500 ¢ - mol !
(npo < 6) bei der Analyse von Polyethylenglykolen und Alkylphenolethoxylaten zu deut-
lichen Diskriminierungseffekten kommt. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen entspre-
chende Befunde (s. Marlophen NP 3 in Abb.. Die Fahigkeit von Polyoxyalkylen-
gruppen Alkaliionen zu komplexieren ist ein bekanntes Phénomen, welches ausfiihrlich
von Cross [86] beschrieben wird. Die Fahigkeit zur Komplexierung wird mit der Bil-
dung von Strukturen, die denen der Kronenetherkomplexe von Alkaliionen entsprechen,
beschrieben. Fiir APEO mit kurzkettigen Polyoxyethylengruppen sollte daher aus steri-
schen Griinden die Bildung solcher Strukturen erschwert sein. Ferner ist bei den APEO
mit npo < 3 die Anzahl der O-Atome zur Bildung kronenetheranaloger Strukturen nicht
ausreichend. Daher sollten die Nat-Adduktionen der APEO mit npo < 3 weniger stabil
sein und somit die Signalintensitdten dieser APEO im Flugzeitmassenspektrum geringer

sein.

Diese Diskriminierungseffekte allein kénnen jedoch nicht die beobachteten Abweichun-
gen der ermittelten Zahlenmittel der Molmassen im gesamten untersuchten Molmassen-
bereich hinreichend erkldren. Wie bereits in Abs.[6.3.4.1] angesprochen wurde, kommt
es bei der NPLC-FLD umgekehrt zu einer Diskriminierung der Ethoxymere mit sehr ho-
hem Ethoxylierungsgrad (ngo > 23), da diese aufgrund der extremen Peakverbreiterung

in den Chromatogrammen sehr flache Peaks mit ungeniigender Intensitdt aufweisen (s.

Abb.[6.44] S.[194 und Marlophen NP 15 in Abb.[6.49).

Mit Hilfe einer Kreuzvalidierung beider Methoden (s. Abb.[6.50)) lie8 sich zwischen
beiden Methoden eine systematische Abweichung fiir die ermittelten Zahlenmittel der
Molmassen feststellen. Die Daten korrelieren sehr gut miteinander (R? =0,9969). Es lief

sich folgende Beziehung ermitteln:
MMALDI=ToF=MS — (1 00 4 0,02) - MYPLOFLD 4 (93 4 11) g - mol ™! (6.31)

Die mit Hilfe der MALDI-ToF-MS bestimmten Zahlenmittel der Molmassen weichen kon-
stant ab, sie sind im Mittel um (934 11) g - mol~! hoher als die Werte, die mittels der
NPLC-FLD bestimmt wurden.

Wegen oben erwéhnter Diskriminierung der Ethoxymere mit npo < 6 war die MALDI-

ToF-MS weniger gut geeignet fiir die Bestimmung der mittleren Molmassen der APEOQ,
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die aus den PSM-Formulierungen isoliert wurden. Alle PSM, bei denen APEO nach-
gewiesen wurden, waren mit APEO mit einem mittleren Ethoxylierungsgrad ngo < 10
fomuliert. Daher wurde bei der Kalibrierung der RPLC ausschliellich auf die Daten zu-
riickgegriffen, die mittels NPLC-FLD bestimmt wurden. Eine Abschitzung der Zahlen-
mittel der Molmassen fiir Arkopal N 200 und Arkopal O 257, die einer Analyse mittels
NPLC-FLD nicht zugénglich waren, konnte wegen der sehr guten Korrelation zwischen
beiden Methoden mit Hilfe der G1.[6.31] erfolgen. Daraus ergaben sich fiir Arkopal N 200
M,, = (962 4 30) g - mol~! (npo =16,8 +0,5) sowie fiir Arkopal 0257 M,, = (1192+35)g-
mol™' (npo=22,4 £0,7). Die auf diese Weise ermittelten Werte wurden zur Berechnung
von Stoffmengenkonzentrationen der Losungen dieser beiden APEO-Tenside verwendet,
wenn diese bei der Entwicklung und zur Uberpriifung der Kalibrierstrategie fiir die RPLC

eingesetzt wurden. Sie wurden jedoch nicht zur Kalibration selbst verwendet.

1000

y =1,0044x + 93,199 o,
R? = 0,9969
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800 :
700 :
600 :
500 -
400 :

300 -

M, (MALDI-ToF-MS) / g-mor’

200 -

100 -

0 -ttt F———+
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
M, (NPLC-FLD) / g-mol™’

Abbildung 6.50: Vergleich der Methoden zur Bestimmung der mittleren Molmasse: NPLC-
FLD vs. MALDI-ToF-MS. Es sind die mittels beider Methoden ermittelten
Zahlenmittel der Molmassen der 11 APEO-Tenside mit M,, < 1000 g-mol~!
gegeneinander aufgetragen. Die Daten korrelieren mit R? = 0,9969 sehr gut
miteinander. Es 1a8t sich eine systematische Abweichung von (93+11)g¢ -
mol~! feststellen.
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6.4 Identifizierung von Pestiziden in den untersuch-

ten PSM-Formulierungen mittels GC-MS

Da aus datenschutzrechtlichen Griinden keinerlei Informationen iiber die untersuchten
PSM-Proben vorlagen, wurden die PSM-Wirkstoffe mit Hilfe der GC-MS identifiziert, um

auf diese Weise ergénzende Informationen zu erhalten. Die PSM-Formulierungen wurden

mit der in Tabelle[5.22] (s. S.[127)) angegebenen Methode in ethanolischen Losungen von
0,5¢g - 17! bis 7,09 - [7! untersucht. Dabei erfolgte die Identifikation der Pestizide nach
GC-Trennung zunéchst iiber einen Vergleich der Massenspektren mit EI-Massenspektren
aus einer Datenbank (NIST). Eine Verifikation der Befunde wurde anhand der Retenti-
onszeiten und der Massenspektren von Vergleichsstandards durchgefithrt. Mit Hilfe der
in Abs.[5.2.2] (s.S.[102)) angegebenen Herbizid- und Insektizidstandards lieflen sich die
Wirkstoffe aller untersuchten PSM identifizieren.

In den PSM-Formulierungen wurden mittels GC-MS die in Tabelle[6.10] angegebenen
Wirkstoffe identifiziert.

Tabelle 6.10: Mittels GC-MS in den PSM-Fomulierungen identifizierte Pestizide.

Wasserdispergierbare Granulate PSM 1, PSM 2 und PSM 9

\ 4</° °— Metsulfuron-methyl
N—
O\S/\ NH4</ \N Methyl-2-[[[[[4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl]amino]carbonyl]amino]sulfonyl]benzoat
o
N== Sulfonylharnstoff
Herbizid

Emulgierbares Konzentrat PSM 3

Demeton-S-methylsulfon

(0] 0]
\\P/ S\/\S// S-2-Ethylsulfonylethyl- O, O-dimethylthiophosphat
o J organischer Phosphorsidureester
| Insektizid

Emulgierbare Konzentrate PSM 4 und PSM 5

Metolachlor
N )vo\ 2-Ethyl-6-methyl- N-(2-methoxy-1-methylethyl)chloracetanilid

Acetanilid
© Herbizid

Cl
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Tabelle (Fortsetzung)

Suspensionskonzentrat PSM 6

Isoproturon
>—©7NH / N-(4-Tsopropylphenyl)- N’ N’-dimethylharnstoff
——N

Harnstoffderivat
// \ Herbizid

Emulgierbares Konzentrat PSM 7

Desmedipham

\HL/ Ethyl- N-(3-phenylcarbamoyloxyphenyl)carbamat
\© Biscarbamat
Herbizid

o Ethofumesat

\/O NH (o)
T

(0]
N // O (£)-2-Ethoxy-2,3-dihydro-3,3-dimethyl-benzofuran-5-yl-methansulfonat
~ — .
O// °© Benzofuranderivat
Herbizid

Phenmedipham

/OTNH OTNH
I O/ 4 O/ Methyl-3-(3-methylcarbaniloyloxy)carbanilat

Biscarbamat
Herbizid

Emulgierbares Konzentrat PSM 8

| . Methamidophos
O\ // 0,S-Dimethylamidothiophosphat
/P\NH organischer Phosphorsdureester
—S 2 Insektizid

Suspensionskonzentrat PSM 10

N—N Metamitron
/ \>— 4-Amino-3-methyl-6-phenyl-1,2,4-triazin-5-on
N\ Triazinonderivat

o} NH, Herbizid
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6.5 Fliissigkeitschromatographie von APEO an Um-
kehrphasen

6.5.1 Retentionsverhalten von APEO an Umkehrphasen

In zahlreichen Anwendungen wurde die Bestimmung von APEO mittels HPLC mit Hilfe
von Umkehrphasen durchgefiihrt. Als stationdre Phasen haben sich hierbei C8 [3,/4}/67,
83,(107,|127,/129,251,|253}255,,257,323],346,,347] und C18 [22,39,56,57,59,94, 98,237, 244,
252,1257,,1258],12901, 298, 306|,[319] 1340, 346,347,413}, 1414] gleichermafen bewihrt, wobei die
RPLC {iiberwiegend zur Untersuchung von Umweltproben eingesetzt wurde. Nur wenige
der verdffentlichten Arbeiten beschéftigen sich mit der Analytik von APEO in Pestiziden
[323] und anderen industriellen, gewerblichen oder héuslichen Zubereitungen wie etwa
Reinigungsmittel [22,67,/69,251,257,398] oder beispielsweise Erzflotationshilfsmittel [414].

Da im Gegensatz zu Umweltproben, bei denen in der Regel nur kuzkettige APEO
enthalten sind, die Ethoxymerenverteilung der als Formulierungshilfsmittel verwendeten
APEO aufgrund unterschiedlicher Formulierungsformen stark variieren kann, wurden fiir
die chromatographischen Experimente mit den Umkehrphasen ebenfalls wie bei der NPLC
auf APEO mit sehr unterschiedlichen mittleren Ethoxylierungsgraden zuriickgegriffen.
Die in dieser Arbeit beschriebenen RPLC-Experimente wurden sowohl mit einer C8- als
auch einer C18-Phase durchgefiihrt. Als C8-Phase diente eine Zorbax Eclipse XDB-C8
(150mmx4,6 mm1.D.). Als C18-Phase wurde 5 um Eurospher 100 C18 verwendet, die in
den Saulendimensionen 125 mm x4 mm [.D. und 250 mm x4 mm1.D. zur Verfiigung stand.
Ublicherweise werden bei der LC von APEO sowohl fiir die Gradientenelution als auch
fiir eine isokratische Elution an C8, C18 oder anderen Umkehrphasen mobile Phasen aus
Methanol / Wasser [3},/4L22,98,/94./107,127,129,252,258},255/[298[319}323,1325/ 413,398, 413|
oder Acetonitril / Wasser [39,69},257,252,258,298,306|,[325/340,,346|347] verwendet, so dass

diese beiden Losemittelsysteme Bestandteil der Untersuchungen waren.

Das Retentionsverhalten der APEO wird bei der RPLC primér duch die Alkylgruppe
bestimmt. Dabei ist die Retardierung um so grofler, je langer die Alkylkette und je geringer
deren Verzweigungsgrad ist, so dass eine zufriedenstellende Auflosung zwischen NPEO und
OPEO in der Regel bereits mittels isokratischer Elution zu erreichen ist, wobei OPEQ vor
den NPEO eluieren. Eine isokratische Elution hat im Vergleich zur Gradientenelution fiir
die Quantifizierung den eindeutigen Vorteil, dass sie zu wesentlich stabileren Basislinien
fithrt. Aulerdem sind mit ihr kiirzere Analysenzeiten moglich, da ein Reédquilibrieren der

stationédren Phase zwischen den einzelnen Analysen entféllt.



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 210

®- 0 257 / N 200 4—0 167 / N 200 -0 100/ N 200
205 ] ~®-0100/N 040 —o—0 100/ N 060 -e—0100/N 100
--0 100/ NP —e—=NP /N 100 ==0P /0 257 ° °

Auflésung

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
% (v/v) Wasser in Acetonitril

Abbildung 6.51: Abhingigkeit der Auflésung zwischen OPEO, OP, NPEO und NP vom Was-
sergehalt der mobilen Phasen bei der RPLC. Es sind die Auflésungen von
unterschiedlichen NPEO (Arkopal N Serie) und OPEO (Arkopal O Serie)
sowie NP und OP fiir eine isokratische Elution mit Acetonitril / Wasser
unter Verwendung der 5 um Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.) bei
1,0ml - min~" und 20°C dargestellt.

Da die sichere Differenzierung zwischen OPEO und NPEO eine wichtige Voraussetzung
fiir die Analysen der PSM war, fand eine Parameteroptimierung unter Verwendung von
verschiedenen OPEO und NPEO mit sehr unterschiedlichen Ethoxylierungsgraden statt.
Zusétzlich wurde das Elutionsverhalten von 4-NP und 4-tert-OP untersucht. Es stellte sich
heraus, dass die 5 um Eurospher 100 C18 (125 mm x4 mm1.D.) mit dem Losemittelsystem
Acetonitril / Wasser fiir diesn Zweck am besten geeignet war. Dabei wurde festgestellt,
dass die Auflésung zwischen OPEO und NPEO mit ansteigendem Wassergehalt zunimmt,
bis sie aufgrund der zunehmenden Peakverbreiterung bei ansteigenden Retentionszeiten

wieder abnimmt (s. Abb.|6.51)).
Die besten Auflosungen wurden bei einer Elution mit Acetonitril/Wasser 78:22 (v/v) bei

1,0ml - min~—! und einer Séulentemperatur von 20 °C erreicht. Bei diesen Bedingungen ist
fiir alle untersuchten APEO die Auflésung zwischen NPEO und OPEO Rg > 1,4] Eine
Differenzierung zwischen OP und OPEO sowie NP und NPEO ist bei diesen Bedingungen
ebenfalls méglich (s. Abb.[6.51).

2Die Auflésung Rg wurde aus den Retentionszeiten ¢ und den Peakbreiten an der Basis wy, ermittelt

2:(tr,2—tRr.1)

nach: Rg = wor Ty s
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Abbildung 6.52:

5,500 4
5,250
5,000
4,750 -
4,500 -
4,250 -

4,000 -

tz / min

3,750 4
3,500 1
3,250 4
3,000 +

2,750 -

2,500

Trennung von OPEO, OP, NPEO und NP mittels RPLC bei optimierten
chromatographischen Bedingungen. Die Auflosung Rg zwischen Arkopal
N100 (tg = 4,442 min) und Arkopal O 100 (tg = 3,236 min) ist bei diesen
Bedingungen > 1,5. Eine Differenzierung zu 4-NP (tp = 3,714 min) und
4-tert-OP (tg = 2,752min) ist ebenfalls gut moglich. Bei der als RPLC 1
bezeichneten Methode wird isokratisch mit Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v)
unter Verwendung der 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.) bei
1,0ml - min~! und 20°C eluiert (Agilent-HPLC, VWD \ =277 nm).

x Marlophen NP Serie
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Triton X-100
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Abbildung 6.53:
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Abhéngigkeit der APEO-Retentionszeiten von den Molekiileigenschaften
bei isokratischer Elution bei 20°C mit Actonitril / Wasser 78:22 (v/v)
unter Verwendung der C18-Trennsédule 5pum FEurospher 100 C18
(125 mmx4mm1.D.). Das Retentionsverhalten wird primér durch die Al-
kylkette bestimmt (NPEO im Vergleich zu OPEO), hingt aber auch deut-
lich von der mittleren Molmasse, also dem Ethoxylierungsgrad, ab. Es zeigen
sich fiir NPEO deutliche Unterschiede zwischen den beiden Produkten Ar-
kopal (Clariant) und Marlophen (Sasol), vermutlich aufgrund unterschied-
licher Isomerenverteilung der Alkylkette der zur Herstellung eingesetzten
NP.
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Beziiglich der Auflésung fiihrt die Verwendung des Losemittelsystems Methanol / Wasser
als mobile Phase im Prinzip zu dhnlichen Ergebnisse, auch mit diesem System lassen sich
NPEO und OPEO ausreichend gut auflésen. Im Bereich von 15 % bis 20 % Wasser wa-
ren die Auflosungen Rg > 1,2. Bei hoherem Wasseranteil sanken diese dann wegen der

starken Peakverbreiterung auf unter 1 ab.

Auch wenn das Retentionsverhalten der APEO primér durch die Alkylgruppe bestimmt
wird, so 148t sich dennoch ein Einfluss der Polyoxyethylengruppe beobachten. Mit stei-
gendem Ethoxylierungsgrad werden sowohl die NPEO als auch die OPEO mit Acetoni-

tril / Wasser 78:22 (v/v) frither von der C18-Phase eluiert (s. Abb.|6.53)). Der Einfluss der
Polyoxyethylengruppe ist in der Regel geringer als derjenige der Alkylgruppe.
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Abbildung 6.54: Abhingigkeit des Retentionsverhaltens der APEO auf C18 vom Ethoxylie-
rungsgrad, der Alkylgruppe und der Zusammensetzung der mobilen Pha-
se. Die untersuchten APEO unterscheiden sich anhand ihrer mittleren
Ethoxylierungsgrade, z. B. Arkopal N 040 (npo = 3,49) von Arkopal N 200
(fnpo = 16,8), sowie anhand der Alkylgruppe, z. B. Arkopal N 100 (NPEO)
und Arkopal O 100 (OPEO). Es ist das Retentionsverhalten der APEO auf
der C18-Trennséule 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.) in Ab-
héngigkeit von den chromatographischen Bedingungen dargestellt (Agilent-
HPLC, VWD A=277nm).
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Die Polyoxyethylengruppe gewinnt jedoch mit steigendem Wassergehalt und damit an-
steigender Polaritéit der mobilen Phase zunehmend an Bedeutung. Bei Verwendung des
Systems Acetonitril / Wasser zeigt sich zudem ein deutlich abweichendes Retentionsver-
halten gegeniiber Methanol / Wasser. Werden bei der mobilen Phase Acetonitril / Wasser
bei geringem Anteil von Wasser (<19 %) zunéichst genau wie bei Methanol / Wasser die
APEOQO in der Reihenfolge aufsteigender Ethoxylierungsgrade eluiert, also z. B. Arkopal
N 040 (ngo = 3,49) vor Arkopal N200 (ngo = 16,8), so kehrt sich die Elutionsreihen-
folge bei Wassergehalten > 20 % (v/v) um (s. Abb.[6.54). Bei Methanol wurde ein solches
Verhalten im untersuchten Bereich nicht festgestellt (s. Abb.. Die Elution erfolgt
bei Methanol / Wasser im Bereich von 15 % bis 25 % Wasser bei einer Sdulentemperatur

U immer in der Reihenfolge aufsteigender

von 30 °C und einer Flussrate von 1,5ml - min~
Ethoxylierungsgrade. Die Unterschiede in den Retentionszeiten zwischen den einzelnen
NPEO und zwischen den einzelnen OPEO nehmen allerdings mit sinkendem Wasserge-
halt immer mehr ab, so dass bei einem Wassergehalt von 15% die Ethoxylatkettenlinge

nahezu keinen Einfluss mehr auf die Retentionszeit hat.

Das Retentionsverhalten der APEO mit dem System Methanol / Wasser auf der C8-
Phase unterscheidet sich nicht grundlegend von der C18-Phase (s. Abb.[6.55)). Es zeigte
sich jedoch, dass die Auflosung zwischen OPEO und NPEO bei einem Wassergehalt <20 %
unzureichend ist. Ferner findet auch hier wie bei dem System Acetonitril / Wasser auf der
C18-Phase eine Umkehr der Retentionsreihenfolge statt. Unterhalb von 20 % bis 25 % Was-
ser werden die APEO mit kleinerem Ethoxylierungsgrad spéter eluiert als ihre hoheren
Homologen. Bei hoherem Wasseranteil findet ein genau entgegengesetztes Elutionsverhal-
ten statt. Ursdchlich hierfiir sind unterschiedliche Retentionsmechanismen, zu denen die
APEO aufgrund ihrer hydrophilen und hydrophoben Gruppen befihigt sind. Bei gerin-
gem Wassergehalt in der mobilen Phase iiberwiegen die hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen den gelosten APEO und der stationédren Phase, so dass mit steigendem Ethoxy-
lierungsgrad der hydrophile Molekiilteil gegeniiber dem hydrophoben Teil an Bedeutung
gewinnt und es damit zu stiarkeren abstoflenden Kréiften mit der unpolaren C8- bzw. C18-
Gruppe bei gleichbleibenden hydrophoben Wechselwikungen der Alkylgruppe des Tensids
kommt. Daher werden APEOQO bei gleicher Alkylgruppe aber kiirzerer Ethoxylatkettenlénge
starker retadiert. Bei C8- und C18-Phasen auf Kieselgelbasis gewinnen die sauren Sila-
nolgruppen des Kieselgelgeriistes an Bedeutung, wenn diese nicht ausreichend endgecappt
sind. Aufgrund der zunehmenden Polaritdt der mobilen Phase bricht die biirsten&hnliche
Struktur der chemisch gebundenen C8- bzw. C18-Gruppen zusammen, so dass die Silanol-
gruppen des Kieselgelgeriistes fiir Wechselwikungen zugénglich werden. Daher kommt es
dann zu hydrophilen Wechselwikungen mit den Polyoxyethylengruppen der APEO. Die-

se sind fiir die APEO-Homologen mit hoherem Ethoxylierungsgrad gréfler, so dass diese
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starker retardiert werden und es zu einer Umkehr der Elutionsreihenfolge der Homologen
kommt. Fiir diesen Mechanismus spricht auch die deutliche Zunahme des Peakleadings
mit ansteigendem Wassergehalt (s. Abb.[6.55)). Insgesamt ist ein zu hoher Wasseranteil

daher aufgrund der sehr stark zunehmenden Peakverbreiterung nachteilig.
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Abbildung 6.55: Abhingigkeit des Retentionsverhaltens der APEO auf C8 vom Ethoxylie-
rungsgrad, der Alkylgruppe und der Zusammensetzung der mobilen Pha-
se. Die untersuchten APEQO unterscheiden sich anhand ihrer mittleren
Ethoxylierungsgrade, z. B. Arkopal N 040 (npo = 3,49) von Arkopal N 200
(ngo = 16,8, Chromatogramme oben), sowie anhand der Alkylgruppe,
z.B. Arkopal N 100 (NPEO) und Arkopal O 100 (OPEO). Es ist das Re-
tentionsverhalten der APEO auf der C8-Trennsédule 5 um Zorbax Eclipse
XDB-C8 (150 mmx 4,6 mm1.D.) in Abhéngigkeit von den chromatographi-
schen Bedingungen dargestellt (Agilent-HPLC, VWD A\ =277 nm).
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6.5.2 Detektion von APEO

6.5.2.1 UV-Absorptionsdetektion

Alkylphenolethoxylate sind wie alle Aromaten sehr gut fiir eine UV-Detektion geeignet. Sie
tragen mit dem aromatischen Ring eine einzige chromophore Gruppe. Im UV-Spektrum
lassen sich daher drei durch die moglichen 7y/3—m} /5—Elektronenﬁbergénge hervorgerufe-
ne Banden beobachten: Die sehr intensive ($-Bande, die ebenfalls sehr intensive p-Bande
und die weniger intensive a-Bande, die im Gegensatz zu Benzol aufgrund der zwei Substi-
tuenten am aromatischen Ring keine ausgewiesene Feinstruktur aufweist (s. Abb..
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Abbildung 6.56: UV-Absorptionsspektren von NPEO und OPEO. Es sind die beiden Spek-
tren dquimolarer Losungen von 120 umol - 1=1 Arkopal N 100 (figo = 9, 50)
und Arkopal O 100 (npo = 9, 14) in Methanol dargestellt, die drei Absorp-
tionsmaxima bei A=204nm bzw. A=203nm (8-Bande), bei \=227nm
(p-Bande) und bei A=277nm (a-Bande) aufweisen. Die a-Bande zeigt ei-
ne charakteristische Schulter bei A =283 nm.

Die Spektren von NPEO und OPEO dhneln einander sehr (s. Abb.[6.56|und Abb.[6.57)).
Fiir fiquimolare Losungen von 120 umol - I=! Arkopal N 100 (NPEO mit figo = 9,50) und
Arkopal O 100 (OPEO mit figo = 9, 14) in Methanol wurden beispielsweise drei Absorp-
tionsmaxima bei identischer oder sehr dhnlicher Wellenlidnge festgestellt. Die zu beob-
achtende (5-Bande von NPEO bei A =204 nm lag sehr dicht an der -Bande des OPEO-
Tensids (A =203nm), wihrend OPEO und NPEO eine identische p-Bande (A =227nm)
und a-Bande (A =277nm) zeigten. Die Lagen der p- und der a-Bande sind im Gegen-

satz zur (3-Bande nicht besonders stark vom Losemittel abhéngig. So wurde z.B. fiir
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NP(EO)2 in wisseriger Losung eine deutlich abweichende Lage der 8-Bande bei 195 nm
festgestellt, wihrend die Lage der p-Bande (222 nm) und noch weniger die der a-Bande
(275 nm) kaum verschoben sind [92]. Holt et al. [174] haben fir Nonidet P40, bei dem
es sich um ein OPEO-Tensid mit ngo = 8,5 handelt, Absorptionsmaxima bei 225 nm und
278 nm registriert, die denen in dieser Arbeit ermittelten sehr dhnlich sind. Auch De-
staillats et al. [98] haben fiir Triton X-100, einem polydispersen OPEQ, dhnliche Maxima
bei 224nm und bei 276 nm ermittelt. Ahnlich wie bei den Untersuchungen von Holt et
al. [174] (A=285nm) wies die a-Bande eine charakteristische Schulter auf, die in den
untersuchten methanolischen Losungen bei 283 nm lag (s. Abb.|6.56)).

Aufgrund der vom Losemittel wenig beeinflussten Lage der Maxima sind fiir die UV-
Detektion sowohl die p-Bande als auch die a-Bande geeignet. Die g-Bande ist aufgrund
der in diesem Wellenldngenbereich geringen UV-Durchléssigkeit der zur APEO-Trennung
héufig verwendeten Elutionsmittel, wie z. B. Alkohole, Alkane oder Acetonitril, zur UV-
Detektion eher ungeeignet. Zur Gradientenelution ist sicherlich die a-Bande trotz gerin-

gerer Intensitdt am besten geeignet.
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0,050 — Arkopal N 060
0,045 -| — Arkopal N 100
— Arkopal N 200
0,040
Marlophen NP 3
0,035 Marlophen NP 6

.§0,030 4 Marlophen NP 9
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i — Marlophen NP 15
0.020 1 — Arkopal O 100
0,015 - — Arkopal O 167

— Arkopal O 257
0,010 H
0,005 +
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190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
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Abbildung 6.57: Nach RPLC-Trennung mit dem Diodenarraydetektor am Peakmaximum
aufgezeichnete UV-Absorptionsspektren von NPEO- und OPEO-Tensiden
mit unterschiedlichen Ethoxylierungsgraden. Es wurden nahezu &dquimola-
re ethanolische Losungen im Bereich von 115 umol - 1! bis 140 pmol - 1~
unterschiedlicher NPEO- und OPEO-Tenside mit sehr unterschiedlichen
mittleren Ethoxylierungsgraden von ngo = 2,87 bis ngo = 22,4 un-
tersucht. Die UV-Spektren weisen nahezu identische Maxima bei 200 nm
(6-Bande), um 225 nm (p-Bande) und bei 277 nm (a-Bande) mit Schulter
bei ca. 282 nm auf. Es wurde mittles einer 5 um Eurospher 100 C18-Phase
(125 mmx4mm1.D.) mit Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v) bei 1,0 ml-min 1
und bei 20 °C analysiert (Methode RPLC 1, s. Tab. S..
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Fiir die Kalibrierbarkeit der chromatographischen Bestimmung der APEO mittels UV-
Detektion spielt es eine grofle Rolle, inwieweit die Lage der Bandenmaxima von der
Konzentration und der Art der APEO beeinflusst sind. Wie bereits in Abbildung[6.56]
anhand des Vergleiches der UV-Spektren von Arkopal N 100 und Arkopal O 100 ge-
zeigt wurde, sind die beiden fiir eine UV-Detektion am besten geeigneten Wellenldngen
A=227nm (p-Bande) und A\ =277nm (a-Bande) nicht von der Alkylgruppe beeinflusst.
Sowohl die p-Bande als auch die a-Bande zeigen eine nicht nur von der Alkylgruppe son-
dern auch vom Ethoxylierungsgrad nahezu unabhéngige Lage der Absorptionsmaxima (s.
Abb.[6.57). Dieser von Drugdrin et al. [116] berichtete Sachverhalt lie sich anhand der
Analyse von #dquimolaren Loésungen unterschiedlicher NPEO- und OPEO-Tenside mit-
tels der RPLC 1 (Shimadzu-HPLC 1) unter Verwendung des DAD bestétigen. Dabei wur-
de ein sehr breiter Molmassenbereich mit Ethoxylierungsgraden von npo = 2,87 bis
ngo = 22,4 untersucht. Die UV-Spektren wiesen nahezu identische Maxima bei 200 nm
(B-Bande), um 225 nm (p-Bande) und bei 277 nm (a-Bande) mit Schulter bei ca. 282 nm
auf. Auch die Tatsache, dass das UV-Spektrum von 4-tert.-Octylphenol denen der APEO-
Tenside sehr dhnlich ist, weist auf diesen Zusammenhang hin. Es wurden Maxima bei
196 nm, 224 nm und 278 nm ermittelt [98]. Ferner konnte fiir 4-Octyl-, 4-Nonyl- und 4-
Dodecylphenolethoxylat gezeigt werden, dass sowohl die Lage des Absorptionsmaximums
der a-Bande (278 nm) als auch die Lage der charakteristischen Schulter dieser Bande

(283 nm) unabhéngig vom Alkylsubstituenten am aromtischen Ring sind [272].
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Abbildung 6.58: UV-Absorptionsspektrum von NPEO in Abhéngigkeit von der Konzentra-
tion. Die dargestellten UV-Spektren zeigen die Lage der Absorptionsma-
xima mit steigender Konzentration methanolischer Lésungen von Arkopal
N 100 im Bereich von 1,2mg - 1~! bis 11,7mg - I~'. Wihrend die p-Bande
(A=227nm) und die a-Bande (A =277nm) in ihrer Lage stabil sind, weist
die §-Bande aufgrund ihrer starken Abhingigkeit vom Lo&semittel einen
konzentrationsabhéngigen Drift auf (201 nm nach 205nm).

Desweiteren haben die Untersuchungen ergeben, dass die Lage der p- und der a-
Bandenmaxima auch nicht von der Konzentration der APEQO in der untersuchten Losung
abhéngen (s. Abb.. Das Maximum der $-Bande im UV-Spektrum von Arkopal
N 100 in methanolischer Losung wies in einem Konzentrationsbereich von 1,2mg - [~! bis
11,7mg - 7! hingegen immerhin einen Drift von ca. 4nm zu lingeren Wellenlingen hin

auf.

In der Regel wird man bei der Analyse der meisten Proben auf eine eher breite Mole-
kulargewichtsverteilung der APEO treffen. Bei der Quantifizierung der einzelnen NPEO-
und OPEO-Oligomere mittels UV-Detektion steht man nach einer z. B. chromatographi-
schen Auftrennung mittels NPLC vor dem Problem einer geeigneten Kalibration, da eine
Kalibration fiir jedes einzelne Oligomer nahezu unmoglich ist, nicht zuletzt wegen der man-
gelnden Verfiigbarkeit geeigneter Standards. Auch eine Kalibration bei der RPLC steht
vor dem Problem, ob beispielsweise eine Kalibration mit polydispersen Ethoxymerengemi-
schen moglich ist, oder ob die Intensitdt des UV-Signals von der Léange der Polyoxyethy-
lengruppe und von der Art des Alkylrestes der APEO beeinflusst wird. Untersuchungen
konnten jedoch zeigen, dass der molare Absorptionskoeffizient fiir eine vorgegebene Wel-
lenléinge in einem weiten Molekularbereich nahezu unabhéngig vom Ethoxylierungsgrad
ist [201],272,1312].
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Abbildung 6.59: Absorptionsmessungen bei A =277nm an methanolischen Losungen von
NPEO, OPEO und NP. In dem untersuchten Konzentrationsbereich von
10 umol - 1=t Dbis 200 umol - 1! zeigt das Lambert-Beersche Gesetz Giil-
tigkeit und es ergibt sich eine lineare Abhingigkeit der Extinktion von
der Stoffmengenkonzentration. Die molaren Absorptionskoeffizienten des
NPEO-Tensids Arkopal N100 (¢ = 16921 - mol~! - em™!), des OPEO-
Tensids Arkopal O 100 (¢ = 15861 - mol~! - em™!) und von 4-Nonylphenol
(e = 1624 1-mol~t-em™!) sind sehr dhnlich und kaum von den Substituenten
am aromatischen Ring beeinflusst.

Die durchgefiihrten Absorptionsmessungen bei A\ =277 nm mit methanolischen Losun-
gen haben gezeigt, dass im untersuchten Konzentrationsbereich von 10 umol - =1 bis
200 pmol - 17 das Lambert-Beersche Gesetz fiir NPEO, OPEO und NP Giiltigkeit hat (s.
Abb., was fiir eine UV-Detektion bei der Kalibration wichtig ist. Mit R? > 0,996 er-
gab sich eine sehr gute lineare Abhéngigkeit der Extinktion von der Stoffmengenkonzentra-
tion. Dabei waren die molaren Absorptionskoeffizienten des NPEO-Tensids Arkopal N 100
(e =16921 - mol™' - em™), des OPEO-Tensids Arkopal O 100 (¢ = 15861 - mol™" - em™)
und von 4-Nonylphenol (e = 16241 - mol™! - em™') einander sehr #hnlich, obwohl die un-
tersuchten Substanzen deutliche Unterschiede beider Substituenten aufwiesen. Sowohl die
Aklylgruppe (Octyl oder Nonyl) als auch die Polyoxyethylen- bzw. im Falle des NP sogar
die Hydroxygruppe haben kaum Einfluss auf das Absorptionsverhalten des aromatischen
Rings. Die dargestellten Ergebnisse entsprechen im wesentlichen den Resultaten anderer
Untersuchungen. In Abhéngigkeit vom Losemittel wurden beispielsweise fiir NPEO bei

275 nm sehr dhnliche mittlere, molare Absorptionskoeffizienten von e = 1700 -mol~t-ecm ™!

1

in wisseriger Losung und € = 160017 - mol~! - em™"! in wiisseriger, ethanolischer Losung

(60:40 (v/v)) bestimmt [92]. In methanolischer Losung wurden fiir 4-Octyl-, 4-Nonyl- und
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4-Dodecylphenolethoxylate bei A = 278 nm mittlere Werte von & = 14001 - mol™t - em ™1
gefunden, wobei fiir OPEO mit Kettenldngen von einer bis 50 Oxyethyleneinheiten € nur
in einem sehr engen Bereich zwischen 14001 - mol=! - em™! und 14701 - mol=* - em™! va-
riierte [272]. Fiir OP(EO); bis OP(EO);2 lagen die molaren Absorptionskoeffizienten in
Methyl-tert.-butylether bei 230 nm zwischen 82001 -mol~!-cm ™" und 9400 1-mol~t-em ™1,

1

fiir 278 nm wurde ein Bereich von 15007 - mol™ - em ™! bis 18007 - mol™" - em™! ermit-

telt |174].

Aus der Unabhéngigkeit des molaren Absorptionskoeffizienten von der Anzahl der EO-
Einheiten folgt unmittelbar, dass sich die Absorptivitit a, als spezifisches spektrales Ab-
sorptionsmaf}, umgekehrt proportional zum Molekulargewicht verhalten sollte. Aus dem

Lambert-Beerschen Gesetz

I
E=—-log—=¢-d-c (6.32)
Iy
folgt wegen ¢ = ¢ - M unmittelbar fiir a:
E
a=—=¢c-d-M"' (6.33)

C

Eine Uberpriifung dieses Zusammenhangs wurde durch Absorptionsmessungen mit allen
verfiigharen APEO-Tensiden in ethanolischer Losung durchgefiihrt. Es zeigte sich eine
relativ gute Korrelation (R*=0,9598) zwischen a und M~!. Aus der Steigung der in
Abbildung[6.60] dargestellten Regressionsgeraden ergibt sich wegen einer Schichtdicke
von d = 1cm unmittelbar der mittlere molare Absorptionskoeffizienten fiir APEO in
ethanolischer Losung. Es wurde fiir die APEO in ethanolischer Losung ein Wert von

e =14771-mol™' - em™! ermittelt.
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Abbildung 6.60: Zusammenhang zwischen Absorptivitéit und mittlerer Molmasse von APEO
in ethanolischen Losungen bei A =277nm. Die Korrelation zwischen der
Absorptivitdt a = % und M~! ist dargestellt.

Eine lineare Korrelation zwischen a und M~! wurde bereits durch andere Untersuchun-
gen bestéatigt [92,272]. Eine direkte Korrelation zwischen Ethoxylierungsgrad und Peakfla-
che, des vom UV-Detektor aufgezeichneten Chromatogramms, ist daher moglich [3./4312],
so dass beispielsweise fiir die NPLC unter Verwendung relativer Responsefaktoren fiir die
einzelnen Ethoxymere mit geeigneten kommerziell leicht verfiigharen Ethoxymermischun-
gen kalibriert werden kann. Relative Responsefaktoren kénnen bezogen auf die Summe
aller Ethoxymere [398], in Relation zu einem einzelnen Ethoxymer [187] oder unter Ver-

wendung eines Standards wie 2,4,6-Trimethylphenol [3}/4,414] ermittelt werden.

6.5.2.2 Fluoreszenzdetektion

Aromatische Verbindungen wie APEO sind ausgezeichnet geeignet fiir die Fluoreszenz-
detektion. Aufgrund der charakteristischen Absorption der APEO im ultravioletten Be-
reich (s. Abs. sind fiir die Fluoreszenzdetektion geeignete Anregungswellenlingen
(Aez) im Bereich der p-Bande und der a-Bande zu finden (s. Abb.[6.61).
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Abbildung 6.61: 3D-Fluoreszenzspektrum des NPEO-Tensids Arkopal N 100. Es ist das
3D-Fluoreszenzspektrum einer Losung von 1,75 umol - I~ Arkopal N 100
(ngo = 9,5) in Ethanol dargestellt, das zwei Absorptionsmaxima bei

Aex =227nm und Agp =277 nm aufweist. Maximale Emission wurde bei
Aem = 300 nm beobachtet.

Die Untersuchungen an methanolischen Losungen, die fiir verschiedene NPEO und
OPEO sowie fiir 4-NP und 4-tert-OP durchgefiithrt wurden, ergaben ebenso wie fiir die
UV-Absorption auch fiir die Fluoreszenz der APEO sowohl von der Lénge der Poly-
oxyethylengruppe als auch von der Art der Alkylgruppe unabhéingige Bandenmaxima
(s. Abb.. In den methanolischen Loésungen konnten im Anregungsspektrum aller
untersuchten Verbindungen fiir eine Emissionswellenldnge von A.,, =300 nm die intensive
p-Bande bei etwa 227 nm und die etwas schwéchere a-Bande bei 277 nm beobachtet wer-
den. Das Emissionsmaximum lag fiir alle untersuchten Substanzen sowohl fiir \., = 227 nm
als auch fiir A, =277 nm bei etwa 300 nm. Andere Untersuchungen kommen zu vergleich-
baren Ergebnissen, so wurden z. B. fiir ein OPEO-Tensid (Nonidet P40) Absorptionsma-
xima bei 225nm, 278 nm sowie 285 nm beobachtet [174]. Fiir dasselbe Tensid war eine
maximale Emission bei 302nm (A, = 230nm) festzustellen [174], wiahrend Kudoh et
al. fiir NPEO mit ngo =8 maximale Anregung bei 280 nm und maximale Emission
bei 310 nm ermittelt haben.
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Abbildung 6.62: Anregungs- und Emissionsfluoreszenzspektren von verschiedenen NPEO-
Tensiden, 4-NP, verschiedenen OPEO-Tensiden und 4-tert-OP in methano-
lischer Losung. Es sind die Anregungsspektren bei Ag,;, = 300 nm von vier
verschiedenen NPEO und 4-NP (oben links) sowie von drei verschiedenen
OPEO und 4-tert-OP (unten links) dargestellt. Die entsprechenden Emis-
sionsspektren bei Ao, = 277 nm sind jeweils rechts daneben abgebildet.

Fiir die Kalibrierbarkeit des Fluoreszenzdetektors bei der Bestimmung der APEO mit-
tels RPLC aber auch bei der Ermittlung der Ethoxymerenverteilung mittels NPLC-FLD
ist von Bedeutung, dass @hnlich wie bei der UV-Absorptionsdetektion (s. Abs.
das emittierte Fluoreszenzsignal fiir unterschiedliche APEQ, die eine voneinander abwei-
chende Kettenldnge der Polyoxyethylengruppe aufweisen, nur von der Stoffmengenkon-
zentration abhéngt und nicht durch die Substituenten am aromatischen Ring beeinflusst
wird. Im Allgemeinen gilt, dass die Intensitéit der gemessenen Fluoreszenzstrahlung [ }eLm
bei der Emissionswellenldnge A, bei einer konstanten Fluoreszenzquantenausbeute ® gy,
und einer konstanten Intensitét 1'6\” der Anregungsstrahlung der Wellenldnge ., direkt

proportional zur Stoffmengenkonzentration C ist:
Iy = ®pp - I3 - In10-e-d - C (6.34)

Wegen ¢ = ¢- M folgt eine zur GI. analoge Beziehung:

I>\em
FL — Qpp - I3 -Inl0-e-d-M™* (6.35)
Cc
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Demnach sollte I?TLm umgekehrt proportional zum Molekulargewicht M sein, wenn die
Intensitdat des Fluoreszenzsignals ausschliefllich von der Stoffmengenkonzentration der
APEOQO abhéngt. Sollte ein davon abweichender Zusammenhang bestehen, also die Ethoxylat-
kettenlédnge Einfluss auf das Fluoreszenzverhalten der APEQO ausiiben, sollte eine von der
Linearitdat abweichende Beziehung zwischen I;TLM und M bestehen. Anhand von Fluores-
zenzmessungen bei \., = 277nm und A.,, = 300nm mit ethanolischen Losungen aller
APEO-Tensid wurde festgestellt, dass zwischen Iy und M ein linearer Zusammenhang
mit einer relativ guten Korrelation von R? =0,972 besteht (s. Abb. .
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Abbildung 6.63: Zusammenhang des Quotienten aus der gemessenen Intensitéit der Fluo-
reszenzstrahlung und der Massenkonzentration mit der mittleren Molmas-
se von APEO in ethanolischen Losungen bei Ao, = 277nm und A =

Aem

300 nm. Es ist die Korrelation zwischen ‘Z L— und M~! dargestellt.

Damit sollten die relativen, auf die injizierte Masse bezogenen Responsefaktoren fiir
die einzelnen Ethoxymere genau wie bei der UV-Detektion auch bei Verwendung eines
Fluoreszenzdetektors mit wachsender Kettenldnge der Polyoxyethylengruppe linear an-
steigen. Wie fiir die UV-Detektion konnte auch fiir die Fluoreszenzdetektion ebenfalls
ein linearer Zusammenhang zwischen relativen Responsefaktoren und Ethoxylierungsgrad
bzw. Molekulargewicht nachgewiesen werden [14,174]. Somit kann unter Verwendung von
relativen Responsefaktoren bezogen auf ein einzelnes Oligomer, z. B. NP(EO); [14] oder
OP(EO);5 [174], oder auf die Summe aller Oligomere [250] mit kommerziell erhéltlichen
NPEO-Tensiden mit unterschiedlich breiter Ethoxymerverteilung als externe Standards
kalibriert werden. Die Verwendung von internen Standards wie 2,4,6-Trimethylphenol oder
4-tert.-Butylphenol ist ebenfalls moglich [14].
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6.5.3 Selektivitit der RPLC

Die Selektivitdt der analytischen Methode hat einen sehr starken Einfluss auf die Giite
der Analysenergebnisse, da eine mangelnde Selektivitéat die analytische Methode anfillig
gegeniiber Matrixeinfliissen macht. Dann kann es durch sich dndernde Matrixzusammen-
setzungen zu unterschiedlich groffien Fehlern kommen. Die beiden in dieser Arbeit prasen-
tierten unabhéngigen RPLC-Methoden RPLC 1 und RPLC 2 wurden als komplemetére
Methoden konzipiert, da beide Methoden unterschiedliche Vorteile aber auch Schwéchen

aufwiesen.

Am Anfang der Arbeit wurde zunédchst ausschlielich die Methode RPLC 1 (5 um Eu-
rospher 100 C18 (125 mmx4mm1D.), Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v), s. Tab.[5.17] S.
122)) verwendet, da diese wie in Abs.[6.5.1] dargelegt wurde, das beste Auflssungsverms-
gen zwischen NPEO und OPEO aufwies. Ein gute Trennung der OPEO von den NPEO
war notwendig, da diese beiden Tensidtypen fiir die spétere Bestimmung mittels NPLC-
FLD durch den Einsatz der RPLC aus den PSM isoliert werden mussten. Zu diesem Zweck
wurde die Methode RPLC 1 daher stets eingesetzt. AuBlerdem war eine eindeutige Diffe-
renzierung fiir die Analyse der PSM entscheidend. Neben der guten Auflésung von OPEO
und NPEO bot die Methode RPLC 1 auch den Vorteil einer schnellen Trennung. Es zeigte
sich aber sehr bald, dass diese Methode nicht immer eine ausreichende Trennung von Ma-
trixbestandteilen und APEO sicherstellte, wenn z. B. emulgierbare Konzentrate direkt in
Losung ohne vorherige SPE oder Fliissig-Fliissig-Extraktion analysiert wurden. Auch die
APEO-Bestimmung nach Fest-Fliissig-Extraktion konnte zu matrixbedingten Problemen
fithren (s. Abbildung|6.64]).

Aus diesem Grund kam es zum Einsatz der zweiten RPLC-Methode (RPLC2, 5 um
Eurospher 100 C18 (250 mmx4mm1.D.), Methanol / Wasser 75:25 (v/v), s. Tab.[5.18]S.
. Diese wies bei komplexeren Matrices in der Regel eine deutlich verbesserte Tren-
nung zwischen den APEO und Matrixbestandteilen auf (s. Abbildung|6.64]). Nachteile
dieser Methode waren die deutlich ldngeren Trennzeiten, die aufgrund der ldngeren Re-
tentionszeiten deutlich verbreiterten Peaks der APEO und die dadurch hervorgerufene
schlechtere Auflosung zwischen NPEO und OPEO. Auflerdem musste ein zunehmender
Drift der Retentionszeiten der APEO in Abhéngigkeit vom Ethoxylierungsgrad in Kauf
genommen werden, was eine sichere Identifizierung der APEO erschwerte. Durch den Ein-
satz von APEO-Standards mit Ethoxylierungsgraden, die denen der APEO in den PSM
entsprachen, liefl sich dennoch eine eindeutige Identifizierung erreichen.

Die unterschiedlichen Trennleistungen zwischen RPLC 1 und RPLC 2 kénnen anhand
der Abbildung[6.64] verdeutlicht werden. An dem dargestellten Beispiel ist auch der
Einfluss der Detektion auf die Selektivitit der analytischen Methode ersichtlich. Eine

hohere Selektivitdt kann grundsétzlich auf zwei unterschiedlichen Wegen erreicht werden,
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durch Erhchung der chromatographischen Trennleistung oder durch Verbesserung der
Detektorspezifitit.

175000 I
150000 4 NPEO RPLC 1: C18, CH;CN/H,0 78:22 (v/v)
125000 A
100000 - —FLD (Ex. 277 nm, Em. 300 nm)
!; 75000 1 — DAD (227 nm)
x 50000 1 —DAD (277 nm)
~ 25000 -
H I I
:g 0 4 t 4 4 |
@ 25000 -
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Abbildung 6.64: Einfluss der mobilen und der stationiren Phase sowie der Detektion auf
die Selektivitdt der RPLC bei der Bestimmung von NPEO am Bei-
spiel des Suspensionskonzentrates PSM 6 (nach Fest-Fliissig-Extraktion
von 1,763 ¢ mit 100ml! Ethanol). Die RPLC1 und RPLC2 (inverses
Chromatogramm) unterscheiden sich in der mobilen Phase und in der
Séulendimension bei gleicher stationdrer Phase (RPLC1: 5um Euro-
spher 100 C18 (125 mmx4mml1.D.), RPLC2: 5 um Eurospher 100 C18
(250 mm x4 mm1.D.), beide bei 1,0ml - min~! und 20 °C).

Fiir die Bestimmung von NPEO in dem Extrakt von PSM 6 nach Fest-Fliissigextraktion
mit Ethanol (Schiittelmethode) reichte die Trennleistung der 5 pum Eurospher 100 C18
(125 mmx4mm1.D.) unter Verwendung von Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v) (RPLC1)
nicht aus, um NPEO ausreichend von einem intensiven Matrixpeak zu trennen. Wurde
hingegen eine doppelt so lange Saule (5 pm Eurospher 100 C18 (250 mm x4 mm1.D.)) und
Methanol / Wasser 75:25 (v/v) (RPLC 2) verwendet, lief§ sich eine ausreichende Auflésung
erzielen. Dennoch war mittels RPLC1 eine Bestimmung der NPEO moglich, ndmlich
dann, wenn anstelle einer UV-Detektion bei 227 nm eine Detektion bei 277 nm erfolgte.
Noch selektiver war die Verwendung eines Fluoreszenzdetektors bei \., =277nm und
Aem = 300 nm. Ferner wies die Fluoreszenzdetektion eine hohere Empfindlichkeit auf.

Beim Einsatz von UV-Detektoren kommt der Auswahl der zur Detektion am besten
geeigneten Wellenlénge eine grofie Bedeutung zu, da die Wahl der Wellenldnge bei der
UV-Detektion iiber die Selektivitdt der gesamten Methode entscheiden kann. Nach einer
Extraktion von 52,55 mg des emulgierbaren Konzentrates PSM 7 mittles SPE war die Ana-
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lyse der NPEO durch nicht vollstdndig abgetrennte Bestandteile der Matrix bei A =227 nm
stark gestort. Die Analyse bei A =277 nm war hingegen ungestort (s. Abb.|6.65|).

A =227 nm
2000000 A

| A =277 nm
1750000
1500000
1250000
1000000
750000-]
500000
250000

ot : ——
6.0 7.0 8.0 9.0 min

Abbildung 6.65: Auswahl der optimalen Wellenléinge zur Bestimmung von NPEO im emul-
gierbaren Konzentrat PSM 7 nach SPE. Eine NPEO-Bestimmung ist bei
A = 277nm im Gegensatz zu A = 227 nm ungestort moglich (RPLC1,
Shimadzu-HPLC 1, UVD, 5 um Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.),
Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v), 1,0ml - min~1t, 20°C).

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den APEO um Homologengemische handelte,
eluierten diese je nach mobiler und stationdrer Phase teilweise als relativ breite Peaks,
bei denen es auch bei hohen Wasseranteilen in der mobilen Phase zum Leading kommen
konnte (s. Abb.[6.55|S.[214)). Dadurch war das Aufspiiren von Koelutionen allein anhand
der Peakform erschwert. Daher hatte die Durchfithrung der Analysen bei mindestens zwei
Wellenléngen einen hohen diagnostischen Wert, da auf diese Weise Koelutionen sehr sicher
identifiziert werden konnten, wie Abbildung[6.66] verdeutlicht. Mit Hilfe des Vergleichs
der beiden bei A = 227nm und bei A\ = 277nm aufgezeichneten Chromatogramme
konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es bei der Bestimmung von NPEO in dem
emulgierbaren Konzentrat PSM 3 nach der SPE von 23,2 mg zur Koelution von Bestand-
teilen der Matrix mit NPEO kam, die nicht vollstdndig durch die SPE abgetrennt werden

konnten.
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Abbildung 6.66: Aufklirung von Koelution durch Vergleich der bei unterschiedlichen Wel-
lenléingen aufgezeichneten Chromatogramme. Mit Hilfe der bei A = 227 nm
und bei A = 277 nm aufgezeichneten Chromatogramme konnte nachgewie-
sen werden, dass es bei der Analyse von PSM 3 nach SPE von 23,2mg
zur Koelution von Bestandteilen der Matrix mit NPEO kam (RPLCI,
Shimadzu-HPLC 1, UVD, 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.),
Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v), 1,0ml - min~*, 20°C).

Der durch eine Durchfiithrung von Doppelbestimmungen bei zwei unterschiedlichen Wel-
lenléangen erhohte Zeitaufwand konnte vermieden werden, wenn der Diodenarraydetektor
verwendet wurde. Dieser hatte im Vergleich zum UV-Detektor deutliche Vorteile. Ei-
nerseits konnte er eine sichere Identifikation der APEO {iber einen Vergleich des UV-
Spektrums mit Datenbankspektren, die von unterschiedlichen APEO-Referenzlésungen
angelegt wurden (s. Abb.[6.57] S.216), gewihrleisten. Andererseits fiihrte der Einsatz
des DAD deutlich einfacher zur Aufklarung von Koelutionen der Analyten mit Matrixbe-
standteilen (s. Abb.[6.67)). AuBerdem konnte bei Verwendung des DAD die Auswahl der
geeigneten analytischen Wellenlénge auch erst nach der Analyse stattfinden, da bei jeder
beliebigen Retentionszeit ein vollstindiges UV-Spektrum zur Verfiigung stand. Bei der
direkten Analyse von emulgierbaren Konzentraten in ethanolischer Losung brachte der
Einsatz des DAD und des FLD aufgrund der grolen Matrixstorungen deutliche Vorteile,
wie in Abbildung am Beispiele einer Losung von 0,219¢ - [=! PSM 3 in Ethanol
deutlich wird. Dabei iiberzeugt der FLD aufgrund seiner iiberlegenen Selektivitdt und
Empfindlichkeit, wiahrend der DAD durch die spektrale Information iiber eine zuséatzli-

che Dimension verfiigt. Auch an diesem Beispiel zeigte sich, dass die Verwendung der
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Wellenldinge A = 277nm in den meisten Féllen aufgrund der héheren Selektivitdt im
Vergleich zu A = 227nm die geeignetere analytische Wellenldnge war, da zu ldngeren
Wellenléngen hin die meisten Matrixkomponenten, die die quantitative Auswertung der
Chromatogramme aufgrund von Koelution oder schlechter chromatographischer Trennung
von den APEO-Peaks storten, weniger stark UV-Strahlung absorbierten. Hier wurde auch
der Vorteil der Verwendung des FLD bei einer Anregungswellenlénge von \., = 277nm
und einer Emissonswellenldnge von \., = 300nm sichtbar. Er verfiigte im Vergleich zu
einer UV-Detektion bei A\., = 277nm aufgrund der hoheren Empfindlichkeit gegeniiber
den APEO eindeutig iiber die hochste Selektivitét, da die Matrixeinfliisse am deutlichsten
minimiert werden konnten (vgl. FLD und DAD in Abb.|6.67)).
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Abbildung 6.67: Vorteile der Verwendung von DAD und FLD bei der Bestimmung von
NPEO in Losungen von emulgierbaren Konzentraten. Es ist das Chro-
matogramm einer ethanolische Losung von 0,219¢ - [=! PSM3 dar-
gestellt (RPLC2, Shimadzu-HPLC1, UVD, 5um Eurospher 100 C18
(250 mmx4mm1.D.), Methanol / Wasser 75:25 (v/v), 1,0 ml-min~*, 20°C).

Anhand der dargestellten Beispiele konnte verdeutlicht werden, dass der Einsatz des
Fluoreszenzdetektors aufgrund seiner hohen Selektivitéit bei der RPLC von PSM deutliche
Vorteile gegeniiber einer UV-Detektion aufwies, so dass sofern der FLD fiir die Analysen
der PSM zur Verfiigung stand, die Quantifizierung mit diesem Detektor sowohl bei der
RPLC 1 als auch beid der RPLC 2 erfolgte. Wenn kein FLD, wie bei der Shimadzu HPLC 1
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und Agilent-HPLC, verfiighar war, wurde in der Regel mittels UV-Detektion bei A\, =
277 nm detektiert.

Welchen Einfluss die unterschiedliche Selektivitat sowohl der beiden unterschiedlchen
chromatographischen Methoden RPLC 1 und RPLC 2 als auch der APEO-Detektion auf
die Egebnisse hatte, kann anhand der Abbildung6.68| gesehen werden.
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Abbildung 6.68: Mit unterschiedlichen Methoden ermittelte APEO-Konzentrationen in
PSM-Losungen und Extrakten. Es wurden ethanolische Losungen von
PSM 3, PSM4, PSM5, PSM7 und PSMS8 sowie Ethanolextrakte von
PSM 2, PSM 6, PSM9 und der aufgestockte Probe PSM 10 untersucht. Es
sind ebenfalls die Ergebnisse von Losungen verschiedener APEO-Standards
dargestellt (ESTD: Arkopal N 100 / Marlophen NP 9).

In Abbildung[6.68] sind die mit den beiden Methoden RPLC 1 und RPLC2 unter
Verwendung unterscheidlicher Detektoren ermittelten APEO-Konzentrationen in ethano-
lischen Lésungen von PSM 3, PSM 4, PSM 5, PSM 7 und PSM 8 sowie in den Extrakten von
PSM 2, PSM 6, PSM 9 und der aufgestockten Probe PSM 10 nach Fest-Fliissig-Extraktion
mit Ethanol dargestellt. Zum Vergleich sind auch die ermittelten Konzentrationen von
Losungen unterschiedlicher APEO-Standards dargestellt. Es wird deutlich, dass es mit
beiden Methoden unabhéngig von der Detektion fiir die reinen Losungen von APEO
zu relativ guten Ubereinstimmungen in den Ergebnissen kommt. Bei den untersuchten

PSM-Proben kann es aufgrund der oben dargelegten Matrixeinfliisse zu deutlichen Un-
terschieden kommen. Die Ergebnisse weichen daher fiir PSM 3, PSM 4, PSM 5 und PSM 6



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 231

voneinander ab. Fiir die anderen Proben ergaben sich relativ gute Ubereinstimmungen mit
maximalen Abweichungen < 15%. Bei dem emulgierbaren Konzentrat PSM 3 sowie dem
Suspensionskonzentrat PSM 6 wurden teilweise Abweichungen > 60 % beobachtet, wobei
die RPLC 1 mit einer UV-Detektion bei A = 227 nm aufgrund ihrer geringen Selektivitét
die mit Abstand groBten Abweichungen aufwies. Fiir PSM 4 und PSM 5 konnten diese im-
merhin noch bis zu 50 % betragen. Die ermittelten Abweichungen bei einer UV-Detektion
bei A = 277nm oder einer Fluoreszenzdetektion sind zwischen den beiden Methoden
RPLC1 und RPLC2 deutlich geringer. Er kommt aber immer noch zu signifikanten Ab-
weichungen zwischen den Proben PSM 3, PSM 4, PSM 5 und PSM 6, wie eine Kreuzvali-
dierung zwischen RPLC 2-FLD und RPLC 1-VWD (A = 277 nm) zeigte (s. Abb.[6.69).
Fiir diese Proben kommt es zwischen diesen beiden Methoden zu Abweichungen > 10 %.
Fiir alle anderen Proben sind die Abweichungen < 10 %. Fiir die Referenzproben, also die

Losungen der reinen APEO-Standards, lassen sich keine Abweichungen feststellen.
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Abbildung 6.69: Kreuzvalidierung der beiden Methoden RPLC1 (FLD, \., = 277nm,
Aem = 300nm) und RPLC2 (VWD, A = 277nm) (ESTD: Arkopal
N 100 / Marlophen NP 9).
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6.5.4 LC-LC-Kopplung einer C18- mit einer C8-Phase

Wie sich gezeigt hatte (s. Abs., konnte zwar durch Erhohen des Wasseranteils in
der mobilen Phase eine bessere Trennung zwischen Matrixbestandteilen und den APEO
erreicht werden, dabei musste aber in Kauf genommen werden, dass eine starke Peakver-
breiterung stattfindet und eine zunehmende, vom mittleren Ethoxylierungsgrad abhéngige

Verschiebung der Retentionszeiten zwischen den verschiedenen APEQO stattfindet.
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Abbildung 6.70: Abhingigkeit der relativen Retentionszeiten von der mittleren Molmasse der
NPEO fiir eine C18-Phase (5 um Eurospher 100 C18 125 mmx4mm1.D.)
und eine C8-Phase (5um Zorbax Eclipse XDB-C8 150 mmx4,6 mm1.D.)
sowie eine C18-C8-Kopplung dieser beiden Phasen. Es sind auf Arkopal
N 100 bezogene relative Retentionszeiten angegeben.

Da dieser Effekt fiir die C8-Phase und die C18-Phase je nach Zusammensetzung der mo-

bilen Phase genau entgegengesetzt verlaufen kann, entstand die Idee, durch die Kopplung



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 233

dieser beiden Phasen eine Refokussierung der APEO zu erreichen. Bei dem verwendeten
System Methanol / Wasser lief} sich fiir die C18-Phase eine andere Elutionsreihenfolge wie
fiir die C8-Phase beobachten (s. Abb.[6.70]). Bei hohen Wasseranteilen in der mobilen
Phase eluieren die APEO mit hoherem npo deutlich frither von der C8-Phase als die
APEO mit kurzer Polyoxyethylengruppe. Fiir die C18-Phase ist die Reihenfolge genau
umgekehrt. Da bei der RPLC die Peakverbreiterung sehr stark gerade von diesem Ef-
fekt verursacht wird, ist die Peakverbreiterung bei der Analyse von APEO mit breiter
Ethoxymerenverteilung besonders hoch. Durch die Kopplung zweier Phasen, die eine um-
gekehrte Abhéangigkeit der Elutionsreihenfolge vom Ethoxylierungsgrad aufweisen, kommt
es auf der zweiten Dimension dann zu einer Refokussierung der APEO mit unterschiedli-
chem Ethoxylierungsgrad, so dass trotz deutlich gesteigerter Trennzeiten keine iiberméflige
Peakverbreiterung auftritt (s. a. Abb.[6.73]).
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Abbildung 6.71: Abhingigkeit der Retentionszeit von Marlophen NP3 von der Polari-
tédt der mobilen Phase fiir eine C18-Phase (5pum Eurospher 100 C18
125mmx4mm1D.) und eine C8-Phase (5um Zorbax Eclipse XDB-C8
150 mmx 4,6 mm1.D.) sowie eine C18-C8-Kopplung dieser beiden Phasen
(Die Polaritdt der Gemische wurde nach L. R. Snyder [343] berechnet nach

P]/Wischnung = (Vima - Piyra+Vins - Pryg) - (Viva + Vi)™ mit
P =10,2, Py/ethanos = 9> 1 und P/ =5,8).

Wasser cetonitril —

Auf diese Weise kann durch Steigerung der Polaritédt der mobilen Phase, die zur stér-
keren Retardierung der APEO fiihrt (s. Abb.[6.71)), eine verbesserte Trennung von den
Matrixbestandteilen erreicht werden. Zusétzlich wird durch die Kopplung beider Saulen
eine erhohte Trennstufenzahl erreicht. Eine verbesserte Selektivitat wiirde auch fiir die ein-

dimensionale RPLC durch Steigerung der Polaritét gelingen oder durch die Vergréflerung
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der Séulenlénge. In beiden Fillen fiihrt dies aber zu deutlichen Peakverbreiterungen, die
dann bei zwar gesteigerter Selektivitit jedoch zu schlechteren Auflésungen fiithrt. Durch
die C18-C8-Kopplung kann wegen der umgekehrten Abhéngigkeit der Elutionsreihenfolge
vom Ethoxylierungsgrad durch den oben beschriebenen Refokussierungseffekt einer iiber-

méfigen Peakverbreiterung entgegengewirkt werden.

Weiterhin kann mit Hilfe der HPLC-Konfiguration, die in Abbildung (s. S.
dargestellt ist, durch Zuschalten der zweiten Saule ein groler Teil der Matrix dadurch aus-
geblendet werden, dass der Anteil, der vor dem Zuschalten bereits von der 1. Dimension
eluiert wurde, nicht auf die 2. Dimension gelangt. Der richtige Zeitpunkt zum Zuschalten
der 2. Sdule wurde jeweils anhand von Testldufen mit Losungen von APEO durchgefiihrt,
die in ihrem mittleren Ethoxylierungsgrad den APEO entsprachen, die in der jeweili-
gen Proben enthalten waren. Die 2. Sdule wurde jeweils erst unmittelbar vor der Elution
des entsprechenden APEO von der 1.Dimension zugeschaltet, um moglichst grofie Be-
standteile der Matrix auszublenden. Daher erfolgte eine Optimierung der Zuschaltzeiten

probenabhéngig.

Dasselbe gilt fiir die Zusammensetzung der mobilen Phase. Es stellte sich schnell heraus,
dass aufgrund der unterschiedlichen Probenmatrices nicht dasselbe Losemittelsystem fiir
alle Proben gleichermaflen geeignet war. Es wurden fiir die isokratische Elution bei der LC-
LC verschiedene Zusammensetzungen der mobilen Phase getestet. Dabei wurden ebenfalls
die beiden Losemittelsystem Acetonitril / Wasser und Methanol / Wasser mit verschiede-
nen Wasseranteilen untersucht. Je nach Wasseranteil in der untersuchten mobilen Phase
musste eine Erhchung der Temperatur vorgenommen werden, wenn mit 1,0 ml - min ™!
eluiert werden sollte, da ansonsten der Druck beim Zuschalten der 2. HPLC-Saule zu

stark anstieg.

Es zeigte sich, dass die beiden emulgierbaren Metolachlorkonzentrate PSM 4 und PSM 5
mit derselben mobilen Phase analysiert werden konnten, da es sich um sehr &hnliche
Fomulierungen handelte, die NPEO mit nahezu gleichem mittleren Ethoxylierungsgrad
(n = 4,2 und n = 4,01) enthielten. Diese beiden Proben lieflen sich zusammen mit
dem optimierten Losemittelsystem bestehend aus Mathanol / Wasser 68:32 (v/v) bei einer
Flussrate von 1,0 ml - min~—! und einer Siulentemperatur von 40°C (s. Methode LC-LC 2
in Tab. S. analysieren. Das Chromatogramm einer Lésung von 9,28 g-17! PSM 5
ist in Abbildungl6.72] dargestellt.
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Abbildung 6.72: C18-C8-Kopplung fiir die optimierte Trennung von NPEO mittels LC-LC in
PSM 4 und PSM 5. Beispielhaft ist das Chromatogramm einer ethanolischen
Losung von 9,28 g - [~! PSM 5 dargestellt. Zum Vergleich ist ebenfalls eine
Losung von 30,7 mg-1~1 Arkopal N 040 in Ethanol abgebildet. Die Losungen
wurden mit der Methode LC-LC2 gemessen (Agilent-HPLC, VWD \ =
277nm, 1.Dim. 5pm Eurospher 100 C18 (125mmx4mm1.D.), 2. Dim.
5 pm Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 mmx 4,6 mm1.D.), Methanol / Wasser

68:32 (v/v), 1,0ml - min~", 40°C, s. Tab.[5.19]S.[124).

Fiir die NPEO-Bestimmung in ethanolischen Losungen des emulgierbaren Konzentrates
PSM 3 und dem ethanolischen Extrakt von PSM 6 nach Fest-Fliissig-Extraktion (Schiit-
telmethode) wurde eine andere Zusammensetzung der mobilen Phase verwendet. Beide
NPEO wiesen dhnliche mittlere Ethoxylierungsgrade von n = 9,41 (PSM 3) und n = 9,0
(PSM 6) auf. Das fiir diese beide Proben optimierte Losemittelsystem bestand aus Matha-
nol / Wasser 82,5:17,5 (v/v) bei einer Flussrate von 1,0ml-min~! und einer Siulentempe-
ratur von 40°C (s. Methode LC-LC1 in Tab.[5.19]S. [124). Wie Abbildung6.73] zeigt,
148t sich mit dieser mobilen Phase eine Trennung zwischen NPEO und Matrixbestand-
teilen der beiden Formulierungen PSM 3 und PSM 6 erreichen, die bei der eindimensio-
nalen RPLC 1 koeluieren und speziell bei einer Detektion mit A\ = 227 nm zu deutlichen
Uberbefunden fithren. Auch hier zeigt die Wellenlinge von A = 277 nm im Vergleich zu
A = 227nm eine hohere Selektivitat fiir NPEO.
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Abbildung 6.73: C18-C8-Kopplung fiir die optimierte Trennung der APEO mittels LC-
LC in PSM3 und PSM6. Es sind die Chromatogramme der ethanoli-
schen Losung von PSM 3 und des ethanolischen Extraktes von PSM 6 nach
Fest-Fliissig-Extraktion sowie die ethanolischen Lésungen von Marlophen
NP9 und Arkopal N 100 dargestellt. Die Losungen wurden mit der Me-
thode LC-LC1 gemessen (Agilent-HPLC, VWD XA = 227nm und A\ =
277nm, 1.Dim. 5pm Eurospher 100 C18 (125mmx4mml1.D.), 2. Dim.
5 pm Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 mmx 4,6 mm1.D.), Methanol / Wasser

82,5:17,5 (v/v), 1,0ml - min~", 40°C, s. Tab.[5.19]S.[124).

Um spéter eine Kreuzvalidierung der LC-LC-Bestimmungen durchfiihren zu kénnen,
wurden die Analysen der Proben sowohl bei A = 227nm als auch bei A = 277Tnm
durchgefiihrt. Zusétzlich wurden Losungen von Standards in demselben Konzentrationsbe-
reich untersucht. Die Ergebnisse der NPEO-Bestimmungen mittels LC-LC, die fiir PSM 3,
PSM 4 und PSM 5 anhand von ethanolischen Losungen durchgefiihrt wurden, sind in Ta-
belle[6.11] angegeben. Es wurden ebenfalls die ethanolischen Extrakte von PSM6, die
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nach der Fest-Fliissig-Extraktion (Schiittelmethode, s. Abs.|6.1.4) erhalten wurden, un-
tersucht (s. ebenfalls Tab.|6.11]).

Tabelle 6.11: Mittels LC-LC ermittelte NPEO-Konzentrationen in den emulgierbaren Kon-
zentraten PSM 3, PSM 4, PSM 5 und dem Suspensionskonzentrat PSM 6. Es
wurden jeweils Dreifachbestimmungen von PSM 3, PSM 4 und PSM 5 in etha-
nolischen Losungen durchgefithrt. PSM 6 wurde nach Fest-Fliissig-Extraktion
(Schiittelmethode) analysiert .

NPEO-Gehalt / % (w/w)
A = 227Tnm A = 277Tnm

LC-LC1: Methanol / Wasser 82,5:17,5 (v/v)
(ESTD: Arkopal N 100 / Marlophen NP 9)
PSM 3 148405 144405
PSM 6 0,42£0,01 0,42£0,01
LC-LC 2: Methanol / Wasser 68:32 (v/v)
(ESTD: Arkopal N 040)
PSM 4 0,32+£0,03 0,31£0,03
PSM 5 0,28 £0,01 0,271 £ 0,002

Im Vergleich zur eindimensionalen RPLC weisen die Ergebnisse aller untersuchten Pro-
ben bei der LC-LC keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden zur UV-Detektion
verwendeten Wellenldngen auf. Die beobachteten Unterschiede zwischen den fiir beide
Wellenlédngen ermittelten NPEO-Gehalten sind vernachldssigbar, da sie innerhalb der
MeBungenauigkeit liegen. Auch die durchgefiithrten Kreuzvalidierungen weisen fiir alle
Einzelbestimmung sowohl fiir Methanol / Wasser 82,5:17,5 (v/v) (LC-LC1 s. Abb.[6.74))
als auch fiir Methanol / Wasser 68:32 (v/v) (LC-LC2, s. Abb.[6.75]) zwischen den beiden
Wellenldngen maximale Abweichungen < 10% auf. In der Mehrzahl der Fille sind die
beobachteten Abweichungen < 5% und liegen im Bereich der Abweichungen, die fiir die

Losungen der APEO-Standards zwischen beiden Wellenlédngen auftreten.
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Abbildung 6.74: Vergleich der mittels C18-C8-Kopplung fiir eine UV-Detektion bei
A=277Tnm und bei A=227nm ermittelten NPEO-Konzentrationen in
Losungen von PSM 3, Extrakten von PSM6 sowie Losungen von Arko-
pal N040 und Marlophen NP 12 unter Verwendung der Methode LC-
LC1 (ESTD: Marlophen NP9/ Arkopal N 100, 1.Dim. 5pum Eurospher

100 C18 (125mmx4mml1.D.), 2.Dim. 5pum Zorbax Eclipse XDB-C8
(150 mmx 4,6 mm 1.D.), Methanol/Wasser 82,5:17,5 (v/v), 1,0 ml-min~*

40 °C, s. Tab-S-

)

Um die Richtigkeit der beiden LC-LC-Kopplungsmethoden zusétzlich zu iiberpriifen,
wurden neben der Kreuzvalidierung der Methoden zwischen den beiden Wellenldngen
A = 227nm und A = 277nm auch aufgestockte Proben untersucht. Dazu wurden etha-
nolische Losungen von PSM 4 und PSM 5 mit Arkopal N 040 aufgestockt. Eine Losung von
2,60¢g 17! PSM4 wurde mit Ac = 30,7mg -~ aufgestockt, eine Losung von 7,00 g - 11
PSM 5 mit Ac = 20,5mg - [~!. Eine Aufstockung von PSM 3 und PSM 6 fand mit Mar-
lophen NP 9 statt. Dazu wurde eine ethanolische Losung von 0,329 g - =t PSM 3 und ein
Extrakt nach Fest-Fliissig-Extraktion von PSM 6 (120,5mg mit 100 ml Ethanol) jeweils
um Ac = 48,3 mg-I~! aufgestockt. Die aufgestockten Proben von PSM 3 und PSM 6 wur-
den darauf mittels der Methode LC-LC 1 und die aufgestockten Proben von PSM 4 und
PSM 5 mittels der Methode LC-LC2 bei A\ = 277 nm analysiert. Es zeigte sich anhand
der sehr guten Wiederfindungsraten, dass beide zweidimensionalen Kopplungsmethoden
zu richtigen Ergebnissen fithren. Mittels LC-LC 1 wurden von dem aufgestockten Marlo-
phen NP9 95% in PSM 3 und 94 % in PSM 6 wiedergefunden. Die Wiederfindungsraten
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von Arkopal N 040 mittels LC-LC 2 betrugen 104 % fiir PSM 4 und 95,4 % fiir PSM 5.

X PSM4

o PSM5

e Marlophen NP 3

X Marlophen NP 6

——100 % Ubereinstimmung
5 % Abweichung

—10 % Abweichung

o 7l T O S

0 2 4 6 8 1012 1416 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
€ apeo ! M@-I" (VWD 277 nm)

Abbildung 6.75: Vergleich der mittels C18-C8-Kopplung fiir eine UV-Detektion bei
A=277nm und bei A =227 nm ermittelten NPEO-Konzentrationen in Lo-
sungen von PSM 4, PSM 5, Marlophen NP 3 und Marlophen NP 6 (ESTD:
Arkopal N 040, 1.Dim. 5pum Eurospher 100 C18 (125 mmx4mm1.D.),
2.Dim. 5um Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 mmx4,6 mm1.D.), Metha-

nol / Wasser 68:32 (v/v), 1,0 ml - min~!, 40°C, s. Tab. S..

Es 148t sich abschlieend festhalten, daff durch die LC-LC-Kopplung einer C18-Phase
mit einer C8-Phase im Vergleich zur eindimensionalen RPLC eine deutlich verbesserte
Trennleistung und eine damit verbundene hohere Selektivitét fiir die APEO erreicht wur-
den. Dies fiihrte somit zu deutlich verbesserten Ergebnisse bei der Bestimmung von NPEO
in PSM. Die selbst nach SPE fiir das emulgierbare Konzentrat PSM 3 noch beobachte-
ten Matrixeinfliisse aufgrund von Koelution lieflen sich durch die Kopplung dieser beiden
stationdren Phasen nahezu vollstdndig eliminieren, wie anhand der Ergebnisse sowohl der

Kreuzvalidierung als auch der Aufstockungsexperimente gezeigt werden konnte.
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6.5.5 Quantifizierung von APEO in L6sungen, PSM und ande-

ren Formulierungen

6.5.5.1 Reinheit der zur Kalibration verwendeten APEO

Da fiir die Kalibration der Detektoren bei der RPLC keine Reinstsubstanzen sondern le-
diglich technische APEO-Produkte zur Verfiigung standen, wurde neben der Bestimmung
der Oligomerenverteilung mittels NPLC-FLD auch eine Elementaranalyse dieser APEO-
Tenside durchgefiihrt, um die Reinheit dieser Tenside iiberpriifen zu kénnen. So handelte
es sich beispielsweise bei Arkopal O 167 und Arkopal O 257 um zwei Produkte, die laut
Herstellerangabe lediglich einen APEO-Anteil von 70 % aufwiesen [72]. Die Kennziffer 7
am Ende des Zahlencodes in der Produktbezeichnung bedeutet, dass diese Produkte einen

Tensidanteil von 70 % und einen Wasseranteil von 30 % aufweisen sollte.

Mit Hilfe einer Elementbilanzierung 148t sich der Wasseranteil abschétzen. Dazu wurden
aus den mittels NPLC-FLD bestimmten mittleren Ethoxylierungsgraden der NPEO und
OPEO die fiir diese Ethoxymerenverteilung zu erwartenden Kohlenstoff-, Sauerstoff- und
Wasserstoffgehalte berechnet und mit den mittels Elementaranalyse bestimmten C- und
H-Gehalten verglichen (s. Abb.[6.76). Die Sauerstoffgehalte wurden aus den C- und H-
Werten der Elementaranalyse unter der Annahme, dass die untersuchten Proben nur diese

drei Elemente enthielten, abgeleitet.

100 +

e C (Arkopal N Serie) 4o O (Arkopal N Serie) = H (Arkopal N Serie)
90 e C (Marlophen NP Serie) a O (Marlophen NP Serie) = H (Marlophen NP Serie)
e C (Arkopal O Serie) A O (Arkopal O Serie) ® H (Arkopal O Serie)
80 1 — NPEO (theoretisch) OPEO (theoretisch)
70 4
— 60 -
g
350 1 Arkopal O 167 Arkopal O 257
X 2 s
°7 40 |
30 4 -
10 4 - . — . -] - =
O T T T T T T T T T T
200 325 450 575 700 825 950 1075 1200 1325 1450
M, / g-mol™

Abbildung 6.76: Abweichnung der mit Hilfe der Elementaranalyse in den untersuchten
APEO-Tensiden bestimmten von den anhand des mittleren Ethoxylierungs-
grades theoretisch zu erwartenden Kohlenstoff-, Sauerstoff- und Wasser-
stoffgehalten.
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Aus den Summenformeln der NPEO (H;9Cy—CgHy;—(OCyH,),,~OH) bzw. der OPEO
(Hy7Cs—CeHy—(OCoH,),,—OH) und den Molmassen der Elemente Mc=12,011g - mol™,
My =1,00794 g - mol~' und Mo = 15,9994 g - mol~! kénnen die C-, H- und O-Anteile (in
% (w/w)) fiir den jeweiligen mittleren Ethoxylierungsgrad ngo berechnet werden. Fiir
NPEO gilt:

(15+2-fgo) - Me
(154+2-7ngo) - Mc + (1 +7po) - Mo+ (24 +4 - ngo) - Mu

% Cypro = 100% - (6.36)

(1—|—7_lE0)'MO
(1542 ngo) - Mo+ (1 + figo) - Mo + (24 + 4 - figo) - My

% Onpro = 100% - (6.37)

(24 +4-ngo) - My
(1542 7o) -Mc + (1 +nigo) - Mo + (24 +4 - igo) - My

%HNPEO = 100% .

Entsprechend gilt fiir OPEO:

(1442 - Aigo) - Mg
(14 +2-npo) -Mc + (1 +nipo) - Mo + (22 + 4 - figo) - My

% Corro = 100% -

(1+ngo) - Mo

%0 =100% -

(22+4-ngo) My

% H =100% -
oHorEo 0 (144+2-ngo) - Mc+ (1 +ngo) - Mo+ (2244 - ngo) - My

Aus den auf diese Weise berechneten, theoretischen Kohlenstoff- sowie Wasserstoffgehalten
konnte die Reinheit anhand der Abweichung von den tatséchlichen, mittels Elementarana-
lyse bestimmten Gehalten dieser beiden Elemente abgeschétzt werden (s. Tab.[6.12]).
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Tabelle 6.12: Relative Abweichungen der aus den mittleren Ethoxylierungsgraden berechne-
ten von den mittels Elementaranalyse bestimmten Kohlenstoff- und Wasser-
stoffgehalten der untersuchten APEO-Tenside. Allen Daten basieren auf Mehr-
fachbestimmungen mit N = 5.

relative
mittels EA bestimmt aus ngo berechnet Abw. / %

Handelsname figo %C (w/w) %H(ww %C(ww) %H(ww) C H
Arkopal N 040 3,49+0,02 70,43+0,01 10,09+0,01 70,57+0,40 10,23+0,06 0,20 1,36
Arkopal N 060 556+0,04 66,99+0,01 10,00+0,01 67,43+0,49 10,024+0,07 0,65 -0,33
Arkopal N 100 9,5+0,2 63,89 +0,01 9,80+0,01 63,92+1,35 9,78+0,21 0,06 -0,19
Arkopal N 200 16,8+0,5 60,144+0,01 9,43+0,01 60,78 £1,81 9,57+£0,28 1,06 1,49
Arkopal O 100 9,144+0,03 63,47+0,01 9,63+0,01 63,67+£0,21 9,69+£0,03 0,31 0,65
Arkopal O 167 15,60+ 0,06 45,224+0,01 10,10+£0,01 60,76+0,23 9,52+0,04 34,36 -5,74
Arkopal O 257 224407 43,94+0,01 9,87+0,01 59,19+ 1,85 9,43+0,29 3471 -4,48
Marlophen® NP3 28740,03 72,12+0,01 10,38+0,01 71,834+0,75 10,314+0,11 -0,40 -0,65
Marlophen® NP6 11,18 +0,07 68,7740,01 10,36+0,01 67,16+0,35 10,00+£0,05 -2,34 -3,48
Marlophen® NP9 5,78 +0,03 64,434+0,01 9,8240,01 64,25+0,29 9.80+0,04 -0,28 -0,16
Marlophen® NP 12 9.01+0,04 63,104+0,01 9,7340,01 62,95+0,39 9,72+0,06 -0,24 -0,14
Marlophen® NP 15 14,264 0,06 61,46+0,01 10,10£0,01 61,60+0,26 9,63+0,04 023  -4,69

Mit Ausnahme der bereits oben erwdhnten Arkopal O 167 und Arkopal O 257 lagen
die Abweichungen der aus ngo berechneten von den mittels Elemntaranalyse bestimmten
Werten fiir Kohlenstoff innerhalb von =+ 2,5 %. Diese Grofie stellt eine noch akzeptierbare
Reinheit der APEO dar, da fiir die meisten Proben die Abweichungen sogar deutlich gerin-
ger waren. Bei sieben der zwolf untersuchten Tenside waren sie im Bereich von + 0,5 %.
Fiir Wasserstoff waren die relativen Abweichungen wegen des geringeren Anteils etwas
hoher. Sie waren im Bereich von +6%. Bei 6 APEO waren sie lediglich in der Gro-
Benordnung von 41 %. Der bei der Kalibration gemachte Fehler sollte sich somit unter
Verwendung dieser APEO-Tenside in Grenzen halten. Um die Richtigkeit der Ergebnisse
zu erhchen und systematische Fehler zu minimieren wurden die Kalibrationen so durch-

gefiihrt, dass jeweils zwei APEO von unterschiedlichen Herstellern mit annéhernd selben
npo zur Kalibration verwendet wurden (s. hierzu a. Abs.|6.5.5.4)).

Wegen ihres hohen Wasseranteils wurden die beiden Tenside Arkopal O 167 und Arko-
pal O 257 zu Kalibrationszwecken bei der APEO-Bestimmung in PSM nicht verwendet.
Falls sie zu Vergleichszwecken bei der Methodenentwicklung und -iiberpriifung verwendet
wurden, wurden die Einwaagen entsprechend um den Wassergehalt korrigiert. Dazu wur-
de der Wassergehalt aus den Ergebnissen der Elementaranalysen und der Bestimmungen
mittels NPLC-FLD ermittelt. Unter der Annahme, dass neben dem APEO nur noch Was-

ser im Tensid enthalten ist, ergibt sich der Wasseranteil cp,o (in % (w/w)) in dem Tensid
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aus der Gesamtmasse Mrensig des Tensids und der Masse mapgo der darin enthaltenen
APEO:

MTensid — MAPEO

CH,0 = — =100 %
= (1 - M) £100% (6.42)
MTensid
Aus
% Cappo = —CAPEO 1009 (6.43)
MmapEO
und
% Crensid = M - 100 % (6.44)
MTensid

folgt wegen mec apEo = Mc Tensia Unmittelbar:

% CTensid)
=(1— ———— 6.45
€0 ( % Capro (6.45)

Mit Hilfe der GI.[6.45] und den in Tabelle[6.12] angegebenen Werten fiir den mittels
Elementaranalyse bestimmten C-Gehalt im Tensid und dem mittels NPLC-FLD ermit-
telten mittleren C-Gehalt in dem entsprechenden APEO wurde ein Wassergehalt von
(25,6 £0,1) % in Arkopal O 167 und (25,8 £0,8) % in Arkopal O 257 ermittelt. Diese Was-
sergehalte wurden bei der Berechnung der Stoffmengenkonzentrationen entsprechend be-

riicksichtigt.

6.5.5.2 Kalibrierstrategie zur Quantifizierung von APEO

Die quantitative Bestimmung von Stoffgruppen, die sich aus einer Reihe unterschied-
licher Einzelverbindungen zusammensetzen, verlangt eine auf die jeweilige Stoffgruppe
abgestimmte Kalibrierstrategie, da eine Erfassung jeder Einzelverbindung in der Regel
aufgrund des hohen Aufwandes nicht praktikabel ist. Meistens wird sie auch nicht der je-
weiligen analytischen Fragestellung gerecht, da es fiir bestimmte Stoffgruppen neben den
Grenzwerten fiir einzelne Mitglieder meistens auch Grenzwerte fiir die gesamte Gruppe
gibt. Bei den APEO handelt es sich um eine solche Gruppe, fiir die es zum Beispiel in Pe-
stizidfomulierungen, deren Analytik im Mittelpunkt dieser Arbeit stand, einen Grenzwert
fiir die gesamten NPEQO gibt, der sich auf die Massenkonzentration in den Formulierun-
gen bezieht. Daher war eine Abgrenzung der NPEO von den OPEO notwendig, da beide
APEO-Typen zur Formulierung von PSM Verwendung finden. Diese gelingt, wie dargelegt
werden konnte, mittels HPLC nur anhand der RPLC.
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Abbildung 6.77: Abhingigkeit der Empfindlichkeit der UV-Detektion bei A = 277 nm vom
APEO-Typ bei einer Kalibration der RPLC-VWD auf Basis von Massen-
konzentrationen. Die zur Kalibration verwendeten APEOQO unterscheiden sich
in den mittleren Molmassen, die von M,, =347 g - mol~! (Marlophen NP 3,
NPEO, i = 2,87) bis M,, = 1192 g-mol~! (Arkopal O 257, OPEO, i = 22, 4)
reichen. Die Untersuchung der Kalibrierlosungen erfolgte mittels RPLC 1
(Agilent-HPLC, 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mmI.D.), Acetoni-
tril / Wasser 78:22 (v/v), 1,0ml - min~!, 20 °C, Details s. Tab..

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den zur Formulierung von PSM verwende-
ten APEO aufgrund ihres Herstellungsverfahrens um Homologengemische mit einer mehr
oder weniger breiten Ethoxymerenverteilung handelt, war eine externe Kalibration mit
Standardlosungen auf Basis von Massenkonzentrationen unter Verwendung von UV- oder
Fluoreszenzdetektoren nicht moglich, da es je nach mittlerem Ethoxylierungsgrad ngo
der zur Kalibration verwendeten APEO zu unterschiedlichen Steigungen der Kalibrierge-
raden kommen muss (s. Abb.[6.77)). Die unterschiedliche Empfindlichkeit fiir APEO mit
abweichendem mittleren Ethoxylierungsgrad sind durch die in dieser Arbeit verwendeten
Detektoren bedingt. Ursache hierfiir ist, wie bei der Beschreibung der UV- bzw. Fluo-
reszenzdetektion von APEO in Abs.[6.5.2] dargelegt wurde, das stoffmengenabhingige
Detektorsignal, da die UV-Absorption bzw. Fluoreszenz der APEO aufgrund ihres chro-
mophores, dem aromatischen Ring, nicht von der Molmasse der Ethoxymere abhéingt. Eine
Kalibration auf Basis von Stoffmengenkonzentrationen ist aber nur dann moglich, wenn
die mittleren Ethoxylierungsgrade beider APEO, sowohl derjenigen in der untersuchten

Probe als auch derjenigen zur Kalibration verwendeten, bekannt sind. Aus diesem Grund,
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war es notwendig, die aus den Bestimmungen mittles NPLC-FLD ermittelten Daten in
die Kalibration der RPLC einzubeziehen.

Bei der Herstellung der Kalibrierlosungen werden die technischen APEO, die aus N
unterschiedlichen Ethoxymeren AP(EO); bestehen, in Ethanol gelost. Aus dem Losemit-
telvolumen V und der eingewogenen Masse m 4pgo des technischen Gemisches 148t sich

zunéchst die Gesamtmassenkonzentration cypro nach

N

CAPEO = mA;EO (mit MAPEO = ;ml> (6.46)
berechnen, ohne dass die Massenkonzentration ¢; jedes einzelnen Oligomers ¢ bekannt
wére. Fir den Fall, dass der Stoffmengenanteil z; fiir jedes einzelne AP(EO); bzw. das
Zahlenmittel der Molmasse M,, des APEO-Gemisches — beides 143t sich mittels NPLC-
FLD ermitteln — in der Losung bekannt ist, kann die Gesamtstoffmengenkonzentration
Capreo berechnet werden. Da sich die Gesamtstoffmenge napro aller APEO in Losung
aus der Summe der Stoffmengen n; der einzelnen Oligomere i ergibt, gilt fiir die Gesamt-

stoffmengenkonzentration C4pgo der Losung:

N
Capeo = nA‘};EO (mit NAPEO = Zm) (6.47)
i=1
Aus GI. und GI. folgt:
N
>om;
CAPEO = Z:%/
N
;(Mi n;)
- v
N N
21(1\/[Z T; ;nz)
- %
N
NapPEO - Z(Mz : %)
_ i=1
B v
N
= CapPEO Z(Ml . I’,) (648)

-
I
-

Hieraus folgt durch Einsetzen der GIl. (s. S.[197) in GL unmittelbar der
Zusammenhang zwischen Gesamtstoffmengenkonzentration, Gesamtmassenkonzentration

und Zahlenmittel der Molmasse:

CAPEO

CAPEO = (649)
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Da die externe Kalibrierung der Detektoren mit Kalibrierlosungen bekannter Massenkon-
zentrationen {350 durchgefiihrt wurde, ergibt sich aus der Regressionsanalyse zunéchst

die lineare Kalibrierfunktion:

ESTD ESTD
Apcak = @BsTD - CApEo + bsTD (6.50)

Aus Gl und Gl. 1aBt sich mit Hilfe der mittels NPLC-FLD ermittelten mitt-
leren Molmasse MZ5TP des verwendeten APEO-Standards die Kalibrierfunktion fiir die

Stoffmengenkonzentration ermitteln:

ESTD ESTD ESTD
Apcar = apstp - Cuppo M, 7 + bestp (6.51)

Die Auswertefunktion, mittels der die Stoffmengenkonzentrationen 479, der unbekann-

ten Probe aus den bestimmten Peakflichen AL ermittlet werden kénnen, lautet dann:

Probe
CProbe _ APeak B bESTD . 1 (6 52)
APEO AESTD MESTD

Da aber bei den durchgefithrten Bestimmungen die APEO-Massenkonzentrationen in den
untersuchten Proben von Interesse sind, mussten fiir die Probe auch die Zahlenmittel der
Molmassen M2 der APEO in den Proben mittels NPLC-FLD bestimmt werden. Dann
laBt sich wegen chioke, = chrdbe . MET die Massenkonzentration ¢4k, der APEO in

der untersuchten Probe ermitteln geméf:

Probe Probe
cPTObe — APeak B bESTD . Mn (6 53)
APEO aEsTD MSSTD

Die Massengehalte c47%%¢ in den untersuchten PSM-Proben, als % (w/w) angegeben, kon-

nen dann aus den in den Losungen oder in den Extrakten bestimmten Massenkonzentra-
tionen cirp"g% der APEQO, den eingewogenen Massen mp,.pe und dem Volumen Vjj; des
Losungs- bzw. Extraktionsmittels ermittelt werden nach:

Prob A]]iroze _ bESTD MProbe .
ATPOEeO = ca . MgSTD - Mprove - VLM - 100 % (654)
n

QESTD

Durch Verwendung der mittels NPLC-FLD ermittelten mittleren Molmassen der fiir die
Kalibration verwendeten APEO konnen aus den Gesamtmassenkonzentrationen capgo
der Kalibrierlésungen die entsprechenden Stoffmengenkonzentrationen bestimmt werden.
Die Empfindlichkeit der UV-Detektion (s. Abb.[6.78)) und der Fluoreszenzdetektion bei
der Bestimmung der APEO mittels RPLC auf Basis von Stoffmengenkonzentrationen
héngt kaum noch vom verwendeten APEO ab. Die noch zu beobachtenden Abweichungen,
die sich aus der Verwendung unterschiedlicher APEO zu Kalibration ergeben, sind dadurch

Verursacht, dass es sich zum einen bei den verwendeten APEO um technische Produkte
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handelte, die eine unterschiedliche Reinheit aufwiesen (s. Abs.[6.5.5.1]), und zum anderen
die zur Ermittlung der Gesamtstoffmengenkonzentration herangezogenen mittleren Mol-
massen selber ebenfalls fehlerbehaftet sind, da sie aus experimentellen Daten gewonnen
wurden. Die beobachteten Abweichungen héngen nicht mehr vom APEO-Typ oder dem
Ethoxylierungsgrad ab, wie es bei einer Kalibration auf Basis der Massenkonzentrationen
der Fall ist (vgl. mit Abb., da es sich bei dem in den Empfindlichkeiten am weite-
sten auseinander liegenden Paar mit Marlophen NP6 (NPEO, M,, = (475 £1) g - mol™*,
n=>5,78 +£0,03) und Arkopal N060 (NPEO, M, = (465 +2) g - mol™!, n=>5,56 +0,04)
um sehr dhnliche APEO handelt. Insgesamt weicht die Empfindlichkeit der in Abbil-
dung[6.78] dargestellten Kalibrationen maximal um 16 % ab. Um daher systematische
Fehler, die durch eine zu stark fehlerbehaftete Kalibration verursacht wurden, zu mini-
mieren, erfolgte die Kalibration der Detektoren in der Regel mit mindestens zwei unab-
hiangigen Kalibrierstandards (s. a. Abs.. Eine genauere Fehlerabschéitzung zur
verwendeten Kalibrierstrategie findet in Abs.|6.5.5.4] statt.
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Abbildung 6.78: Kalibration der RPLC-VWD fiir eine Bestimmung von APEO mittels UV-
Detektion bei A = 277 nm mit unterschiedlichen APEO-Standards auf Basis
von Stoffmengenkonzentrationen. Die zur Kalibration verwendeten APEO
unterscheiden sich in den mittleren Molmassen, die von M,, =347 g - mol ™!
(Marlophen NP3, NPEO, 7 = 2,87) bis M, =1192g - mol~! (Arko-
pal 0257, OPEO, n = 22,4) reichen. Die Untersuchung der Kalibrier-
losungen erfolgte mittels RPLC1 (Agilent-HPLC, 5pum Eurospher 100
C18 (125 mm x4 mm 1.D.), Acetonitril / Wasser 78:22 (v/v), 1,0ml - min~1,

20°C, Details s. Tab.|5.17)).
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Fiir das auch als Standard verwendete technische APEO-Gemisch Arkopal O 100 wur-
de festgestellt, dass es sich um kein reines OPEO-Gemisch handelte, sondern auch einen
NPEO-Anteil aufwies. Die fiir die Kalibrierung jeweils benotigte Gesamtstoffmengenkon-
zentration Capgo konnte aus den fiir die OPEO- und NPEO-Fraktion ermittelten Zah-
lenmitteln der Molmasse (M,, opro und M,, ypro), den Peakflichen im RPLC-Chromato-
gramm (Apear,orpo Und Apear npro) und der Gesamtmassenkonzentration capgo ermit-

telt werden. Wegen

APeak OPEO
! B ’ : 6.55
orEe (Apeak,orEO + APeak,NPEO) ( )
APeak NPEO
! B ; 6.56
und CAPEO = CAPEO (657)

zorro - Mporeo + ZnrEO - My NPEO

folgt unmittelbar:

capio - (Apeak.orEo + APeak NPEO)

CAPEO = (658)

Apecak,oPEO - MyoPEO + ApPeak,nPEO - Mn NPEO

Die Untersuchungen von Arkopal O 100 ergaben einen Anteil von (92,4 +0,6) % (w/w)
OPEO (M,,=(620+1) g - mol™', npo =9,83+0,03). Der Anteil an NPEO (M, = (541,1
+0,7) g - mol™, npo=7,89+0,02) betrug demnach (7,6 +0,6) % (w/w). Wurde Arkopal
0100 zu Kalibration oder anderen Zwecken verwendet, wurde der Anteil an NPEO in
diesem OPEO-Tensid entsprechend beriicksichtigt.

6.5.5.3 Durchfiihrung der Kalibrationen und Verfahrenskenndaten

Die Kalibrierung der RPLC erfolgte iiber die ermittelten Peakfliche der Chromatogram-
me mit externen Standards in Losung. Die Kalibrierung sowie die Ermittlung der Ver-
fahrenskenndaten erfolgte in Anlehnung an DIN 38402-51 [100] und DIN 32645 [101]. Es
wurde fiir jede Messreihe mit mindestens zwei unabhéngigen Standards jeweils in zehn
verschiedenen, dquidistanten Konzentrationsstufen kalibriert. Falls entsprechende Stan-
dards vorhanden waren, wurden jeweils Standards verwendet, die der mittleren Molmasse
der in den Proben ermittelten entsprachen und die vom selben APEO-Typ (NPEO bzw.
OPEO) waren. Je nach Typ und mittlerem Ethoxylierungsgrad der APEO in den Pro-
ben wurden in der Regel die Paare Arkopal N 040 und Marlophen NP 3, Arkopal N 100
und Marlophen NP 9 sowie Arkopal O 100 und Triton X-100 verwendet. Die Angabe der
Ergebnisse erfolgte als Mittelwert aus den mit den einzelnen Kalibrierungen bestimmten
Gehalten.

In der Regel wurden Kalibrationen in den Konzentrationsbereichen von 10 umol - ™1
bis 200 pumol - 171, 15 umol - 171 bis 150 umol - 171, 30 umol - =" bis 300 umol - I~! und
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50 pmol - 171 bis 500 wmol -1~ durchgefiihrt. Proben mit htheren APEO-Gehalten wurden

vor der Analyse entsprechend verdiinnt.

Wenn nichts anderes angegeben ist, sind alle Kenndaten fiir Ng,. = 5 Wiederholmes-
sungen an Nggrp = 10 Kalibrierproben jedes Standards und Np,.. = 5 Wiederholmes-
sungen an jeder Probe, d.h. an jedem Probenextrakt oder jeder hergestellten Losung,
ermittelt. Es wurde eine Wahrscheinlichkeit fiir den Fehler 1. Art von 1% (a = 0,01) und
den Fehler 2. Art von 1% (5 = 0,01) sowie eine relative Ergebnisunsicherheit von 33,33 %
(k = 3) zugrunde gelegt.

Die verwendeten HPLC-Methoden RPLC 1 und RPLC 2 verfiigten fiir alle untersuchten
PSM unter Verwendung der unterschiedlichen Detektoren {iber eine ausreichende Nach-
weisstirke, um die APEO sicher nachweisen zu kénnen. Die Methode wurde im Hinblick
auf den geltenden Grenzwert von 0,1 % (w/w) fir NPEO in PSM-Fomulierungen iiber-
priift, um sicherzustellen, dass ein Nachweis und eine Bestimmung in diesem Konzentra-
tionsbereich mit ausreichender Sicherheit gelingt. Dazu wurde der weniger empfindliche
UV-Detektor bei A=277nm, also der unempfindlicheren der beiden verwendeten Wel-
lenlingen, in dem Bereich des 10-fachen (3,5 umol - [7!) bis 100-fachen (35 umol - I71)
der absoluten Nachweisgrenze (bezogen auf 50 ul Injektionsvolumen) des Detektors mit
Losungen von Arkopal N 100 kalibriert (s. Abb.[6.79) und aus den Kalibrierdaten die
Verfahrenskenndaten ermittelt. Diese Untersuchungen wurden exemplarisch mittels der
RPLC 1-Methode unter Verwendung des Agilent-HPLC-Systems durchgefithrt und sind
auf die anderen HPLC-Systeme und RPLC-Methoden iibertraghar.
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Abbildung 6.79: Kalibration der RPLC-VWD fiir eine Bestimmung von APEO im Be-
reich des 10-fachen bis 100-fachen der absoluten Nachweisgrenze der UV-
Detektion bei A\ = 277nm mit Kalibrierlosungen von Arkopal N 100.
Die Untersuchung der Kalibrierlosungen erfolgte mittels RPLC 1 (Agilent-
HPLC, 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mmI.D.), Acetonitril / Wasser
78:22 (v/v), 1,0ml - min~?, 20°C, Details s. Tab.[5.17).

Aus den Kalibrierdaten wurden mittels der Kalibriergeradenmethode nach DIN 32645
[101] die analytischen Grenzen ermittelt. Es wurde eine Nachweisgrenze von 0,16 mg - (!
(0,25 umol-171, 8 ng absolut), eine Erfassungsgrenze von 0,49 mg-1=1 (0,76 umol-171, 25ng
absolut) und eine Bestimmungsgrenze von 0,97mg - [=' (1,51 umol - I, 49ng absolut)
ermittelt. Es ergab sich eine relative Verfahrensstandardabweichung von 1,8 %, die in der
GroBlenordnung des bei den Kalibrationen iiblicherweise erreichten Bereiches von 1,0 %
bis 5,0 % lag.

Sollte eine APEO-Bestimmung in den PSM im Hinblick auf den Grenzwert von 0,1
% (w/w) fiir NPEO erfolgen, so folgt aus der ermittelten Bestimmungsgrenze und der
Zielsetzung, mindestens ein Zehntel des Gehaltes des Grenzwertes noch sicher nachwei-
sen zu konnen, das mindestens mit einem Massen-zu-Volumen-Verhéltnis von 1072 ¢ - [~}
extrahiert werden mufite bzw. Losungen mit den entsprechenden Konzentrationen der
Proben verwendet werden mufiten. D. h. fiir eine Extraktion von 0,1 mg Probe mit 100 ml
Extraktionsmittel war ohne weitere Aufkonzentration die Quantifizierung der APEO im
Bereich des Grenzwertes noch moglich. Bei den Untersuchungen wurden in der Regel um

den Faktor 100 bis 1000 gréfere Probenmengen extrahiert.
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6.5.5.4 Uberpriifung auf Richtigkeit

Neben der Uberpriifung der Methoden mittels geeigneter Wiederfindungsexperimente,
entweder unter Verwendung von synthetischen Proben oder durch gezielte Auftockung
von Proben, die auch die Extraktionsmethoden einbeziehen und daher bei der Beschrei-
bung dieser Verfahren bereits dargestellt wurden, wurde die entwickelte und angewendete
Kalibrierstrategie einer Uberpriifung auf ihre Richtigkeit mittels Losungen geeignter Stan-
dards unterzogen. Dabei sollte zunéchst abgeschétzt werden, wie deutlich einerseits die
Ergebnisse einer Kalibrierung auf Basis von Massenkonzentrationen von denjenigen auf
Basis von Stoffmengenkonzentrationen abweichen und welchen Einfluss die Verwendung
unterschiedlicher Detektionsmethoden auf die Richtigkeit hat. Diese Uberpriifung wurde
mit Hilfe der RPLC 1-Methode unter Verwendung der Shimadzu-HPLC1 durchgefiihrt,
die mit einem Standard durchgefiihrt wurde, dessen Ethoxylierungsgrad im mittleren Be-

reich der verwendeten APEO lag.

150
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Abbildung 6.80: Uberpriifung der Kalibrierstrategie durch Vergleich der mittels RPLC-
DAD/FLD ermittelten Massenkonzentrationen mit den Istwerten von Lo6-
sungen verschiedener technischer APEO ohne Beriicksichtigung (unkorri-
giert) und mit Beriicksichtigung (korrigiert) der Unterschiede in den mittle-
ren Molmassen der untersuchten APEO und des verwendeten Kalibrierstan-
dards Arkopal N 100. Die Kalibration ohne Einbeziehen der mittels NPLC-
FLD bestimmten mittleren Molmassen basiert auf Massenkonzentrationen,
die andere wurde auf Basis von Stoffmengenkonzentrationen durchgefiihrt
(Shimadzu-HPLC 1, 5 pm Eurospher 100 C18 (125 mmx4mmI.D.), Aceto-
nitril / Wasser 78:22 (v/v), 1,0ml - min~", 20°C, Details s. Tab..

Dazu wurde der DAD und der Fluoreszenzdetektor mit Losungen von Arkopal N 100
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(M,, = (6414+7) g - mol™!) in einem Konzentrationsbereich von 15mg -1~ (25 umol - [71)
bis 150mg - I7! (250 umol - I7') kalibriert und die Konzentrationen von Referenzlésun-
gen mit bekanntem Gehalt bestimmt. Dabei wurde einmal eine Kalibration auf Basis
der Massenkonzentrationen (ohne Beriicksichtigung der unterschiedlichen mittleren Mol-

massen) und einmal auf Basis der Stoffmengenkonzentrationen (mit Beriicksichtigung der
unterschiedlichen mittleren Molmassen) durchgefiihrt (s. Abb.[6.80)).

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass eine Kalibration auf Basis von Massenkonzentra-
tionen nur dann zu richtigen Ergebnissen fiihrt, wenn der Kalibrierstandard anndhernd
dieselbe mittlere Molmasse aufweist wie die APEO der Probe. Dies war nur fiir die Be-
stimmung von Marlophen NP9, Arkopal O 100 und Triton X-100 bei einer Kalibration
mit Arkopal N 100 der Fall. In diesen Féallen 148t sich kein signifikanter Unterschied zu ei-
ner auf Stoffmengenkonzentrationen basierenden Kalibration feststellen. In allen anderen
Féllen weichen die ohne Beriicksichtigung der mittleren Molmassen bestimmten Konzen-
trationen deutlich von den Istwerten ab. Sie werden naheliegenderweise um so grofler, je
weiter die Molmassen des Kalibrierstandards von den Molmassen des Analyten entfernt
sind und kénnen annéhernd 50 % betragen. Wurden die mittleren Molmassen bei der Ka-
libration und Bestimmung der APEO-Gehalte einbezogen, lie8 sich mit Ausnahme von
O 257 kein signifikanter Einflufl der mittleren Molmasse auf die Richtigkeit der Ergebnisse
feststellen. In der Regel lagen die Abweichungen der bestimmten Konzentrationen von

den Istwerten unterhalb von 5 %.

Ein signifikanter Einfluss auf die Richtigkeit der Ergebnisse durch den verwendeten

Detektor lief§ sich in matrixfreien Losungen erwartungsgeméf nicht feststellen.

Zur Uberpriifung der Richtigkeit und zur Abschitzung der Fehler wurde zusitzlich mit
Hilfe des in Abb.[6.78|dargestellten Satzes an Kalibrierproben aller APEO-Standards der
Fluoreszenzdetektor kalibriert. Dabei wurden aus den Peakflichen aller APEO und aller
Kalibrierniveaus mittlere Wiederfindungsraten fiir jeden APEO-Standard fiir die Kalibra-
tionen mit Marlophen NP 3, Arkopal N 100, Arkopal N 200 und Arkopal O 100 bestimmt
(s. Abb.[6.81)). Die Auswahl dieser Kalibrierstandards erfolgte, um alle moglichen Effekte
auf die Kalibrierung zu erfassen, da diese APEO sich entweder deutlich in der Ketten-
lange der Polyoxyethylengruppe unterschieden, von einem anderen Hersteller oder einer
anderen Produktgruppe stammten oder verschiedene Alkylsubstituenten am aromatischen

Ring trugen.



KAPITEL 6. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 253

120 4

Te Arkopal N Serie (NPEO)  ESTD: Marlophen NP 3 (M, =347 g-mol ™) ESTD: Arkopal N 100 (M, = 641 g-mol ™)

115 1 e Marlophen NP Serie (NPEO) 115 A

X 110 {* Arkopal O Serie (OPEO) X110 4 * { {
> Triton X-100 (OPEO) > *
2105 1 £105 P i I
2100 } { T $ 2100 1 § i
% 951 * } i } % 951 e Arkopal N Serie (NPEO)
2 9 1 * { { = 90 1 « Marlophen NP Serie (NPEO)

85 4 g5 - 4 Arkopal O Serie (OPEO)

Triton X-100 (OPEO)
80 T T T T T T 1 80 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
M, /g-mol™ M, /g-mol ™

120 1

{ ESTD: Arkopal N 200 (M, =962 g-mol '1) ESTD: Arkopal O 100 (M,, =609 g-mol '1)

115 { } { 115 A

110 { 1101 {
2105 { ! ! ) 2105 t t i t
3 i1 } ] 3 ] I
2100 1 T T £100 i i i 1
3 951 ) S 95 - . i t I
@ ® Arkopal N Serie (NPEO) 3 o Arkopal N Serie (NPEO)
2 90 1 e Marlophen NP Serie (NPEO) 2 90 9 o Marlophen NP Serie (NPEO)

g5 | 4 Arkopal O Serie (OPEO) g5 - 4 Arkopal O Serie (OPEO)

Triton X-100 (OPEO) Triton X-100 (OPEO)
80 T T T T T T J 80 T T T T T T J
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
M, /g-mol™ M, /g-mol™

Abbildung 6.81: Wiederfindungsraten von APEO in Standardlosungen bei der Bestim-
mung mittels RPLC-FLD bei Verwendung unterschiedlicher APEO-
Kalibrierstandards (RPLC 1, Shimadzu-HPLC, FLD (\., = 277nm und
Aem = 300mm), 5pm Eurospher 100 C18 (125mmx4mmI.D.), Acetoni-
tril / Wasser 78:22 (v/v), 1,0ml - min~!, 20 °C, Details s. Tab..

Bei der Auswertung aller Daten trat eine maximale Abweichung von 17 % bei der Be-
stimmung von Marlophen NP 6 unter Verwendung von Arkopal N 200 fiir die Kalibration
auf. Insgesamt waren die Wiederfindungsraten der APEO in den Standardlésungen sehr
gut, da die mittlere Abweichung aller Proben lediglich 5,4 % betrug. Die mittlere Ab-
weichung fiir jede Kalibrierreihe war <7,5%. Dabei kam es nur bei der Verwendung von
Arkopal N 200 zu systematischen Abweichungen, da mit diesem Kalibrierstandard in allen
Fillen Uberbefunde auftraten. Ursache war vermutlich die fehlerbehaftete Bestimmung
des mittleren Ethoxylierungsgrades, da dieser aus den MALDI-ToF-MS-Daten abgeleitet
wurde. Wie sich zeigte, hing die Giite der Kalibrationen eher von dem verwendeten APEO-
Produkt ab, also von dem Hersteller, als vom mittleren Ethoxylierungsgrad. Als Ursachen
hierfir sind die unterschiedlichen Reinheiten der APEO-Tenside zu nennen (vgl. a. mit
Abs.|6.5.5.1)). Um die Richtigkeit der Ergebnisse zu erhohen und systematische Fehler zu
minimieren fand daher die Kalibration jeweils mit mindestens zwei unabhéngigen, parallel
durchgefiihrten Kalibrierreihen statt. Dazu wurden APEO von unterschiedlichen Herstel-
lern mit anndhernd selben ngo zur Kalibration verwendet. Es wurden in der Regel die
Paare Arkopal N 040 und Marlophen NP 3, Arkopal N 100 und Marlophen NP9 sowie
Arkopal O 100 und Triton X-100 verwendet. Die Ergebnisse wurden dann als Mittelwerte

aus beiden Bestimmungen angegeben.

Resiimierend 148t sich festhalten, dass die oben beschriebene Kalibrierstrategie, die die
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mit Hilfe der NPLC-FLD bestimmten mittleren Molmassen der APEO sowohl in den Pro-
ben als auch in den Kalibrierlésungen beriicksichtigt, zu hinreichend genauen Ergebnisse
fihrt (< 7,5% Abweichung im Mittel). Dies gilt um so mehr, als dass die Kalibration
mit technischen APEO-Gemischen durchgefiihrt wurde und nicht auf Reinstsubstanzen
zuriickgriff. Wie ebenfalls gezeigt werden konnte, fithrt eine Kalibration, die nicht auf
Stoffmengenkonzentrationen basiert, dann zu unrichtigen Ergebnissen, wenn der zur Ka-
libration verwendete Standard in seinem Ethoxylierungsgrad nicht dem APEO in der

analysierten Probe entspricht. Diese Fehler konnen annihernd 50 % betragen.

6.6 Uberblick und Bewertung der Ergebnisse

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Kombination der RPLC mit der NPLC unter
Einsatz geeigneter Extraktionsmethoden zur sicheren Identifikation von APEO in PSM
und anderen Zubereitungen geeignet ist. Es wurden in acht von zehn untersuchten Pflan-
zenschutzmitteln (s. Abs.[5.1.1)) APEO in Gehalten von < 0,5 % (w/w) bis >10% (w/w)
nachgewiesen, die mit APEO mit mittleren Ethoxylierungsgrad zwischen ngo =3,5 und
ngo=29,5 formuliert waren (s. Tab.[6.13] und Tab.[6.14). In den ebenfalls untersuch-
ten synthetischen Olen (s. Abs. sowie in den verschiedenen Reinigungsmitteln (s.
Abs.[5.1.3)), Spiilmitteln (s. Abs.[5.1.3)) und Waschmittelpulvern (s. Abs.[5.1.4]) wurden

keine APEO nachgewiesen.

Es zeigte sich, dass die unterschiedlichen Methoden nicht immer zu denselben Ergeb-
nissen kommen (s. Tab.[6.13] und Tab.[6.14). Das gilt sowohl fiir die beiden RPLC-
Methoden RPLC 1 und RPLC 2 als auch fiir die unterschiedlichen Extraktionsmethoden.
Die Unterschiede, die teilweise iiber 50 % betrugen, hingen vor allem von den unterschiedli-
chen Matrices ab, die sehr starken Einfluss ausiiben kénnen. Diese liefen sich zwar durch
Verbesserung der Selektivitéit der Methoden deutlich minimieren (s. Abs.[6.5.3]), aber

nicht immer vollstdandig eliminieren.

Die Untersuchung der emulgierbaren Konzentrate, die direkt in Losung durchgefiihrt
wurden, waren teilweise wegen der in Abs.[6.5.3] beschriebenen Matrixeinfliisse fiir die
Methode RPLC 1 deutlich fehlerbehaftet. Aber auch fiir die Methode RPLC 2 fiihrten
Matrixeinfliisse teilweise zu Uberbefunden. PSM 3 ist ein gutes Beispiel dafiir, dass es ohne
geeignete Probenvorbereitung zu hohen Uberbefunden kommen kann. Die Ergebnisse der

Analysen direkt in Losung der PSM wurden aber zu Vergleichszwecken herangezogen.
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Tabelle 6.13: Ergebnisiiberblick der PSM-Analysen fiir die emulgierbaren Konzentrate.

in Lﬁsun SPE Fliissig-Fliissig in Losung
(N = 3) (N = 5) (N = 5) (N = 3)
RPLC1 RPLC2 RPLC1 RPLC1 LC-LC2
Agilent-HPLC Shimadzu-HPLC1 Shimadzu-HPLC2 Agilent-HPLC  Agilent-HPLC
(VWD 277 nm) (FLD) (UVD277nm)  (VWD227nm) (VWD 277 nm)

APEO-Gehalt / % (w/w)
NPEO (M, = (635+2) g - mol—', npo = 9,41 +0,04)
PSM 3@ 19,140,8 16,6+ 0,4 13,140,1 8,9+0,3 14,4+ 0,4
(weiterer Beistoff: Dodecanolethoxylat, Wirkstoff: Demethon-S-methylsulfon)
NPEO (M, = (407 £7) g - mol*, npo =4,2+0,2)
PSM 4 0,46 + 0,02 0,57 40,02 0,60+ 0,01 0,74+ 0,07 0,31 40,03
(Wirkstoff: Metolachlor)
NPEO (M, = (397 +3) g - mol~!, ngo = 4,01+ 0,06)
PSM 5 0,33+ 0,01 0,47+ 0,01 0,33 40,01 0,3240,02  0,27140,002
(Wirkstoff: Metolachlor)
NPEO (M, = (377,7£0,9) g - mol—", npo = 3,57 £ 0,02)
PSM 7 9,9+0,1 10,6 +0,2 9,3+0,6 7,940,1 n.b.ﬂ
(Wirkstoffe: Desmedipham, Ethofumesat, Phenmedipham)
NPEO (M,, = (626 +2) g -mol~t, ngpo =9,2140,05)
PSM 8 5,33+ 0,09 5,33+ 0,08 5,04+ 0,04 55+0,1 n.b.
(Wirkstoff: Methamidophos)

?Angabe nur zu Vergleichszwecken.
b Zusitzlich wurde PSM 3 auch mittels RPLC 1 unter Verwendung der Agilent-HPLC (VWD 277 nm)

nach Wickbold-Extraktion untersucht. Es wurden (13,24 0,6) % (w/w) NPEO nachgewiesen.
‘PSM 3 wurde abweichend mittels LC-LC 1 analysiert.
4n.b. (nicht bestimmt)

Trotz der Verwendung von Korrekturfaktoren liefert die Fliissig-Fliissig-Extraktions-
methode die unsichersten Ergebnisse aufgrund der teilweise stéirker variierenden Wieder-
findungen, die durch die unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten der APEO mit ab-
weichendem mittleren Ethoxylierungsgrad hervorgerufen werden. Mit Hilfe von Wieder-
findungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass es in Abhéngigkeit von der Matrix
teilweise zu stiarker fehlerbehafteten Ergebnissen kommen kann. Bei den synthetischen
PSM-Proben war der Bias beispielsweise in fast der Hilfte der Falle > 10 %. Bei anderen
Matrices konnte die Abweichung noch deutlich hoher sein. Mit Ausnahme der Proben
PSM5 (< 15%) und PSM8 (< 8%) gab es daher die deutlichsten Abweichungen der

Messergebnisse im Vergleich zu den anderen Methoden.
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Tabelle 6.14: Ergebnisiiberblick der PSM-Analysen fiir die wasserdispergierbaren Granulate
(WG) und die Suspensionskonzentrate (SC).

Wickbold- Fest-Fliissig-Extraktion
Extraktion  Dispersionsmethode Schiittelmethode
(N =1) (N = 3) (N = 3)
RPLC1 RPLC1 RPLC2 LC-LC1
Agilent-HPLC  Shimadzu-HPLC1 Shimadzu-HPLC1 Agilent-HPLC
(VWD 277 nm) (FLD) (FLD) (VWD 277 nm)
APEO-Gehalt / % (w/w)
PSM1 (WG) keine APEO nachgewiesenH

(Wirkstoff: Metsulfuron-methyl)
OPEO (M,, = (589 +2) g-mol™t, npo=8,740,1)
PSM 2 (WG) (0,0910,01)@ 0,34 40,02 0,377 0,008 n.b.
(Wirkstoff: Metsulfuron-methyl)
NPEO (M,,=(61447)g-mol~!, npo=9,0+0,2)
PSM 6 (SC) 0,38 £ 0,01 n.b. 0,48 0,01 0,42 +0,01
(Wirkstoff: Isoproturon)

OPEO (M,, = (593 +3) g - mol~!, npo = 8,78 £0,07), Metsulfuron-methyl

PSM9 (WG) 0,315+0,005 0,340+ 0,001 0,358 + 0,008 n.b.
(Wirkstoff: Metsulfuron-methyl)
PSM 10 (SC) keine APEO nachgewiesenH

(Wirkstoff: Metamitron)

*< 0,002 % (w/w) (bezogen auf NPEO mit igo = 9,5)
bBleibt unberiicksichtigt.

¢n.b. (nicht bestimmt)

1<0,008% (w/w) (bezogen auf NPEO mit ngo = 9,5)

Auch bei der SPE kam es teilweise noch zu matrixbedingten Storungen, die aber mit
Ausnahme von PSM 4 deutlich geringer waren als fiir die Fliissig-Fliissig-Extraktion. Fiir
PSM 4 wurde nach SPE mittels RPLC 1 fast der doppelte Gehalt ermittelt wie mit Hilfe
der LC-LC2.

Durch die C18-C8-Kopplung konnte im Vergleich zur eindimensionalen RPLC eine deut-
lich verbesserte Trennleistung und damit verbundene héhere Selektivitat fiir die APEO
erreicht werden. Dies fithrte somit zu deutlich verbesserten Ergebnisse bei der Bestim-
mung von NPEO in PSM. Die Matrixeinfliisse aufgrund von Koelution lieen sich durch
die Kopplung dieser beiden stationdren Phasen nahezu vollsténdig eliminieren, wie an-

hand der Ergebnisse sowohl der Kreuzvalidierung als auch der Aufstockungsexperimente
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gezeigt werden konnte.

Fiir die Untersuchung der wasserdispergierbaren Granulate und der Suspensionskon-
zentrate waren die Abweichungen zwischen den einzelnen Methoden deutlich geringer. Sie
betrugen maximal 20 %. Dabei fiihrte die Wickbold-Methode zu den geringsten Befunden.
Wegen des groflen priaparativen Aufwandes wurde allerdings fiir jede Probe jeweils nur
eine Extraktion durchgefiihrt, so dass keine Absicherung der Ergebnisse erfolgen konnte.
Die Fest-Fliissig-Extraktion, sowohl die Schiittelmethode als auch die Dispersionsmetho-
de, erwies sich als effizienter und praktikabler, besonders im Hinblick auf ihre Tauglichkeit
fiir die Routineanalytik. Dabei zeigten sich auch beim Suspensionskonzentrat PSM 6 die
Vorteile einer Analyse mittels LC-LC.

Aus den in dieser Arbeit dargestellten Befunden ergibt sich die Notwendigkeit eines
umfassenden PSM-Screenings auf APEO, da trotz des EU-Grenzwertes von 0,1 % (w/w)
fiir NPEO in Pestizid- und Biozidformulierungen in sechs von zehn Proben NPEO in
Gehalten oberhalb des Grenzwertes nachgewiesen wurden. In zwei PSM-Proben wurden

die als nicht weniger kritisch zu bewertenden OPEQO nachgewiesen.

Dabei variierten sowohl die Gehalte als auch die mittleren Ethoxylierungsgrade der

nachgewiesenen APEO aufgrund des Formulierungstyps und des Wikstoffes deutlich.

Von den drei untersuchten wasserdispergierbaren Granulaten, die den Wirkstoff Metsulf-
uron-methyl enthielten, waren zwei mit OPEQO in sehr dhnlichen Konzentrationen um
0,35 % (w/w) und mit sehr dhnlichen mittleren Ethoxylierungsgraden (ngo = 8,7) formu-
liert. In dem anderen Granulat wurden keine APEO nachgewiesen. Sulfonylharnstoffher-
bizide mit diesem Wirkstoff werden iiblicherweise als wasserdispergierbare oder wasserlos-
liche Fomulierungen auf dem Markt angeboten, in Deutschland unter dem Handelsnamen
GROPPER von der DuPont de Nemours (Deutschland) GmbH.

Von den beiden Suspensionskonzentraten wurde nur in der Isoproturonformulierung
NPEO nachgewiesen, die mit 0,42% (v/v) NPEO mit ngo = 9,0 formuliert war. Von
diesem Harnstoffderivat sind in Deutschland z.Z. mehrere Suspensionskonzentrate als
Herbizide auf dem Markt.

In allen emulgierbaren Konzentraten wurden NPEO in sehr unterschiedlichen Konzen-
trationen und Ethoxylierungsgraden gefunden. Dabei &hnelten sich die beiden Herbizide,
die Metolachlor als Wirkstoff enthielten. Sie waren mit etwa 0,3 % (v/v) NPEO formuliert,
die mittlere Ethoxylierungsgrade von 4,0 bis 4,2 aufwiesen. Herbizide, die dieses Acetani-
lid enthalten, sind in Deutschland nicht mehr zugelassen. Die anderen drei emulgierbaren
Konzentrate enthielten ebenfalls NPEO, aber in deutlich héheren Gehalten. PSM 7, bei
dem es sich um ein Kombinationsprodukt aus Desmedipham, Ethofumesat und Phenme-
dipham handelte, war mit 9,3% (v/v) NPEO (laut Bestimmung nach SPE) formuliert.
Der mittlere Ethoxylierungsgrad betrug 3,57. Es sind in Deutschland zur Zeit mit dieser
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Wirkstoffkombination zwei Herbizide zugelassen, Agro Pro OF von der Agro Trade GmbH
und Betanal Expert von der Bayer CropScience Deutschland GmbH. Bei dem emulgier-
baren Konzentrat, das neben 13,1 % (v/v) NPEO mit ngo = 9,41 (geméf Bestimmung
nach SPE) auch Dodecanolethoxylat als Formulierungshilfsstoff enthielt, handelte es sich
um ein Insektizid mit dem Wirkstoff Demethon-S-methylsulfon. Zur Zeit gibt es auf dem
deutschen Markt keine zugelassenen Péparate auf Basis dieses organischen Phosphor-
sdureesters. Das Insektizid PSM 8, das den organischen Phosphorsédureester Methamido-
phos enthielt, war mit 5,04 % (v/v) NPEO (laut Bestimmung nach SPE) formuliert. Der
mittlere Ethoxylierungsgrad war dem des anderen Insektizids mit ngo = 9,42 &hnlich.

Methamidophospréiparate sind derzeit in Deutschland ebenfalls nicht zugelassen.

Um eine Bestandsaufnahme machen zu kénnen, wie stark die zur Zeit noch durch PSM
verursachte APEO-Belastung der Umwelt ist, wére ein flichendeckendes Screening von
PSM-Produkten wiinschenswert, da diese Untersuchungen gezeigt habe, dass PSM noch

eine relevante Emissionsquelle von APEO darstellen.



Kapitel 7

Zusammenfassung

Unter den anthropogenen Stoffe, die durch den menschlichen Gebrauch in die Umwelt
gelangen, nehmen Tenside, die sowohl in industriellen Prozessen als auch in Haushalten
Verwendung finden, mit einem fiir das Jahr 2010 erwarteten weltweiten Gesamtmarkt von
14 Millionen Tonnen eine dominante Stellung ein. Dabei kénnen sie nicht nur durch einen
unsachgeméflen Gebrauch in die Umwelt gelangen sondern auch durch eine sachgeméfle

Anwendung, wie z. B. als Hilfsstoffe in Pflanzenschutzmitteln.

Bei den Alkylphenolethoxylaten (APEQO) handelt es um solche Verbindungen, die auf-
grund ihrer amphiphilen Molekiilstruktur grenzflichenaktive Eigenschaften aufweisen und
zur wirtschaftlich sehr bedeutenden Gruppe der nichtionischen Tenside gehoren. Sie wei-
sen in der Anwendung als Reinigungsmittel, Emulgatoren, Dispergiermittel, Losungsver-
mittler oder Benetzungsmittel ein breites Spektrum auf. Sie werden z.B. in Wasch-,
Reinigungs- und Desinfektionsmitteln, als Textil- und Lederhilfsmittel, in der Kunstst-
offindustrie, bei der Farben- und Lackherstellung, als Hilfsmittel fiir die Zellstoff- und
Papierindustrie, als Additive von Schmierstoffen und Olen, in Bauchemikalien und als

Hilfsmittel in Agrochemikalien verwendet.

In der Gruppe der Hilfsmittel zur Formulierung von Pflanzenschutzmitteln, die in der
Regel in Form von wasserbasierenden Spritzmitteln ausgebracht werden, nehmen gerade
nichtionische Tenside als Emulgatoren, Suspensionsmittel und Netzmittel eine dominan-
te Stellung ein. Die Anwendung von Nonylphenolethoxylat (NPEO), dem neben Octyl-
phenolethoxylat (OPEO) kommerziell wichtigsten Vertreter der Alkylphenolethoxylate, in
solchen Formulierungen und auch in anderen Produkten, zu denen z. B. Wasch und Reini-
gungsmittel zdhlen, ist in die Kritik geraten, da NPEO biologisch nicht immer vollstédndig
abgebaut werden und ihre Abbauprodukte, zu denen beispielsweise die Nonylphenole,
Nonylphenolmono- und diethoxylate, Nonylphenolethoxycarboxylate und Carboxynonyl-

phenolethoxycarboxylate gehoren, teilweise persistent sind, eine hohe Neigung zur Bioak-

259
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kumulation aufweisen und als Xenoostrogene wirksam sind. Aus diesem Grund gilt seit
2003 gemdfl EU-Richtlinie ein Grenzwert von 0,1% (w/w) fiir NPEO in Pestizid- und
Biozidformulierungen sowie anderen héauslichen, gewerblichen und industriellen Zuberei-

tungen.

Daraus wartf sich die Frage auf nach analytischen Methoden, die zur Bestimmung von
APEOQO in solchen Formulierungen geeignet sind, da der iiberwiegende Teil der bisher
verdffentlichten Untersuchungen, die sich mit der Analytik von APEO befassten, sich auf

den Nachweis und die Bestimmung von APEO in Umweltproben beschrinkte.

Im Gegensatz zu solchen Untersuchungen, bei denen meistens nachweisstarke analyti-
sche Verfahren gefragt sind, stellten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
von Pflanzenschutzmitteln andere Anforderungen an die analytischen Methoden. Auf-
grund unterschiedlicher Formulierungstypen, wie es etwa wasserdispergierbare Granulate,
emulgierbare Konzentrate oder Suspensionskonzentrate sind, konnten die Ethoxymeren-
verteilung der als Formulierungshilfsmittel verwendeten APEO als auch die Beschaffenheit
der Matrix stark variieren. Daher stellte die Analytik von APEO in Pflanzenschutzmitteln

grofle Herausforderungen an die Selektivitiat der verwendeten Methoden.

Wegen der geringen Fliichtigkeit der APEO mit hoherem Ethoxylierungsgrad, die haupt-
séchlich zur Formulierung von PSM Verwendung finden, war unter den chromatographi-
sche Trennverfahren die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) die Methode
der Wahl. Daher wurden Methoden entwickelt, die unter Verwendung der HPLC eine Be-
stimmung von NPEO und OPEO in Pflanzenschutzmitteln und auch anderen Matrices
ermoglichten. Fiir die unterschiedlichen Formulierungstypen und in Abhéngigkeit von den
weiteren Beistoffen, wie etwa verschiedenen Losemitteln, Tensiden oder Olen, wurden ge-
eignete Methoden zur Probenvorbereitung etabliert, die eine Extraktion der APEO oder

ein Entfernen von Matrixbestandteilen méglich machten.

Grundlage des Verfahrens war die Kombination der Umkehrphasen-Fliissigkeitschroma-
tographie (RPLC) an einer C18-Phase mit der Normalphasen-Fliissigkeitschromatographie
(NPLC) an einer Aminopropylsilicaphase unter Verwendung von UV-, Diodenarray- bzw.
Fluoreszenzdetektoren, die eine Identifizierung, Charakterisierung und Quantifizierung der
APEO in Pestizidformulierungen und anderen Matrices sicherstellte. Mit Hilfe der RPLC
gelang eine Auftrennung der APEOQO in ihre OPEO- und NPEO-Fraktionen. Dafiir wurden
zwei unterschiedliche RPLC-Methoden unter Verwendung einer C18-Phase entwickelt, die
in Abhéngigkeit von der Art der Probe zum Einsatz kamen. Die isokratische Elution er-
folgte entweder mit Acetonitril / Wasser oder mit Methanol / Wasser. Zusétzlich wurde
eine LC-LC-Methode entwickelt. Mit Hilfe der Online-Kopplung einer C18-Séule mit ei-
ner C8-Saule lief sich im Vergleich zur eindimensionalen RPLC eine deutlich verbesserte

Trennleistung und eine damit verbundene hohere Selektivitét fiir die APEO erreichen.
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Nach einer Fraktionierung mittels RPLC in NPEO und OPEO erméglichte dann die
NPLC mittels Gradientenelution und Fluoreszenzdetektion die Auftrennung der APEO-
Fraktionen in ihre einzelnen Ethoxymere. Fiir die Identifizierung der einzelnen Ethoxy-
mere wurden zuvor mittels Adsorptionschromatographie isolierte NPEO- und OPEO-
Ethoxymere verwendet. Durch die Ermittlung der Ethoxymerenverteilung mittels NPLC-
FLD wurde die Bestimmung von mittleren Molmassen und mittleren Ethoxylierungsgra-

den erreicht.

Eine universelle Kalibrierstrategie, bei der sowohl der APEO-Typ, also OPEO oder
NPEO, als auch die Ethoxymerenverteilung im verwendeten Standard und in der Probe
beriicksichtigt wurden, diente zur Quantifizierung der APEO in den Pflanzenschutzmit-
teln und anderen Proben. Dabei fand die Kalibration der RPLC-UVD bzw. RPLC-FLD
auf Basis von mittleren Stoffmengenkonzentrationen der APEO mit externen Kalibrier-
l6sungen statt, indem die Zahlenmittel der Molmassen, die fiir die APEO-Standards und
die aus den PSM-Proben isolierten APEO mittels NPLC-FLD ermittelt wurden, in die

Datenauswertung einflossen.

In Abhéngigkeit von der Matrix, also dem Formulierungstyp, waren unterschiedliche
Probenvorbereitungsmethoden notwendig. Hierzu wurden unterschiedliche Methoden eta-
bliert. Fiir die Isolierung von APEO aus wasserdispergierbaren Granulaten oder Suspen-
sionskonzentraten war die Fliissig-Fest-Extraktion mit Acetonitril und Ethanol unter Ver-
wendung von Schiittelmaschinen oder Dispergiergeriten geeignet. APEO konnten aus was-
serloslichen oder aus in Wasser dispergierbaren Proben mit Hilfe der Wickbold-Methode
durch Ausblasen mit Ny in Ethylacetat aus der wésserigen Phase extrahiert werden. Bei
emulgierbaren Konzentraten, die in unpolaren Losemitteln wie n-Hexan, Cyclohexan oder
Dichlormethan 16slich sind, konnte mit Hilfe der Fliissig-Fliissig-Extraktion unter Verwen-
dung von Essigsdure / Wasser 30:70 (v/v) und n-Hexan oder mittels SPE an Kieselgel ein

Entfernen von storenden Matrixbestandteilen erreicht werden.

Durch den ergénzenden Einsatz der GC-MS und MALDI-ToF-MS konnte der Nachweis
der APEO in den PSM abgesichert werden und es konnten die mittels Adsorptionschroma-
tographie isolierten NPEO- und OPEO-Ethoxymere identifiziert werden. Ferner stellte die
MALDI-ToF-MS eine gute Ergénzung zur NPLC-FLD bei der Bestimmung der Ethoxy-
merenverteilung dar, da sie APEO mit mittleren Ethoxylierungsgraden von iiber 20 einer
Analyse zugénglich machte. Mit Hilfe der GC-MS konnten auch die Wirkstoffe in den
PSM identifiziert werden.

Alle oben beschriebenen, fiir die Quantifizierung verwendeten Methoden wurden vali-
diert, indem mit Hilfe von Aufstockungsexperimenten, durch Wiederfindungsexperimente
mit synthetischen Proben oder mittels Kreuzvalidierung deren Richtigkeit {iberpriift wur-

de. Ferner konnte gezeigt werden, dass sie ebenfalls fiir Waschmittel, Reinigungsmittel,
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Spiilmittel und verschiedene Ole geeignet sind.

Mit Hilfe dieser Methoden lielen sich in acht von zehn untersuchten Pflanzenschutz-
mitteln APEO in Gehalten von <0,5% (w/w) bis >10% (w/w) nachweisen, die mit
APEO mit mittleren Ethoxylierungsgrad zwischen ngpo=3,5 und ngo=9,5 formuliert
waren. Von den drei untersuchten wasserdispergierbaren Granulaten, die den Wirkstoff
Metsulfuron-methyl enthielten, waren zwei mit OPEO in sehr &hnlichen Konzentrationen
um 0,35 % (w/w) und mit sehr &hnlichen mittleren Ethoxylierungsgraden (ngpo ~ 8,7)
formuliert. In dem anderen Granulat wurden keine APEO nachgewiesen. Von den beiden
Suspensionskonzentraten wurde nur in der Isoproturonformulierung NPEO nachgewiesen,
wohingegen in allen emulgierbaren Konzentraten NPEO in sehr unterschiedlichen Kon-

zentrationen und Ethoxylierungsgraden gefunden wurden.

In den ebenfalls untersuchten synthetischen Olen sowie in den verschiedenen Reini-

gungsmitteln, Spiilmitteln und Waschmittelpulvern wurden keine APEO nachgewiesen.

Um eine Bestandsaufnahme machen zu kénnen, wie stark die zur Zeit noch durch PSM
verursachte APEO-Belastung der Umwelt ist, wire ein systematisches, flichendeckendes
Screening von PSM-Produkten wiinschenswert, da diese Untersuchungen gezeigt habe,
dass PSM noch eine relevante Emissionsquelle von APEO darstellen. Mit dieser Arbeit
wurde durch das Etablieren geeigneter analytischer Methoden eine Grundlage geschaffen,
mit der ein solches Screening von Pflanzenschutzmitteln und auch anderen Zubereitungen

moglich ist.



Anhang A

Mef3unsicherheit der verwendeten Ge-

rate

A.1 Analysenwaage

In Tabelle sind die Spezifikationen der verwendete Analysenwaage AE 240 der Fa.
Mettler-Toledo GmbH (Greiffensee, Schweiz) angegeben.

Tabelle A.1: Spezifikation der verwendeten Analysenwaage AE 240.

Mef3bereich Reproduzierbarkeit Linearitit
bis 40 g 0,02mg +0,03mg
bis 100 g 0,1mg +0,2mg

A.2 Kolbenhubpipetten

Es wurden verschiedene Kolbenhubpipetten und die entsprechenden Pipettenspitzen der
Fa. Eppendorf AG (Hamburg) verwendet, deren Spezifikationen in den nachfolgenden Ta-
bellen angegeben sind. Dabei handelte es sich um Kolbenhubpipetten vom Typ Reference®

variabel (Tab. [A.2), Research® variabel (Tab. [A.3) und Varipette® (Tab. [A.4).
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Tabelle A.2: Spezifikation der verwendeten Kolbenhubpipetten Reference® variabel.

Typ ep-Tip Volumen Toleranz Préazision
50 pul—200 pl (gelb) 2 1ul—200 pl 50 pul +1,0% <0,3%
100 wl +0,9% <0,3%
200 pl +0,6% <0,2%
100 p-1000 pul (blau) 50 pul—1000 pl 100 pl +1,6% <0,3%
500 pl-1000 pl +0,6% <0,2%
500 pl—2500 pl (rot) 500 pl-2500 pl 500 pl +15% <0,3%
1000 pl +0,8% <0,2%
2500 pl +0,6% <0,2%

Tabelle A.3: Spezifikation der verwendeten Kolbenhubpipette Research® variabel.

Typ ep-Tip Volumen Toleranz Prizision
10 ul=100 pul (gelb)  2pl-200pl 10l +3,0% <1,0%
50 pl +1,0% <0,3%
100 pl +0,8% <0,2%

Tabelle A.4: Sperzifikation der verwendeten Kolbenhubpipette Varipette® 4720.

Tip Volumen Toleranz Prazision

Varitip S 2,5ml +1,0% <0,2%
5,0ml +0,4% <0,15%
10,0ml +0,2% <0,15%

Varitip P 1,0ml +0,6% <0,2%
5,0ml +0,5% <0,1%
10,0 ml +0,3% <0,1%

A.3 Vollpipetten

Die Spezifikationen der verwendeten Vollpipetten der Giiteklasse BLAUBRAND® von der
Fa. Brand GmbH + Co KG (Wertheim) sind in Tabelle angegeben.
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Tabelle A.5: Spezifikation der verwendeten Vollpipetten.

Nennvolumen Toleranz Bezugstemperatur Justierung

10ml +0,02ml  20°C Auslauf + 15 s Wartezeit
15ml +0,03ml  20°C Auslauf + 15 s Wartezeit
20ml +0,03ml  20°C Auslauf + 15 s Wartezeit
25ml +0,03ml  20°C Auslauf + 15 s Wartezeit
30ml +0,03ml 20°C Auslauf + 15 s Wartezeit
50ml +0,0oml  20°C Auslauf + 15 s Wartezeit
100 ml +0,08ml 20°C Auslauf + 15 s Wartezeit

A.4 MeBkolben

Die Spezifikationen der verwendeten MeBkolben der Giiteklasse BLAUBRAND® von der
Fa. Brand GmbH + Co KG (Wertheim) sind der Tabelle zu entnehmen.

Tabelle A.6: Spezifikation der verwendeten Mefkolben aus Glas.

Nennvolumen Toleranz Bezugstemperatur
10ml +0,04ml 20°C
20ml + 0,04 ml 20°C
25ml + 0,04 (Enghals), 0,06 ml (Weithals) 20°C
50 ml + 0,06 (Enghals), 0,08 ml (Weithals) 20°C
100 ml +0,1ml 20°C
250 ml +0,15ml 20°C
500 ml +0,25ml 20°C
1000 ml +0,4ml (Enghals) 20°C

A.5 Schitzung der Mef3unsicherheiten

Die Angabe von Konzentrationen, Massen usw. erfolgt jeweils unter Beriicksichtigung der
MeBunsicherheit der verwendeten Gerdte durch Runden auf die signifikante Stelle. Es
wurden fiir alle Losungen, die mittels der in den Anhéngen [A.1] [A.2] |A.3| und [A.4]

angegebenen Geriite hergestellt wurden, mit Hilfe des Gaufi’schen Fehlerfortpflanzungs-
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gesetzes die Unsicherheiten der jeweiligen Konzentrationsangaben ermittelt. Dabei folgt

fiir eine Groflenangabe Y mit
Y = f(z1,29,...2,) (A.1)

()]

fiir die mittlere, absolute Meffunsicherheit:

N

—

i=1
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