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l. Abstract

New HPLC methods were developed for the determination of hydroperoxides. The
selectivity and sensitivity of these methods are based substantially upon the use of non-
enzymatic reaction systems for post-column derivatisation.

Numerous preliminary experiments were carried out to determine the suitability for
HPL C-post-column-derivatisation systems of various reactions that lead to chemi-
luminescence or to substances that can be detected fluorimetrically or photometricaly.
There was no improvement in fluorescence detection when, in the well-known post-
column reaction of hydroperoxides and p-hydroxyphenyl acetic acid (PES), the catalyst
horseradish peroxidase (HRP) was replaced by metal salts or metal-salt complexes (e.g.
Fe(l1l) triethylene tetramine). Promising results were, however, obtained in the hema-
tin/luminol chemiluminescence and Fe(11)/N,N-diakyl-p-phenylene diamine UV/VIS
systems.

Extensive work was necessary to optimise these detection systems for sensitive HPLC
analysis of atmospherically relevant hydroperoxides such as H,O, and hydroxymethyl
(HMHP), methyl (MHP) and ethyl hydroperoxides (EHP). The sengitivity of the chemi-
luminescence system for H,O, turned out to be greatly different from that for organic
hydroperoxides, so that the usefulness of this system for simultaneous analyses was quite
limited.

With UV/VIS HPLC systems based on the Fe(ll)-catalysed oxidation of N,N-dimethyl
(DMPD) or N,N-diethyl-p-phenylene diamine (DEPD), detection limits of 0.04 pmol/l
for H,O, and 0,2 pmol/l for HMHP, MHP and EHP could be achieved. These cor-
respond to those of the frequently used HRP/PES-fluorescence HPL C and suffice for the
determination of atmospheric hydroperoxides that have been transferred into the liquid
phase (e.g. by cryosampling). The coefficients of variation of this procedure, significantly
under 10 %, meet the requirements of atrace-analysis procedure.

To determine the scope of the new DMPD and DEPD UV/VIS HPLC systems, n-alkyl,
secondary and tertiary akyl, arylalkyl and alkoxyalkyl hydroperoxides were examined.
The high efficiency of the new systems was displayed when their performance charac-
teristics were compared with those of the FOX (ferrous oxidation in xylenol orange)
UV/VIS, the HRP/PES and the microperoxidase-11 (MP-11)/PES fluorescence HPLCs.
The HRP/PES HPLC gives approximately the same detection limits of 0.2 to 0.7 pmol/I
(C4 - Cyy) for the n-alkyl hydroperoxides, but the steric limitations of the enzyme lead to
clear disadvantages for secondary and tertiary hydroperoxides with this system: while 2-
propyl, 2-butyl and 3-pentyl hydroperoxides can till be determined in the pmolar range,
tert-butyl, cyclo-hexenyl, tetralin and cumene hydroperoxides can not be detected at all.
Although the replacement of HRP by MP-11 removes the steric limitations, the detection
limits of this latter fluorescence system are two orders of magnitude above those of the
DMPD and DEPD UV/VIS HPLC systems. Comparable results were obtained for the
alkoxyakyl hydroperoxides examined. The new systems are superior to the fluorescence
HPLC system in that they allow the determination of peroxides as well as
hydroperoxides. Thus a detection limit of 0.25 pmol/I was obtained for benzoyl peroxide.

The DMPD UV/VIS HPLC was aso subjected to practical comparison with the analy-
tical systems of other research groups. In an intercalibration undertaken before the field
campaign BERLIOZ (Berlin ozone experiment), there was considerable agreement
among the groups with both a test gas and outside air. The suitability of the new HPLC
method for field studies was further proven in the course of the Polarstern expedition
ANT XIV/1. Since cryosampling, frequently used for hydroperoxide analysis, gives in-
sufficient time resolution, an automatic peroxide analyser on the basis of on-line coupling
of a stripping coil with the HPLC was designed and constructed. Further applications of
the new UV/VIS methods were pointed up by the determination of the peroxide content
both in solvents (i. a. diethyl ether, tetrahydrofuran) and in a skin salve.
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1 Einleitung und Aufgabenstellung 1

1 Einleitung und Aufgabenstellung

1.1 Einleitung

Durch die Emission von biogenen Kohlenwasserstoffen, Losungsmitteln, Chemikalien
und Verbrennungsprodukten aus Industrie und Verkehr gelangen zahlreiche
organische Verbindungen in die Atmosphére, wo sie durch komplexe luftchemische
Resktionen umgesetzt werden. Bel diesen Reaktionen kdnnen zahlreiche reaktive und
stabile Spurenstoffe ( z. B. OH, RO, H,O,, ROOH Carbonylverbindungen, Stick-
oxide) entstehen. Aufgrund ihrer grofRen Bedeutung fir die Luftchemie sind die
Hydroperoxide (H.O, und ROOH) in den letzten Jahren verstérkt in den Blickpunkt
des wissenschaftlichen Interesses gertickt (Gunz und Hoffmann, 1990). Die bei
photochemischen Modellrechnungen angenommene Existenz der Hydroperoxide
sowohl in der belasteten a's auch in der unbelasteten Atmosphére (Logan et a., 1981,
Rohde et a., 1981; Schiavone und Gradel, 1981; Thompson und Cicerone, 1982;
Calvert und Stockwell, 1983; Hov, 1983; Kleinman, 1986; Jungfeng et a., 1987)
konnte durch Untersuchungen von Umgebungsluft in unterschiedlichen geogra-
phischen Gebieten belegt werden (z. B. Hellpointner und Gab, 1989; Heikes, 1992;
Fels und Junkermann, 1994; de Serves, 1994; Slemr und Tremmel, 1994; Lee et d.,
1995; Watanabe et al., 1995; Jackson und Hewitt, 1996; Staffelbach et a., 1996;
Sauer et d., 1997). In enigen diessr Untersuchungen liefen sich neben
Wasserstoffperoxid (H,O,) auch verschiedene organische Hydroperoxide (ROOH)
nachweisen (z. B. Hellpointner und Gab, 1989; Staffelbach et al., 1996).

In zahlreichen Arbeiten der vergangenen Jahre wurden nicht nur Bildung und
Vorkommen der Hydroperoxide, sondern auch ihre Bedeutung fur umweltchemische
Prozesse und ihre Wirkung auf die Biosphére untersucht. Die wichtigsten Quellen der
atmosphérischen Hydroperoxide sind demnach die OH-Radikal-induzierte Oxidation
von Kohlenwasserstoffen und K ohlenmonoxid (Gunz und Hoffmann, 1990; Sakugawa
et a., 1990) sowie die Resktion von Ozon mit ungesittigten Kohlenwasserstoffen
(z. B. Ethen, Isopren und Terpenen) (Géb et al., 1985; Becker et al., 1990; Hewitt
und Kok, 1991). Wahrend bis 1990 keine Erkenntnisse tiber die direkte Emission von

Hydroperoxiden vorlagen (Sakugawa et al., 1990), zeigen neuere Untersuchungen,
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dal’3 Wasserstoffperoxid und Methylhydroperoxid bel der Biomassenverbrennung ent-
stehen und as , direkte’ Emittenten auftreten konnen (Lee et al., 1997, 1998).

Die aus Verbrennungsprozessen oder photochemisch gebildeten Hydroperoxide sind
an zahlreichen Oxidationen und Umwandlungen von Spurenstoffen in der Atmosphére
beteiligt. In der kondensierten Phase (Wolken, Regen und Nebel) wirkt Wasserstoff-
peroxid bel pH < 5 as effektivstes Oxidationsmittel fir die Reaktion von SO, zu
H,SO, und leistet somit einen erheblichen Beitrag zum ,, sauren Regen®, der as eine
der mdglichen Ursachen fir das , Waldsterben“ angesehen wird (z. B. Penkett et a.,
1979; Dasgupta, 1980; Mdller, 1980; Sakugawa et al., 1990). Neben der indirekten
Pflanzenschédigung Uber die Schwefel (1V)-Oxidation gibt es Untersuchungen, die auf
eine direkte Schadigung von Pflanzen durch Hydroperoxide hinweisen (Masuch et a.,
1985, 1986, 1989; Stark und Stauff, 1986a; Gaeffney et a., 1987; Mdller, 1989;
Kettrup et a., 1991). Die bisher nur wenigen Untersuchungen Uber die Wirkung von
Hydroperoxiden auf den menschlichen Organismus haben gezeigt, dal3 Hydroperoxide
durchaus auch Korper und Gesundheit schadigen kdnnen (Sobels, 1956; Fischer,
1989; Stenton et al., 1989; Bundesarbeitsblatt, 1992).

Die oben genannten Prozesse zur Bildung von Hydroperoxiden, aber auch deren
Wirkung auf die Umwelt werden unter Beriicksichtigung eines erwarteten Anstiegs
der atmosphérischen Hydroperoxidkonzentrationen zunehmend interessanter. Unter
Beriicksichtigung des derzeitigen Anstiegs von Spurenstoffen wie z. B. CH,, CO, und
NO und den damit einhergehenden Anderungen der atmosphérischen OH-, HO,- und
Os-Konzentrationen wird anhand von Modellrechnungen eine Verdoppelung des
troposphérischen H,O, im Zeitraum von 1980 bis 2030 erwartet (Thompson et al.,
1989).

Zur Veifizierung und Angleichung solcher Modellrechnungen sind umfangreiche und
verlddiche Daten erforderlich, die nur mit gesicherten Mel3methoden gewonnen
werden konnen. Derzeit wird zur Bestimmung von Hydroperoxiden in Luft
Uberwiegend ein von Lazrus et a., 1986 entwickeltes Zweikana-Fliefdinjektions-
Verfahren eingesetzt, mit welchem sich H,O, und die Summe organischer Hydroper-
oxide bestimmen lassen. Fir weitergehende Untersuchungen, die neben der Konzen-
trationsbestimmung auch die Speziation der Hydroperoxide erfordern, wird haufig ein
von Hellpointner und Géb (1989) beschriebenes HPLC-System mit Nachsdulen-
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derivatiserung verwendet. Nachteil beider Systeme, die zum Nachweis die enzym-
katalysierte Reaktion der Hydroperoxide mit p-Hydroxyphenylessigsaure (PES) aus-
nutzen, ist die unzureichende Empfindlichkeit gegenliber sterisch anspruchsvolleren

Hydroperoxiden (z. B. tert-Butylhydroperoxid).

1.2 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein HPLC-Nachsdulenreaktionssystem entwickelt
werden, welches u. a. die Analyse atmospharenchemisch relevanter Hydroperoxide
wie z. B. Wasserstoffperoxid (H,0.), Hydroxymethylhydroperoxid (HMHP), Methyl-
hydroperoxid (MHP) und Ethylhydroperoxid (EHP) ermdglicht. Neben Modifikatio-
nen, der in den Systemen von Lazrus bzw. Hellpointner und Gé&b eingesetzten
enzymatischen Reaktion, sollten auch mdgliche nichtenzymatische Reaktionssysteme
erarbeitet werden. Um nicht nur gleichwertige, sondern auch leistungsféhigere HPLC-
Verfahren zu entwickeln, sollten diese, im Gegensatz zu den bisherigen Verfahren, in
der Lage sein, auch sterisch anspruchsvolle Hydroperoxide (z. B. tert-Butylhydroper-
oxid) mit ausreichender Empfindlichkeit zu bestimmen. Die Leistungsfahigkeit dieser
Systeme sollte anhand wichtiger chromatographischer Kenngrof3en (z. B. Nachweis-
und Bestimmungsgrenze) beurteilt werden. Zur Erprobung der neuen HPLC-
Methoden sollten vergleichende Messungen durchgefiihrt werden. Dafir wurde neben
Prifgasuntersuchungen auch die Untersuchung atmosphérischer Proben im Rahmen
einer Polarsternexpedition geplant. Die mit dem Kryosampling gewonnenen
Erfahrungen wahrend dieser Mef3kampagne bildeten die Grundlagen fir den auto-

matisierten Betrieb eines Luftprobensammlers in Verbindung mit der HPLC.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Vorkommen von Hydroperoxiden

2.1.1 Hydroperoxide in Losungsmitteln

Bereits seit Beginn des vorigen Jahrhunderts ist bekannt, dal3 sich durch Oxidations-
prozesse in bestimmten Losungsmitteln, insbesondere Ethern (z. B. Diethylether,
Tetrahydrofuran), sehr leicht Hydroperoxide bilden, deren destillative Anreicherung
und unsachgeméal?e Behandlung zu schweren Unfélen fuhren kann (Schér, 1887;
Cleve, 1891; Neander, 1902). Die Bildung dieser Hydroperoxide erfolgt Uber einen
Radikalmechanismus. Um das in der Regel unerwtinschte Vorkommen von Hydroper-
oxiden und weiteren Oxidationsprodukten (z. B. Aldehyde, Ketone, Sauren) zu
verhindern, werden die Losungsmittel entweder unter besonderen Vorsichtsmal3-
nahmen wie z. B. Aufgabe von Schutzgas gelagert, oder mit Radikalfangern, z. B.
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), stabilisiert.

2.1.2 Hydroperoxide in der Atmosphére

Obwohl Wasserstoffperoxid und organische Hydroperoxide seit langer Zeit im
Interesse der Wissenschaft stehen, wurden bis auf wenige Ausnahmen (Weinstein-
Lloyd, 1996; Lee et al., 1997, 1998) hisher keine nennenswerten biogenen oder
anthropogenen Emissionen dieser Verbindungen beobachtet (Sakugawa et a., 1990).
Auch unter Beriicksichtigung dieser neuen, noch wenig untersuchten Erkenntnisse
kann das ubiquitéare Vorhandensein der Hydroperoxide in der Atmosphére nahezu
ausschliefdlich auf photochemische Prozesse zurtickgefiihrt werden (Hewitt und Kok,
1991). Bel Simulationsexperimenten in Smogkammern lief3en sich die Prozesse, die
zur Bildung von Hydroperoxiden fuhren, weitgehend aufklaren. Wahrend der
wichtigste Vertreter der Hydroperoxide, das Wasserstoffperoxid, Uberwiegend durch
Selbstreaktion von Hydroperoxylradikalen entsteht, werden organische Hydroper-
oxide sowohl bei dem OH-induzierten Abbau von Kohlenwasserstoffen, as auch bei

der Gasphasenozonolyse ungeséttigter Verbindungen gebildet (Hanst und Gay, 1983;
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Hellpointner und Gé&b, 1989; Becker et a., 1990, 1991; Sakugawa et al., 1990;
Penkett et al., 1995). Umfangreiche Computersimulationen sowie die bei Feldmes-
sungen erhaltenen Ergebnisse zeigen, dal? die Bildung von Wasserstoffperoxid durch
Spurenstoffe wie Oz, NO,, VOC und CO sowie meteorologische Parameter (z. B.
Strahlung, Temperatur und Luftfeuchtigkeit) beeinfluf3t wird (Sakugawa et a., 1990;
Penkett et a., 1995). Da die Hydroperoxide sowohl eine Senke als auch ein Reservoir
fur Radikale wie z. B. OH, HO, und RO, darstellen, kann ihre Konzentration als
Indikator fur die Oxidationskapazitét der Atmosphére betrachtet werden (Logan et
al., 1981; Heikes, 1991; Kleinman, 1991; Jacob 1995).

2.1.2.1 Photochemische Quellen

Das wohl wichtigste Teilchen im Selbstreinigungsprozef3 der Troposphére ist das
Hydroxyl-Radikal. Voraussetzung fir seine Bildung ist die Photolyse von Ozon bei
Wellenldngen < 310 nm, wobei O(‘D) entsteht [1]. StoRprozesse mit unreaktiven
Molekiilen (z. B. N2), mindern die Konzentration an O(*D) stark [2], dennoch ergeben
sich durch Reaktion mit Wasser ausreichende Mengen an OH-Radikalen [3].

AT D) + 1
o e oo @
o('D) +M Y ¥ Ya® OCP) +M [2]
O(*D) + H,O % Y% ® OH + OH [3]

Bel der Reaktion von Hydroxyl-Radikalen mit Kohlenmonoxid entstehen Wasserstoff-
Atome [4], die mit molekularem Sauerstoff und einem Stof3partner Hydroperoxyl-
Radikale bilden [5].

OH +CO Y% % ® H + CO, [4]
H+0,+M Y2YaYa® HO, + M [5]

Durch die Reaktion von zwel Hydroperoxylradikalen bildet sich schliefdich
Wasserstoffperoxid [6], welches im komplexen HO,-Kreidauf sowohl eine Senke als
auch eine Quelle fur OH- bzw. HO,-Radikal e darstellen kann.
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HO, + HO; Y2 YaYa® H,0, + O, 6]

Die Vorgange zur Bildung organischer Hydroperoxide aus Alkylperoxyl- und
Hydroperoxylradikalen umfassen Reaktionen [1] bis[5] und [7].

RO, + HO, ATEAC ROOH + O, [7]

Die dabei umgesetzen Alkylperoxyl-Radikale sind Intermediate des OH-induzierten
Abbaus von Kohlenwasserstoffen [8, 9]. Das Methylperoxyl-Radikal, welches zur
Bildung des einfachsten organischen Hydroperoxides, dem Methylhydroperoxid,

fuhrt, stammt Uberwiegend aus der atmospharischen M ethanoxidation.

CH, + OH Y% ® H,O + CH, 9]
CHs+ O+ M  %%%® CHsO, + M [9]
CHsO, +HO,  %%%® CHsOOH + O, [10]

Eine weitere wichtige Quelle fur H,O, stellt die Photolyse von Aldehyden (z. B.
Formaldehyd) [11,13] und die nachfolgende Reaktion der entstandenen H- und HCO-
Radikale mit Sauerstoff dar (z. B. Bufdini et a., 1972; Cocks und Fletcher, 1982).

HCHO %% ® H, + CO [11]
CO + OH Y94 %® H + CO, [12]
HCHO %@ H + HCO [13]
H+0,+M Y94 %® HO, + M [5]
HCO + O, Y494 %® HO, + CO [14]

HCHO+20,  %%Y%® 2 HO, + CO [15]
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2.1.2.2 Hydroperoxide aus der Ozonreaktion

In Untersuchungen der vergangenen Jahre hat sich gezeigt, dal3 auch bei der
Reaktion von Ozon mit Olefinen peroxidische Verbindungen entstehen (Géb et al.,
1985; Becker et al., 1990, 1991; Hewitt und Kok, 1991; Ross und de Serves, 1991;
Neeb et al., 1997; Wolff et a., 1997). Der Uberwiegende Teil ungeséttigter Kohlen-
wasserstoffe gelangt durch biogene Emissionen in die Atmosphére. In Abhangigkeit
von der Pflanzenart und den meteorologischen Bedingungen betragen die Isopren-
und Terpenemissionen der Pflanzen etwa 0.5 bis 20 pg g™ h*, wodurch sich eine
globale Emission von 3.5*10" bis 4.8*10" g(C)/a ergibt (Rasmussen, 1972;
Zimmermann et a., 1978; Graedel, 1979; Isodorow et a., 1985). Neuere Unter-
suchungen weisen jedoch darauf hin, daf? solche Zahlen mit einer hohen Unsicherheit
behaftet sind. Danach betrégt der fir Sonnenblumen hochgerechnete Wert von etwa
1*10™ bis 7+10™ g(C)/a nur ein Hunderstel der in frilheren Arbeiten abgeschatzten
Emission (Schuh, 1996).

Bel der Ozonolyse handelt es sich um eine haufig untersuchte, aber immer noch nicht
vollsténdig aufgeklarte Reaktion. Entscheidende Beitrége zur mechanistischen Auf-
klarung lieferte Criegee, der den nach ihm benannten Dreistufenmechanismus
postulierte (Criegee, 1975). Erst kirzlich durchgefiihrte Arbeiten zeigen, dal? der von
Criegee fur die flissige Phase vorgeschlagene Mechanismus auch auf die Gasphase
Ubertragbar ist (Neeb et al., 1997; Thomas, 1997; Wolff et al, 1997, 1998). Im ersten
Schritt bildet sich durch 1,3-dipolare Addition von Ozon an das Olefin (1) ein Primér-
ozonid (1,2,3-Trioxolan) (2). Danach erfolgt im Zuge einer [2+3]-Cycloreversion der
Zerfal des Primérozonides in eine Carbonylverbindung (3) und ein reaktives Carbo-
nyloxid (4). Wéhrend in inerten LOsungsmitteln durch 1,3-dipolare Addition des
Carbonyloxids an die Carbonylverbindung ein Sekundarozonid (1,2,4-Trioxolan) (5)
entsteht, werden in Anwesenheit von Nucleophilen a-hetero-substituierte Alkylhydro-
peroxide (6) gebildet (Reaktionsschema 1).
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Reaktionsschema 1: Ozonolyse ungesattigter Kohlenwasserstoffe

Da die Produkte (6) auch bei der Gasphasenozonolyse von Olefinen mit zugesetzten
nucleophilen Abfangern nachgewiesen wurden, konnen fir die Gasphase analoge
Mechanismen angenommen werden (Neeb et al., 1997; Wolff et a., 1997, 1998). So
ist beispielsweise die Bildung des in Luft nachgewiesenen HMHP (8) aus Wasser-
dampf und Peroxymethylen (7) denkbar (Reaktionsschema 2).
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Reaktionsschema 2: Bildung von HMHP aus Wasser und dem Criegee-Intermediat

Obwohl diese Moglichkeit der HMHP-Bildung sowohl hier, wie auch an anderer
Stelle haufig angefuhrt wird, ist sie sehr kritisch zu betrachten (Neeb et a., 1997,
Wolff et a., 1997). So fdlt bei den Untersuchungen von Wolff et al. (1997) auf, dal3
bei der Gasphasenozonolyse von Ethen in Gegenwart von H,O lediglich 1.3 £ 0.6 %
HMHP neben 2.4 + 1.3 % H,0,, 29 + 13 % HCHO und 40 £ 13 % HCOOH gebildet
werden, wahrend bel der Verwendung von Methanol als Abfanger bis zu 46 + 12 %
des erwarteten Methoxymethylhydroperoxides entstehen. Erkléart wird dieser Effekt
durch die im Vergleich zum H,O gréfiere Nucleophilie des Methanols (Wolff, 1998).
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stimmen mit denen friiherer Arbeiten tiberein,
in welchen bei der Ozonolyse von Terpenen in Gegenwart von H,O ebenfals kleine
H.O,-Ausbeuten erhalten wurden (Becker et a., 1990, 1991; Brockmann, 1993). Die
dabei beobachtete Zunahme an H,O, mit steigendem H,O-Partialdruck wird der
direkten Reaktion des Criegee-Biradikals (R"'R*COO) mit H,O zugeschrieben. Danach
bildet sich zunéchst ein Komplex der Art R"'R°COO*H.,0, welcher in die entspre-
chende Carbonylverbindung (R'R°CO) und H,O, zerféllt. Denkbar ist auch die Um-
lagerung in ein angeregtes Hydroperoxid. Im Falle des einfachsten Criegee-Biradikals
(7) bildet sich das ,heil¥e* HMHP (8), woraus dann, analog zur Flissigphasenchemie
H,CO und H,0, entstehen [17] (Yamamoto et al., 1979).

Im Gegensatz zu &dlteren Arbeiten (Géb et al., 1985; Martinez et al., 1981), bei denen
Formaldehyd und Wasserstoffperoxid als Zersetzungsprodukte des HMHP an-
genommen wurden [16], zeigt eine neuere Smogkammer-Untersuchung, dal3 zwischen
der Abnahme von HMHP sowie der Bildung von H,O, und Formaldehyd kein
Zusammenhang besteht (Neeb et a., 1997). Stattdessen wurde bei diesen Unter-
suchungen beobachtet, dal3 HMHP mit einer vom Volumen/Oberflachen-Verhdtnis
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des Reaktors abhangigen Geschwindigkeit zu Ameisensdure und Wasser zerfdlt [17]
(Neeb et al., 1997).

HOCH,OO0H Y% %® HCHO + H,0, [16]
HOCH,OO0H Y% % ® HCOOH + H,0 [17]

Aufgrund dieser Ergebnisse mul3 davon ausgegangen werden, dald3 es sich bel
Resktion [16] um eine Wandreaktion handelt und HMHP in der Atmosphére eine
langere Lebensdauer as in Smogkammerexperimenten besitzt. Als mdgliche,
aimosphéarisch relevante Zerfallsreaktion von HMHP wird daher die photolytische
Spaltung der Peroxidbindung [18] in Analogie zur Zersetzung von H,O, oder MHP
und die Bildung von Ameisensaure Uber die Reaktion [19] angenommen (Vaghjinani
und Ravishankara, 1989; Neeb et d., 1997).

HOCH,O0H  %%%® HOCH,0+OH  [18]
HOCH,0+0, %%%® HCOOH +HO,  [19]

2.1.2.3 Hydroperoxide aus der Verbrennung von Biomasse

Obwohl schon in den 90er Jahren durchgefiihrte Untersuchungen Hinweise auf
Hydroperoxide in Schwebestaubextrakten sowie in Rufd und Abgasen aus Verbren-
nungsprozessen zeigten, wurden kaum weitere Anstrengungen unternommen, um
diese Ergebnisse durch die Speziation einzelner hydroperoxidischer Verbindungen
abzusichern (Stark und Stauff, 1986b; Stéark et al., 1986¢; Esser und Klockow, 1994).
Dain diesen Emissionen hthermolekulare Hydroperoxide, die aufgrund ihres geringen
Dampfdruckes keine direkte Rolle fur die Atmospharenchemie spielen, vermutet
wurden, konnten die oben beschriebenen photochemischen Prozesse als einzige Quelle
fur das Vorkommen von Hydroperoxiden in der Atmosphére angesehen werden
(Sakugawa et a., 1990). Die wahrend des North Atlantic Regional Experiment
(NARE) 1993 gemessenen hochsten Hydroperoxid-Konzentrationen (10 ppb H,O,
neben 17 ppb NOy, und 145 ppb O;) in anthropogen belasteter Luftmasse sowie

neuere Untersuchungen der Biomassenverbrennung zeigen alerdings, dal3 H,O, und
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organische Hydroperoxide wahrscheinlich auch direkt emittiert werden (Weinstein-
Lloyd et a., 1996; Lee et a., 1997; 1998). Ba Verbrennungsprozessen kénnen

folgende Reaktionen zur Bildung von Hydroperoxiden fihren (Lee et d., 1997):

RH + O, Y2¥a¥a®
RH Y2¥a¥a®
R+0; Y2¥a¥a®
R+0; Y2¥a¥a®
HO, + RH Y2¥a¥a®
HO, + HO, Y2¥a¥a®
HO, + CH,O Y2¥a¥a®
H.0, Y2¥a¥a®
RO, + R'H Ya¥a¥a®
RO, + HO, Y2¥a¥a®
ROOH Y2¥a¥a®

RCH=R'CH + 0O, ¥%%%®
RCH,0 + O; Y2¥a¥a®

R+ HO;
R+H

RO,
Alkene + HO,
H,O; + R
H,0, +O,
H,O, + CHO
2 OH

ROOH + R
ROOH + O,
RO + OH
RCHO + R'"CHO
RCHO + HO;

[20]
[21]
[22]
[23]
[24]

[6]
[25]
[26]
[27]
[28]
[29]
[30]
[31]

Der Ablauf dieser Reaktionen wird von der Temperatur beeinfluf¥. So kann bel

Temperaturen von Uber 200 °C durch die Reaktion [29] mehr organisches Hydro-
peroxid umgesetzt werden, as durch die Resktion [27] und [28] gebildet wird.

Daneben entstehen mit steigender Temperatur zunehmend mehr Hydroperoxylradikale
[23], die Uber die Reaktionen [24] und [6] die H,O,-Menge erhdhen. Steigt die

Temperatur auf Gber 500 °C, so kann durch die Reaktion von Formaldehyd mit

Hydroperoxylradikalen [25] weiteres H,O, entstehen. Die insgesamt bevorzugte

Bildung von H,O, gegentiber organischen Peroxiden konnte bei der Verbrennung von

Biomasse sowohl im Feldexperiment as auch bei, im Freien durchgefuhrten Feuer-

experimenten unter kontrollierten Bedingungen nachgewiesen werden (Lee et d.,

1997, 1998).
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2.1.2.4 Senken atmosphérischer Hydroperoxide

Neben der photolytischen Spaltung der Peroxidbindung [18, 32] und der Reaktion
von H,O, mit OH-Radikalen [33] tellt die feuchte und nasse Deposition die
wichtigste Senke fir hydrophile Hydroperoxide dar (Logan et a., 1981).

H,O, %Y, ® OH + OH [32]
H,0, + OH %% %® H,0 +HO, [33]

Die Effizienz der feuchten bzw. nassen Deposition ist in entscheidendem Mal3e von
der Wasserlodichkeit der Hydroperoxide abhéngig. Ihre Konzentration in der
wal¥rigen Phase &t sich bei Kenntnis der Henry-Konstanten tber das Henry sche
Gesetz [34] berechnen. Die Henry-Konstanten einiger in der Umwelt nachgewiesener

Hydroperoxide sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

[ROH] (@) = Ki* P(ROZH) [34]

mit [RO,H](ag = Konzentration Hydroperoxid in der
flUssigen Phase

K = Henry-Konstante

P(ROZH) = Partialdruck des Hydroperoxides

Hydroperoxid Ky (M atm™)
H.O, (8.33+0.38) * 10*
CH;OO0H 311+ 14
HOCH,OO0H (1.67 + 0.35)*10°
CH5CH,OO0H 336 + 20

Tabelle 1: Henry-Konstanten verschiedener Hydroperoxide (O’Sullivan et al., 1996)

Aufgrund grof3er Henry-Konstanten ist die Moglichkeit einer effektiven feuchten
Deposition fir HMHP und H,O, gegeben. Dagegen dirfte die Deposition der n-
Alkylhydroperoxide infolge ihrer um drei GrofRenordnungen kleineren Henry-
Konstanten mit deutlich geringerer Effizienz erfolgen. Bestétigt wird diese Annahme

durch Messungen der Hydroperoxidkonzentration in Regenwasser: Wahrend bel
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diesen Messungen H,O, in Konzentrationen bis zu 110 pmol/I gefunden wurde, lagen
die MHP-Konzentrationen meist unterhalb von 1 pmol/l (Hellpointner und Gab, 1989;
Hewitt und Kok, 1991).

2.2 Schadwirkung von Hydroperoxiden

Neben den zahlreichen Untersuchungen der Prozesse, die das ubiquitdre Vorkommen
der Hydroperoxide erklaren, steht die Frage nach der Wirkung der Hydroperoxide auf
die belebte Umwelt im wissenschaftlichen Interesse. Wéhrend die Zahl der
Untersuchungen Uber die direkte und indirekte Wirkung von Hydroperoxiden auf
Pflanzen zugenommen hat, gibt es nur wenig Kenntnisse Uber die Wirkung von
Hydroperoxiden auf den menschlichen Organismus (Masuch et al., 1985, 1986, 1989;
Kettrup et al., 1991).

2.2.1 Schadigung des menschlichen Organismus

Die Wirkung der Hydroperoxide und Peroxide auf Haut und Schleimhaute ist sehr
unterschiedlich. So kénnen einige dieser Verbindungen in kleinsten Mengen oder in
starker Verdinnung noch zu tiefgreifenden Hautnekrosen und Cornealnekrosen
fuhren (Bundesarbeitsblatt, 1992). Neben einer moglichen Kontaktsensibilisierung
einzelner Peroxide, z. B. Dibenzoylperoxid, zeigte sich, dal3 das in PVC-Kabeln
enthaltene Dicumylperoxid zu einem berufsbedingten Asthma fuhren kann (Stenton et
al., 1989). Be in vitro-Untersuchungen organischer Peroxide, u. a. BHMP, liefd sich
eine mutagene Wirkung erkennen; in Tierexperimenten fihrten sowohl einige
Peroxide wie auch Cumolhydroperoxid zur Bildung von Tumoren (Sobels, 1956;
Bundesarbeitsblatt, 1991).

2.2.2 Schadigung von Pflanzen

Anfang der 80er Jahre wurde in Deutschland der Begriff ,, Neuartige Waldschéden®
gepragt. Seitdem verdffentlichte Berichte Uber den Waldzustand in Deutschland lassen

keine wesentliche Besserung erkennen; so wies 1996 jeder funfte Baum deutliche
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Schaden (25% Laub- oder Nadelverlust) auf. Betroffen sind insbesondere Tannen,
Fichten, Buchen und Eichen (Presse- und Informationsamt der Bundesregierung,
1996). Obwohl die Ursache der Waldschdden auch heute noch nicht vollsténdig
geklart ist, wird davon ausgegangen, dal3 die L uftverschmutzung erheblich zu diesem
Phanomen beitrégt. Zu Beginn der 80er Jahre wurden sowohl der ,, saure Regen* und
die damit einhergehende Versauerung der Boden, as auch eine direkte Schadigung
der Pflanzen durch Ozon als Ursachen der Baumschaden diskutiert (Krause et al.,
1983, 1985; Ulrich, 1983). Trotz der anfanglichen Plausibilitédt dieser Annahmen
zeigte sich, dal3 es durchaus Gegenargumente gibt; so wurde z. B. in den Nieder-
landen trotz hoherer Ozonkonzentrationen kein derartiges Phanomen beobachtet.
Nicht zuletzt aus diesem Grunde vermutet man, dald weitere in der Atmosphére
vorkommende Oxidantien in Verbindung mit meteorologischen Gegebenheiten,
insbesondere Regen und Nebel, as mogliche Ursache der lokalen Schéden in Frage
kommen (Masuch et a., 1985). In der kondensierten Phase ist Wasserstoffperoxid bei
pH < 5 das effektivste Oxidationsmittel fir SO, und tragt somit Uber die entstehende
H,SO, zur Sdurebildung in Regen- und Nebeltropfchen bel (z. B. Penkett et a., 1979;
Dasgupta, 1980; Mdller, 1980; Sakugawa et a., 1990). Neben diesem indirekten
Beitrag konnen Wasserstoffperoxid und organische Hydroperoxide auch auf direktem
Wege zur Schadigung von Pflanzen fuhren. Bei Labor-Untersuchungen Uber die
Wirkung von wasserstoffperoxidhaltigem saurem Nebel auf junge Fichten und Buchen
zeigten diese erhebliche histologische Veranderungen an Nadeln bzw. Bléttern. Die
beobachteten Zellveranderungen wurden als Anzeichen von Wasserstref3 (erniedrigter
Wassergehalt, Vermehrung der Stomata und Einlagerung von Oltropfchen in die
oberen Epidermiszellen) gesehen und gingen einher mit einer reduzierten Photo-
syntheseleistung der Pflanzen (Masuch et al., 1985, 1986, 1989; Kettrup et al., 1991).
Neben der schadigenden Wirkung des H,O, in der wéligen Phase (Regen, Nebel,
Wolken) werden sowohl der Einflu® von gasformigem H,O, wéhrend Trocken-
perioden, die aus der Ozonolyse von Terpenen stammenden Hydroperoxide, sowie die
Anreicherung hochmolekularer Peroxide auf den Pflanzen als weiterer Beitrag zum
Waldsterben diskutiert (z. B. Stérk und Stauff, 1986a; Moller, 1989).
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2.3 Bestimmung von Hydroperoxiden

Die intensve Erforschung der Hydroperoxide sowohl in den photochemischen
Prozessen der Atmosphére as auch bel auftretenden Umweltschdden (z. B. dem
Waldsterben) erfordert eine exakte Kenntnis der einzelnen beteiligten Spezies und
ihrer Konzentrationen. Diese kann nur Uber geeignete analytische Mef3verfahren und
deren Einsatz bei Feldmessungen und L aborexperimenten erreicht werden. Zu diesem
Zwecke wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl verschiedenster Analysenverfahren
zur Bestimmung von Hydroperoxiden entwickelt (Gunz und Hoffmann, 1990;
Sakugawa et al., 1990). Aufgrund der thermischen Instabilitét und der sehr guten
Wasserlodlichkeit der meisten Hydroperoxide werden Uberwiegend Verfahren der
Fliefdinjektionsanalyse (FIA) und High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC)
in Verbindung mit optischer Detektion eingesetzt. Wahrend die Untersuchung
wal¥iger Proben (z. B. Regen) keine besondere Probenahmetechnik erfordert, miissen
die gasformigen Hydroperoxide zundchst durch geeignete Sammelverfahren der

nal3chemischen Analyse zugénglich gemacht werden.

2.3.1 Probenahme von Hydroperoxiden in Luft

Die wohl einfachste Méglichkeit, gasformige Hydroperoxide in die fllissige Phase zu
Uberfuhren, findet bei Kondensationssammlern Anwendung (Farmer und Dawson,
1982; Deforest et a., 1997). Diese Sammler werden in der Regel als Passivsammler
eingesetzt und erfordern somit keinen grof3eren apparativen Aufwand, sind preiswert
und einfach zu handhaben. An gekihlten Flachen scheidet sich der in der Luft
enthaltene Wasserdampf ab und tropft in daflr vorgesehene Behdlter; wasserlédiche
Verbindungen wie z. B. die Hydroperoxide sind im Kondensat enthalten. Obwohl die
durch Kondensationsprobenahme erhatenen H,O,-Gasphasenkonzentrationen sehr
gute Ubereinstimmung mit den MefRwerten anderer Probenahmeverfahren zeigten
(Abweichung <10%), konnte sich dieses Verfahren nicht durchsetzen (Deforest et al.,
1997). Weitere Verfahren zur Sammlung atmosphérischer Spurenstoffe, welche die
Luft mit wal¥rigen Pufferldsungen unter Verwendung eines Nebulizers oder eines
» Wet-Effluent-Diffusion-Denuders® (WEDD) auswaschen, wurden bei bisherigen
Hydroperoxiduntersuchungen nur selten eingesetzt (Cofer et al., 1985; Cofer und
Edahl, 1986; Vecera und Dasgupta, 1991). Wahrend die aus dem WEDD erhaltenen
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Proben in zehnminttigem Abstand untersucht werden kénnen, ist mittels Nebulizer-
technik eine Anreicherungszeit von etwa einer Stunde notwendig (Staffelbach et al.,
1995; Sauer et a., 1997).

Die haufiger verwendeten Verfahren lassen sich in Stripvorgdnge mit wéldrigen
Losungen und das Kryosampling unterteilen. Probenahmeverfahren mit Impinger-
Sammelgefalien, bei welchen die Luft durch wél¥ige Ldsungen gesaugt wird, ergaben
in Anwesenheit von Ozon stets zu hohe H,O,-Konzentrationen. Es konnte gezeigt
werden, dal3 sich bei 60 ppbv Ozon die gemessene H,0,-Gasphasenkonzentration um
etwa 0.6 - 1.2 ppbv erhéht (Heikes, 1982, 1984; Zika und Saltzman, 1982; Y oshizumi
et a., 1984; Sakugawa und Kaplan, 1987). Im Bereich der online-Analyse gas-
formiger Hydroperoxide mittels FIA hat sich der Einsaiz einer Sammelwendel
(stripping coil) bewéhrt (Lazrus et a., 1986). Zur Probenahme wird eine wél¥ige
Strip-Losung im Gleichstrom mit der zu beprobenden Luft Uber eine Glaswendel
gefordert. Dabei gehen die hydrophilen Hydroperoxide in die wéldrige Phase tber und
konnen so direkt der FIA zugefiihrt werden. Ein Vortell dieser Methode liegt zum
einen im kontinuierlichen Probenahmebetrieb und zum anderen im wesentlich
geringeren Artefakt-H,O, (0.01 - 0.03 ppbv H,O, bei 40 - 100 ppbv Os). Aufgrund
der geringen Sammeleffizienz der wal¥rigen Sammelverfahren fur Alkylhydroperoxide
wird bei HPLC-Untersuchungen, die der Speziation einzelner Hydroperoxide dienen,
haufig das Kryosampling bel Temperaturen £ -78°C eingesetzt (Hellpointner und Géb,
1989; Hewitt und Kok, 1991; Campos und Kok, 1996). Im Vergleich zu den anderen
Probenahmeverfahren ist das Kryosampling arbeitsintensiv und erfordert eine ge-
wissenhafte Aufarbeitung der Proben. Um eine 100 %ige Sammeleffizienz fur MHP
zu erreichen ist eine Probenahmetemperatur von -75 °C erforderlich (Campos und
Kok, 1996). Auch beim Kryosampling kann in der Luft vorhandenes Ozon zur
Bildung von Artefakt-H,O, fihren; diesesist bel einer Sammeltemperatur von -78 °C
vernachléssigbar, kann aber bei tieferen Temperaturen (-117 °C bzw. -186 °C) bis zu
1 ppb betragen. Weiterfihrende Untersuchungen haben gezeigt, dal3 sich bei An-
wesenheit von Ozon und ungeséttigten Kohlenwasserstoffen (z. B. Ethen oder
Isopren) auch Artefakt-HMHP bilden kann, dessen Menge ebenfalls mit sinkender
Sammeltemperatur zunimmt. Unter diesen Bedingungen wurde jedoch kein Artefakte-
MHP beobachtet (Staffelbach et al., 1995, 1996). Aufgrund des fehlenden Nachweises
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von HMHP in Gebieten mit geringen Alkenkonzentrationen (z. B. Mauna Loa,
Hawaii) und eines den reaktiven Kohlenwasserstoffen (z. B. Isopren) entsprechenden
Vertikaprofils von HMHP vermuten Staffelbach et al. (1995), dal3 bei vielen,
vielleicht alen bisher durchgefiihrten Untersuchungen Artefakt-HMHP gemessen
wurde (Neftel, 1997). Obwohl die Messung mit wéal¥igen Striptechniken (Sammel-
wendel, WEDD, Nebulizer) in Verbindung mit der HPLC diese Vermutung zu
bestdtigen scheint, spricht der Nachweis von HMHP (0.3 - 0.8 umoal/l) in Regen-
wasserproben dagegen (Hellpointner und Gab, 1989; Sauer et a., 1996, 1997; Neftel,
1997). Neben der Artefaktbildung durch Ozon kann mit der Kihlfalle gesammeltes
SO, zu einer Erniedrigung der H,O,-Konzentration fuhren: 3 - 13 ppbv SO, verursa-
chen einen 20-65 %igen H,O,-Verlust (Campos und Kok, 1996). Bei der Wahl eines
der oben beschriebenen Probenahmeverfahren ist es daher notwendig, nicht nur die
Sammeleffizienzen (Tabelle 2) sondern auch mogliche Artefakte zu beriicksichtigen
und diese entweder durch gleichzeitige Messung der verursachenden Substanzen zu
quantifizieren oder durch geeignete Mal3nahmen (z. B. korrekte Sammeltemperatur)
auszuschlief3en.

Hydroperoxid | Impinger | Nebulizer | WEDD | Stripping- Kuhifalle Kuhifalle
coil bei -45°C bei -60 bis-90°C
[%]° [%]° [%]° [%]%¢ [%]° [%]"
H,0, >99 95 100 308 95 >97-100
HMHP - - 100 100 - -
MHP - 75 60 59-80 - >97-100
EHP 77

2 Sakugawa und Kaplan, 1987; ® Sauer et al., 1997; © Staffelbach et al., 1995; ¢ Lazrus et al., 1986;
® Lee et al., 1995; " GroRmann und Sauer, 1997; 9 Jacob et al., 1986; " Campos und Kok, 1996; '
Fels und Junkermann, 1994; ! Hellpointner und Gab, 1989

Tabelle 2: Sammeleffizienz [%] einiger ausgewahlter Hydroperoxide mit verschie-
denen Probenahmeverfahren

2.3.2 Bestimmungsmethoden
2.3.2.1 Fluoreszenz- und Chemilumineszenzmethoden

Fur die Untersuchung von atmosphérischen Hydroperoxiden, insbesondere fir H,O,,

wurden in den vergangenen Jahren neben wenigen spektroskopischen Methoden wie
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TDLAS (tunable diode laser absorption spectroscopy) und FTIR zahlreiche
nal3chemische Methoden entwickelt (Hanst et al., 1982; Slemr et a., 1986; Becker et
al., 1989; Gunz und Hoffman, 1990). Die nal’chemischen Methoden, die teilweise
auch fur die Anayse organischer Hydroperoxide in waldrigen oder organischen
Losungen eingesetzt werden, beruhen hdufig auf der Fluoreszenz- oder Chemilumi-
neszenzmessung. Daneben gibt es aber auch Verfahren mit elektrochemischer oder
photometrischer Detektion (Albrecht, 1928; Gupta, 1973; Pilz und Johann, 1974;
Burdo und Seitz, 1975; Deelder et a., 1976; Michaels und Hunt, 1978; Kricka und
Thorpe, 1983; Funk und Baker, 1985; Lazrus et a., 1985; Kieber und Helz, 1986;
Hartkamp und Bachhausen, 1987; Kok et a., 1988; Tanner und Kelly, 1988; Fujita et
al., 1994, Klassen et a., 1994). Die eingesetzten Chemilumineszenz-Reaktionssysteme
basieren gewohnlich auf der Umsetzung der Hydroperoxide mit Luminol (5-Amino-
1,2,3,4-tetrahydrophthalazin-1,4-dion) (Reaktionsschema 3) oder Bis-(2,4,6-trichlor-
phenyl)-oxalat (TCPO) (Reaktionsschema 4). Die Chemilumineszenz wird beobachtet,
wenn bel einer chemischen Reaktion eine Substanz im elektronisch angeregten
Zustand entsteht. Bei der Ruckkehr in den elektronischen Grundzustand werden, wie
im Fale von Luminol Lichtquanten ausgesandt. Bel der TCPO-Chemilumineszenz
wird durch den Zerfall des energiereichen Intermediates 1,2-Dioxetandion Anregungs-
energie auf ein Fluorophor Ubertragen, dessen Fluoreszenz gemessen wird (Seitz,
1981).

NH

Enzym, Metallsdze o.a -

NH
| + ROOH + N, + hv
NH OH”

o o}

Reaktionsschema 3: Luminol-Chemilumineszenzreaktion

Die Luminol-Chemilumineszenzreaktion erfordert zur Reaktion mit H,O, und
organischen Peroxiden einen Katalysator oder Co-Oxidantien. Dazu werden neben
Metallionen und Metallkomplexen (z. B. Fe(ll), Co(ll), Cu(ll), Fe(CN)s>) auch
Enzyme oder Enzym-&hnliche Substanzen (z. B. Meerrettichperoxidase, Mikro-
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peroxidase, Hematin) eingesetzt (Kricka und Thorpe, 1983). Die Verwendung von
organischen Reagenzien (z. B. Halomethane, Nitrotoluole, substituierte Benzol-
diazoniumfluoroborate) als Katalysatoren hat sich dagegen nicht durchgesetzt (Y urow
und Sass, 1976). Zur Detektion kdnnen Fluoreszenzdetektoren, besser aber spezielle
Chemilumineszenzdetektoren verwendet werden. Trotz hoher Empfindlichkeit und
niedriger Nachweisgrenzen ist die Chemilumineszenz eine eher uneffektive Resaktion.
Die mit 5 % hochsten Chemilumineszenzausbeuten lassen sich mit Luminol in Di-
methylsulfoxid erreichen, in waldriger Losung betragen sie dagegen nur bis zu 1.5 %.
Die Chemilumineszenzausbeute wird neben dem Solvens in starkem Male von der
Position und den Substituenten der Aminogruppe beeinflud. So zeigte sich, dal3
Isoluminol (6-Amino-1,2,3,4-tetrahydrophthalazin-1,4-dion) nur etwa 5 - 10 % der
Chemilumineszenz des Isomeren Luminol erreicht; andererseits besitzt N,N-Diethyl-
isoluminol die gleiche Effektivitdt wie Luminol (Schroeder und Yeager, 1978).
Dartiber hinaus wird die Luminol-Chemilumineszenzreaktion in Verbindung mit der
HPLC bzw. FIA zur Untersuchung lipophiler Hydroperoxide (z. B. aus der Lipidper-
oxidation) und zur indirekten Bestimmung von Glucose oder Aminosauren (Messung
des durch Oxidasen gebildeten H,O,) eingesetzt (Auses et al., 1975; Kok et al., 1978;
MacDonald und Nieman, 1985; Bé&chman et al., 1992, Takayama et a., 1992
Matthéus et al., 1994; Lebedeva und Ugarova, 1995).

Im Gegensatz zur Luminol-Chemilumineszenz, mit der sich H,O, und organische
Hydroperoxide detektieren lassen, ist die Peroxyoxalat-Chemilumineszenz mit Bis-
(2,4,6-trichlorphenyl)-oxalat (TCPO) (Reaktionsschema 4) auf die Bestimmung von
H,O, beschrankt. Im Verlauf der Reaktion, die keine katalysierenden Substanzen
benétigt, bildet sich aus H,O,, TCPO und dem zugesetzten Fluorophor (i. d. R. Pery-
len) ein energiereiches 1,2-Dioxetandion-Fluorophor-Intermediat. Die chemische An-
regung erfolgt durch einen Elektroneniibergang vom Intermediat zurtick zum Fluoro-
phor, welches dadurch in den angeregten Singulett-Zustand Gberfihrt wird. Bel der
Rickkehr in den Grundzustand wird die Uberschiissige Energie in Form von Licht-
guanten emittiert (Kwakman und Brinkman, 1992). Bei Untersuchungen der TCPO-
Chemilumineszenz zur Bestimmung von H,O, in AuRenluft und Niederschldgen zeigte
sich, dal3 Eisen(l1) in Verbindung mit gelostem Sauerstoff die Anwesenheit von H,O,
vortauschen kann (Jacob et al., 1987). Die Selektivitdt des Systems bzgl. H,O, wurde
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durch Zugabe unterschiedlicher Mengen MHP untersucht. Bei hohen MHP-K onzent-
rationen (> 10 mol/l) liegt dessen Response etwa um einen Faktor 60 bis 100 unter
dem entsprechender H,O,-L6sungen; bei niedrigen MHP-K onzentrationen resultieren
daher, wenn Uberhaupt nur sehr kleine Signale im Bereich der Nachweisgrenze (Beltz
et al., 1987; Jacob et al., 1987).

cl Cl
I
al 0—C—C—0 a + HO0,
cl Cl
o cl
@) /
-,
- ] 2 d OH
0—0
cl
0
N O\\c—c/’O +
[ +  Fluorophor I * T Fluorophor
0-0 0—0
o, ,©° .

|CT|C Fluorophor * > 2CO, + Fuorophor*

Fluorophor* Fluorophor + hv

Reaktionsschema 4: TCPO-Chemilumineszenz

Die zur fluorimetrischen Bestimmung der Hydroperoxide eingesetzten Reaktionen
von Phenylessigsaurederivaten, z. B. Homovanillinsdure (HVA), p-Hydroxyphenyl-
essigsaure (PES), wurde schon 1968 von Guilbault zur Untersuchung von Peroxi-
dasen verwendet, aber erst 1985 als hervorragendes Reaktionssystem fir die
Bestimmung von H,O, und organischen Hydroperoxiden genutzt (Guilbault et al.,
19683, b; Lazrus, 1985; Hellpointner und Gab, 1989; Hewitt und Kok, 1991; Kurth et
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al., 1991; Kok et al., 1995). Bei der enzymkatalysierten Reaktion von H,O, und orga-
nischen Peroxiden mit den wenig fluoreszierenden Phenylessigsaurederivaten kommt

es zur Bildung eines fluoreszenzaktiven , Dimers‘ (Reaktionsschema5).

o
I

~ /C ~N

OH HO OH

Enzym,
2 + ROOH + ROH +H,O

Enzym-&hnliche Substrate
OH OH OH

O
O

O=

Reaktionsschema 5: Enzymkatalysierte Umsetzung von Hydroperoxiden und
p-Hydroxyphenylessigsaure

Sytematische Untersuchungen mit verschieden substituierten Benzoesdure- und
Phenylessigsaurederivaten haben gezeigt, dal? bei Verwendung von p-Hydroxyphenyl-
essigsaure (PES) die hochsten Fluoreszenzausbeuten erreicht werden (Guilbault et a.,
1968b). Aufgrund der vielfdtigen Nutzung der Reaktion mit den verschiedensten
analytischen Techniken (Photometer-Fluorimetrie, FIA und HPLC) wurden im
Rahmen der Verfahrensoptimierung zahireiche Anderungen des Reaktionssystems
durchgefuhrt. Als organische Substrate wurden CUberwiegend PES und HVA
verwendet, die Katalyse der Reaktion erfolgte sowohl mit Meerrettichperoxidase as
auch mit Mikroperoxidase, Hematin, organischen Manganverbindungen und einem
Triethylentetramineisen(l1)-Komplex (Lazrus et al, 1985, 1986; Ebermann und
Couperous, 1987; Ci und Wang, 1990a-c; Genfa und Dasgupta, 1992; Kurth, 1992).
Trotz dieser Variationen am Reaktionssystem wurde die mit HRP katalysierte
Reaktion von Hydroperoxiden und p-Hydroxyphenylessigsdure am haufigsten in
Hydroperoxid-messenden Verfahren eingesetzt (Gunz und Hoffmannn, 1990).
Photometrisch nutzbare Resktionen wie die Peroxidase-katalysierte Oxidation von
N,N-Diethyl-1,4-phenylendiamin bzw. die Bildung von stark farbigen Eisen(l11)-
Xylenolorange-Komplexen wurden bisher nur selten angewendet (Gupta, 1973;
Peinado et al., 1986; Lee et al., 1990, 1994; Wagner et al., 1990; Weinstein-Lloyd,
1995).



2 Allgemeiner Teil 22

2.3.2.2 Gaschromatographische Methoden

Obwohl es sich bei den Hydroperoxiden meist um thermisch instabile Substanzen
handelt, werden schon lange gaschromatographische Untersuchungsmethoden zur
Identifizierung und Quantifizierung eingesetzt (z. B. Bukata et a., 1963; Anthoni et
al., 1986; Bachmann et al., 1992; Reddy et a., 1992). Bis auf wenige Ausnahmen
berticksichtigen bisherige Arbeiten meist nur die thermisch stabileren Verbindungen
wie tert-Butylhydroperoxid oder die Hydroperoxide der Fettsduremethylester, die
durch Uberfulhrung in Trimethylsilyl- oder Methylether-Derivate zusitzlich stabilisiert
werden. Die gaschromatographische Analyse kleinerer, instabiler Hydroperoxide
(Alkoxyakylhydroperoxide, Arylakylhydroperoxide) ist auf wenige Arbeiten be-
schrankt (Stenberg et a., 1970; Stanescu et al., 1982; Anthoni et al., 1986;
Boddenberg, 1994; Mihle, 1998). Bei der unselektiven Detektion mittels FID zeigt
sich ein gewisser Vorteil dadurch, dal3 z. B. bei Kammeruntersuchungen neben den
Hydroperoxiden auch weitere Oxidationsprodukte (Alkohole, Aldehyde oder Ketone)
erfaldt werden konnen. Aufgrund fehlender Anreicherungsmethoden und der Instabil-
itét der Hydroperoxide wird die Gaschromatographie wohl auch in Zukunft nur eine

untergeordnete Rolle bei der Analyse von Hydroperoxiden spielen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese der untersuchten Hydroperoxide

Da nur wenige der in dieser Arbeit verwendeten Hydroperoxide tber den Chemi-
kalienhandel erhdtlich sind, wurden diese Verbindungen nach verschiedenen, z. T.
bekannten Methoden synthetisiert, aufgereinigt und charakterisiert. Die reinen Hydro-
peroxide sind bel Lagertemperaturen von 4 °C (Alkylhydroperoxide) bzw. -18 °C
(Alkoxyalkylhydroperoxide) Uber lange Zeit stabil.

3.1.1 Alkylhydroperoxide

Fur die Synthese von Methylhydroperoxid und Ethylhydroperoxid eignet sich die Um-
setzung von Dimethyl- bzw. Diethylsulfat mit Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von
Kaliumhydroxid (Resktionsschema 6). In dieser stark alkalischen Losung kommt es
zur Bildung von HO,', welches durch nucleophilen Angriff an die Alkylgruppe des
eingesetzten Alkylsulfats das entsprechende Alkylhydroperoxid freisetzt. Im Anschluf3
an die Reaktion wird das in Wasser schlechter 10dliche Alkylhydroperoxid durch
Stickstoff ausgetrieben und in einer Kuhlfalle (T = 0 °C) kondensiert (Rieche und
Hitz, 1929).

2 H,0, + (CH;0),S0,+ 2 OH- 2 CH,O0H + 2 H,0 + SO,2

2 H,0, + (CH,CH,0),S0, + 2 OH- 2 CH,CH,00H + 2 H,0 + SO,

Reaktionsschema 6: Synthese von Methyl- und Ethylhydroperoxid aus Alkylsulfaten

Weitere unverzweigte und verzweigte Alkylhydroperoxide lassen sich nach ener
Methode von Williams und Mosher (1954a und b) aus den entsprechenden priméren
oder sekunddren Alkoholen herstellen (Reaktionsschema 7). Durch Umsetzung des
Alkohols mit Methylsulfonylchlorid ensteht ein Methansulfonsdurealkylester, welcher
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nach Isolierung und anschlief}ender Umsetzung mit Wasserstoffperoxid in stark

alkalischer Losung das gewiinschte Alkylhydroperoxid liefert.

CsHN

ROH + CH,SO,Cl ROSO,CH,
- C;HNHC

ROSO,CH, + H,0, OH . RooH
- CH,SO;

Reaktionsschema 7: Synthese von Alkylhydroperoxiden

3.1.2 HMHP-LoGsungen

Hydroxymethylhydroperoxid (HMHP) &% sich auf einfache Art und Weise durch die
Reaktion von H,O, mit CH,O in akalischer Losung herstellen. Als Nebenprodukt der
Reaktion entsteht aus HMHP und Uberschiissigem Formaldehyd Bis(hydroxyme-
thyl)peroxid (BHMP) (Reaktionsschema 8).

/

H,0, + CH,O HOCH,O0H (HMHP)

—

HOCH,00H + CH,0 = = HOCH,00CH,OH (BHMP)

Reaktionsschema 8: Synthese von HMHP

Aufgrund der bekannten Instabilitét von HMHP und der damit verbundenen hohen
Explosionsgefahr wurde auf Versuche zur Anreicherung oder Isolierung verzichtet.
Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der HMHP-Bildung wurde das enzyma-
tische HPLC-System (Fluoreszenz-HPL C-System I), welches auch die Detektion von
BHMP ermoglicht, eingesetzt. Die Messungen zeigten, dal3 die Reaktionsdsung
schon nach weniger as 10 min etwa 40% der HMHP-Endkonzentration besitzt und
die H,O,-Konzentration in gleichem Male abnimmt (Abbildung 1). Erst nach etwa 12
min bildet sich das unerwiinschte BHMP. Da nach kurzer Reaktionszeit (£ 10 min)

keine nennenswerte Bildung von BHMP beobachtet werden konnte, ist es mdglich,
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aus der Abnahme der H,O,-Konzentration den Response-Faktor fur HMHP zu
bestimmen. Dabel wird angenommen, dal3 H,O, sich vollstdndig zu HMHP umsetzt.
Der ermittelte Response-Faktor (FEy,0, /FEnwmre) VOn 2.1 kann dann zur genauen
HMHP-K onzentrationsbestimmung genutzt werden, ohne, dal3 es der sehr gefahrlich-
en Isolierung der Reinsubstanz bedarf.

Konzentration [pM]
F-N

H,0,

0O 8 16 24 32 4 48 56 64 72 80 88 96 104 112 120
Reaktionzeit [min]

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der Konzentrationen von H,0,, HMHP und BHMP
in der Reaktionsmischung

3.1.3 Alkoxymethylhydroperoxide

Ether (z. B. tert-Butylmethylether, Diethoxymethan) werden heute in Mischungs-
verhdtnissen bis zu 25 % ds Kraftstoffzusatz verwendet. Sowohl durch photo-
chemische Oxidation von Emissionen (z. B. aus Umfillvorgangen) as auch durch
Verbrennung in Motoren kénnen daraus mdglicherweise Etherhydroperoxide (Alk-
oxyakylhydroperoxide) entstehen. Zur systematischen HPLC-Untersuchung dieser
Substanzklasse wurden in dieser Arbeit die homologen n-Alkoxymethylhydroperoxide
(Methoxy- bis n-Butoxy-, sowie 2-Propoxy- und tert-Butoxymethylhydroperoxid)
durch Ozonolyse von Olefinen in Gegenwart der entsprechenden Alkohole synthe-
tisiert.



3 Ergebnisse und Diskussion 26

Bekanntlich entsteht bel der Ozonolyse von ungeséttigten Kohlenwasserstoffen zu-
néchst ein Primérozonid (1,2,3-Trioxolan), welches im weiteren Verlauf der Reaktion
durch ene [2+3]-Cycloreversion in eine Carbonylverbindung und das reaktive
Carbonyloxid (Criegee-Intermediat) zerfalt. Wahrend sich in inerten LGsungsmitteln
aus beiden Bruchstiicken das Sekundarozonid (1,2,4-Trioxolan) bilden kann, entsteht
in Gegenwart von Nucleophilen ein a-hetero-substituiertes Alkylhydroperoxid
(Reaktionsschema 1, S. 8) (Bailey, 1978). Die Bildung der a-hetero-substituierten Al-
kylhydroperoxide (6) kann dabei theoretisch sowohl durch einen Angriff des
Nucleophils (NuH) an das Primérozonid (2) wie auch an das Carbonyloxid (4) er-

folgen (Reaktionsschema 9).

or0 o0

2 2

(@] S
o} o o—— 4 o:<
>:o + >C+— o >C-—O/ Nu*

©) 4 S (9) ® —

NuH

NuH = (H,0, H,0,, HCl,
ROH, HCOOH,...)

(6)

Reaktionsschema 9: Reaktionsverlauf zur Bildung a-hetero-substituierter Alkyl-
hydroperoxide
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Untersuchungen zeigten, dal3 bei der Ozonolyse von trans-1,2-Di-tert-butylethylen in
methanolischer Losung das entsprechende Methoxyakylhydroperoxid (1-Methoxy-
2,2-dimethyl-propylhydroperoxid) entsteht. Dagegen bewirkt die Zugabe von Metha-
nol zu einer Losung des entsprechenden Priméarozonides (4,5-Di-tert-butyl-1,2,3-tri-
oxolan) erst oberhalb der Zersetzungstemperatur eine Anderung des NM R-Spekt-
rums. Aufgrund dieser Ergebnisse kann die Bildung der a-hetero-substituierten Alkyl-
hydroperoxide Uber das Criegee-Intermediat (4) als wahrscheinlicher Mechanismus
angesehen werden (Bailey, 1978).

Durch die Verwendung unterschiedlich substituierter Olefine 183 sich die Spaltungs-
richtung, aber auch die Art und somit die Reaktivitdt der entstehenden Carbonyl-
verbindung beeinflussen. Zur Darstellung der Alkoxymethylhydroperoxide (12) kann
z. B. Ethen (10) eingesetzt werden, was sich bel den Synthesen jedoch nicht bewahrt
hat. Zum einen ist Ethen vergleichsweise schwierig zu handhaben und zum anderen
entsteht bei der Ozonolyse neben dem gewtnschten CH,OO die gleiche Menge an
Formaldehyd (11), wodurch Hydroxymethylalkoxymethylperoxide (13) gebildet wer-
den (Reaktionsschema 10) (Boddenberg, 1994).

H H H N+ / \ O
>_< + o, >:o + | c0O jese
H H H H
(10) (11) (7)
ROH
ROCH,O0H ROCH,O0CH,OH
(12) (13)

Reaktionsschema 10: Bildung von Hydroxymethylalkoxymethylperoxiden bei der
Ozonolyse von Ethen in alkoholischer Losung

Um die Bildung dieser unerwiinschten Nebenprodukte zu verhindern, kbnnen anstelle

von Ethen Vinylchlorid oder, der einfacheren Handhabung wegen, Vinylacetat sowie
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Alkylvinylether eingesetzt werden. Bel diesen Verbindungen erniedrigt sich aufgrund
der geringeren Elektronendichte an der Doppelbindung zwar die Reaktions-
geschwindigkeit, es entstehen aber weniger reaktive Carbonylverbindungen, so dal3
die Bildung von Hydroxymethylalkoxymethylperoxiden (13) weitgehend verhindert
wird (Meister et al., 1983; Boddenberg, 1994). Bei der Ozonolyse von Vinylchlorid in
alkoholischer Losung entstehen neben dem Alkoxymethylhydroperoxid Kohlen-
monoxid und Chlorwasserstoff, wahrend aus Ethylvinylether Ethylformiat und aus
Vinylacetat, Uber das gemischte Anhydrid, Carbonsdure und Carbonsiureester
(Reaktionsschema 11) gebildet werden.

H H H
> _< + 0, ROH o:< + ROCH,O0H

H X X

12

(14) ) (12)

X=Cl X= CH,CO0
X= OC,H, R'OH
\
CO + HCl HCOOC,H; HCOOR', CH,COOH,

HCOOH, CH,COOR

Reaktionsschema 11: Ozonolyse von substituierten Olefinen

Waéhrend die Ozonolyse von Ethylvinylether bei -78 °C in Gegenwart einfacher
primérer und sekundédrer Alkohole die entsprechenden Alkoxymethylhydroperoxide
(Methoxy-, Ethoxy-, Propoxy-, 2-Propoxy-, n-Butoxymethylhydroperoxid) in aus-
reichender Reinheit lieferte, entstand in Gegenwart von tert-Butanol ein Gemisch von
tert-Butoxymethylhydroperoxid und Hydroxymethyl-tert-butoxymethylperoxid im
Verhdltnis 1:1. Weitere Ozonolyseversuche zeigten, dal3 sich das Verhdltnis der
beiden Verbindungen zueinander in Abhangigkeit von der Reaktionstemperatur
andert. So konnte durch Anheben der Reaktionstemperatur auf -20 °C das Verhdtnis
von tert-Butoxymethylhydroperoxid zu Hydroxymethyl-tert-butoxymethylperoxid auf
5.3:1 erhoht werden.
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3.1.3.1 1-Ethoxyethylhydroperoxid und 2-Hydroperoxytetrahydrofuran

Als welitere interessante Beispiele fur a-Alkoxyalkylhydroperoxide wurden 1-Ethoxy-
ethylhydroperoxid und 2-Hydroperoxytetrahydrofuran synthetisert. Diese Hydro-
peroxide lassen sich verhdtnisméllig einfach durch die weiter unten beschriebene
Autoxidation der Ether, aber auch durch saurekatalysierte Addition von Wasserstoff-
peroxid an Vorstufen mit aktivierter Doppelbindung erhalten.

Die nucleophile Addition von Wasserstoffperoxid an Ethylvinylether ist eine elegante
und einfache Synthese zur Herstellung von 1-Ethoxyethylhydroperoxid (Reaktions-
schema 12) (Milas et a., 1954). Allerdings zeigten sowohl die friheren Unter-
suchungen als auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen, daf’3 diese

Darstellungsmdglichkeit nicht fir alle Hydroperoxide geeignet ist.

O—OH

HoH + H*H,0, H/<

> < B C.H.O

H  OCH, ©°  CHy
(16) (17)

Reaktionsschema 12: Darstellung von 1-Ethoxyethylhydroperoxid durch Addition
von H,0, an Ethylvinylether

So konnte das 1-Ethoxyethylhydroperoxid mit einer Aubeute von 23% und einer
Reinheit von 93% leicht dargestellt werden, wadhrend sich durch die Addition von
H,O, an 2,3-Dihydrofuran das gewlnschte 2-Hydroperoxytetrahydrofuran nur mit
3 %iger Ausbeute und einer Reinheit von 50 % isolieren lief3. Fir letztere Verbindung
wurde daher die alternative Darstellung durch Autoxidation von Tetrahydrofuran
gewahit.

3.1.4 Tetralin-, 1-Phenylethylhydroperoxid und 2-Hydroperoxytetrahydrofuran

Die von einigen Ldsungsmitteln, insbesondere von Ethern, bekannte Neigung zur
Autoxiodation kann zur einfachen Synthese von Hydroperoxiden genutzt werden. Die
Autoxidation erfolgt bekanntlich Uber einen Radikal-K etten-Mechanismus mit Ketten-
start [35, 36], Kettenwachstum [37, 38] und Kettenabbruch [39-41].
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Initiator ¥1%%® Initiator-Radikal [35]
Initiator-Radikal + RH 343%%® R [36]
R + O, %%%® RO, [37]
RO, + RH %%%® ROH +R [39]
RO, + ROy Y2¥2¥u® i nicht | [39]
RO, +R Y% % ® | radikalische [40]
R +R Y2¥2¥u® Produkte [41]

Obwohl die Tendenz der Kohlenwasserstoffe zur Bildung von Hydroperoxiden
wesentlich geringer ist as die der Ether, |&3 sich die Oxidation einiger Kohlen-
wasserstoffe (z. B. Tetralin, Cumol, Anthracen, Ethylbenzol) zur Darstellung der
entsprechenden Hydroperoxide nutzen. Allerdings sind die Ausbeuten beim Durch-
leiten von Sauerstoff durch Ldsungen der Reinsubstanzen bei erhthter Temperatur
nur in einigen Féllen ausreichend hoch. Zur Erhdhung des Umsatzes konnen die fir
den Kettenstart notwendigen Radikale auch durch Bestrahlung oder Zugabe von
Photosensibilisatoren bzw. Radikalbildnern (z. B. Fe-Salze, Benzophenon, Benzoyl-
peroxid, 1,1 -Azobis-cyclohexancarbonitril) erzeugt werden (Schenk et al., 1963; Stec
und Kulicki, 1992). Im Gegensatz zu den Kohlenwasserstoffen lassen sich viele Ether
sehr leicht oxidieren, so dald auf die Zugabe von Radikabildnern verzichtet werden
kann und diese nach der Reaktion nicht mihsam entfernt werden missen. Die zum
Tell hochexplosiven Etherhydroperoxide sind hauptséchlich durch zahlreiche beim
Einengen verursachte Unfélle sehr friih in das Interesse der Wissenschaft gertickt. Um
die Mechanismen zur Bildung der Hydroperoxide und ihre Struktur aufzukl&ren,
wurde die Autoxidation grindlich untersucht. Der zur Bildung des 2-Hydroperoxy-
tetrahydrofurans vorgeschlagene Mechanismus geht von einem charge-transfer-Kom-
plex aus THF und Sauerstoff aus, der nach Einwirkung von Licht die nétigen Radikale
liefert (Reaktionsschema 13) (Stenberg et a., 1970).
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Reaktionsschema 13: Mechanismus der Oxidation von Tetrahydrofuran

Die Autoxidation von Kohlenwasserstoffen bzw. Ethern wurde im Rahmen dieser
Arbeit zur Darstellung von Tetralinhydroperoxid, 1-Phenylethylhydroperoxid und 2-
Hydroperoxytetrahydrofuran genutzt.
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3.2 HPLC-Methodenentwicklung

Im Kapitel 2.3.2 wurden bereits einige Reaktionssysteme beschrieben, die sich jedoch
meist auf die Bestimmung von H,O, und einigen reaktiven organischen Hydro-
peroxiden beschranken. Die Mehrzahl dieser Systeme findet in , Kiivettenmethoden*
Anwendung, d.h. die Probe wird mit den Reagenzien versetzt und nach einer gewissen
Reaktionszeit, die bis zu einigen Stunden betragen kann, photometrisch vermessen.
Bel diesen Methoden mul3 im Gegensatz zu FIA- oder HPLC-Derivatisierungs- bzw.
Reaktionsmethoden kein besonderer Anspruch an die Reaktionszeit gestellt werden.
Es erscheint deshalb nicht verwunderlich, dal3 bisher nur wenige dieser Reaktions-
systeme auf die FIA bzw. HPLC Ubertragen wurden. Andererseits liefern die
beschrieben Kivettenmethoden oft schon wichtige Daten Uber Mechanismus und
Geschwindigkeit einer Reaktion und kdnnen somit als Grundlage fur die Entwicklung
neuer HPL C-Verfahren herangezogen werden.

Fur die sdektive und empfindliche Bestimmung von Hydroperoxiden mit nicht-
enzymatischen HPL C-Nachsaul enreaktionssystemen missen die in Frage kommenden
Resktionssysteme enige grundlegende Voraussetzungen erfullen. Zundchst ist es
erforderlich, dal3 die Hydroperoxide mit den eingesetzten Reagenzien zu Produkten
umgesetzt werden, die mit den in der HPLC-Analytik gebrauchlichen Detektoren
erfalit werden konnen.. Diese Mindestanforderung an das Reaktionssystem wird durch
das HPLC-System erweitert. Bel HPLC-Trennungen sind Kapillardurchmesser und
Kapillarlange zwischen Saule und Detektor moglichst klein zu halten, um Diffusions-
vorgange in diesem Bereich zu minimieren (Deelder et al., 1978). Sowohl sehr lange,
grovolumige Kapillaren als auch Totvolumina durch nicht optima geschaffene
Verbindungen begiinstigen die Peskverbreiterung, konnen die Trennung zunichte
machen und verhindern somit die Speziation einzelner Komponenten. Bel der
Verwendung von Nachsaulenderivatisierungs- oder Nachsaulenreaktions-Systemen ist
jedoch aufgrund einer in der Regel erforderlichen Mindestreaktionszeit ein Nach-
sdulen-Reaktor notwendig. Im einfachsten Fall handelt es sich dabei um eine normale
HPLC-Kapillare. In typischerweise verwendeten Resaktionskapillaren (ID = 0.13 -

0.78 mm und Langen bis zu 10 m) ergeben sich fur die Substanzen relativ kurze
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Aufenthaltszeiten, so dal3 die Nachsdulenreaktion méglichst rasch ablaufen muf3
(Abbildung 2).

350 +
Kapillare 0.78 mm ID
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Lénge der Reaktionskapillare [m]

Abbildung 2: Aufenthaltsdauer einer Substanz im HPLC-Nachsdulenreaktionssystem
in Abhangigkeit von Durchmesser und Lange der Reaktionskapillare
(FluB =1 ml/min)

3.2.1 Voruntersuchungen

In den Voruntersuchungen sollte geklért werden, welche Reagenzien sich aufgrund
ihrer ausreichend schnellen Reaktion mit Hydroperoxiden fir den Einsatz als Nach-
sdulenderivatisierungs-Reagenz eignen. Neben zahlreichen , Reagenzglastests* wurden
einige aussichtsreiche Reaktionen mit dem Fluoreszenz-HPL C-System 11 (Abbildung
49, S. 130) untersucht. Fir die Untersuchungen mittels UV/VIS-Detektion wurde mit
Ausnahme des Detektors das gleiche HPLC-System verwendet. Im Gegensatz zu
diesen beiden Versuchsaufbauten wurde bel den Voruntersuchungen zu Chemilumi-
neszenzreaktionen mit einem Chemilumineszenz-Detektor (S. 132) gearbeitet und
wegen der schnellen Reaktions- und Chemilumineszenzabklingzeiten auf die Resk-

tionskapillare verzichtet. Um die Voruntersuchungen moglichst effektiv und ver-
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gleichbar durchzufihren, wurden in der Regel Verdinnungen einer 100 mM H,O.-
Losung benutzt. Dabel wurde unterstellt, dal3 H,O, im Vergleich zu den organischen
Hydroperoxiden eine hthere Oxidationskraft besitzt. Konnte durch die Injektion der
verdinnten H,O,-LOsungen ein ausreichender Response beobachtet werden, so
wurden z. T. auch abschétzende Messungen mit einigen organischen Hydroperoxiden
durchgefuhrt.

3.2.1.1 Fluoreszenzdetektion der Hydroperoxide tber die Oxidation von p-Hydroxy-
phenylessigsaure und Homovanillinsaure

Bel den bisher eingesetzten HPLC-Verfahren zur Bestimmung von hydrophilen
Hydroperoxiden hat sich in erster Linie die enzymatische Oxidation von p-Hydroxy-
phenylessigsdure (HRP/PES-System) als Nachsiulenderivatisierungsreaktion durch-
gesetzt (Reaktionsschema 5, S.21) (Hellpointner und Gab, 1989; Kurth et a., 1991,
Hewitt und Kok, 1991; Kok et al., 1995; Heinmoller et al., 1998). Fur die Katalyse
der Reaktion wird in der Regel Meerettichperoxidase (HRP) oder Mikro-
peroxidase-11 (MP-11) eingesetzt (Lazrus, 1985; Kurth, 1992; Heinmdller, 1997,
Heinmdller et a., 1998). Schon in den 50er Jahren wurde ein Mehrstufenmechanismus
(Reaktionsschema 14) vorgeschlagen, in dessen ersten Schritt die Hydroperoxide und
HRP das féschlicherweise oft as Komplex bezeichnete Intermediat Compound |
bilden (Chance, 1952; Theorell et a., 1952; Marklund, 1971; Dunford und Stillmann,
1976). Tatsachlich handelt es sich bei Compound | und auch der im zweiten Schritt
gebildeten Compound Il um Zwischenstufen mit zweifach bzw. einfach oxidiertem
Zentrum (Schonbaum und Lo, 1972; Frew und Jones, 1984).

Enzym + ROOH Y2¥1%® Compound |
Compound | + AH  3%%%® Compound Il + A
Compound Il + AH  34%%® Enzym + A

2A Y2¥1¥u® A, (und héhere Produkte)

Reaktionsschema 14: Mechanismus der enzymatischen Umsetzung von
Hydroperoxiden
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Neuere Untersuchungen des H,O./Enzym-Mechanismus zeigen, dai die Bildung von
Compound | wahrscheinlich Uber eine bzw. zwei weitere Zwischenstufen erfolgt.
Aufgrund der Ergebnisse von spektroskopischen und kinetischen Messungen
postulieren Baek und van Wart, dald sich zundchst ein Komplex aus Enzym und
Hydroperoxid bildet, der mit einer oxidierten Form des Enzyms (Compound 0) im
Gleichgewicht steht und erst dann in Compound | Ubergeht (Reaktionsschema 15).
Obwohl die gemessenen Daten den postulierten Mechanismus nicht ausschlief3en,
weisen die Autoren selbstkritisch auf die geringe Wahrscheinlichkeit einer reversiblen
Oxidation hin und erwégen die Moglichkeit weiterer, bisher nicht bekannter Mecha-
nismen (Baek und van Wart, 1989).

k k
EnZym + HZOZ —‘k—‘l Er]zym-HZC)2 ‘k; Compound 0O——= Compound |
1 -2

Reaktionsschema 15: Zwischenstufen bei der Bildung von Compound |

Die Meerrettichperoxidase besitzt as prosthetische Gruppe das Ferriprotoporphyrin
IX (Dunford und Stillman, 1976). Die haufig angenommene Anlagerung von H,O ist
in Abbildung 3 dargestellt (Frew und Jones, 1984).

N
N (i) - Ho—Fe""
N 7 CH = 2 ‘e

HOOCCH,CH, CH_,CH,COOH

Abbildung 3: Struktur des Ferriprotoporphyrins IX

Durch die Oxidation des nativen Enzyms bildet sich aus dem Fe'"

-Porphyrinderivat
formal eine Fe’-Verbindung. Spektroskopische Messungen haben jedoch gezeigt, dal

es sich bei der griinen Compound | um ein sechsfach-koordiniertes Fe'-Porphyrin-p-
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Radikalkation handelt. Bei der Bildung dieses Fe'¥-Porphyrin-p-Radikakation abstra-
hiert demnach sowohl das Porphyringeriist als auch das Eisenatom ein Elektron
(Reaktionsschema 16) (Schonbaum und Lo, 1971; Wang et al., 1991).

D) + ROOH (V) +H,0 HO
H0 I‘:e - (ROH, H,0) “H,0

X >:(+. ‘X+.

Reaktionsschema 16: Bildung des Fe'-Porphyrin-p-Radikalkations bei der Reaktion
von Hydroperoxiden mit Enzymen

Durch die Donorsubstanz (AH, Reaktionsschema 14) erfolgt unter Beteiligung des
Proteingerustes die Ladungsneutralisation des Fe'Y-Porphyrin-p-Radikalkations unter
Bildung des roten Intermediates Compound |1, welches durch Reaktion mit einem
weiteren Donormolekil wieder das native Enzym bildet (Roberts et al., 1981,
Hashimoto et a., 1986; Oertling und Babcock, 1988; Wang et al., 1991). Die
Donorsubstanzen, bei denen es sich meist um Phenole oder aromatische Amine
handelt, werden unter gleichzeitiger Abgabe eines Protons oxidiert (Job und Dunford,
1976). Die dabel entstehenden Radikae fuhren, in Abhangigkeit von ihrer Art,
Reaktionszeit und Konzentration, zur Bildung von Dimeren oder héheren Produkten,
die zum Teil isoliert und spektroskopisch untersucht wurden (Gross und Sizer, 1959;
Corrodi und Werdinius, 1965; Potter et al., 1985). Da sich die Fluoreszenz des
Dimeren und die des eingesetzten Reagenzes stark unterscheiden, kénnen die mit
Meerrettichperoxidase katalysierten Oxidationen von phenolischen Substraten als
fluorimetrisches Reaktionssystem eingesetzt werden. Friihere Untersuchungen zeigten
jedoch, dal? die obige Reaktion nicht zur Detektion sterisch anspruchsvoller Hydro-
peroxide (z. B. tert-Butylhydroperoxid) geeignet ist (Kurth, 1992). Die fehlende
Reaktivitdt der Meerrettichperoxidase gegentiber diesen Hydroperoxiden ist wahr-
scheinlich auf die Tertidrstruktur des Enzyms sowie einen , ligand-access-channel”,
der die Erreichbarkeit des aktiven Zentrums steuert, zurlckzufihren (Welinder,
1985).

Da sich mit dem Meerrettichperoxidase/p-Hydroxyphenylessigsaure-Reaktionssystem

bisher schon gute Ergebnisse bei der Bestimmung von H,O, erreichen lief3en, war es
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naheliegend, die Oxidation von p-Hydroxyphenylessigsdure unter Verwendung
weiterer Katalysatoren zu testen, um somit auch die Detektion von sekundéaren oder
tertidren Hydroperoxiden zu ermoglichen. Als Katalysatoren kamen dabei neben
weiteren Enzymen wie Cytochrom c¢ auch Metallsalze und Substanzen mit einer den
Enzymen entsprechenden Aktivitdt wie z. B. Eisenkomplexe, Hematin und Mikro-
peroxidasen in Frage. Diese Substanzen kdnnen zum Teil ebenso wie Peroxidasen
hochvalente Eisen-Oxo-Komplexe bilden, die den Intermediaten Compound | bzw. 11
dhneln und werden beispielsweise bei der Anayse von Hydroperoxiden Uber die
Luminol-Chemilumineszenz-Messung verwendet (z. B. Burdo und Seitz, 1975;
Miyazawa et a., 1987a, b; Osman et a., 1996; Matthéus et al., 1994). Bei voran-
gegangenen Untersuchungen mit p-Hydroxyphenylessigsaure, in welchen Meer-
rettichperoxidase durch das Haminundecapeptid Mikroperoxidase (MP-11) ersetzt
wurde, lieffen sich auch Hydroperoxide beliebiger Konstitution umsetzen (Kurth,
1992; Heinmdller, 1997; Heinméller et al., 1998). Ein entscheidender Nachteil der
dabel verwendeten MP-11 gegeniiber der Meerrettichperoxidase ist jedoch die um
zwei Groldenordnungen geringere katalytische Aktivitét, die zu einer Erhéhung der
Nachweisgrenzen fur ale Hydroperoxide fuhrt (Paléus et al., 1955; Kurth et a.,
1992). So liegen die mit MP-11 erreichbaren Nachweisgrenzen fir die sekundéren
Alkylhydroperoxide 2-Butyl- und 3-Pentylhydroperoxid bel 13.8 bzw. 17.7 pmol/l
und somit etwa um Faktor 1.5 Uber den mit Meerrettichperoxidase erreichten Nach-
weisgrenzen (9.5 bzw. 12.3 pmol/l) (Heinmdller, 1997). Im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Vorversuche, bel denen im Fluoreszenz-HPLC-System | die Meer-
rettichperoxidase durch gleiche Mengen Co™, KsFe(CN)s, Hemin, Hematin oder
Cytochrom c ersetzt wurde, ergaben mit H,O,-Ldsungen (Konzentration 3 1 mmol/l)
keine oder nur sehr kleine Signale. Als weiteres wurde versucht, die Reaktion durch
einen Eisen(ll1)-triethylentetramin-Komplex (TETA-Fe*) zu katalysieren. Wéahrend
erste Untersuchungen (Wang, 1955a) lediglich zeigten, dal3 dieser Komplex ebenso
wie Katalase in kurzer Zeit erhebliche Mengen H,O, zu zersetzen vermag,
beobachteten Ebermann und Couperus (1987) eine starke Peroxidaseaktivitét, die sie
zum Nachweis von H,0,, tert-Butyl- und Linolensdurehydroperoxid mit Homo-
vanillinsdure nutzten. Der Mechanismus der Katalase-ghnlichen Aktivitét kann analog

dem der enzymatischen Katalyse Uber mehrere Zwischenstufen beschrieben werden
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(Reaktionsschema 17). In akalischer Losung liegt ein oktaedrischer (TETA)-
Fe(OH),"-Komplex (18) vor, der mit H,O, einen unstabilen (TETA)Fe(OOH)(OH)'-
Komplex (19) bildet, welcher sich durch die Spaltung der O-OH-Bindung und Bil-
dung einer stabileren Fe-O-Bindung zu (20) stabilisiert. Durch Reaktion des Kom-
plexes (20) mit weiterem H,O, entsteht neben O, der urspriingliche (TETA)Fe(OH),"-
Komplex (Wang, 1955b; Jarnagin und Wang, 1958).

B 1+
I
Lo
NH™ | ~OH
_NH,
(18)
+ OOH-
- OH-
_ _— 3 K‘ .
NH NH
| 2OH 2
=t [
NH™ | ~O “OH- NH™ | ~OOH
NH, NH,
(20) (19)

Reaktionsschema 17: Mechanismus der H,O,-Zersetzung des TETA-Fe**-Komplexes

In ersten Untersuchungen wurden entsprechend der Kivettenmethode von Ebermann
und Couperous (1987) Lésungen von 16 bis 80 mg Homovanillinsdure bzw.
p-Hydroxyphenylessigsaure in Boratpuffer pH 9.8 mit unterschiedlichen Mengen einer
TETA-Fe*-Stammlésung versetzt und am Fluoreszenz-HPLC-System |l as Rea-
genzienlésung verwendet. Selbst bei Temperaturerhthung der Nachsdulenreak-
tionskapillare auf 65 °C ergab die Injektion von H,O,-Stammlésungen bis zu
Konzentrationen von 100 mmol/l keine Signale. Die Diskrepanz zwischen der
fehlenden Empfindlichkeit des HPLC-Systems gegenuber der von Eberman und

Couperous (1987) erreichten 183t sich mit den unterschiedlichen Reaktionszeiten
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erklaren. Wahrend durch die im Fluoreszenz-HPLC-System Il verwendeten Reak-
tionskapillaren (L =4 m, ID = 0.25 mm) bei eéinem Eluenten- und Reagenzienflul3 von
insgesamt 1 ml/min eine Reaktionszeit von nur 11.8 s zur Verfligung steht, kann bei
der ,Kivettenmethode" eine Reaktionszeit von 3 8 min genutzt werden, die, wie die
kinetische Messung der Reaktion zeigt, auch notwendig ist (Abbildung 4). Von
weiteren Versuchen mit Kapillaren grofieren Innendurchmessers wurde aufgrund der
zu erwartenden Peakverbreiterung und der schon von Ebermann und Couperous
(1987) beschrieben schlechteren Empfindlichkeit fir die organischen Hydroperoxide
abgesehen.

A FLUORESCENCE (ARBITRARY UNITS)

4 16 28 40 min

Abbildung 4: Zeitverlauf der Fluoreszenz im HVA/TETA-Fe* -System nach Zugabe
von H,0, (10 M)(Ebermann und Couperous, 1987)

3.2.1.2 Fluoreszenzdetektion der Hydroperoxide tiber die Oxidation von
Benzoesaure

Obwohl die HRP/PES-Reaktion in Methoden zur Bestimmung atmosphérischer
Hydroperoxide haufig angewandt wurde und bei zahlreichen Untersuchungen gute
Ergebnisse lieferte, wird schon seit langerer Zeit versucht, einfachere Methoden mit

nichtenzymatischen Reaktionssystemen zu entwickeln. Aufgrund der theoretischen
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und mefitechnischen Gegebenheiten ist die Fluoreszenzdetektion in der Regel emp-
findlicher als die UV/VIS-Detektion. Als nichtenzymatisches FIA-Reaktionssystem
zur Bestimmung von H,O, wurde in enigen Arbeiten die Eisen(ll)-katalyserte
Oxidation von Benzoesdure eingesetzt (Lee et a., 1990, 1994; Weinstein-Lloyd und
Lee, 1995). Die dabei gebildeten Hydroxybenzoesduren lassen sich mittels
Fluoreszendetektion nachweisen. Dem Reaktionssystem liegt die schon lange
bekannte Fenton-Reaktion zugrunde, bei der durch H,O, und Eisen(ll)ionen OH-
Radikale gebildet werden, die schliefdich zur Hydroxylierung der Benzoesaure fihren
(Reaktionsschema 18) (Fenton, 1894; Walling, 1974; Prousek, 1995).

FE* + H,0, %%%® Fe” + OH + OH'
OH' + CHsCOOH %% %® o-, m-, p-HOCgH,COOH
OH' + F&** Y4Y2%® Fe* + OH

Reaktionsschema 18: Die Fenton-Benzoesaurereaktion

Bei der Reaktion bilden sich alle drei Isomeren der Hydroxybenzoesdure. Die
Fluoreszenz der Isomeren unterscheidet sich jedoch sehr stark; so ist das p-lsomer
nicht fluoreszenzaktiv, das o-Isomer fluoresziert bereits bel einem pH-Wert von 5.5,
wéhrend das m-Isomer erst bel einem pH-Wert von 12 eine Fluoreszenz zeigt
(Thommes und Leininger, 1958). Erste Versuche, die Fenton-Benzoesiurereaktion als
Nachsaulenreaktion in der HPLC einzusetzen, schienen zumindest fir die Bestimmung
von H,0, vielversprechend. Die Injektionen 10 pmolarer Wasserstoffperoxidldsung
erzeugten in etwa gleich hohe Signae wie im Fluoreszenz-HPLC-System mit
HRP/PES. Allerdings verstopften aufgrund des in akalischer Lésung ausfallenden
Eisen(I11)hydroxides sowohl die Mefizelle as auch die Kapillaren, so dal? das Mef3-
system in der Regel nicht mehr als funf Injektionen tberstand. Sowohl dieses Problem,
das auch mit dem FIA-Gerét auftrat, als auch das Quenchen der Fluoreszenz durch
Eisen(I11) bewegten Lee et a. dazu, die Fluoreszenz bei niedrigen pH-Werten durch
Komplexierung der Hydroxybenzoesiuren mit Aluminium(l11) zu erhdhen (Caboniss,
1992; Lee et al., 1994). Obwohl die Schwierigkeiten damit hétten beseitigt werden

koénnen, wurde wegen der schlechteren Empfindlichkeit gegentiber organischen
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Hydroperoxiden, MHP erzeugt lediglich 20 % des H,O,-Signals, von weiteren Ver-
suchen mit diesem Resktionssystem abgesehen (Lee et al., 1994).

3.2.1.3 Fluoreszenzdetektion der Hydroperoxide tber die Oxidation von 2-Hydroxy-
naphthaldehyd-thiosemicarbazon

Eine weitere nichtenzymatische Reaktion zur Bestimmung von H,O, in Kaffee, Tee
und Milch ist die Mangan(ll)-katalysierte Oxidation von 2-Hydroxynaphthal dehyd-
thiosemicarbazon (Peinado et a., 1986). Ahnlich wie viele andere Methoden, die
heute zur Bestimmung von Hydroperoxiden dienen, wurde diese urspringlich zur
Anayse von Metallionen genutzt (Moreno et al., 1983; Pérez-Bendito et al., 1984).
So konnten mit dem oben genannten sowie weiteren Thiosemicarbazonen (z. B. 2-
Hydroxybenzal dehyd-thiosemicarbazon) neben Mangan- auch Eisen- und Osmium-
lonen in Konzentrationen bis zu 107 mol/l bestimmt werden (Guzman et a., 1976;
Moreno et al., 1984). Die Untersuchung der Fe(ll)-katalysierten Oxidation von
2-Hydroxybenzaldehyd-thiosemicarbazon, bel ausreichend hohen H,0.-Konzen-
trationen (1 mg/ml), zeigte, dald sich nach hydrolytischer Spaltung der C=N-Bindung
neben dem Dianion der Hydroxybenzoesdure Uber das Thiosemicarbazon-S,S,S
trioxid das stark fluoreszierende (I &= 365 nm, | «n= 440 nm) 2-N-Oxid des 4-Amino-
5,5-dioxo-1,5-oxathia-4-hydro-2,3-diazols (25) bildet. Demgegentiber ergaben die
Untersuchungen, dal3 in Gegenwart von Spuren an H,O, als stabile Zwischenstufe
lediglich das ebenfalls fluoreszierende (l o= 365 nNm, | = 440 nm) 2-Hydroxy-
benzoeséure-semicarbazon entsteht (Moreno et a., 1983). Wahrend sich die Bildung
des Thiosemicarbazon-S,S,S-trioxids mit friheren Untersuchungen von Walter und
Rohloff (1975) deckt, erscheint das von Moreno et al. als Zwischenstufe gefundene
2-Hydroxybenzoesiure-semicarbazon bzw. dessen oxidative Reaktion mit SO,* unter
Bildung des Thiosemicarbazon-S,S,S-trioxids als eher fragwirdig (Hoggarth, 1951;
Walter und Rohloff, 1975, 1977ac; Moreno et a., 1983). Der entsprechende
Mechanismus fir das in den Vorversuchen eingesetzte 2-Hydroxynaphthaldehyd-
thiosemicarbazon (21) ist im Reaktionsschema 19 dargestellt.
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Reaktionsschema 19: Mangan(l1)-katalysierte Oxidation von 2-Hydroxynaphthalde-
hyd-thiosemicarbazon

Das fir die Reaktion notwendige 2-Hydroxynaphthal dehyd-thiosemicarbazon wurde
in dieser Arbeit in Anlehnung an die Methode von Sah und Daniels (1950) as
Reinsubstanz dargestellt und als methanolische Reagenzienldsung in der HPLC ein-
gesetzt. Mit einer den Bedingungen von Peinado entsprechenden Nachsaulen-Rea
genzienlésung fuhrten Injektion von 20 pl 100 uM H ,0O,-Ldsung zu Signalen, die um
den Faktor drei Uber der aus dem Signa/Rauschverhdltnis abschétzbaren Nach-
weisgrenze lagen. Diese relativ geringe Empfindlichkeit zeigte sich auch gegenuiber
einfachen Alkylhydroperoxiden wie MHP und EHP.

3.2.1.4 UV/VIS-Detektion tber den Eisen(l11)-Xylenolorange-Komplex

Neben Variationen am HRP/PES-Reaktionssystem und Versuchen, die Fenton-Ben-
zoesdure-Reaktion oder die Mangan(ll)-katalysierte Oxidation von 2-Hydroxynaph-
thaldehyd-thiosemicarbazon als fluorimetrische Nachsaulenreaktionssysteme in der
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HPLC einzusetzen, wurden im Rahmen dieser Arbeit auch UV/VIS-Systeme auf ihre
Eignung zur empfindlichen Detektion von Hydroperoxiden untersucht. Eine M6g-
lichkeit, chromophore Substanzen zu erzeugen, beruht auf der Oxidation von
Eisen(ll) zu Eisen(lll) und der Bildung eines farbigen Fe(l11)-Xylenolorange-
Komplexes (Abbildung 5). Das Reaktionssystem wurde in friheren Untersuchungen
as , Kivettenmethode® zum Nachweis von H,O,, Hydroperoxiden und Peroxiden in
bestrahlten Lésungen und in neuerer Zeit auch as sogenannter FOX-Test (ferrous
oxidation in xylenol orange) zur Summenbestimmung von Lipidhydroperoxiden
eingesetzt (Gupta, 1973; Michaels und Hunt, 1978; Jang et al., 1991, 1992,
Nourooz-Zadeh et al., 1994, 1995; Heinmoller, 1997).

2Fe” + ROOH +2H" 343%3%® 2Fe* +ROH + H,0O

Fe’* + Xylenolorange %% %® Fe*-Xylenolorange

Xylenolorange

Abbildung 5: UV/VIS-Detektion von Hydroperoxiden durch Bildung des farbigen
Eisen(l11)-Xylenolorange-Komplexes

Im Gegensatz zu den katalytischen Verfahren dient Eisen(ll) hierbei nicht as
Katalysator, sondern als Reagenz, welches nach Oxidation durch Hydroperoxide as
Eisen(I11)-Xylenolorange-K omplex detektiert wird.

Interessanterweise wurde diese Reaktion schon 1990 als HPL C-Nachsaulenreaktion
zur Bestimmung von Thymidinhydroperoxiden, die bei der OH-induzierten Oxidation
von DNA entstehen, eingesetzt (Wagner et al., 1990). Vorversuche mit dem von
Wagner beschriebenen System zeigten sehr gute Ergebnisse; bei weiteren Unter-
suchungen konnte Heinmaller (1997) mit einem leicht modifizierten System lipophile
Alkylhydroperoxide und Lipidhydroperoxide bestimmen. Die dabel erhaltenen Nach-
weisgrenzen lagen mit 1.24 pmol/l fir C14H20O0H und 4.78 pmol/l fur C,5H;;O0H
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nur um den Faktor vier Uber den mit Meerrettichperoxidase erreichten Nachweis-

grenzen (Heinmoéller, 1997).

3.2.1.5 UV/VIS-Detektion von Hydroperoxiden (ber die Eisen(ll)-katalysierte
Oxidation von substituierten Phenylendiaminen

Als ein aussichtsreiches Nachsdulenreaktionssystem zur UV/VIS-Detektion von
Hydroperoxiden wurde die Eisen(ll)-katalysierte Oxidation von para-substituierten
Phenylendiaminen untersucht. Durch die Oxidation enstehen intensiv farbige
Verbindungen, die aufgrund dieser Eigenschaft schon frih im Interesse der Wissen-
schaft standen. Obwohl die aus N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin (DMPD) und N,N-
Diethyl-p-phenylendiamin (DEPD) entstehenden Intermediate, die nach ihrem Ent-
decker auch als ,,Wursters Rot* bzw. ,, Wursters Blau“ benannt wurden, schon 1879
als Salze isoliert werden konnten, erkannte man die Radikalnatur dieser Spezies erst
ein halbes Jahrhundert spater (Wurster und Sendtner, 1879; Weitz, 1925; Michadlis,
1939; Nickel, 1978; Viehe et a., 1979). Durch intensive Forschung Uber die
Oxidation der para-substituierten Phenylendiamine (26) weil3 man heute, dal3 bei
Abgabe eines Elektrons die sogenannten Semichinondiimine (27) entstehen. Bei
diesen Verbindungen handelt es sich um persistente Radikalkationen, deren auf3er-
ordentlich grofe Lebensdauer auf einen capto-dativen Substituenteneffekt zurtick-
zufuhren ist. Die Stabiliserung der Radikale erfolgt dabel sowohl durch die
Elektronenakzeptorgruppe (capto) ‘NR; als auch durch den als Elektronendonor
(dato) wirkenden NR,-Substituenten und wird zusétzlich durch die Delokalisierung in
das aromatische System verstérkt (Viehe et a., 1979).

_ — - o
R\N/R R\N/R : R\N/R
© : -
R/N\R R/N\R R/N\R
(26) (27) (28)

Reaktionsschema 20: Oxidation von substituierten para-Phenylendiaminen
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Aus den im sichtbaren Bereich stark absorbierenden Semichinondiiminen entstehen bei
weiterer Oxidation Chinondiimine (28). Da diese, ebenso wie die eingesetzten
Phenylendiamine keine Absorption im sichtbaren Bereich besitzen (Abbildung 6), muf3
fir den Nachweis von Oxidantien (hier: H,O,, ROOH, ROOR) eine ausreichende
Menge an Phenylendiamin vorgelegt werden. Unter diesen Bedingungen entsteht eine
unvollstdndig oxidierte Ldsung, in der ale drei Verbindungen nebeneinander
vorliegen. Durch die Synproportionierung von Phenylendiamin und Chinondiimin
kann weiteres Semichinondiimin gebildet werden (Michaglis und Hill, 1933).

L - 1 i
600 500 400 300 200
Anm|

Abbildung 6: Absorptionsspektren von N,N-Diethyl-p-phenylendiamin (DEPD),
seinem durch Oxidation gebildeten Semichinondiimin (SQDI) und
Chinondiimin (QDI) (Nickel, 1978)

In der Anaytik wird die Oxidation von N,N-Diethyl-p-phenylendiamin schon viele
Jahre zur Bestimmung von freiem und gebundenem Chlor im Trinkwasser benutzt
(Palin, 1957; Deutsche Einheitsverfahren, 1984). Dal3 sich die Reaktion auch zur
Detektion anderer oxidierender Substanzen eignet, wurde schon in den frihen 60er
Jahren entdeckt. So nutzte Dugan (1961) die Reaktion einer wal¥ig/methanolischen
Losung von N,N-Dimethyl-p-phenylendiammoniumsulfat zur photometrischen Ana-
lyse von Lauroyl- und Benzoylperoxid. Weiterhin ermoglichte dieses Reagenz die

Detektion von zahlreichen organischen Peroxiden und Hydroperoxiden sowie den
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einfachen und schnellen Nachweis von Peroxidspuren in Ethern (Dugan, 1961; Dugan
und O'Neill, 1963). Ferner wurden Losungen von N,N-Dimethyl-p-phenylendi-
ammoniumdihydrochlorid als empfindliches Sprihreagenz in der Dinnschichtchroma:
tographie von Hydroperoxiden eingesetzt (Knappe und Peteri, 1962; Smith und Hill,
1972; Esser und Klockow, 1994; Miyazawa et al., 1995). In den spéten 80er Jahren
wurde die Oxidation von p-Phenylendiamin und substituierten p-Phenylendiaminen bel
weiteren spurenanalytischen Verfahren verwendet. So |&3 sich beispielsweise Form-
aldehyd aufgrund seiner katalytischen Wirkung auf die Oxidation von H,O,-haltigen
p-Phenylendiamin- und N-Methyl-substituierten-p-phenylendiaminlésungen bestim-
men (Evmiridis et al., 1987, 1990). Desweiteren konnte H,O, in wéldrigen Losungen
durch die mit Meerrettichperoxidase katalysierte Oxidation von N,N-Diethyl-p-
phenylendiamin mit einer Nachweisgrenze von 0.2 bis 0.3 pg/l bestimmt werden
(Bader et al., 1988; Schick et al., 1997). Ebenso wie Meerrettichperoxidase vermodgen
auch Metallionen die Oxidation von Phenylendiaminlsungen zu katalysieren. Obwohl
diese Wirkung schon lange bekannt ist und sowohl Hirayama et al. (1988) als auch
Kolotyrkina et al. (1995) mit wasserstoffperoxidhaltigen N,N-Dialkyl-p-phenylen-
diamin-Ldsungen niedrige Eisen(l11)-Konzentrationen mit einer Nachweisgrenze von
bis zu 40 ng/l bestimmen konnten, wurde dieser zur Verfarbung der Reagenzienl 6sung
fuhrende und daher unerwiinschte Effekt bisher nur selten zur Steigerung der Nach-
weisempfindlichkeit von Hydroperoxidmessungen ausgenutzt (Heitkamp et a., 1995;
Mori et a., 1997).

Zur Abschétzung, ob die Oxidation von substituierten para-Phenylendiaminen mit
Hydroperoxiden ausreichend schnell erfolgt und als HPL C-Nachsaulenreaktion ein-
gesetzt werden kann, wurden zwei DMPD-Ldsungen hergestellt. Losung | enthielt
0.5 g DMPD und 0.1 g (NH4)2Fe(SO,), 6H,0 in 250 ml 0.08 %iger H,SO,, Lésung Il
wurde ohne (NH,).Fe(SO,), angesetzt. Nach Zugabe von 100 Wl 1 mM H,0,-Ldsung
zu je 4 ml der Reagenzienldsungen wurde die Anderung der Extinktion photometrisch
vermessen. Die erhaltenen Extinktions/Zeitverldufe zeigten, dal3 die Reaktion von
H.O, mit DMPD in Anwesenheit von Fe(ll) schon nach wenigen Sekunden
abgeschlossen ist, wahrend die Extinktion der Reaktionsldsung ohne Fe(ll)-Zusatz
Uber mehr a's 20 Minuten nur sehr langsam anstieg (Abbildung 7).
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Weitere photometrische Untersuchungen von H,0,, tert-Butylhydroperoxid, Fett-
sdure- und Fettsduremethylesterhydroperoxiden mit einer methanolischen N,N,N",N"-
Tetramethyl-p-phenylendiamin-Ldsung ergaben mit und ohne (NH,).Fe(SO,), ent-
sprechende zeitliche Verldufe der Extinktion. Die mit diesem Verfahren erreichten
Nachweisgrenzen entsprechen denen der FOX-Methode (fur die obigen Hydro-
peroxide 6.0 - 10.7 pmol/l) und liegen deutlich unter denen der |3-Methode (20.9 -
25.0 umol/l) (vgl. Heitkamp et al., 1995).

0,5 +
0,45 + DMPD-L 6sung mit Fe(l1)-Zusatz

04+
035 +
03 -

0,25 ~
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005 | DMPD-L 6sung ohne Fe(l1)-Zusatz
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Abbildung 7: Anderung der Extinktion (I = 553 nm) einer DMPD-L&sung mit und
ohne (NH,4),Fe(SO,), nach Zugabe von 100 pl 1 mM H,O,-Ldsung

Bel Verwendung der oben beschriebenen DMPD-L6sung ohne (NH,).Fe(SO,), as
HPL C-Nachsaulenreagenz (UV/VIS-HPLC-System 1) zeigten Injektionen von 20
einer 1 mM H,O,-L6sung deutliche Signale (Abbildung 8). Dieses in bezug auf die
durchgefihrten photometrischen Messungen unerwartete Ergebnis ist wahrscheinlich
auf eine Katalyse an der Oberflache der HPLC-Kapillaren oder durch geltste
Fe(11)/(111)-lonen zurickzufihren. Nach Zugabe von (NH,).Fe(SO,), zur Reagenz-
ienlésung stieg das Grundrauschen leicht an; die bei erneuter Injektion erhaltenen
Signale fiihrten zur Uberschreitung des Detektor-MeRRbereichs (Abbildung 8). In
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weiteren Untersuchungen mit 10 uM H,O,- bzw. tert-Butylhydroperoxid-Ldsungen
wurden Signal/Rauschverhdtnisses erhalten, die fir das optimierte HPLC-System

Nachweisgrenzen < 1umol/l erwarten lief3en.
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Abbildung 8: Vergleich der Signalintensitaten bei Verwendung einer N,N-Dimethyl-
p-phenylendiaminlésung zur Nachs&aulenreaktion (links ohne, rechts
mit Fe(ll)-Zusatz, Injektion 20 pl 1 mM H,0,, identische Verstarkung)

3.2.1.6 Chemilumineszenzdetektion tber die Luminol/Hematin-Reaktion

Aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit und Selektivitét werden in der Hydroperoxid-
analytik haufig Luminol- oder TCPO- Chemilumineszenz-Methoden eingesetzt. Da
die in dieser Arbeit zu entwickelnden HPL C-Nachsaulenreaktions-Systeme auch die
empfindliche Bestimmung von sterisch anspruchsvollen, organischen Hydroperoxiden
ermdglichen sollten, konnte die auf H,O, beschrankte TCPO-Chemilumineszenz-
Reaktion (Reaktionsschema 4, S. 20) nicht eingesetzt werden. Weitere Einschran-
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kungen der zu untersuchenden Reagenzien ergaben sich durch frihere Arbeiten
(Schroeder und Yeager, 1978), in denen Luminol (5-Amino-1,2,34-tetrahydro-
phthalazin-1,4-dion) unter gleichen Bedingungen eine zehn- bis zwanzigfach hthere
Chemilumineszenzausbeute als sein Isomer Isoluminol (6-Amino-1,2,34-tetra-
hydrophthalazin-1,4-dion) zeigte. Aus diesen Grunden kam as Chemilumi-
neszenzreagenz lediglich Luminol in Frage, welches mit einem effektiven Katalysator
maximale Empfindlichkeit bel der Bestimmung von Hydroperoxiden zeigen sollte.
Waéhrend bei den fluorimetrischen Verfahren tGberwiegend Meerrettich- oder Mikro-
peroxidase als Katalysator verwendet wird, findet bei den Chemilumineszenzverfahren
eine grol3e Zahl von Katalysatoren Anwendung (Lazrus, 1985, 1986; Kurth, 1992;
Heinmdller, 1997). So wurde die Hydroperoxid/Luminol-Reaktion in zahlreichen
Arbeiten mit Cytochrom ¢, Hematin, Metallionen, Metallkomplexen und organischen
Substraten (z. B. Halomethane, Benzoldiazoniumfluoroborate) katalysiert (z. B.
Burdo und Seitz, 1975; Yurow und Sass, 1976; Kricka und Thorpe, 1983; Kawasaki
et a., 1985; Miyazawa et a., 1987a, b, 1995; Matthdus et a., 1994, 1995; L ebedeva
und Ugarova, 1995; Heinmdller, 1997).

Bel den Voruntersuchungen dieser Arbeit kamen Co(l1), Hematin und Cytochrom ¢
als Katalysatoren in alkalisch gepufferter Lésung (20 mM Boratpuffer, pH 12.0) zum
Einsatz. Erste HPL C-Untersuchungen erfolgten mit einer Luminol/Hematin-Reagenz-
ienlésung (0.4 mM Luminol, 2 pM Hematin bel pH 12.0) unter Verwendung eines
Shodex CL 2-Chemilumineszenz-Detektors. Neben einem starken Untergrund-
rauschen des Systems ergaben die untersuchten Standards von H,0O,, Cumol-
hydroperoxid, Linolsaurehydroperoxid, tert-Butylhydroperoxid, Di-tert-butylperoxid
und Benzoylperoxid Signale mit deutlich unterschiedlicher Intensitdt. Wahrend sich
fur Di-tert-butylperoxid aus dem Signal/Rauschverhdtnis eine Nachweisgrenze von
lediglich 10 mmol/l abschétzen lief3, ergaben 1 pM Lésungen von Benzoylperoxid
Signale, die deutlich Uber der Nachweisgrenze lagen. Fir die organischen Hydro-
peroxide konnten Nachweisgrenzen von 15 pmol/l (Cumolhydroperoxid), 5 pmol/I
(tert-Butylhydroperoxid), < 1 pmol/l (Linolsdurehydroperoxid) und < 0.5 pmol/Il
(Tetralinhydroperoxid) abgeschétzt werden. Obwohl fir 10 uM H,0,-L 6sungen noch
grof3e Signale (350 000 FE) erhaten wurden, lief3en die stark abnehmenden Signal-

intensitéten verdinnter Lésungen nur Nachweisgrenzen von wenig unter 1 pmol/I
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erwarten. In weiteren Voruntersuchungen, bei denen 10 mg/l Cytochrom c zur
Katalyse eingesetzt wurden, zeigten die bel der Injektion von 10 pM H,0O,-L6sung
erhaltenen Signale in etwa identische Flachen (440 000 FE) und Signal/Rauschver-
haltnisse wie bei der Hematinkatalyse, so dal’ &hnliche Nachwei sgrenzen angenommen
werden konnten. Im Gegensatz zu den Messungen mit Hematin/HRP-Katalyse war
dieses System gegenliber den organischen Hydroperoxiden jedoch wesentlich unemp-
findlicher, so dal3 fur Tetralinhydroperoxid eine Nachweisgrenze von etwa 7 pmol/l zu

erwarten war (Abbildung 9).

Katalyse mit Cytochrom ¢
%— Katalyse mit Hematin

ud

Abbildung 9: Chromatogramme einer 7.5 uM Tetralinhydroperoxid-L&ésung bei
Katalyse mit Cytochrom c¢ bzw. Hematin (isokratisch MeOH/verd.
H3PO, (v:v) 80:20, das Chromatogramm der Cytochrom c-Katalyse
ist um den Faktor 2 verstarkt)

Auch mit einer 0.4 mM Luminol-Losung, die als Katalysator 0.1 mol/l Co(NOs),
enthielt, konnten fur H,O, in etwa gleiche Nachweisgrenzen wie bel den mit
Cytochrom ¢ und Hematin katalysierten Reaktionssystemen abgeschétzt werden. Fir
Tetralinhydroperoxid war dagegen nur eine Nachweisgrenze von etwa 3 pmol/l zu
erwarten. Im Gegensatz zu Hematin/HRP bzw. Cytochrom c, die im Alkalischen sehr
gut I6dlich sind, bildet sich in der Co(l1)-haltigen Losung schwerl6sliches Co(OH)s,
welches sich vor die Ansaugfritte der HPLC-Pumpe setzte und dort eine sichtbare
Chemilumineszenz verursachte. Versuche, eine leicht saure Co(ll)-Ldsung Uber eine
zweite Reagenzienpumpe zu dosieren, zeigten ebenso wie die von Gandelmann und
Birks (1982) zur Bestimmung von Alkoholen und Aldehyden beschriebene Zugabe
des Co(Il) zum Eluenten nur geringe Empfindlichkeit bei hohem Untergrundrauschen.
Aufgrund friherer Arbeiten, bei denen die Lichtausbeute der Luminol/Peroxid-
Resktion durch organische Verbindungen wie Diazoniumsal ze oder Halonitromethane
um ein Vielfaches gesteigert werden konnte, wurden weitere Vorversuche mit

p-Chlorbenzoldiazoniumfluoroborat durchgefiihrt; diese versprachen eine welitere
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Empfindlichkeitssteigerung. (Yurow und Sass, 1977). Die Messungen mit dem aus
Chloranilin, Tetrafluoroborsdure und Natriumnitrit synthetisierten Chlorbenzoldi-
azoniumfluoroborat erfolgten ebenso wie die der Hematin-Katalyse mit einer 0.4 mM
Losung von Luminol in 20 mM Boratpuffer (pH 12) unter Verwendung des Chemi-
lumineszenz-HPLC-Systems. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Unter-
suchungen wurde jedoch nur Tetralinhydroperoxid (75 pmol/l) untersucht. Die
Zugabe von 0.6 bis 64 mg/l p-Chlorbenzoldiazoniumfluoroborat zur Luminolldsung
bewirkte keine Erhthung der Chemilumineszenzsignale. Versuche, in welchen das
p-Chlorbenzoldiazoniumfluoroborat zu der obigen Hematin/Luminol-Reagenzien-
[6sung gegeben wurde (0.3 bis 64 mg/l), fuhrten zu einer starken Reduzierung der
Signale.

3.2.1.7 Beurteilung der Vorversuche

Neben den detailliert beschriebenen Vorversuchen wurden noch zahlreiche Reakti-
onen wie z. B. die Fe(ll)-katalysierte Umsetzung von H,O, mit Chlorpromazin in
» Reagenzglastests’ untersucht (vgl. Takashi et a., 1994). Sowohl durch diese ein-
fachen Tests as auch durch die mit den nicht optimierten HPLC-Systemen durch-
gefuhrten Voruntersuchungen sollte die Anzahl méglicher Nachsaulenreaktions-
systeme eingeschrankt werden. Es zeigte sich sehr schnell, dal3 die zur FIA- und
HPLC-Bestimmung atmosphérischer Hydroperoxide haufig eingesetzte HRP/PES-
Derivatiserungsreaktion sehr leistungsféhig ist. Der Anwendungsbereich dieser
Reaktion &% sich aber auch durch ,neue® Katalysatoren nicht auf sterisch
anspruchsvolle Hydroperoxide erweitern. So konnten die mit HRP erhatenen
Nachweisgrenzen von 2-Butyl- und 3-Pentylhydroperoxid (9.5 bzw. 12.3 umol/l) bel
Verwendung von Mikroperoxidase (MP-11) nicht ereicht werden (Heinmdller,
1997). Bei Versuchen, die Meerrettichperoxidase durch aquivalente Mengen Co(ll),
KsFe(CN)s, Hemin, Hematin, Cytochrom ¢ oder TETA-Fe** zu ersetzen, wurden mit
H,0,-Lésungen (3 1 mmol/l bzw. bis zu 3 100 mmol/l bei PESTETA-Fe*) keine
oder nur sehr kleine HPLC-Signale erhalten, so dal? diese Reagenzien zur empfind-
lichen Nachsaulenderivatisierung ausgeschlossen werden konnten. Ein Hauptgrund fir

das geringe Nachweisvermégen dieser in , Klvettenmethoden* z. T. sehr empfind-
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lichen Reaktionssysteme liegt sehr wahrscheinlich in den vergleichsweise kurzen
Reaktionszeiten, die fur die HPLC-Nachsaulenreaktion zur Verfligung stehen
(Ebermann und Couperus, 1987). Eine wesentliche Erhhung der Reaktionszeiten
durch die Verlangerung der Reaktionskapillaren erscheint wenig sinnvoll, da dies
EinfluR auf die Peakbreite und somit auf die Auflésung nehmen wiirde. Gerade im
Bereich der atmosphérisch relevanten Hydroperoxide konnte so die ohnehin
schwierige Trennung von H,O, und HMHP verhindert werden.

Das vielversprechende Reaktionssystem Benzoesaure/Fe(ll), welches von Lee und
Weinstein-Lloyd erfolgreich in der Fliefdinjektionsanalyse zur Bestimmung von H,O,
eingesetzt wurde, konnte nicht auf die HPLC Ubertragen werden. Dies lag ins-
besondere daran, dal} die Reagenzienldsung zur Erhohung der Fluoreszenzausbeute
alkalisert werden muf3 (Lee et al., 1990, Weinstein-Lloyd und Lee, 1995). Dabei
ausfallendes Eisenhydroxid verstopfte schon nach kurzer Zeit Kapillaren und
Detektorzelle. Von der Méglichkeit die Fluoreszenz durch Komplexierung mit AI** zu
erhéhen wurde abgesehen, da organische Hydroperoxide, wie z. B. Methyl-
hydroperoxid bei diesem Verfahren lediglich 20 % des H,O,-Response lieferten (Lee
etal., 1994).

Die schon bei der Bestimmmung von H,O, in Kaffee, Tee und Milch eingesetzte
Mangan(l1)-katalysierte Oxidation des nicht kommerziell erhdtlichen 2-Hydroxy-
naphthal dehyd-thiosemicarbazons mit anschlief3ender fluorimetrischer Detektion des
gebildeten 2-N-Oxids des 4-Amino-5,5-dioxo-1,5-oxathia-4-hydro-2,3-diazols zeigte
bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen eine zu geringe Empfindlichkeit (Peinado
et al., 1986). Anhand der Signal/Rauschverhdtnisse wurden fur die HPLC Nach-
weisgrenzen 3 30 pmol/l abgeschétzt. Die vielversprechenden Vorversuche mit der als
FOX-Test (ferrous oxidation of xylenol orange) bekannten Reaktion von Hydroper-
oxiden und Fe(l1)/Xylenolorange zeigten in nachfolgenden HPL C-Untersuchungen
von Heinmdller ausreichend kleine Nachweisgrenzen fir organische Hydroperoxide,
die ungeachtet der weniger empfindlichen UV/VIS-Detektion nur um den Faktor vier
Uber denen des enzymatischen HRP/PES-Fluoreszenz-Systems lagen (Heinmdller,
1997). Da somit neben der von Wagner et a. (1990) durchgefuihrten HPLC-
Bestimmung von Thymidinhydroperoxiden auch Ergebnisse hinsichtlich der Bestim-
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mung von Alkylhydroperoxiden vorlagen, wurde auf weitere Untersuchungen mit
diesem NSD-Reaktionssystem verzichtet ( Heinmdller, 1997).

Die Verwendung von Lésungen substituierter Phenylendiamine, die schon seit den
fruihen 60er Jahren als empfindliche Nachweisreagenzien fir organische Hydro-
peroxide eingesetzt wurden, schienen fur eine HPLC-Nachsaulenreaktion &uf3erst
interessant (Dugan 1961; Knappe und Peteri, 1962; Miyazawa et al., 1995). Aufgrund
von Arbeiten, in welchen mit einer H,O,-hatigen N,N,-Diakyl-p-phenylendiamin-
Losung auch niedrige Fe(l11)-Konzentrationen nachgewiesen werden konnten, war
anzunehmen, dal3 die Verwendung von Metalionen eine gute Maoglichkeit zur
Steigerung der Nachweisempfindlichkeit des Systems darstellt (Hirayama et a.,
1988). Die in den Vorversuchen mit einem nicht optimierten HPLC-UV/VIS-System
abgeschétzten Nachweisgrenzen von < 1umol/l fir H,O, und tert-Butylhydroperoxid
liefRen weitere Arbeiten sehr erfolgversprechend erscheinen.

Zur Abrundung der Vorversuche, aber auch fir einen spéteren Vergleich der Systeme,
wurde die Chemilumineszenzdetektion mit Luminol untersucht. Als moégliche Kataly-
satoren dieser Reaktion wurden neben Peroxidase auch Cytochrom ¢, Hematin sowie
Metallsadze eingesetzt. Da bei der Katalyse mit Co(ll)-Salzen schwerlddliches
Co(OH), ausfiel und neben einer Verstopfung der Ansaugfritte auch zu einer sicht-
baren Chemilumineszenz fuhrte, welche mit der Zersetzung der Reagenzienl6sung
einherging, wurde dieses System nicht weiter untersucht. Vorausgegangene Unter-
suchungen, in denen die Chemilumineszenzreaktion mit Cytochrom ¢ und Hematin
katalysiert wurde, lief3en fur H,O, in etwa identische Nachweisgrenzen von weniger
als 1 ymol/l erwarten. Da aus der Untersuchung mit einer Hematin/L uminol-Reagenz-
ienlésung im Vergleich zu den Messungen mit Cytochrom c eine niedrigere Nach-
weisgrenze fir die organischen Hydroperoxide zu erwarten war, sollte diese Chemi-
lumineszreaktion weiter untersucht werden.

Insgesamt lieferten die Voruntersuchungen Aufschiul? tber die Empfindlichkeit und
das zu erwartende Nachweisvermdgen der verschiedenen Reaktionssysteme. Der
empfindlichste Nachweis von H,O, und organischen Hydroperoxiden gelang durch die
Verwendung eines Phenylendiamin/Fe(l1)-UV/VIS-Reaktionssystems und eines
L uminol/Hematin-Chemilumineszenz-Reaktionssystemes, so dal diese beiden Sys

teme fUr die folgenden Optimierungen ausgewahlt wurden.
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3.2.2 Optimierung der ausgewahlten HPL C-Methoden

Aufbauend auf den Ergebnissen der intensiven Voruntersuchungen sollten weiter-
fuhrende Arbeiten zur Nachsiulenresktion mit Luminol/Hematin und N,N-substitu-
ierten Phenylendiaminen kléren, inwieweit die abgeschédtzten Nachweisgrenzen
erreicht bzw. durch die Optimierung der Systeme zu verbessern sind. Bel der Aus-
arbeitung eines HPLC-Systems mit Nachsdulenderivatisierung (NSD) missen neben
der Art der Trennsaulen zahlreiche weitere Parameter wie z. B. die Reagenz-
ienkonzentrationen, die Reagenzienflisse, die Dimensionen und Temperatur der Re-
aktionskapillare sowie die Mef3zelle, Anregungs- und/oder Detektionswellenldngen
und weitere Einstellungen des Detektors optimiert werden. Da sich in friheren
Arbeiten durch die Verwendung von RP-ODS-Saulen und wal¥iger (HsPO,, pH 3.5)
bzw. methanolisch/wal¥riger Eluenten gute Ergebnisse erzielen lief3en, wurde dieses
Trennsystem auch fir die hier durchgefuhrten Arbeiten Ubernommen (z. B.
Hellpointner und Gab, 1989; Kok et al., 1995; Heinmdller, 1997; Heinmdller et al.,
1998).

In Realproben liegen H,O, als auch organische Hydroperoxide haufig nebeneinander
vor. Daher sollten die neuen HPLC-NSD-Systeme simultane Bestimmungen mit
ausreichender Empfindlich ermdglichen. Wegen der primér beabsichtigten Messung

atmosphérischer Proben wurde die Optimierung meist auf H,O, beschrankt.

3.2.2.1 UV/VIS-HPLC-Detektion mit N,N- disubstituierten p-Phenylendiaminen

Die Optimierung der UV/VIS-HPLC-Detektion erforderte weitere vorbereitende
Untersuchungen. Insbesondere mufde geklart werden, ob die ReagenzienlGsung Uber
einen langeren Zeitraum ausreichend stabil ist. Zu Beginn der Arbeiten mit dem
einfachsten disubstituierten Vertreter der p-Phenylendiamine, dem N,N-Dimethyl-p-
phenylendiamin, fiel insbesondere die verhdtnismédllig schnelle Verfarbung der
Reagenzienl6sung auf. Variationen in der Reihenfolge der Reagenzienzugabe zeigten
einen enormen Einfluf3 auf diese unerwiinschte Eigenschaft, die zu hohem Untergrund
und starker Drift flhrte. Der Grund fur diese Instabilitét lag ganz offensichtlich an der
Oxidation von Fe(ll) durch Luftsauerstoff. Durch vorhergehendes Entgasen des

verwendeten Wassers mit Helium sowie dessen Ansauerung (pH 1.8) vor der Zugabe
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des (NH,4).Fe(SO,), und anschlieffende Aufbewahrung unter Kihlung, konnte die
schnelle Verfarbung der Lésung verhindert werden.

Da die Trennung der hoheren Alkylhydroperoxide einen Eluenten mit hohem
organischen Anteil erfordert und das Mischen des Eluates mit einer rein waldigen
Reagenzienlsung u. U. zu Problemen fihren kann, wurde der Einflufd organischer
Losungsmittel auf die Stabilitét der N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin-Reagenzien-
[6sung untersucht. Dazu wurden Losungen mit unterschiedlichen Methanol/H,O-
bzw. Acetonitril/H,O-Mischungsverhéltnissen und einer fur die HPLC noch nicht
optimierten Konzentration von 3 g/l DMPD, 0.2 g/l (NH,4).Fe(SO,), 6H,0 und 12.2
mmol/l H,SO, angesetzt und mit fortschreitender Zeit (Lagerung bei Raum-

temperatur) photometrisch vermessen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Stabilitat der ungekiihlten DMPD-Reagenzienldsung bei Verwendung
verschiedener Losungsmittelgemische

Bel diesen Untersuchungen zeigte sich, dal3 insbesondere die Verwendung von metha-
nolisch/wél¥rigen Reagenzienldsungen zu einer mit der Zeit zunehmenden Verférbung
und den oben schon beschriebenen Problemen fuhrte. Warum gerade ein Mischungs-
verhdtnis von 50:50 (v:v) eine sehr intensive Farbung der RegenzienlGsung ver-
ursachte, konnte nicht geklart werden. Bel einer moglichen Anwendung des Nach-
sdulenreaktionssystems zur Bestimmung lipophiler Hydroperoxide ist zu bedenken,
dal3 durch den hohen wél¥igen Anteil in der Reagenzienl6sung diese Substanzen nicht

120 7eit [min]
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vollstandig in Losung gehalten werden (siehe auch Heinmdéller, 1997). Da dies durch
einen ausreichenden organischen Anteil in der Reagenzienldsung verhindert werden
kann, wurde im weiteren der Einflul3 des organischen Losungsmittels auf die Signal-
grofie untersucht. Bei der HPL C-Bestimmung einer 10 uM H,0,-L6sung mit metha-
nolisch/wél¥igen Reagenzienldsungen, konnte keine Abhangigkeit der Signalgrofien
vom organischen Anteil festgestellt werden (Abbildung 11). Ob sich der organische
Anteil im Reagenz nachtellig auf die Empfindlichkeit oder die Nachweisgrenze
auswirkt konnte an dieser Stelle nicht geklart werden und bleibt weiteren Unter-

suchungen vorbehalten.
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Abbildung 11: EinfluB des MeOH-Anteils der Reagenzienldsung auf die SignalgroRe
(UVIVIS-HPLC-System I, Reagenzienldsung: 755 mg DMPD und
50 mg (NH4)2F€(SO4)26H20/250 ml 7.8 mM HzSO4)

Trotz der guten Stabilitét der acetonitrilischen Reagenzienldsung sollte diese nicht
unbedingt eingesetzt werden. Wie nachfolgende Beispiele zeigen, kdnnen sich
dadurch die Nachweisgrenzen verschlechtern (vgl. Tabelle 13, S. 81). Da zudem
Kostennachteile und Gesundheitsrisken gegen die Verwendung dieser Losungen
sprachen, wurde schliefdich mit rein wassrigen Reagenzienl ésungen gearbeitet, zumal

sich die geringe Verfarbung durch Kihlen auf 4 °C weiter minimieren lief3. Im
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weiteren Verlauf dieser Untersuchungen konnte festgestellt werden, dal? der Einsatz
der wél¥igen Reagenzienltsung selbst bel Gradientenelutionen mit einem Methanol-
anteil des Eluenten bis zu 98 % keine Probleme verursacht.

Die Optimierung der Reagenzienzusammensetzung erfolgte bel einer festen Konfigu-
ration der HPLC (u. a. Injektionsvolumen, Reagenzien- und Eluentenfluf3, Lénge und
Temperatur der Reaktionskapillare). Bei konstanter (NH,).Fe(SO,), 6H,0O-Konzen-
tration von 750 mg/250 ml wurde die DMPD-Konzentration variiert. Injektionen von
20 W einer 10 pM H ,0,-L6sung ergaben maximale Signalgrofen bel einer DMPD-
Konzentration von 500 mg/250 ml (Abbildung 12). Die nachfolgende Optimierung der
(NH,).Fe(SO4), 6H,0-Konzentration bei konstanter DM PD-Konzentration zeigte das
Signalmaximum bei etwa 350 mg/250 ml (Abbildung 12). Die an verschiedenen Tagen
mit frisch angesetzten H,O,-Standards gemessenen Abhangigkeiten der Signalgrofie
von der (NH,).Fe(S0,), 6H,0- bzw. DM PD-Konzentration waren ahnlich.

200000 + (NH,),Fe(S0,), bei 500 mg DMPD/
250 ml 7.8 mM H,SO,
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Abbildung 12: Optimierung der DMPD-Reagenzienlsung (UV/VIS-HPLC-System I,
Injektion: 20 pl 10 mM H,O,, FluR: Eluent/Reagenz je 0.5 ml/min)

So nahm die Signalintensitét mit zunehmender Reagenzienkonzentration bis zu einem

Maximum schnell zu; danach fuhrte die Erhéhung der Reagenzienkonzentrationen
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lediglich zu einer geringen Abnahme der Signalintensitét. Dieser Verlauf legt den
Schluf? nahe, dal3 selbst bel den relativ geringen Probenkonzentrationen (20 il einer
10 uM H,0,-L6sung entsprechen 6.8 ng) geniigend Reagenz zur Verfiigung gestellt
werden muf3, um eine ausreichende und schnelle Umsetzung zu gewahrleisten.

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen sollte insbesondere geklért werden, welchen
Einfluf3 die Lange der Reaktionskapillare auf Signalgréfie und -breite hat. Dazu wurde
eine zu Beginn 10 m lange Kapillare (ID 0.25 mm) nach 5-maliger Injektion einer 10
MM H,0O, Losung um je einen Meter verkirzt. Wie Abbildung 13 zeigt, konnte die

maximale Signalgrofie mit einer 8 m langen Kapillare erreicht werden.
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Abbildung 13: EinfluR der Lange der Reaktionskapillare auf Signalgrofie und -breite
(UV/VIS-HPLC-System | mit optimierter Reagenzienldsung, Injektion:
20 pl 10 uM H,0,, Flul’: Eluent/Reagenz je 0.5 ml/min)

Da sich mit der Lange der Kapillare jedoch auch das Totvolumen nach der Saule
andert, und dies zu Problemen bei der Trennung nahe beieinander liegender Signale
fuhren kann, wurde bel diesen Versuchen zusétzlich die Signabreite in halber Héhe
bestimmt. Diese ebenfalls in Abbildung 13 dargestellte Grof3e zeigt sehr anschaulich,
dai3 eine 10 m lange Reaktionskapillare eine Verbreiterung des H,O,-Peaks von 60 %
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zur Folge hat. Auffdlig ist jedoch, dal3 die Peakverbreiterung erst ab einer Kapil-
larenldnge von 8 m verhdtnismaliig stark ansteigt. Danach ist die Festlegung auf eine
7 m lange Reaktionskapillare ein guter Kompromif3 zwischen maximaler Signalgrofie
und minimaler Peakverbreiterung.

Aufgrund der weiter unten beschriebenen Ergebnisse tiber den Einflul der Geometrie
von Reaktionskapillaren (3.2.3.1, S. 69) wurden fir das UV/VIS-HPLC-System
gewickelte Kapillaren mit einem Wicklungsdurchmesser von 3 cm eingesetzt.

Neben Lange und Geometrie der Reaktionskapillare kann auch deren Temperatur die
Signalgrofie beeinflussen. Bei den Messungen zeigte sich, dal3 ein maximales Signal
bei 20 bis 30 °C erreicht werden kann (Abbildung 14). Sowohl die Erniedrigung as
auch die Erhohung der Temperatur verursachte eine in etwa gleich starke Abnahme
der Signaintensitdt. Da die maximale Signalgrofie bel Raumtemperatur lag und sich in
diesem Bereich bei leichten Temperaturschwankungen nur geringe Anderungen der

Signalgroéfie ergaben, wurde auf eine Temperierung der Reaktionskapillare verzichtet.
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Abbildung 14: EinfluR der Temperatur auf die SignalgroRe (UV/VIS-HPLC-System |
mit optimierter Kapillarlange und Reagenzienlosung, Injektion: 20 pl
10 uM H,0,, FluR: Eluent/Reagenz je 0.5 ml/min)
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Nach der Optimierung von Reagenzienldsung, Lange und Temperatur der Reaktions-
kapillare sollte in einer weiteren Untersuchung gekléart werden, welchen Einfluf3 der
Reagenzienflul auf die Signalgrofie hat. Die dazu notwendigen Messungen wurden
mit dem UV/VIS-HPLC-System Il durchgeftihrt. Bei dieser Untersuchung zeigte sich
der erwartete Verlauf (Abbildung 15), in welchem die Reduzierung des Eluenten-

fluf3es zu einer Erhthung der Signale fuihrt.
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Abbildung 15: EinfluR des Reagenzienflusses auf Signalgrdofie und -breite (UV/VIS-
HPLC-System Il mit optimierter Kapillarlange und Reagenzienldsung,
Injektion: 20 pl 10 uM H;0,, 10.1 pM MHP, FluR: Eluent/Reagenz je
0.5 ml/min)

Dieser Zusammenhang ist durchaus verstandlich, da mit abnehmendem Flul? die
Resktionszeit verlangert wird. Ebenso wie die Verlangerung der Kapillare (Abbildung
13; Seite 58) fuhrt auch die Fluldreduzierung zu einer Peakverbreiterung. Auffaligist,
dai’ die Peakbreite sowohl unterhalb eines Reagenzienflusses von 0.3 ml/min als auch
bei Kapillarlangen Uber 8 m stérker ansteigt (Abbildung 13, Abbildung 15). Die
gleichzeitige Messung der Signalgréfie und der Peakbreite von H,O, und MHP zeigte
einen nahezu identischen Verlauf. Uberraschend war jedoch das fir MHP erhaltene

groRere Signal bel kleinen Reagenzienfllissen. Eine mogliche Erklérung dafir konnte
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die Fe(lll)-katalysierte Zersetzung von H,O, sein. Unter den Ublichen Resktions-
bedingungen wird, wie weiter unten gezeigt, nur ein Teil des H,O, umgesetzt, der
aber mit der Zeit ansteigen sollte. Liegen jedoch durch Oxidation von Fe(ll) relativ
hohe Konzentrationen an Fe(l11) vor, so kann aus Uberschissigem H,O, nach dem
Kremer-Stein-Mechanismus (Reaktionsschema 21) Sauerstoff freigesetzt werden
(Holleman und Wiberg, 1985).

+H,0, -H,0 +H,0,

Fe"ooHzr + H* Fe¥ oo+ Fesr
- Hzoz +H,0 - 02 v -H,0

Fe?*

Reaktionsschema 21: Kremer-Stein-Mechanismus der Fe(l11)-katalysierten
Zersetzung von H,0,

In diesem Fall mifdte, wie in den Abbildung 13 (S. 58) und 15 (S. 60) zu sehen, die
lineare Funktion abknicken. Unter der Voraussetzung, dal3 MHP weniger reaktiv ist,
folglich im Vergleich zu H,O, bei gleicher Aufenthaltsdauer in der Kapillare weniger
Fe(l1l) vorliegt und ebenfalls katalytisch zersetzt wird, wére dieser Effekt fur MHP
erst bel kleineren Fluf¥raten zu erwarten. Sowohl das Abknicken der linearen MHP-
Funktion als auch die dadurch im Vergleich zu H,O, hoheren Signale bei kleinerem
Flu3 scheinen diese Vermutung zu bestétigen. Eine weitere Erklérung fir das
Abknicken der Funktionen kann Uber die Oxidation des farbigen Semichinondiimins
(SQDI) zum farblosen Chinondiimin (QDI) erfolgen (Reaktionsschema 20, S. 44). So
konnen beispielsweise bei einem Oxidantien [Ox]/[DEPD]-Verhdltnis von 1:2 neben
etwa 50 % SQDI auch 30 % QDI entstehen. Bei [Ox]/[DEPD]-Verhaltnissen grof3er
1:2 nimmt der Anteil des farbigen SQDI ab, wéhrend der des farblosen QDI zunimmt
(Nickel, 1978). Allerdings sprechen durchaus auch Argumente gegen diese Erkl&rung,
da sowohl das [Ox]/[DMPD]-Verhdtnis as auch die Fe(l11)-Konzentration nicht nur
mit der Aufenthaltsdauer in der Reaktionskapillare, sondern auch mit steigender
Hydroperoxid-Konzentration zunehmen. Demnach wére bereits bel hoheren H,O--
Konzentrationen von etwa 30 pmol/l ein Abflachen der Kalibrierfunktion zu erwarten,
tatsachlich tritt dieser Effekt jedoch erst bel Konzentrationen > 100 pmol/l auf
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Kalibriergerade fiir H,O, (DMPD-UV/VIS-HPLC-System Il, linearer
Fit von 0-10.0 pmol/l, Funktion verlangert bis zu 550 pmol/l)

Obwohl der auf 0.3 ml/min reduzierte Flul3 des Nachsdulenreagenzes fur H,O, und
MHP zu Signalerhthungen von 25 % bzw. 32 % bel nahezu gleichbleibender Peak-
breite flhrte, wurde der in den vorangegangenen Messungen eingestellte Flul3 von 0.5
mi/min beibehaten; ausschlaggebend dafir war letztendlich die schon bel Flissen
unterhalb 0.5 ml/min beginnende Verbreiterung des MHP-Peaks.

Da sich das UV/VIS-Reaktionssystem mit DMPD auch zum empfindlichen Nachwels
von Fe(lll) eignet, wurde im folgenden untersucht, ob die Messung einer Fe(lll)-
Losung Ruckschlisse auf die Umsetzung des H,O, zul&t (Hirayama und Unohara,
1988). Bei ersten Messungen erzeugten die in das UV/VIS-HPLC-System I
injizierten Fe(l11)-Losungen mit Konzentrationen bis zu 100 yM kein Signal. Die
anschlief3enden Injektionen einer 10 uM H,0,-Ldsung ergaben nur sehr kleine
Signale, die erst nach langem Spiilen der Sdule wieder in den Bereich der fir diese
Konzentration bekannten SignalgrofRe gelangten. Moglicherweise kann dieses
Verhalten auf eine langsame Elution der Fe(l11)-lonen zurtickgefuhrt werden, durch
die H,O, auf der Saule zersetzt wird. Erst durch den Ausbau der HPLC-Saule und die

direkte Injektion in das nun nicht mehr trennende System konnten auch fur Fe(lll)-
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Losungen auswertbare Signale erhalten werden. Aus der Stochiometrie der H,O,/
Fe(11)-Redoxreaktion, bei welcher 1 Molekil H,O, zwei Fe(lll)-lonen erzeugt, war
zu erwarten, dal3 sich die Signalgrofen gleich konzentrierter Losungen von Fe(l11)
und H,O, um den Faktor 2 unterscheiden. Die in Abbildung 17 dargestellten Verlaufe
unter optimierten HPLC-Bedingungen (aber ohne Sdule) lassen jedoch nur sehr
geringe Unterschiede in den Signalgrofien erkennen.
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Abbildung 17: SignalgréRRe als Funktion der Fe(l11)- und H,O,-Konzentration unter
verschiedenen Bedingungen (DMPD-UV/VIS-HPLC-System I1, mit
und ohne S&ule, teilweise bei halbierten Eluenten- und Reagenzien-
flissen)

Entgegen der Erwartung erzeugten H,O,-L6sungen sogar etwas kleinere Signale als
die entsprechend konzentrierten Fe(l11)-Losungen. Erst nach Halbierung von Eluen-
ten- und Reagenzienflul3 und damit einhergehende Verlangerung der Reaktionszeit
ergaben sich fur H,O,-Ldsungen etwas grofere Signale as fur die entsprechenden
Fe(lll)-Lésungen. Diese Untersuchungen belegen, dal3 in der relativ kurzen
Reaktionszeit keine vollsténdige Umsetzung des H,O, stattfinden kann.
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Alle oben beschriebenen Voruntersuchungen und Optimierungen an den UV/VIS
Systemen wurden ebenso wie frihere , Klvettenmessungen® bel Wellenldngen von
553 bzw. 551 nm durchgefiihrt, obwohl die gebildeten Semichinondiimine bel etwa
330 nm eine wesentlich stérkere Absorption zeigen (Abbildung 6, S. 45) (Nicke,
1978; Bader et a., 1988; Hirayama und Unohara, 1988). Die Griinde fir die Messung
bei dieser Wellenldnge lagen zum einen darin, dal3 bei kleineren Wellenléangen ein
Verlust an Selektivitdt zu erwarten war. Zum anderen zeigte die Untersuchung einer
Mischung von Arylalkylhydroperoxiden mittels Gradientenelution bel der Wellenlange
von 330 nm eine starke Drift der Basislinie (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Messung einiger aromatischer Hydroperoxide bei verschiedenen
Detektionswellenlangen (Gradientenelution: MeOH/verd. H;PO,
0-15 min von 50 auf 80 % MeOH, anschlieBend isokratisch mit 80 %
MeOH, DEPD-UV/VIS-HPLC-System I1)

3.2.2.2 Luminol/Hematin-Chemilumineszenz-HPLC

Fur die Optimierung der Luminol/Hematin-Chemilumineszenz-HPLC wurden zu-
néchst, wie beim UV/VIS-HPLC-System mit Phenylendiaminen, weitere Vorunter-

suchungen durchgefuihrt. Sowohl diese Voruntersuchungen als auch die anschlief3en-
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den Optimierungen erfolgten mit einer 20pl-Probenschleife und 10 pM H ,0,-L dsung.
Da die Chemilumineszenz nach Vermischen der Reagenzien sehr schnell bis zu einem
Maximum ansteigt und danach exponentiell abnimmt, muf3 der Bereich, in welchem
die Reagenzien zusammengefihrt werden, méglichst nahe an oder idea erweise sogar
in der Detektor-Mef3zelle liegen (Seitz, 1981; Matthaus et a., 1994).

4] 10 20 30 40 50 60 70 3
Measuring time [sec]

Abbildung 19: Zeitabh&ngigkeit der Luminol/Hemin-Chemilumineszenz mit Lipid-
hydroperoxiden (Matth&us et al., 1994)

Versuche mit dem Jasco CL-825 Chemilumineszenzdetektor bestétigten diese Aus-
sage. So konnten durch Verkirzen einer zwischen Detektor und Mischzelle instal-
lierten 1 m langen Kapillare (ID 0.25 mm) die Signdintensitéten von H,O, um ca
60 % und die von MHP um etwa 50 % erhdht werden (Abbildung 20). Durch den
Einbau der Mischzelle (HPLC-Kreuz-Verbinder) in den Detektor und die damit
verbundene Verkirzung des Misch-/Mef3zellen-Abstandes um weitere 8 cm konnte
die Signalgréf3e nochmal's gesteigert werden.

Neben dieser baulichen Veranderung am Detektor lief3 sich durch Erhdhung der
Eluenten- und Reagenzien-Flul¥aten die Zeit zwischen Misch- und Mefizelle ver-
ringern, was zu einer weiteren Steigerung der Signalintensitét fihrte (vgl. Bostick und
Hercules, 1975).



3 Ergebnisse und Diskussion 66

600000 —
500000 -
7 400000 - H,0,
L,
&
‘S 300000
[@)]
©
c
.CD
@ 200000 -
MHP
100000 ii\__/._*/_k . — . —
0 : : : : : : : : : |
0 01 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Lénge der Reaktionskapillare [m]

Abbildung 20: EinfluR der Kapillarléange auf die SignalgroRe (je 4 Injektionen,
Detektor-Verstarkung fiir beide HP identisch, 0 cm entspricht dem
OriginaldetektoranschluR)

Als optimale Flul¥raten, bei denen sowohl die Trennung von H,O, und HMHP as
auch en vertretbarer Reagenzienverbrauch erreicht wurden, erwiesen sich 0.7 ml/min
fur den Eluenten und 1.0 mli/min fir die Reagenzienlésung. Zur Optimierung der
Chemilumineszenz-Reaktion wurde zunéchst bei konstanter Hematin-Konzentration
die optimale Luminol-Konzentration bestimmt. Die nachfolgende Variation der
Hematin-Konzentration bei konstanter Luminol-Konzentration ergab eine maximale
Signalgrofe bei 1.0 bis 24 mg/l. In Abbildung 21 ist die Abhéngigkeit der
Signalgrof3e von der Hematin- und Luminol-Konzentration dargestellt. Im Gegensatz
zur UV/VIS-Detektion mit der DMPD-Reagenzienl6sung fuhrte die Erhdhung der
Reagenzienkonzentrationen zu einem starken Intensitétsverlust der Signale. Fir diese
Abnahme der SignalgrdfRe sind moglicherweise Quenchprozesse verantwortlich. Die
optimalen Reagenzienkonzentrationen betrugen fur Luminol 32 mg/l und fir Hematin
1.6 mg/l.
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Abbildung 21: Einflul der Hematin- und Luminolkonzentration in der Reagenzien-
I6sung auf die Signalgrofie einer 10 uM H,0,-Ldsung

Neben den Reagenzienkonzentrationen kann der pH-Wert einen entscheidenden
EinfluR auf die Intensitét der Chemilumineszenz ausiiben. Bei den hier durchgefihrten
Untersuchungen mit einer 20 mM Borat/NaOH gepufferten Reagenzienldsung ergab
sch die maximae Signaintensitét bel einem pH-Wert von 13 (Abbildung 22).
Aufgrund der niedrigen H3PO,-Konzentration im Eluenten (pH 3.5) und der hohen
NaOH-Konzentration im Reagenz sind pH-Wert der Reagenzienlésung und der
Reaktiond 6sung identisch. Dieser relativ hohe pH-Wert liegt damit etwas Uber den
Werten vergleichbarer Arbeiten. So wurde bei Untersuchungen der K3Fe(CN)e-
katalysierten Luminol/H,O,-Reaktion der optimale pH-Wert mit 10.6 bestimmt; bei
der Co(ll)-katalysierten Luminol/H,O,-Reaktion wurde ein optimaler pH-Wert von
10.9 bzw. 11.7 ermittelt (Bostick und Hercules, 1975; Burdo und Seitz, 1975; Yan
und Worsfold, 1990). Weitere Arbeiten, in denen Carbonsduren Uber die
Vorsaulenderivatisierung mit N-(4-Aminobutyl)-N-ethylisoluminol und nachfolgender
K3Fe(CN)e-katalysierten Chemilumineszenz des Carbonséureamids bestimmt wurden,
ergaben die maximale Chemilumineszenzintensitét bel einer NaOH-Konzentration im

Reagenz von 2.6 mol/l (Kawasaki et al., 1985). Sowohl die eigenen Untersuchungen
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als auch die der Arbeiten anderer zeigen, dal3 eine maximae Chemilumines
zenzintensitdt nur im stark Alkalischen erreicht werden kann. Die grolien
Unterschiede der Signalintensitéten bel nur geringen Abweichungen vom optimalen
pH-Wert (Abbildung 22) entsprechen den Ergebnissen friherer Untersuchungen
(Bostick und Hercules, 1975; Burdo und Seitz, 1975; Kawasaki et al., 1985). Die
unterschiedlichen pH-Optima der Reagenzien- bzw. Reaktiondésung in den ver-
oOffentlichten Arbeiten sind offensichtlich in hohem Mal3e von der Art und Konzentra-

tion der Katalysatoren sowie des verwendeten Luminolderivates abhangig.
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Abbildung 22: Einflu des pH-Wertes der Luminol/Hematin-Reagenzienldsung auf
die SignalgroRe

3.2.3 Messung von Standardlésungen mit den verschiedenen HPL C-Systemen

Um die Anwendungsbreite und Qualitét der neuen Methoden zu untersuchen, wurden
im weiteren Verlauf der Arbeit zahlreiche Messungen mit H,O, und einfachen, aber
auch sterisch anspruchsvollen, organischen Hydroperoxiden (Alkyl-, Arylalkyl- und
Alkoxyalkylhydroperoxiden) durchgefiihrt. Aus diesen Messungen wurden Kalibrier-
funktionen erstellt und statistische Kenngréfen wie Verfahrensstandardabweichung
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(VSA) und Verfahrensvariationskoeffizient (VVK) gewonnen. Die Nachweisgrenze
wurde nach der Kalibriergeradenmethode der DIN 32 645 durch die Messung von
Standardiosungen, welche die berechnete Nachweisgrenze maxima um ene
Grofdenordnung Ubersteigen, bestimmt. Zum Vergleich der neuen Reaktionssysteme
mit einer Modifikation (Fluoreszenz-HPLC-System 1l) des HPLC-Systems von
Hellpointner und Géb (1989) bzw. Kurth (1992) (Fluoreszenz-HPLC-System |I)
wurden auch fir dieses System statistische Kenngréfien bestimmit.

Die Konzentrationen der zur Bestimmung der Kalibrierfunktionen verwendeten Stan-
dards betrugen max. 10 - 20 umol/I. Dieser Konzentrationsbereich wurde gewahlt, da
die neuen Systeme primar zur Analyse atmosphérischer Spurenstoffe eingesetzt wer-
den sollen und sich mit den haufig verwendeten Probenahmeverfahren (Kryosampling,
Sammelwendel) durch Anreicherung nur Konzentrationen bis zu etwa 5 pmol/l

erreichen lassen.

3.2.3.1 Atmospharisch relevante Hydroperoxide
Fluoreszenz-HPLC-System 11

Obwohl sich das von Hellpointner und Géb (1989) entwickelte und spéter von Kurth
(1992) veranderte HPL C-System (Fluoreszenz-HPL C-System |) sehr gut bewdahrt hat,
wurden im Arbeitskreis weitere Modifikationen vorgenommen. So wurde das ur-
springliche 3-Pumpen-System zu einem 2-Pumpen-System ohne Reaktionsschleifen-
temperierung umgebaut. Bel diesem System steht dem Vortell der geringeren Kosten
ein erheblicher Nachteil gegentiber, den Kurth schon am urspriinglichen Fluoreszenz-
HPLC-System | erkannte. Die eingesetzte Reagenzienlsung des 3-Pumpen-Systems
enthielt, ahnlich wie die des 2-Pumpen-Systems, sowohl das Enzym (HRP) as auch
das Substrat (PES) in einer Losung. Bei langeren Gebrauch dieser Losung wurde ein
Anstieg der Basidinie und eine Zunahme des Grundrauschens beobachtet. Da dieses
Problem zumindest bei den eigenen Arbeiten erst nach deutlich mehr as 10 Stunden
auftrat, wurde das System soweit moglich auch weiterhin eingesetzt (z. B. Polar-
sternfahrt). Bei der Bestimmung von H,O, wurde gleichzeitig auch ein mdglicher
EinfluR der Reaktionskapillaren-Geometrie untersucht. Bei paralelen Messungen mit

zwei Resktionskapillaren gleicher Léange und gleichen Innendurchmessers, aber mit
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unterschiedlichem Wicklungsdurchmesser bestétigten sich die von Heinméller (1997)
fur Lipidhydroperoxide beschriebenen Ergebnisse (Tabelle 3). Danach lassen sich
durch eng gewickelte und nach Mdglichkeit auch den Drehsinn wechselnde Kapillaren

schmalere und auch grél3ere Signale erhalten.

Substanz | Steigung | Achsen- [ Korrelations| VSA [ VVK NWG EG BG

abschnitt | -Koeffizient | jmoiy | [96] | [umol/l] | [umol/1] | [umol/]

H,0,? 290085 -20392 0.996 0.026 7.3 0.05 0.10 0.14

H,0,° 241641 13145 0.998 0.058 9.4 0.06 0.12 0.17
Reaktionskapillare: ®Wicklungsdurchmesser ca 1 cm
*Wicklungsdurchmesser ca. 14 cm

Tabelle 3: VerfahrenskenngrofRen bei der Bestimmung von H,O, mit unterschied-
lichcher Geometrie der Reaktionskapillaren (Fluoreszenz-HPLC-
System 11)

Chemilumineszenz-HPLC-System

Mit dem optimierten Chemilumineszenz-HPL C-System wurden nur die atmosphérisch
interessanten Hydroperoxide H,O,, MHP und EHP gemessen. Dabei lief3en sich diein
Tabelle 4 aufgefuhrten Nachweisgrenzen erreichen. Auffélig ist die vergleichsweise
geringe Steigung der H,O,-Kalibrierfunktion, die jedoch nicht auf die geringere
Empfindlichkeit des Hydroperoxides, sondern vielmehr auf die notwendige Ein-

stellung des Detektors zurlickzufiihren ist.

Substanz | Steigung | Achsen- | Korrelations| VSA | VVK | NWG EG BG

abschnitt | -koeffizient | moiny | [9%] | [umol/] | [umol/] | [pmol/]

H,0,? 87712 9238 0.996 0.32 11.2 0.09 0.18 0.40
MHP’ 245983 28072 0.998 0.19 5.6 0.11 0.22 0.50
EHP® 195113 -27405 0.998 0.16 233 0.21 0.43 0.84

2 Detektorempfindlichkeit (Gain) 1; ® Detektorempfindlichkeit (Gain) 10

Tabelle 4: VerfahrenskenngrolRen der Analyse atmospharischer Hydroperoxide
(Chemilumineszenz-HPLC-System)

Aufgrund der unverhatnismaldig hohen Empfindlichkeit fir H,O, mufdte der Detektor
auf eine geringe Verstéarkung (Gain 1) eingestellt werden, da ansonsten schon bei

kleinen Konzentrationen eine Uberschreitung des Meflbereichs zu beobachten war.
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Bel dieser Einstellung waren die Signale des MHP erheblich (ca. Faktor 5) kleiner als
die des H,0,, so dal? der Mef3bereich um den Faktor 10 bzw. 100 verstarkt werden
mufdte. Die gewlnschte Verstérkung konnte zwar wéahrend der laufenden Analyse
eingestellt werden, dies hatte aber zur Folge, dal3 bis zu einer Minute danach keine
Detektion moglich war (Anhang 2). Bei Messungen von Realproben wirde dieses
Verhaten zu einem Verlust an Information fihren. Da die Luminol-Chemilumineszenz
mit verschiedensten Katalysatoren haufig mit Erfolg zur Bestimmung von lipophilen
Hydroperoxiden in komplexer Matrix (z. B. Blutplasma) eingesetzt wurde, dirfte mit
der Kopplung von Hematin-Katalyse und HPLC ein weiteres leistungsféhiges
Analysensystem fur diese Substanzklasse zur Verfugung stehen. Die im Rahmen
dieser Arbeit entwickelten HPLC-Methoden sollen jedoch priméa dazu dienen,
atmosphérische Proben bzw. Proben aus Smogkammern zu bestimmen, in welchen
meist hohe H,O,-K onzentrationen neben geringen Konzentrationen von HMHP, MHP
und EHP vorkommen, so dal3 das Chemilumineszenz-HPL C-System aufgrund der

oben beschriebenen Probleme nicht weiter untersucht wurde.

Phenylendiamin-UV/VIS-HPLC-Systeme

Die Standardlésungen fur die Messungen mit dem neuen DMPD-UV/VIS-HPLC-
System enthielten H,O, (t; = 4.6min ), HMHP (5.4 min), MHP (7.4 min) und EHP
(14.8 min) (Abbildung 23). Aufgrund unterschiedlicher Qualitét oder Zustand der
Saulen kénnen die angegebenen Retentionszeiten jedoch leicht variieren. Die Kali-
brierfunktionen und statistischen Kenngrdf3en des DMPD-UV/VIS-HPLC-Systems
snd in Tabelle 5 aufgefihrt. Mit Ausnahme von HMHP zeigten die untersuchten Hy-
droperoxide im Konzentrationsbereich bis 10 pumol/l in etwa gleiche Empfindlichkeit.

Substanz | Steigung | Achsen- | Korrelations| VSA | VVK | NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [umol/I] | [pmol/1] | [umol/l]
H,0, 23478 570 1.000 0.058 32 0.07 0.14 0.19
HMHP 18418 -893 0.999 0.068 53 0.11 0.22 0.30
MHP 23128 -581 1.000 0.100 4.4 0.19 0.38 0.52
EHP 23170 837 0.998 0.179 7.7 0.26 0.52 0.72

Tabelle 5: VerfahrenskenngrolRen der Analyse atmospharenchemisch relevanter
Hydroperoxide (DMPD-UV/VIS-HPLC-System I1)
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Abbildung 23: Chromatogramm einer Standardldsung (ca. 5 uM je Komponente)
atmospharischer Hydroperoxide (H,O,, HMHP, MHP, EHP),

Messung mit dem DMPD-UV/VIS-HPLC-System |

Fur eine weitergehende Prifung der Linearitét wurde der Responsefaktor der Hydro-

peroxide bei verschiedenen Konzentrationen bestimmt. Die Responsefaktoren wurden

als Quotienten der gemittelten Signalgrofde und der Konzentration berechnet und in

Abbildung 24 gegen die Konzentration aufgetragen (vgl. Heinmdller, 1997). Der

lineare Bereich der Responsefaktoren erstreckt sich von etwa 1 bis mindestens 10

pmol/I.
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Abbildung 24: Ermittlung des linearen Bereichs bei der Messung atmosphéarischer

Hydroperoxide (DMPD-UV/VIS-HPLC-System I1)
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Fur Messungen der atmosphérischen Hydroperoxide (z. B. bel Mefl3kampagnen) kann
es aufgrund fehlender oder ungentigend reiner Hydroperoxidstandards sinnvoll sein,
die Systeme nur auf H,O, zu kalibrieren. Die Konzentration der anderen Hydroper-
oxide kann dann Uber einen auf H,O, normierten Responsefaktor (Methodenfaktor)
[42] bestimmt werden ( z. B. Gottwald, 1993).

. _ c(HPYS(H,0,)
Methode c (Hzoz) S (HP)

[42]

mit ¢ (HP) = Konzentration Hydroperoxid (z. B. MHP, EHP)
S = Signalgrof3e [FE]

Da sich auch weitere substituierte para-Phenylendiamine zur empfindlichen Detektion
von Hydroperoxiden einsetzen lassen, wurden H,O,, MHP und EHP ebenfalls mit
dem DEPD-UV/VIS-HPLC-System |1 untersucht. Neben den Messungen der Absorp-
tion im sichtbaren Bereich (I = 551 nm), wurden die H,O,-Standards zusétzlich bei
einer Wellenldnge von 330 nm vermessen. Aufgrund des hoheren Extinktionskoeffi-
Zienten bel dieser Wellenlange (Abbildung 6, S. 45) sollten eine hohere Empfindlich-
keit und eine niedrigere Nachweisgrenze erreicht werden. Es zeigte sich jedoch, dal3
trotz der hoheren Empfindlichkeit (Steigung der Kalibriergeraden) (siehe auch
Abbildung 18, S. 64) keine Verbesserung der Nachwei sgrenze maoglich war.

Substanz | Steigung | Achsen- | Korrelations| VSA | VVK | NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [umol/I] | [pmol/1] | [umol/l]
H,0,? 13431 2216 0.999 0.136 55 0.04 0.08 0.11
H,0," 28014 -840 0.998 0.184 10.8 0.17 0.34 0.47
MHP 10493 804 0.998 0.203 8.2 0.19 0.38 0.52
EHP? 9466 -2024 0.995 0.342 7.7 0.28 0.56 0.77

? Detektionswellenlange 551 nm; ® Detektionswellenlange 330 nm

Tabelle 6: VerfahrenskenngrofRen atmospharenchemisch relevanter Hydroperoxide
(DEPD-UV/VIS-HPLC-System I1)

Dieser zunéchst widerspriichlich erscheinende Befund 183 sich damit erkl&ren, dal? die
bei der Kalibrierung (Anhang 5, S. 148) erhatenen Mef3werte bei | = 330 nm ene

deutlich grofRere Standardabweichung aufweisen. Da die Standardabweichung bei der
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Berechnung der Nachweisgrenze nach DIN 32 645 bertcksichtigt wird, bewirkt die
hohere Empfindlichkeit in diesem Fall keine Verbesserung der Nachweisgrenze. Die
Responsefaktoren fir das DEPD-System sind oberhalb einer Konzentration von
2 pmol/l konstant (Abbildung 25). Gegentiber dem DM PD-System beginnt damit der

lineare Bereich erst bal um den Faktor zwei hoheren K onzentrationen.
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Abbildung 25: Ermittlung des linearen Bereichs bei der Messung atmosphéarischer
Hydroperoxide (DEPD-UV/VIS-HPLC-System 1)

Bel weiteren Messungen von H,O, und MHP wurde anstelle der Eisenkatalyse die
Moglichkeit der Katalyse mit Meerrettichperoxidase (HRP) untersucht. Dieses System
wurde mit einer HRP-Konzentration von 1 mg/l und einer DM PD-K onzentration von
10 mg/l in der Reaktionsl6ésung bereits von Bader et a. (1988) als , K livettenmethode®
zur empfindlichen Bestimmung von H,O, eingesetzt. Im Vergleich dazu wurden die
Konzentrationen in der HPLC-Reagenzienlésung so gewahlt, dal3 sich nach Ver-
dunnung mit dem Eluat HRP- bzw. DMPD-Konzentrationen von 5 und 1000 mg/I
ergaben. Die mit diessm HPLC-System erhatenen KenngrofRen sind in Tabelle 7
aufgefihrt.
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Substanz | Steigung | Achsen- | Korrelations| VSA | VVK | NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [umol/l] | [pmol/I] | [umol/l]

H,O, 42.8 -567 0.996 30.3 10.1 36 71 98

MHP 934 254 0.983 137 14.4 197 394 542

Tabelle 7: VerfahrenskenngrofRen atmospharenchemisch relevanter Hydroperoxide
(DMPD/HRP-UV/VIS-HPLC-System I1)

Im Gegensatz zu den vorhergehenden Messungen (Fe(l1)-katalysierte Oxidation von
DMPD bzw. DEPD) konnten mit diesem Reaktionssystem nur vergleichsweise hohe
Nachweisgrenzen erreicht werden. Auffallig ist zudem, das sich fir MHP trotz nahezu
doppelter Empfindlichkeit (Steigung der Kalibriergeraden) um den Faktor vier hohere
Nachweisgrenzen ergaben. Dies 183 sich jedoch, wie schon weiter oben beschrieben

durch die grof3ere Streuung der Mef3werte erklaren.

Verwendung von narrow-bore Saulen

In den letzten Jahren haben verbesserte Herstellungsverfahren dazu gefihrt, dal3
neben den traditionell eingesetzten wide-bore HPLC-Saulen mit Innendurchmessern
von 4.0 bis 4.6 mm auch Saulen mit 1.0 und 2.0 mm Innendurchmesser eingesetzt
werden. Diese as micro-bore bzw. narrow-bore bezeichneten Saulen erreichen hohe
Bodenzahlen und erlauben die Trennung komplizierter Gemische bei niedrigem Flul3.
Aufgrund des niedrigen Flusses erhoht sich die Probensubstanzkonzentration, woraus
sich hthere Signale und eine grofkere Empfindlichkeit des Systems ergeben. Ein
grofer umwelt- und kostenrelevanter Vorteil besteht bei diesen Systemen in der
betrachtlichen Einsparung von Ldsungsmittel. Sollen Applikationen von einer wide-
bore auf eine narrow- oder micro-bore Saule Ubertragen werden, so kann der auf

diesen Saulen bendtigte Flul3 nach folgender Gleichung berechnet werden:

FluR, xID?
Flug, = D2 [43]

mit: FluB, = Flul? der narrow- oder micro-bore Saule
FluR,, = FluR der wide-bore Saule
ID, = Innendurchmesser der narrow- oder micro-bore Saule
ID,, = Innendurchmesser der wide-bore Saule
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Durch die Verwendung einer 2 mm narrow-bore Saule anstelle der bisher eingesetzten
4 mm wide-bore Sdulen konnte der Eluentenflul? von 0.5 mli/min auf 0.125 mi/min
reduziert werden. Zur weiteren Anpassung des Systems wurde die 7 m lange
Resktionskapillare mit eéinem Innendurchmesser von 0.25 mm durch eine 4 m lange
Kapillare mit einem Innendurchmesser von 0.13 mm ersetzt. Die mit diesem System

erhatenen Kenngrof3en sind in Tabelle 8 zusammengefaldt.

Substanz | Steigung | Achsen- | Korrelations| VSA | VVK | NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [umol/l] | [pmol/I] | [umol/l]
H,O, 25772 2234 0.999 0.16 5.2 0.15 0.30 0.41
MHP 19653 1180 1.000 0.10 15 0.09 0.18 0.25
EHP 25980 -1309 0.999 0.09 35 0.09 0.18 0.25

Tabelle 8: Verfahrenskenngrof3en verschiedener atmospharenchemisch relevanter
Hydroperoxide (DMPD-UV/VIS-HPLC-System Il, narrow-bore Saule
Merck 2 mm ID)

Da sich durch die Verwendung der narrow-bore Séule keine signifikanten Vorteile
hinsichtlich Empfindlichkeit und Nachweisvermdgen ergaben, wurden wegen der
hoheren Verfugbarkeit der Sdulen und einer gewilnschten Vergleichsmdglichkeit mit

friheren Arbeiten im weiteren Verlauf 4 mm wide-bore Saulen eingesetzt.

3.2.3.2 Beurteilung der Leistungsféhigkeit der eingesetzten HPLC-Systeme

Um die Leistungsfahigkeit der verschiedenen HPLC Systeme bei der Untersuchung
von Standardiésungen atmosphérischer Hydroperoxide mdglichst objektiv - zu
beurteilen, ist es sinnvoll die Verfahrenskenngrof3en heranzuziehen. Als Kriterium fir
Empfindlichkeit und Genauigkeit der Systeme sind daher Nachweisgrenze (NWG)
und Verfahrensvariationskoeffizient (VVK) von besonderer Bedeutung. Beim
Vergleich der in Tabelle 9 aufgefiihrten NWG ist zu beachten, dal fur das HRP/PES-
Fluoreszenz-Verfahren in der Literatur die Methode zur Bestimmung der NWG nicht
explizit angegeben wurde. Die NWG fir H,O, bei Hellpointner und Gab (1989) sowie
bei Kurth (1992) beruhen auf dem 3s-Konzept und wurden aufgrund gleicher
Responsefaktoren auf MHP, HMHP und EHP Ubertragen (Turner, 1998). Dennoch
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zeigt der Vergleich sehr deutlich, dal3 sich mit den neu entwickelten Chemi-
[umineszenz-, DMPD- und DEPD-UV/VIS-HPLC-Systemen fir H,O, und die unter-
suchten organischen Hydroperoxide Nachweisgrenzen in der Groéfenordnung des
bisher héufig angewendeten HRP/PES-Fluoreszenz-Systems erreichen lassen. Aller-
dings falen die besonders hohen Nachwei sgrenzen des mit HRP katalysierten DMPD-
Systems auf, die vermutlich nicht nur auf die fehlende Optimierung dieses Systems

zurtickzufiihren sind.

Substanz | HRP/PES Luminol/Hematin- | DMPD/HRP- DMPD- DEPD-
Fluoreszenz- | Chemilumineszenz- | UV/VIS-HPLC' | UV/VIS-HPLC | UV/VIS-HPLC
HPLC HPLC
NWG [umol/I] NWG [umol/I] NWG [pumol/l] | NWG [pumol/l] | NWG [umol/l]
H,O, 0.05% (0.07)° 0.09¢ 98 0.07 0.04 (0.17)°
HMHP 0.05° (0.07)° - - 0.11
MHP 0.05° (0.07)° 0.11° 542 0.19 0.19
EHP 0.05°(0.07)° 0.21° - 0.26 0.28

2 Fluoreszenz-HPLC-System I; ® Hellpointner und Gab, 1989 (nicht detailliert angegeben, vor allem
HMHP fraglich!); ¢ Kurth, 1992 (nicht detailliert angegeben, vor allem HMHP fraglich!); ¢ Bei
Detektorempfindlichkeit (Gain) 1, bei bis zu (Gain) 100 wahrscheinlich deutlich niedriger; ® bei
Detektorempfindlichkeit (Gain) 10; " nicht optimiertes System; ¢ Detektionswellenlange 330 nm;

- nicht bestimmt

Tabelle 9: Vergleich der Nachweisgrenzen bei der HPLC-Bestimmung verschiedener
atmospharisch relevanter Hydroperoxide

Da in den Publikationen (Hellpointner und Gab, 1989; Kurth, 1992) keine Angaben
Uber die erreichten Verfahrensvariationskoeffizienten vorlagen, konnten nur die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Kenngrof3en miteinander verglichen werden.
Insgesamt liegen die in Tabelle 10 aufgefiihrten Werte der DMPD- und DEPD-
UV/VIS-Systeme deutlich unter 10 %, so dal’ die Genauigkeit dieser Systeme der des
HRP/PES-Fluoreszenz-Systems  entspricht. Aufféllig sind allerdings die hohen
Verfahrensvariationskoeffizienten des Luminol/Hematin-Chemilumineszenz-Systems,
deren Ursache wahrscheinlich in der hohen Empfindlichkeit, dem relativ starken
Untergrundrauschen und der damit verbundenen schlechten Peakauswertung zu
suchen sind. Am Beispiel von H,O, wird deutlich, dald es zugunsten einer hoheren
Genauigkeit sinnvoll ist, bel der Bestimmung von Hydroperoxiden mit den neuen
UV/VIS-HPLC-Systemen bel einer Wellenldnge von 553 nm zu detektieren.
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Substanz | HRP/PES- | Luminol/Hematin- | DMPD/HRP- DMPD- DEPD-
Fluoreszenz- | Chemilumineszenz- | UV/VIS-HPLC® | UV/VIS-HPLC | UV/VIS-HPLC
HPLC HPLC VVK [%] VVK [%] VVK [%]
VVK [%] VVK [%]
H,0;, 7.3° 11.2 10.1 3.2 5.5 (10.8)°
HMHP - - - 5.3 -
MHP - 5.6 14.4 4.4 8.2
EHP - 23.3 - 7.7 7.7

2 Fluoreszenz-HPLC-System I; ° Detektionswellenlange 330 nm; © nicht optimiertes System
- nicht bestimmt

Tabelle 10: Vergleich der Verfahrensvariationskoeffizienten bei der HPLC-
Bestimmung verschiedener atmospharisch relevanter Hydroperoxide

3.2.3.3 n-Alkylhydroperoxide (Cs - Cys)

Da in ener friheren, im Arbeitskreis durchgefihrten Arbeit (Heinmdller, 1997)

chromatographische Kenngrof3en fur einige verzweigte und unverzweigte Alkylhydro-

Retentionszeit[ min]
isokratisch® Gradient®
n-Alkylhydroperoxid CH3CN/ verd. H3PO, MeOH/ MeOH/
verd. HsPO,4 verd. HsPO,4
(v:v) (v:v) (v:v)
70:30 90:10 95:5

C4Ho,OO0H 8.7 5.64 - -
CsH;;O0H - - - 6.3
CsH1300H - - - 7.1
CgH;7,O0H 11.85 7.94 - 9.6
CyoH2:00H - - - 12.9
C12H5s00H 30.80 22.06 13.52 17.1
C14H2000H - 40.68 19.67 24.7
C16H3300H - 81.31 30.40 34.6
C,gH3,O0H - - 49.02 51.8

& Saule: ODS-Hypersil (Shandon), 250 x 4.6 mm, 5 pm (Heinmaller, 1997)

® Saule: Merck LiChrospher® 100 RP-18, 250 x 4 mm, 5 um, Gradient: MeOH/verd. HPO,
0-6.5 min von 85 auf 95 % MeOH, 6.5-15 min, isokratisch 95 % MeOH, 15-20 min von 95 auf
98 % MeOH, anschlielend isokratisch 98 % MeOH

- nicht bestimmt

Tabelle 11: Retentionszeiten einiger n-Alkylhydroperoxide bei verschiedenen
Elutionsbedingungen
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peroxide bei Verwendung der HRP und MP-11/PES-Fuoreszenz-HPL C-Systeme
bestimmt wurden, lag es nahe diese Substanzen auch mit den neuen UV/VIS-HPLC-
Systemen zu untersuchen. Dazu mufde vorab eine Optimierung bzw. Anpassung des
Trennproblems an die gednderten Bedingungen der nichtenzymatischen HPLC
erfolgen. In Tabelle 11 sind die Retentionszeiten einiger n-Alkylhydroperoxide bei
isokratischer Elution und Gradientenelution angegeben. Mit dem verwendeten
Gradientenprogramm war es maglich, die n-Alkylhydroperoxide mit 5 bis 18 C-
Atomen in 52 min auf einer RP-18 Sdule aufzutrennen (Abbildung 26). Im Gradi-
entenprogranm wurde der Methanolanteil von anfangs 85 % innerhalb von 6.5
Minuten linear auf 95 % erhoht und 8.5 min bel dieser Zusammensetzung gehalten.
Durch diese Einstellung konnten die kleineren n-Alkylhydroperoxide noch gut
voneinander getrennt werden. Um auch eine moglichst schnelle Elution der héheren
n-Alkylhydroperoxide zu gewdhrleisten, wurde der Methanolantell nach ener

Analysenzeit von 15 min innerhalb von 5 min linear auf 98 % erhoht.
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Abbildung 26: Trennung der n-Alkylhydroperoxide (Cs - Cy5) mittels Gradienten-
elution an RP 18, 250 x 4.0 mm (Gradientenelution: MeOH/verd.
H3;PO, 0-6.5 min von 85 auf 95 % MeOH, 6.5-15 min isokratisch 95
% MeOH, 15-20 min von 95 auf 98 % MeOH, anschlief}end
isokratisch 98 % MeOH)
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Unter diesen Bedingungen wurden durch Mehrfachinjektion verschieden konzent-
rierter n-Alkylhydroperoxidmischungen die Kalibrierfunktionen erstellt und die Nach-
weisgrenzen bestimmt. Die Kenngréfien der Kalibrierfunktionen sowie die berech-
neten Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 12 zusam-
mengefalit.

n-Alkyl- Steigung | Achsen- | Korrelations| VSA VVK NWG EG BG
hydroperoxid abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [pmol/l] | [pmol/I] | [pmol/l]
CsH;,O0H 19307 5410 0.998 0.10 6.6 0.17 0.33 0.47
CsH1300H 15285 5334 0.999 0.50 7.1 0.40 0.80 1.10
CgH,700H 18740 3988 0.994 0.26 20.8 0.42 0.83 1.16
C1oH2:0O0H 10794 2327 0.986 0.29 17.6 0.46 0.92 1.27
C12H2s00H 28594 286 0.995 0.08 85 0.12 0.24 0.33
C14H2s00H 5602 1590 0.998 0.77 11.8 0.67 1.34 1.86
C16H3300H 6091 4097 0.996 1.30 153 1.84 3.68 451
C1gH3,O0H 1893 464 0.982 7.62 28.7 4.56 9.12 12.54

Tabelle 12: Verfahrenskenngrolien der n-Alkylhydroperoxide (Cs - Ci5)(DMPD-
UV/VIS-HPLC-System |1, Gradientenelution: MeOH/verd. H;PO, 0-6.5
min von 85 auf 95 % MeOH, 6.5-15 min isokratisch 95 %MeOH, 15-20
min von 95 auf 98 % MeOH, anschliel3end isokratisch 98 % MeOH)

Diese KenngrofRen machen deutlich, dal3 die Empfindlichkeit des Systems mit zu-
nehmender C-Zahl der n-Alkylhydroperoxide abnimmt. In gleichem Mal3e nimmt die
Nachweisgrenze mit steigender C-Zahl zu. Eine Ausnahme bildet das n-Dodecyl-
hydroperoxid (Ci2HsOOH). Der Vergleich der Nachweisgrenzen mit denen be-
kannter Systeme (HRP/PES-Fluoreszenz- und FOX-UV/VIS-HPLC-System, Tabelle
13) zeigt die hohe Leistungsfahigkeit des neuen DMPD-UV/VIS-HPLC-Systems. So
liegen die Nachweisgrenzen mit 0.17 pmol/l fur das CsH1;O0H und 0.67 pmol/l fur
das Cy4H2sOO0OH deutlich niedriger as die mit dem FOX-UV/VIS-HPLC-System
erreichten. Im Vergleich mit dem HRP/PES-System sind fur die n-Alkylhydroperoxide
bis Cy, niedrigere Nachweisgrenzen moglich. Erst fir die hoheren n-Alkylhydroper-
oxide (Ci4 - Cig) liegen die Nachweisgrenzen des DMPD-UV/VIS-HPLC-Systems
etwa um den Faktor vier dartber. Wird bei dem Vergleich zusédtzlich der apparative
Aufbau der Systeme, insbesondere der im algemeinen geringere Response des

UV/VIS-Detektors gegeniiber dem Fluoreszenz-Detektor berticksichtigt, lassen sich
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die mit dem DMPD-Resktionssystem erreichten Nachweisgrenzen erst richtig ein-

ordnen.
HRP/PES-Fluoreszenz-HPLC ? FOX-HPLC? DMPD-UV/VIS
HPLC"
n-Alkyl- CH3CN-Gradient MeOH Gradient MeOH Gradient MeOH-Gradient
hydroperoxid NWG NWG NWG NWG
[umol/I] [umol/I] [umol/I] [umol/I]
CsH;,0O0H - - - 0.17
CsH1300H 243 0.32 3.50 0.40
CgH,700H 4.06 0.68 1.48 0.42
C1oH2,0O0H 3.09 0.56 1.83 0.46
C12H2s00H 1.99 0.23 171 0.12
C14H2s0O0H 1.93 0.38 3.42 0.67
C16H3300H 1.07 0.44 4.78 1.84
C1gH3,O0H 2.66 114 4.49 4.56

2 Heinmoller, 1997; ° diese Arbeit

Tabelle 13: Nachweisgrenzen der n-Alkylhydroperoxide (Cs - C1g) mit verschiedenen
HPLC-Systemen

Zur Ermittlung des linearen Bereiches der DMPD-UV-VIS-Methode wurden in
gleicher Weise wie fur die hydrophilen Hydroperoxide auch fur die n-Alkylhydro-
peroxide Responsefaktoren bestimmt. Abbildung 27 zeigt, dal3 diese im Konzentrati-
onsbereich von etwa 5 pmol/l bis 60 umol/l annéhernd konstant sind.

Fruhere Untersuchungen mit dem HRP/PES-Fluoreszenz-HPL C-System ergaben ent-
sprechende Ergebnisse. Auch damals stellte sich ein konstanter Responsefaktor erst
oberhab von 5 pmol/l ein (Heinmoller, 1997). Allerdings sind die absoluten
Responsefaktoren aufgrund der unterschiedlichen Reaktionssysteme und Detektions-
verfahren nicht direkt vergleichbar. Im Gegensatz zu den hier erhaltenen Ergebnissen
(Abbildung 27) ergab sich fur die Responsefaktoren des HRP/PES-Systems bei einer
Konzentration von 10 pmol/l die Reihenfolge Cg > Cyg > Cyp @Cs > Cyg > Cig > Cyy-
HP (Heinmdller, 1997).
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Abbildung 27: Ermittlung des linearen Bereiches bei der Messung der n-Alkyl-
hydroperoxide (Cs - C15, DMPD-UV/VIS-HPLC-System 1)

3.2.3.4 Verzweigte Alkyl- und Arylalkylhydroperoxide

Neben den n-Alkylhydroperoxiden waren die verzweigten Alkylhydroperoxide von

besonderem Interesse, da diese mit den bisher eingesetzten enzymatischen Systemen
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Abbildung 28: Vergleich der Chromatogramme einer 8 uM Ldsung von tert-Butylhy-
droperoxid (a: HRP/PES-Fluoreszenz-HPLC-System |1, b: DMPD-
UV/VIS-HPLC-System I, Elution: isokratisch MeOH/verd. H;PO,
40:60 (v:v))
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nicht, oder nur mit sehr geringer Empfindlichkeit detektiert werden konnten (Kurth,
1992; Heinmoller, 1997). Ebenso wie bel den Untersuchungen von Kurth, (1992)
ergab die Injektion von tert-Butylhydroperoxid-Standards in das HRP/PES-Fluores-
zenz-HPLC-System bis zu Konzentrationen von 100 mmol/l keine Signale, wéhrend
das neue nichtenzymatische UV/VIS-HPL C-Reaktionssystem die empfindliche Detek-
tion dieses Hydroperoxids ermdglichte (Abbildung 28).

Zur Ermittlung der chromatographischen KenngrofRen der Analyse von verzweigten
Alkyl- und Arylalkylhydroperoxiden mit dem DMPD-UV/VIS-HPLC-System wurde
ein Gradientenprogramm, welches die gleichzeitige Bestimmung aller untersuchten
Hydroperoxide erméglichen sollte, ausgearbeitet. Die Elution erfolgte mit einem
MeOH/verd. H3PO,-Gradienten, bel dem das Mischungsverhdtnis von anfangs 50 %
MeOH innerhalb von 15 min linear auf 80 % MeOH erhoht wurde. Danach wurde

isokratisch mit 80 % MeOH dluiert. Mit diesem Programm konnten die untersuchten
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Abbildung 29: Trennung einiger sekundérer und tertiarer Alkyl- und Arylalkyl-
hydroperoxide mittels Gradientenelution (DMPD-UV/VIS-HPLC-
System |1, Gradienten-elution: MeOH/verd. H;PO,4 0-15 min von
50 auf 80 % MeOH, anschlielend isokratisch 80 % MeOH)
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Hydroperoxide bis auf 3-Pentyl- und 1-Phenylethylhydroperoxid innerhalb von 20 min
getrennt werden (Abbildung 29, Anhang 10). 1-Phenylethylhydroperoxid wurde daher
nicht im gemischten Standard (Abbildung 29), sondern separat as Mischung mit
Cumol- und Tetralin-Hydroperoxid vermessen (Anhang 9).

Zur Charakterisierung der Leistungsfahigkeit des UV/VIS-HPLC-Systems wurden
ebenso wie bei den vorhergehenden Messungen die chromatographischen Kenngrof3en
mit Hilfe von Standardgemischen bestimmt. Die mit den DMPD- und DEPD-
UV/VIS-HPLC-Systemen ermittelten Kenngrof3en der Kalibrierfunktionen sowie die
berechneten Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen sind den Tabellen
Anhang 11 und 12 zu entnehmen. Bel den Untersuchungen ergaben sich fir fast dle
untersuchten Hydroperoxide sehr niedrige Nachweisgrenzen, mit Werten von 0.04 bis
0.28 pmol/I fir das DMPD- und 0.07 bis 0.42 pmol/I fir das DEPD-UV/VIS-HPLC-
System. Fir das cyclo-Hexenyl-Hydroperoxid lief3en sich dagegen nur um ein bis zwei
Grofenordnungen hthere Nachweisgrenzen erreichen. Diese unerwartet hohen Werte
sind aufgrund der Strukturverwandtschaft zum Tetralinhydroperoxid zunéchst nicht
zu erkldren. Gegen einen moglichen systematischen Fehler, wie z. B. fehlerhafte Kon-
zentrationen der Hydroperoxidstandards spricht sowohl die unabhangige iodomet-
rische Konzentrationbestimmung der Hydroperoxidstammldsung als auch die um den
Faktor zehn bis dreil3ig geringere Steigung der Kalibrierfunktion.

Die in Tabelle 14 dargestellten, mit verschiedenen HPLC-Detektionsmethoden er-
haltenen Nachweisgrenzen fir verzweigte Alkyl- bzw. Arylalkylhydroperoxide zeigen
sehr eindrucksvoll die wesentlich hohere Leistungsfahigkeit der neuen UV/VIS
HPL C-Systeme gegenlber den bekannten Fluoreszenz-HPL C-Systemen. So konnten
mit den neuen Systemen Nachweisgrenzen erreicht werden, die bis zu einem Faktor
100 unter denen der enzymatischen Fluoreszenzsysteme liegen. Ebenso gelang die
Detektion des cyclo-Hexenyl-Hydroperoxids und die des b-Pinenhydroperoxids im
pmolaren Konzentrationsbereich. Im Gegensatz zu den enzymatischen Reaktions-
systemen, deren Leistungsfahigkeit durch die fehlende Empfindlichkeit gegeniber
sterisch anspruchsvolleren Hydroperoxiden begrenzt wird, ermdglicht das nicht-
enzymatische UV/VIS-HPL C-System auch fir diese Verbindungen Nachweisgrenzen
wie fur die n-Alkylhydroperoxide.
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Hydroperoxid HRP/PES- MP-11/PES- DMPD-UV/VIS- | DEPD-UV/VIS-
Fluoreszenz-HPL C | Fluoreszenz-HPLC HPLC HPLC
NWG [pmol/1] NWG [pmol/1] NWG [pmol/1] NWG [pmol/1]

2-Propyl-HP nachwei shar, - 0.28 0.42
2-Butyl-HP 9.5% n.n? 13.83°
tert-Butyl-HP n.n.? 0.10 0.33
cyclo-Hexenyl-HP n.n.° n.n.° 35 37
3-Pentyl-HP 12.33° 17.73° 0.18 0.42
Cumol-HP n.n.? 6.8° 0.10 0.17
Tetralin-HP n.n' 6.3° 0.04 0.07
1-Phenylethyl-HP 0.19 0.09
i;‘rﬂ;lx e)t/%yI-HP <10 05"
b-Pinen-HP n.n? n.n’ @100°

3 Kurth, 1992 ® Heinméller, 1997; ¢ Schmitz, 1994; “ NWG: 3 s-Konzept (Kaiser und Specker, 1955)
® abgeschatzt aus dem Signal einer 800 uM Lésung; ' diese Arbeit; n. n. nicht nachweisbar (bei
untersuchten Konzentrationen bis zu 10 mmol/I?, 1 mmol/I°, 75 pmol/l ¥); - keine Angabe bzw. nicht
bestimmt

Tabelle 14: Vergleich der Nachweisgrenzen einiger sekundarer und tertiarer Alkyl-
bzw. Arylalkylhydroperoxide

3.2.3.5 Alkoxyalkylhydroperoxide

Zur weiteren Untersuchung des UV/VIS-HPLC-Systems wurden verschiedene Alk-
oxyakylhydroperoxide eingesetzt, die u. a. bei der Oxidation von Ethern entstehen
konnen. Da Ether in zunehmendem Malke as Kraftstoffzusdize in Mischungs-
verhdtnissen bis zu 15 % je Einzelkomponente (z. B. tert-Butylmethylether) ver-
wendet werden, ist ihre Emission, aber auch daraus gebildeter Alkoxyalkylhydro-
peroxide, nicht auszuschlieRen (Shell Technischer Dienst, 1994). Die chromato-
graphische Untersuchung erfolgte mit einer homologen Reihe von Alkoxymethyl-
hydroperoxiden (Methoxy- bis Butoxymethylhydroperoxid) sowie den am Alkoxyrest
verzweigten Analogen iso-Propoxy- und tert-Butoxymethylhydroperoxid. Bei iso-
kratischer Elution mit Methanol/Wasser-Gemischen nimmt die Retentionszeit mit
steigender C-Zahl der Alkoxy-Substituenten zu, die Alkoxymethylhydroperoxide mit

verzweigtem Substituenten eluieren vor ihren unverzweigten Isomeren. Mit zunehm-
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endem Methanolantell verlauft die Elution schneller, be mehr als 60 % Methanol ist
jedoch keine Trennung der Hydroperoxide mdglich (Abbildung 30, Anhang 19).
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Abbildung 30: Anderung der Retentionszeiten einiger Alkoxymethylhydroperoxide
bei isokratischer Elution mit MeOH/verd. H;PO,

Zur Trennung der Hydroperoxide in einem Lauf wurde ein Gradientenprogramm
entwickelt. Nach 10 min isokratischer Elution wird der Methanolanteil innerhalb von
8 min linear von 30 % auf 60 % erhoht und bis zum Ende des Laufes bei diesem
Mischungsverhédtnis gehalten. Mit diesem Gradienten wird, wie in Abbildung 31
dargestellt, fur ale untersuchten Alkoxymethylhydroperoxide eine Basidlinientrennung
erreicht. Der vordere Bereich des Signals des n-Propoxymethylhydroperoxides wurde
durch die Elution einer unbekannten Verbindung, vermutlich eines Hydroxymethyl-
alkoxymethylperoxids, tUberlagert. Solche Additionsprodukte von Formaldehyd und
Hydroperoxid traten as Verunreinigungen in den synthetisierten Standards auf und
koénnen, wie das Hydroxymethyl-tert-butoxymethylperoxid (HM-(t-BuO)MP) zeigt,
durchaus detektiert werden (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Trennung einiger Alkoxymethylhydroperoxide mittels Gradienten-
elution (Saule: RP-18, 250 x 4.0 mm; Gradientenelution: MeOH/
verd. H3PO, (v:v) 0-10 min isokratisch 30 % MeOH, 10-18 min
von 30 auf 60 % MeOH, anschlieRend isokratisch 60 % MeOH)

Die chromatographischen Kenngrof3en der Alkoxymethylhydroperoxide wurden
sowohl unter isokratischen Elutionsbedingungen as auch bei Gradientenelution
bestimmt. Wahrend bei isokratischer Elution Nachweisgrenzen bestimmt werden
konnten, die in etwa denen der unverzweigten und verzweigten Alkylhydroperoxide
entsprachen, lagen diese bel Gradientenelution eines gemischten Standards etwa um
den Faktor zwei hoher (Anhang 21 und 23). Neben hoheren Nachweisgrenzen
ergaben sich bel Gradientenelution zudem geringere Empfindlichkeiten. Wéhrend sich
die hoheren Nachweisgrenzen Uber grof3ere Standardabweichungen, verursacht durch
die geringere Integrationsgenauigkeit infolge der breiteren Signale und des stérkeren
Rauschens erkléren lassen, kann dies nicht zur Erkldrung des Empfindlichkeits-
verlustes beitragen. Der Rickgang der Empfindlichkeit mufd jedoch nicht zwangs-
laufig mit den chromatographischen Bedingungen zusammenh&ngen, sondern kann
auch durch eine Veranderung der Standardlsung hervorgerufen werden. Dies scheint
umso mehr wahrscheinlich, da sowohl in dieser as auch in ener friheren Arbeit

gezeigt werden konnte, dal3 schon die in Lésung befindlichen Einkomponenten-
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standards der Alkoxyalkylhydroperoxide zur Zersetzung neigen (Boddenberg, 1994).
Neben den chromatographischen Kenngrof3en der Alkoxymethylhydroperoxide
wurden auch die Kenngrof3en der bei der Oxidation von Diethylether und Tetra
hydrofuran entstehenden Alkoxyalkylhydroperoxide bestimmt. Fir beide Ver-
bindungen lief3en sich bei isokratischer Elution mit Methanol/verd. H3PO,4 45:55 (v:v)
Nachweisgrenzen von 0.03 bzw. 0.04 pmol/l erreichen (Anhang 25). Die Substanzen
eluierten unter den angegebenen chromatographischen Bedingungen nach 6.3 (THF-
HP) bzw. 7.6 min (EOEHP). Beim Vergleich der mittels UV/VIS- bzw. HRP/PES-
Fluoreszenz-HPL C erhaltenen Ergebnisse zeigten sich fir das neue System zum Tell
erheblich bessere Nachweisgrenzen. Bei der Beurteilung der Daten ist alerdings zu
beachten, dal? die Elution der Alkoxyakylhydroperoxide im HRP/PES-System mit
Wasser erfolgte (Boddenberg, 1994). Daher sind nur die Daten des Methoxy-
methylhydroperoxids (in beiden Féllen rein wél¥ige Elution) gut vergleichbar,
waéhrend die fir das HRP/PES-System angegebenen Nachweisgrenzen von Ethoxy-
methyl- und 1-Ethoxyethylhydroperoxid durch Elution mit einem organischen Lauf-
mittel verbessert werden konnten. Andererseitsist zu bedenken, daf3 die nach dem 3s-
Konzept (Kaiser und Specker, 1955) bestimmten Nachweisgrenzen in der Regel

deutlich unter denen der DIN liegen.

Hydroperoxid HRP/PES- DMPD-UV/VIS-| DEPD-UV/VIS
Fluoreszenz-HPLC HPLC HPLC
isokratisch® Gradient isokratisch
NWG [umol/I] NWG [umol/I] NWG [umol/I]
MOMHP (0.7) 0.95 0.11
EOMHP (2.1) 0.74 0.07
i-PrOMHP - 14 0.10
n-PrOMHP - 3.8(0.5) 0.40
tert-
- 9.8 (2 1.0

BUOMHP 2
n-BUOMHP - 16 (2) 0.46
EOEHP (2.1) - 0.06
THF-HP - - 0.04

@ Boddenberg, 1994, Elution mit 100 % verd. HsPO,, Wertein Klammern
NWG nach dem 3s-Konzept (Kaiser und Specker, 1955)

Tabelle 15: Vergleich der erreichbaren Nachweisgrenzen fir einige Alkoxyalkyl-
hydroperoxide mitverschiedenen HPLC-Systemen
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3.2.3.6 Benzoylperoxid

Eine weitere Melyreihe mit dem DMPD-UV/VIS-HPLC-System sollte kléaren, in-
wiewelt dieses auch bel der Bestimmung von Peroxiden eingesetzt werden kann. Als
Standardsubstanz wurde Benzoylperoxid, welches z. B. in der Pharmazie und Poly-
merchemie Verwendung findet, gewahlt. Das mit 25 % Wasser versetzte, kaufliche
Benzoylperoxid wurde in Methanol/verd. HzPO, 80:20 (v:v) gelést und zur Her-
stellung unterschiedlich konzentrierter Standardldsungen verdunnt. Bei isokratischer
Elution mit Methanol/verd. H3PO, 90:10 (v:v) ergab sich an einer RP-18-Stan-
dardsdule eine Retentionszeit von 9.3 min. Bel einem akzeptabelem Verfahrens
variationskoeffizienten von 8.8 % lie? sich eine Nachweisgrenze von 0.25 pmol/l
erreichen. Diese liegt zwar etwa um den Faktor 4 Uber der von H,0,, alerdings
immer noch im Bereich der fur die unverzweigten und verzweigten Alkylhydro-
peroxide bestimmten Nachweisgrenzen. Da Diacylperoxide wie das Benzoylperoxid
sehr leicht in Radikale zerfallen kdnnen und daher haufig a's Initiatoren radikalischer
Reaktionen eingesetzt werden, sind die hier fir das Benzoylperoxid gefundenen
Ergebnisse sicher nicht auf Dialkylhydroperoxide Ubertragbar. In einer neueren Arbeit
Uber die ,,hochempfindliche spektrophotometrische Bestimmung von Benzoylperoxid*
wird dieses in einem ,Kovettenverfahren® mit N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylen-
diamin (TMPD) unter Ce(1V)-Katalyse bestimmt (Mori et al., 1997). Da unter den
Bedingungen dieser Untersuchungen etwas hthere Extinktionen als mit den in dieser
Arbeit verwendeten Reagenzien DMPD und Fe(11) gemessen wurden, kdnnen die hier
erreichten Nachweisgrenzen vielleicht noch verbessert werden. Aus zwei Grinden
sollte dieses System jedoch sehr kritisch betrachtet werden. Zum einen bewirkt die
Zugabe von H,O, im 10 fachen Molverhdtnis keine Erhdhung des Signas, zum
anderen wird fir das Kuovettensystem mit TMPD leider keine konkrete
Nachweisgrenze, sondern eine um den Faktor finfzig bessere Nachwels
empfindlichkeit gegeniiber einem friher beschriebenen N-Ethyl-2-naphthylamin-
Resaktionssystem angegeben (Mori et a., 1995, 1997). Da auch in dieser Arbeit die
Angabe von Empfindlichkeit und Nachweisgrenze fehlt, ist ein gewdnschter
Vergleich, Uber welchen evtl. eine Abschédzung der Empfindlichkeitssteigerung
maoglich wére, nicht durchfiihrbar (Mori et al., 1995).
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3.2.4 Untersuchung der Querempfindlichkeit des neuen DMPD-UV/VIS-HPLC-
Systems

Obwohl bei der HPLC-Anayse mittels Nachsaulenderivatisierung durch die chro-
matographische Trennung der Komponenten und die spezifische Reaktion eine hohe
Selektivitdt erreichbar ist, konnen Querempfindlichkeiten nicht ausgeschlossen
werden. So kann bei der Koelution von Hydroperoxid und storender Substanz sowohl
eine Signalerhbhung als auch eine Signalerniedrigung eintreten. Werden Hydro-
peroxide und storende Substanzen an der HPL C-Saule ausreichend getrennt, |83 sich
die stérende Substanz durch ein positives oder negatives Signal identifizieren.
Wahrend negative Signale problemlos a's Querempfindlichkeit erkennbar sind, fihren
positive Signale sehr leicht zur Vortduschung von Hydroperoxiden und damit zu einer
Verwechslung. So konnen beispielsweise bel der HRP/PES-Fluoreszenz-HPLC
fluoreszierende Verbindungen falschlicherweise ein Hydroperoxid anzeigen. Treten
bei der Untersuchung einer Probe unbekannte Signale auf, sollte sowohl bei
Fluoreszenz- as auch bel der UV/VIS-Detektion die Probe nochmals ohne Rea-
genzien untersucht werden. Um vergleichbare Retentionszeiten zu erhalten, kann tber
die Reagenzienpumpen Ldsungsmittel zugegeben werden.

Da die subgtituierten Phenylendiamine mit vielen oxidierenden Substanzen (z. B. Os,
Cl,, Metallsalzen) reagieren konnen, ist fir die Nachsdulenderivatiserung mit dem
Fe(I1)/DMPD-Reagenz eine vergleichsweise geringe Selektivitét zu erwarten (Pdlin,
1957; Nickel, 1978; Schick et al., 1997). Neben den oxidierenden Substanzen kénnen
auch im sichtbaren Bereich bei 553 nm absorbierende Verbindungen Signale erzeugen.
Aufgrund der mdglichen Detektion von Formaldehyd mit einer H,O.-haltigen DMPD-
Reagenzienl6sung ist bei der Koelution von H,O, mit Aldehyden eine Querempfind-
lichkeit gegenuber diesen nicht auszuschlielen (Evmiridis et a., 1990). Zur
Beurtellung einer moglichen Querempfindlichkeit wurden unterschiedlich konzent-
rierte Losungen potentiell stérender Substanzen mit dem HPLC-System untersucht.
Da die Fe(ll)-katalysierte Oxidation der Phenylendiamine durch Hydroperoxide sehr
wahrscheinlich Gber einen Fe(l1)/Fe(l11)-Zyklus erfolgt, wurde erwartet, dal’ Fe(l11)-
Losungen zu hohen Querempfindlichkeiten fuhren. Allerdings zeigten die schon in
3.2.2.1 beschriebenen Untersuchungen keine Signale fur Fe(l11)-Losungen bis zu den

dort gemessenen Konzentrationen von 100 pmol/l. Wéhrend ohne HPLC-Saule
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Fe(l11)-Konzentrationen < 0.25 pmol/I bestimmt werden konnten (3.2.2.1), traten mit
eingebauter Saule erst bei Konzentrationen von > 400 pmol/l Signale auf. Bei diesen
Untersuchungen eluierte Fe(l11) mit einer Retentionszeit von 4.0 min vor H,O, (4.7
min); erst ab Fe(ll1)-Konzentrationen von 4 mmol/l konnte dieses nicht mehr von
H.O, getrennt werden. Somit ist selbst bei der Untersuchung von Regenwasser, in
welchem Fe(l11)-Konzentrationen von 0.6 -1.4 pmol/l vorliegen kénnen, nicht mit
Storungen der Hydroperoxidanalyse zu rechnen (Pehkonen et al., 1992). Neben
Fe(l11) wurden die in Tabelle 16 aufgefiihrten organischen Substanzen sowie O; und
HNO; auf eine mogliche Querempfindlichkeit hin untersucht. Um eine Elution der
organischen Komponenten zu gewéahrleisten, wurde sowohl mit verd. HsPO, as auch
mit Laufmittelgemischen der Zusammensetzung MeOH/verd. H3PO, 50:50 (v:v)
eluiert. AuRBer O;, HCOOH und HNO; zeigte keine der, bis zur angegebenen
Konzentration untersuchten Substanzen ein Signal (Tabelle 16).

Verbindung maximal untersuchte Konzentration | Response ab einer Konzentration von
[mmol/I] [umol/I]

Fe (I11) 4 400

Os » 4.2 2

HCHO 31

CH3;CHO 12

CH3CH,CHO 13

CH3(CH,),CHO 18

CH3(CH)sCHO 0.4

CsHsCHO 0.8

OHCCHO 19

HCOOH 4.1 70

HNO; 5.8 80

- keine Querempfindlickeit bis zur maximal untersuchten Konzentration nachgewiesen;  siehe Text
bzgl. der H,O,-Signale

Tabelle 16: Untersuchung der Querempfindlichkeit (DMPD-UV/VIS-HPLC)

Zur Bestimmung einer mdoglichen Querempfindlichkeit gegentiber Ozon wurden
verschiedene Gasvolumina mit einem Gehat von 1 g/l Os in 10 ml tridestilliertes

Wasser eingeleitet. Da nach dem Einleiten des Ozons alle untersuchten Losungen
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H,O, enthielten, wurde dessen Konzentration paralel mit dem HRP/PES
Fluoreszenz-HPLC-System gemessen. Dabel ergaben sich identische H,0,-
Konzentrationen der Lésungen. Unter der Annahme, dal3 das enzymatische System
keine Querempfindlichkeit gegentiber O; zeigt, konnte so eine durch mdgliche
Koelution auftretende Querempfindlichkeit ausgeschlossen werden. Im Gegensatz
dazu fuhrte die Injektion der HCOOH- und HNOs-L 6sungen ab Konzentrationen von
70 bzw. 80 pmol/l zu unerwarteten Signalen bei Retentionszeiten von 6.0 bzw. 4.9
min. Insbesondere die mit Nitraten beobachtete Querempfindlichkeit sollte bel der
Untersuchung von atmosphérischen Wasserproben (Regen-, Nebel-, Schnee- und
Wolkenwasser) sehr grindlich berticksichtigt werden, da in diesen Proben NO;-
Konzentrationen bis zu 10 mmol méglich sind (Graedel und Crutzen, 1994). Neben
diesen beiden Substanzen konnen auch Peroxide eine Querempfindlichkeit ver-
ursachen. Da es dlerdings vorstellbar ist, zukinftig mit nur einem Analysensystem
Hydroperoxide und Peroxide zu bestimmen, sind ,, Querempfindlichkeiten” gegentiber
diesen Substanzen erwinscht (Hong, 1997). Bel weiter unten beschriebenen
Untersuchungen der Abgase eines Notstromaggregats (3.3.3) und eines Abgasstaub-
Extrakts aus dem Wuppertaler Kiesbergtunnel (3.3.4) zeigte sich zudem, dal3 trotz der
Vielzahl organischer Verbindungen in diesen Proben keine Uberméligen Storungen
der UV/VIS-HPLC auftraten. Die gleichzeitige Untersuchung dieser Proben mit dem
Fluoreszenz-HPLC-System |l fihrte zu vergleichsweise starken Stérungen. So
konnten alle im enzymatischen System auftretenden Signale auch bel der Messung
ohne Reagenzien detektiert werden (Anhang 52), wahrend die mit dem nicht-
enzymatischen System detektierten Verbindungen bei der Messung ohne Reagenz
kein Signa ergaben (Anhang 51). Anhand der durchgefihrten Untersuchungen kann
das DMPD-UV/VIS-HPLC-System daher a's sehr selektives System zur Bestimmung

von Hydroperoxiden angesehen werden.

3.2.5 Herstellung von Hydroperoxid-Prifgasen

Neben den Messungen von Hydroperoxid-Standardiésungen wurden im weiteren
Verlauf dieser Arbeit auch Interkalibrierungen bzw. Freilandmessungen an Luftproben

durchgefuhrt. Die Herstellung der dafir notwendigen Hydroperoxid-Prifgase erfolgte
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mit einer Prifgasapparatur, die einer Modifikation der von Hartkamp und Bachhausen
(1987) beschriebenen Apparatur zur kontinuierlichen dynamischen Erzeugung von
H,O,-Prifgasen entsprach (Abbildung 32). Entgegen der urspriinglichen Arbeitsweise
mit konzentrierten Hydroperoxid-Striplosungen und Hydroperoxidldsungstiberschuld
(Hartkamp und Bachhausen, 1987), arbeitet die hier eingesetzte Modifikation mit
vollstdndiger Verdampfung verdinnter Striplosungen. Auf diese Weise lassen sich

sehr konstante H,O,-, MHP- und EHP-Prifgaskonzentrationen erzeugen.
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1. Grundgas-Eingang 6. Wendelreaktor (T =20°C)  11. Schlauchpumpe
2. Druckminderer 7. Gasmischstrecke 12. Hydroperoxid Strip-
3. Schwebekdrperdurchflulregler 8. Prifgasentnahme Lésung (T =0°C)
4. Hochspannungsquelle 9. Prufgastiberschuf3 13. Abfallbehdlter
5. Ozongenerator 10. Thermostat

Abbildung 32: Schematischer Aufbau der Ozon- und Hydroperoxidprifgasapparatur

Da die Gasvolumenfliisse, das Uber die Wendel gehende ,Grundgas‘ und das zur

Verdinnung verwendete ,,Mischgas®, sowie die Konzentration und Fluf3 der Strip-
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[6sung bekannt waren, konnte Uber diese GrofRen die Gasphasenkonzentration des
Hydroperoxids berechnet werden. Tabelle 17 zeigt die berechneten und an verschie-
denen Tagen gemessenen Prifgaskonzentrationen fir einen Stripldsungs-Flufd von

0.108 ml/min sowie Grundgas- bzw. Mischgasfllisse von 9.85 bzw. 15.25 I/min.

Konzentration der Prufgaskonzentration
Striplésung berechnet gemessen
c(HP) c(HP) c (H20) c(MHP) | c(EHP)
[umol/l] [Pptv] [Pptv] [Pptv] [Pptv]
0.83 80 - 67+ 16 -
0.98 95 - - 100+ 11
1.39 134 - 148+ 13 -

14 135 - 142+ 2 -
164 158 - - 180+ 8
1.94 187 - 180+ 12 -
2.29 221 - - 222+5
2.77 267 - 262+ 14 -
2.82 272 - 264+ 18 -
3.27 315 - - 311+14
3.32 320 - 320+ 16 -
3.92 378 - - 398+ 9
4.00 386 333+ 11 - -
443 427 - 388 £ 57 -
5.23 504 - - 449+ 54
6.00 579 448+ 54 - -
8.00 772 564 + 26 - -
9.95 960 625 +43 - -
11.9 1145 800 + 60 - -
145 1402 997 + 30 - -

16 1541 1026 + 53 - -

20 1929 1449 + 125 - -

Tabelle 17: Berechnete und gemessene Hydroperoxid-Priifgaskonzentrationen (Strip-
I6sungsflul: 0.108 ml/min, Grundgas 9.85 I/min, Mischgas 15.25 I/min,
Kryosampling, DMPD-UV/VIS-HPLC-System I, jeweils Mittelwert aus
3-6 Messungen)
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Die Gegenuberstellung der gemessenen und berechneten Hydroperoxid-Prifgas-
konzentrationen zeigt insbesondere fur H,O, grofRRere Abweichungen. So wurden
durchschnittlich nur etwa 75 % der berechneten H,O,-Prufgaskonzentrationen
wiedergefunden, wéahrend die Differenz zwischen gemessenen und berechneten
Prufgaskonzentrationen der organischen Hydroperoxide (MHP und EHP) im Rahmen
der durch die Messung bestimmten Fehler liegt. Bei H,O,-Prifgasmessungen an einer
vergleichbaren Apparatur (Striplsungsfluz 0.078 mi/min, Grundgas 7.3 I/min, kein
Mischgas) wurden im Unterschied zu den hier gefundenen 70-80 % lediglich 50 % der
berechneten H,O,-Priifgaskonzentration bestimmt (Ligon, 1997).

Die Ergebnisse des Kryosamplings und anschlief3ender HPLC-Analyse mit Fluores-
zenz- bzw. UV/VIS-Detektion wurden durch Messungen mittels Gasprobeninjektoren
und direkter Umsetzung des H,O, mit geeigneten Reagenzien (KI, FOX, Vanadat-
Losungen) sowie nachfolgende photometrische Auswertung bestétigt (Ligon, 1997).
Aufgrund dieser Ubereinstimmung kann davon ausgegangen werden, daid das H,O;
teilweise in der Prufgasapparatur zersetzt wird. Als Folge des relativ geringen
Striplésungsflusses, des grof3en Volumens (ca. 3.9 ml) und der sich daraus fir die
Ldsung ergebenen Verweildauer von etwa 36 min in der ungekuhlten bzw. auf 20 °C
temperierten Zuleitung, scheint die Zersetzung des H,O, in der wéadrigen Phase
ebenso wahrscheinlich wie eine mogliche, von Ligon (1997) fur HMHP postulierte

Zersetzung in der Gasphase.

3.2.6 Aufbau eines automatisierten HPL C-Systems zur quasi-kontinuierlichen
Messung atmosphérischer Hydroperoxide

Da die im Bereich der Hydroperoxidanalytik héufig eingesetzten, kontinuierlich
messenden Geréte aufgrund einer fehlenden chromatographischen Trennung nicht die
bendtigte Selektivitét gegentber einzelnen Spezies (H,O, und ROOH) besitzen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Grundlagen fir die Entwicklung eines
automatisierten HPLC-Systems geschaffen. Im Gegensatz zu dem von Lazrus et a.
(1986) entwickelten FIA-System, mit dem die Hydroperoxide nach Uberfulhrung in
die wal¥rige Phase mittels einer Zweikanaltechnik und nachfolgender Chemometrie ( s.
S. 101) bestimmt werden, ist mit einem HPLC-System die direkte Analyse der
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einzelnen Komponenten moglich. Die derzeit von vielen Arbeitsgruppen angewandten
Mel3verfahren zur Analyse einzelner Hydroperoxide bestehen aus einer Kombination
von Kryosampling (Hellpointner und Gab 1989, Campos und Kok 1996) oder
Scrubber- bzw. Nebulizer-Sampling (Jackson und Hewitt, 1996; Sauer et a., 1997)
und anschlielfender HPLC-Analyse. Diese Verfahren gentigen zwar den Anfor-
derungen beziiglich Selektivitédt und Empfindlichkeit, haben aber den Nachteil, dal3
ohne entsprechenden Aufwand nur Datensdize mit geringer Zeitauflésung erhalten

werden. Durch die Kopplung einer kontinuierlich betriebenen Sammelwendel mit einer
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1. Striplésung 7. Abfallbehdter 13. Abfallbehdter
2. Striplésungspumpe 8. Trennsdule (T=4°C) 14. Reagenzienpumpe
3. Sammelwendel (T=4 °C) 9. Mischzelle (T-Stiick) 15. Reagenz
4. Luftabscheider 10. Reaktionskapillare 16. Eluentenpumpe
5. Mehrwegeventil 11. Fligelradpumpe mit 17. Eluent
(Probenaufgabe) DurchfluRregelung 18. Datenerfassung
6. Schlauchpumpe 12. Fluoreszenzdetektor

Abbildung 33: Automatisches, kontinuierlich arbeitendes 2-Pumpen-Fluoreszenz-
HPLC-System zur Bestimmung von Hydroperoxiden
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HPLC-Anlage sollen diese Nachteile beseitigt werden. Wie in der Abbildung 33
dargestellt, wurde zu diesem Zweck ein dem Fluoreszenz-HPL C-System |1 entsprech-
ender Aufbau mit einer Sammelwendel und einem automatischen 10-Wege-2-Port-
HPLC-Ventil erweitert. Uber die eektronische Kopplung des Injektionsventils an die
HPLC-Steuerungs- und Datenaufnahmeeinheit war es moglich, die mittels ener
Schlauchpumpe kontinuierlich durch die Probenschleife geférderte Striplésung nach
Beendigung eines jeden HPL C-Chromatogrammes erneut zu injizieren.

In ersten Untersuchungen sollte geklért werden, ob dieses System, insbesondere die
Sammelwendel und der Luftabscheider, Uber einen langeren Zeitraum mit ausreichen-
der Stabilitdt betrieben werden konnen. Fir die Messung wurde mit der in Abbildung
32, S. 93 dargestellten Prifgasapparatur eine konstante Hydroperoxidkonzentration
von 200 pptv H,0,, 240 pptv MHP und 320 pptv EHP erzeugt.

1400000 +
1200000 -
. H o2 (100 pl)
o 1000000
v
&3 800000 + & EHP (100 pl)
E) A
™ A
S 600000
7 MHP (100 ul)
400000 -+
; H,0, (20 p)
200000 4 o
g SO Erp (20 )
0 T T T T T

0 5 10 15 20 25
Betriebsdauer [h]

Abbildung 34: Langzeitmessung eines Hydroperoxid-Prifgases mit dem automati-
sierten HPLC-System (Injektionsvolumen abwechselnd 100 bzw. 20 pl)

Die Probenahme erfolgte mit einer auf 4 °C gekihlten Sammelwendel bei einem
Probevolumen- und Striplésungsflul® von 2000 bzw. 0.4 mi/min. Die diskontinuier-

liche Injektion der Proben erfolgte in einem durch die Retentionszeit des EHP vor-
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gegebenen, 20 mindtigem Abstand mit jeweils wechselndem Injektionsvolumen von
100 bzw. 20 pl. Da es primé um die Langzeitstabilitét ging, wurde weder eine
Kalibration noch eine Bestimmung der Wiederfindung berlicksichtigt. Der in
Abbildung 34 dargestellte Verlauf zeigt die Anderung der H,O,-, MHP- und EHP-
Signagrofien mit zunehmender Betriebsdauer des HPL C-Systems.

Wie die statistische Auswertung der Messung Uber den Zeitraum von 25 h zeigte,
konnten mit diesem noch nicht optimierten HPL C-System trotz des deutlichen Signal-
riickgangs nach 15 Stunden Mef3werte mit einer maximalen Standardabweichung von
25 % erhalten werden (Tabelle 18). Werden bei der Beurteillung dieses Wertes die
fehlende Optimierung der Sammelwendel und geringe Schwankungen der Prifgas-
konzentration berticksichtigt, kann die Messung dennoch als erfolgversprechend
gewertet werden. Wie weitere Untersuchungen zeigten, ist die in Abbildung 34
gezeigte Abnahme der Signalgrofe in erster Linie auf eine geaterte HPLC-

Reagenzienl 6sung zurlickzufthren.

H,0, MHP EHP H,0, MHP EHP
Probevolumen [] 100 100 100 20 20 20
Anzahl der MeBwerte 37 37 37 38 38 38
Mittelwert [FE] 1062196 703404 | 1177929 | 213193 130462 217821
Standardabweichung [FE] 120558 123173 | 189059 37620 33133 52077
Standardabweichung % 11 18 16 18 25 24

Tabelle 18: Statistische Daten der Langzeitmessung mit dem automatisierten HPLC-
System

Durch weitere Versuche sollte fur die Sammelwendel ein optimiertes Verhétnis von
Probevolumen- zu Striplosungsfluld gefunden werden. Bel diesen Untersuchungen
zeigte sich, dal3 die Qualitdt der Sammelwendel einen signifikanten Einfluld auf die
Reproduzierbarkeit der Mef3ergebnisse hat. So missen insbesondere die fllssigkeits-
fihrenden Glasteile der Sammelwendel glatte Ubergange aufweisen. Ist dies nicht
gewéhrleistet, kann es zur Bildung von Tropfen kommen, in welchen die Hydro-
peroxide stdrker angereichert werden. Dadurch werden die Hydroperoxid-
konzentration in der restlichen Sammelflissigkeit minimiert. Durch Abrei3en und

Injektion dieser Tropfen kann es zeitweise zu erhdhten und schwankenden Mef3-
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werten kommen. Zur Optimierung der Sammelwendel war es notwendig einen
Kompromif3 zwischen Anreicherung und Wiederfindung einzugehen. So konnten mit
niedrigen Probevolumen- und hohen Stripldsungsfliissen (z. B. 1 I/min Probe und 0.4
mi/min Striplésung; Anreicherungsfaktor 2500) Wiederfindungen von 100 % fir
H,0,, erreicht werden. Wurde dagegen mit hohem Probevolumen- und niedrigem
Striplésungsflul? gearbeitet (z. B. 4 I/min Probe und 0.1 ml/min Stripldsung), stieg die
Signalgrél3e infolge des hoheren Anreicherungsfaktors (40 000) zwar an, aber die
Wiederfindung fur H,O, sank auf 50 bis 60 %. Die bel dieser Einstellung um den
Faktor zwei geringere Wiederfindung wird durch die um den Faktor sechzehn hohere
Anreicherung Uberkompensiert. Dies fuhrt selbst bei geringen Gasphasenkonzent-
rationen der Hydroperoxide (unterer ppt-Bereich) zu gut auswertbaren Signalen. Aus
den bisherigen Messungen konnte jedoch noch keine Entscheidung getroffen werden,
welche Parameter fur zukinftige Messungen anzuwenden sind. So mul’ insbesondere
geklart werden, ob die Wiederfindung der Hydroperoxide bei den jeweiligen Ein-
stellungen konzentrationsunabhéngig ist. Da die Weiterentwicklung des automatisier-
ten HPLC-Systems zukUnftig, im Rahmen eines Projektes der Deutschen Bundes-
stiftung Umwelt gefordert wird, wurde vorerst auf eine weitere Optimierung des hier
verwendeten Systems verzichtet. Die bisher gewonnenen Ergebnisse werden innerhalb
einer Kooperation in den Bau einer miniaturisierten, automatisierten HPLC-Anlage
enfliefen, fur die im Vergleich zum hier verwendeten Versuchsaufbau ene
kompaktere Bauform vorgesehen ist. Durch die weitgehende Automatisierung sollen
Aufbauzeiten wahrend Mefskampagnen minimiert und durchgangige Mef3werte mit

hoher Zeitaufldsung erhalten werden.

3.3 Interkalibrierung und Anwendung der neuen Verfahren

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten HPLC-Methoden zur Bestimmung von
Hydroperoxiden wurden mit bekannten hydroperoxidmessenden Anaysenverfahren
verglichen. Neben Messungen an einer Priifgasapparatur wurden auch atmosphérische
Luftproben untersucht. Wie schon weiter oben aufgefihrt, ist die Bestimmung des
atmosphérischen Hydroperoxidgehaltes von besonderem Interesse. Primér wurde die
Anwendung auf die bereits nachgewiesenen Hydroperoxide (H,O,, HMHP, MHP und

EHP) beschrankt. Aus zeitlichen Griinden wurden bislang nur wenige Luftproben der
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urbanen Atmosphére untersucht. Der Schwerpunkt der bisherigen Anwendung lag,
bedingt durch die Polarsternexpedition ANT XI1V/1, auf der Messung mariner Luft-

proben.

3.3.1 Interkaibrierung von Hydroperoxid-Mef3verfahren

Im Zuge der fur das Feldexperiment BERLIOZ (Berlin-Ozon-Experiment) im
Juli/August 1998 notwendigen Qualitétssicherung der Mefidaten wurde vom 25. bis
28.08.1997 eine Interkaibrierung aller beteiligten hydroperoxidmessenden Verfahren
durchgefihrt. An dieser in Wuppertal durchgefihrten Vergleichsmessung nahmen
folgende Arbeitsgruppen teil:

- BTU Caottbus, AG Prof. Moller

- IFU Garmisch-Patenkirchen, AG Dr. Slemr
- MPI Mainz, AG Dr. Moortgat

- ZUF Frankfurt, AG Prof. Jaeschke

- BUGH Wuppertal, AG Prof. Gab

Bel dieser Messung analysierten sowohl das MPI as auch die BUGH die
Hydroperoxide mittels HPLC, wahrend von den Mitarbeitern der BTU und des IFU
ein kauflicher Continuous-Flow-Hydroperoxid-Analysator der Fa. Aero-Laser,
Garmisch-Patenkirchen (AL 1002 H,O,-Anaysator) und vom ZUF ein Eigenbau-
Chemilumineszenz-H,O,-Analysator eingesetzt wurden. Obwohl das MPI und die
BUGH-Wupperta zur Analyse der Hydroperoxide die HPLC einsetzten, wurden ver-
schiedene Probenahmeverfahren gewahlt. Wahrend das MPI die Proben mit einer auf
5 °C gekuihlten Sammelwendel in die fllissige Phase tberfiihrte (Neeb et al., 1997),
wurde von der BUGH das Kryosampling bei -78 °C (Abbildung 51, S. 134) ein-
gesetzt. Beide Verfahren wurden diskontinuierlich mit einer Zeitauflésung von 5 - 20
(MPI) bzw. 40 (BUGH) min betrieben. Zur HPLC-Analyse der Hydroperoxide
benutzte das MPI eine Form des von Hellpointner und Gab (1989) beschriebenen
HRP/PES-Fluoreszenz-HPL C-Systems (Neeb, 1997). Von der BUGH-Wuppertal
wurden neben dem Fluoreszenz-HPLC-System 1l die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten DMPD-UV/VIS-Systeme | und |1 eingesetzt.
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Die vom IFU und der BTU eingesetzten, kéuflichen Continuous-Flow-Hydroperoxid-
Anaysatoren arbeiten nach dem von Lazrus beschriebenen Verfahren (Lazrus et al.,
1986). Bei diesem Verfahren werden die Hydroperoxide mit einer verdinnten HzPO,-
Losung Uber eine untemperierte Sammelwendel aus der Umgebungsluft extrahiert.
Durch Zugabe einer HRP/PES-Reagenzienlésung zur Anaytlésung kann in einem
Kanal des Gerétes die Summe aler extrahierbaren Hydroperoxide bestimmt werden;
in einem zweiten Kana wird vor der Zugabe der HRP-PES-ReagenzienlGsung eine
waéssrige Katalasel6sung zudosiert. Diese fuhrt im gunstigsten Fall zur vollstandigen
Zersetzung des in der Probe enthatenen H,O,, ohne die Konzentration organischer
Hydroperoxide zu beeintrachtigen. Uber den zweiten Kanal 143t sich somit der Gehalt
an organischen Hydroperoxiden ermitteln. Durch Subtraktion der organischen Hydro-
peroxide von der Gesamthydroperoxid-Konzentration ergibt sich somit die
Konzentration an Wasserstoffperoxid. Dieses Verfahren ermoglicht zwar keine
Speziation der organischen Hydroperoxide, der grof3e Vortell ist jedoch die kontinu-
ierliche Messung der Hydroperoxidkonzentration. Da fur die Messung der
organischen Hydroperoxide mit diesem Verfahren keine Kalibrierung durchgeftihrt
wurde, diese zudem nur mdglich ist, wenn lediglich ein organisches Hydroperoxid
vorliegt oder die Konzentration der einzelnen organischen Hydroperoxide bekannt ist,
wurden von der BTU keine Daten fur organische Hydroperoxide angegeben. Den
vom IFU angegebenen Werten fir organische Hydroperoxide liegt ebenfalls keine
Kalibrierung zugrunde, sie sind somit nur als grobe Orientierung anzusehen. Wahrend
das HPLC-System des MPI, eines der BUGH-HPL C-Systeme sowie die Aero-Laser-
Gerdte die enzymatische HRP/PES-Reaktion zur Analyse der Hydroperoxide an-
wenden, wurde vom ZUF en H,O.-selektives TCPO (Bis-(2,4,6-trichlorphenyl)-
oxalat)-Chemilumineszenzverfahren eingesetzt (Beltz et al., 1987). Vor Beginn der
Prifgass und Umgebungsluftmessungen wurden von alen Arbeitsgruppen H,O,-
Standards vermessen. Von einem Mitarbeiter der analytischen Chemie, der die H,O.-
Standards herstellte, wurde alen tellnehmenden Arbeitsgruppen nur die ungeféhre
Konzentration von 0 bis 2 pmol/l mitgeteilt. Die tatsachlichen Konzentrationen
wurden erst nach Abschlul3 der Messung bekanntgegeben. Die Ergebnisse dieser
Messungen, welche das geforderte Qualitétsziel von + 20 % erflillten, sind in Tabelle
19 dargestelt.
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vorgegebene Konzentration gemessene Konzentration
IFU BTU ZUF MPI BUGH
DMPD-UV/VIS-
[umoal/l] [umold] | [umol] | [umolA] | [umol] Hﬂ[ﬁ%ﬁ?ﬂ .
0.09 0.11 0.11 0.09 0.07 0.08
0.47 0.55 0.53 0.49 0.48 0.42
0.75 0.88 0.83 0.67 0.84 0.72
0.93 1.08 1.03 0.83 1.01 0.86

Tabelle 19: Messung waRriger H,O,-Standards

Im weiteren Verlauf der Interkalibrierung wurden mit der in Abbildung 32 dar-

gestellten Priifgasapparatur Prifgase unterschiedlicher Konzentration und Zusammen-

setzung hergestellt und gemessen. Die Ergebnisse der H,O,-Messungen sind in

Tabelle 20 aufgefiihrt.

Berechnet| IFU BTU ZUF MPI | BUGH? | BUGH® | BUGH®

[pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv]
Anzahl Messungen 42 18 - 6 4 4 4
Mittelwert [pptv] ¢ 512 362 - 436 512 575 556
Standardabw. [pptv] 70 42 - 49 38 48 42
Standardabw. [%] 14 12 - 11 7 8 8
D zum Mittelwert [%0] 4.0 -27 - -114 4.0 16.8 13.0
Anzahl Messungen 36 15° 10 7 3 2 3
Mittelwert [pptv] 1081 1056 | 980 738 876 1169 1214 997
Standardabw. [pptv] 19 50 -83 88 125 134 31
Standardabw. [%)] 2 5 11 10 11 11 3
D zum ber. Wert [%] -2.3 -9.3 -32 -19 8.1 12.3 -7.8
Anzahl Messungen 25 19 27 20 2 - -
Mittelwert [pptv] 1420 1275 | 1043 | 940 | 1226 | 1359 - -
Standardabw. [pptv] 322 263 83 226 42 - -
Standardabw. [%6] 25 25 9 18 3 - -
D zum ber. Wert [%)] -10 -27 -34 -14 -4.3 - -

4 DMPD-UV/VIS-HPLC-System I, g DMPD-UV/VIS-HPLC-System I, ¢ Fluoreszenz-HPLC-System I,
¢ aufgrund einer zu hohen FluBrate der Stripplésung erfolgte keine vollstandige Uberfiihrung in die
Gasphase, ° ein MeBwert < NWG

- Ausfall der MeRsysteme

Tabelle 20: H,O,-Priifgasmessungen mit verschiedenen Analyseverfahren
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Im Gegensatz zu den vorangegangenen Arbeiten mit der Prifgasapparatur, vgl.
Tabelle 18, bei welchen 70 - 80 % der berechneten H,O,-Konzentrationen gefunden
wurden, ergab sich durch die verschiedenen, bel der Interkalibrierung eingesetzten
Geréte eine etwas grofiere Streuung der Wiederfindung. So konnten 68 (ZUF) bis 121
% (BUGH) der berechneten H,O,-Konzentration gemessen werden. Insgesamt zeigte
sich jedoch, da3 die gefundenen Konzentrationen weitgehend innerhab des
geforderten Qualitétsziels von 20 % lagen. Da in atmosphérischen Proben meist auch
organische Hydroperoxide vorhanden sind, wurden im Rahmen der Interkalibrierung
teilweise gemischte Prifgase verwendet. Wahrend bel der in Tabelle 20 aufgefihrten
dritten Melreihe (1420 pptv) ein reines H,O,-Prifgas vorlag, enthielt die erste
Mel¥reihe zusdtzlich MHP und die zweite Mef¥reihe neben 1081 pptv H,O, auch 211
pptv MHP und maximal 305 pptv HMHP. Die Ergebnisse fur MHP und HMHP sind
in Tabelle 21 und 22 aufgefihrt.

Berechnet| IFU | BTU? | ZUF° | MPl | BUGH® | BUGH® | BUGH®

[pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv]
Anzahl Messungen 42 6 4 4 4
Mittelwert [pptv] f 1549 624 772 871 823
Standardabw. [pptv] 12 25 45 54 28
Standardabw. [%0] 8 4 6 6 3
D zum Mittelwert [%0] -19.2 -0.1 12.8 6.5
Anzahl Messungen 6 3 2 3
Mittelwert [pptv] 211 h 189 227 216 251
Standardabw. [pptv] 115 19 6 18
Standardabw. [%0] 61 8 3 7
D zum ber. Wert [%)] -10 7.6 2.3 19

2 aufgrund fehlender Kalibrierung keine Angabe organischer HP; ® TCPO-Chemilumineszenz nicht
zur Messung organischer HP geeignet; ¢ DMPD-UV/VIS-HPLC-System I, ¢ DMPD-UV/VIS-HPLC-
System I, ® Fluoreszenz-HPLC-System II, © Aufgrund einer zu hohen FluRrate der Stripplésung
erfolgte keine vollstandige Uberfiinrung in die Gasphase, ¢ Kalibrierung nicht beriicksichtigt, siehe
Text, "da MHP neben HMHP keine Angabe méglich, ' eine Messung < NWG,

Tabelle 21: MHP-Prifgasmessungen

Der Vergleich der HPLC-Messungen von MHP zeigte Abweichungen vom berech-
neten bzw. Mittelwert von weniger als 20 %. Auffallig ist jedoch die verhatnismaldig
hohe Standardabweichung der MPI-Mel3werte bel der zweiten Messung in Tabelle 21.
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Der Vergleich der verschiedenen BUGH-Systeme |83t innerhalb der geringen Daten-
dichte fir MHP keine systematische Abweichung eines Systems erkennen.

Im Gegensatz zu den gut Ubereinstimmenden Messungen von H,O, und MHP zeigten
sich bei der Messung von HMHP wesentlich hohere Standardabweichungen und
Differenzen zum Mittelwert aller HPLC-Analysen. Sowohl fir die starke Streuung der
HMHP-Werte innerhalb einer Messreihe mit einem bestimmten System, als auch fur
die Abweichungen der Ergebnisse (68 - 248 pptv) mit den eingesetzten Anayse-
verfahren sind Erklérungen erforderlich. Diese richten sich zum enen auf das
Trennsystem. So eluiert das HMHP meist auf dem Tailing des H,O,, das heild die
Trennung der beiden Signale und damit auch die Glte der Integration wird
weitgehend von der Qualitét der Saule bestimmt. Bel den eingesetzten Prifgas
konzentrationen, die realen atmosphérischen Konzentrationen entsprechen, wird die
Trennung von HMHP zusétzlich durch die, im Vergleich hohe Konzentration von

H,O, erschwert.

Berechnet| IFU | BTU? | ZUF° | MPl | BUGH® | BUGH® | BUGH®
[pptv] | [pptv] | [pptvl | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv] | [pptv]
Anzahl Messungen 6" 3 2 3
Mittelwert [pptv] 305' g 69 146 78 248
Standardabw. [pptv] 10 52 16 15
Standardabw. [%)] 14 36 20 6
D zum Mittelwert [%0] -49 79 -42 83

2 aufgrund fehlender Kalibrierung keine Angabe organischer HP; ® TCPO-Chemilumineszenz nicht
zur Messung organischer HP geeignet; ¢ DMPD-UV/VIS-HPLC-System I, ¢ DMPD-UV/VIS-HPLC-
System 11, ® Fluoreszenz-HPLC-System 11, " maximal mogliche Konzentration, tatsachlicher Wert
aufgrund von Zersetzung wahrscheinlich wesentlich geringer (Ligon, 1997), ¢ da MHP neben HMHP
keine Angabe moglich, " eine Messung < NWG

Tabelle 22: HMHP-Priifgasmessungen

Zum Abschluf3 der Interkalibrierung wurde eine Aul¥enluftmessung durchgefihrt. Die
Ansaugung der Luft erfolgte Uber ein Glasverteilungsstiick und einen 4 m langen
Teflonschlauch mit eéinem Innendurchmesser von 10 mm. Durch den Anschlul aler
oben beschriebenen Analysensysteme sowie eines Ozonmefigerdtes konnte die
Entnahme identischer Luftproben gewéhrleistet werden. Das durch alle Systeme

erzeugte Ansaugvolumen betrug etwa 12 I/min. Die gemessenen Tagesgange sind in
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Abbildung 35 dargestellt. Bel der Aul3enluftmessung zeigten die H,O,-Mef3werte aller
Arbeitsgruppen einen dhnlichen Verlauf. Wahrend sich zu Beginn der Messung bis
etwa 12.30 noch relativ grof3e Unterschiede bei den Mef3werten von IFU, BTU und
ZUF zeigten, lagen die Mef3werte fast aller Arbeitsgruppen in der Zeit von 12.30 bis
etwa 14.10 sehr dicht zusammen (Streuung ca. £ 20 %). Auffélig waren die ver-
gleichsweise geringen Mel3werte des MPI sowie der ab etwa 13.50 beginnende
Anstieg der ZUF-Mef3werte und der ab 15.00 beginnende Anstieg der mit den
UV/VIS-Systemen gemessenen BUGH-Werte. Als Folge davon ergab sich am
Nachmittag eine relativ starke Diskrepanz zwischen den Mef3werten der enzymatisch-
en (IFU, BTU, MPI, BUGH) und der nichtenzymatischen Systeme (ZUF, BUGH).
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1000 -+ e .
% MPI & "
e BUGH UV/VIS-HPLC-System Il \
800 0 BUGH UV/VIS-HPLC-System | f ;] :
'E X  BUGH Fluoreszenz-HPLC-System Il /X\’ « +
% % 2 x X)qR R H—j
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QN x I-XQXIX% \ X g0 gKXQ/X eé o
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Abbildung 35: H,0O,-Messungen in AuBenluft (MeRort: BUGH-Wuppertal Gebaude
H, Stdseite, 27.08.1997)

Da die ebenfalls aufgezeichneten Ozonkonzentrationen wahrend der Messdauer keine
Auffélligkeiten zeigten, dirfte der Unterschied nicht aus einem Ozonartefakt
resultieren. Bel den enzymatischen Analysenverfahren, die alle auf der HRP/PES-
Reaktion basieren, wird eine Stérung fur wenig wahrscheinlich gehaten. Eine solche
wére bel den HPLC-Verfahren, 183 man die Probenahme auf}er acht, durch
Substanzen mit gleichem Elutionsverhalten wie H,O, denkbar. Ebenso unwahr-

scheinlich scheint alerdings auch eine entsprechende Beeinflussung der unter-
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schiedlichen nichtenzymatischen Verfahren zu sein (Continuous-Flow-Chemilumines-
zenz und DMPD-UV/VIS-HPLC).

Dem vom IFU, MPI und der BUGH-Wuppertal gemessenen und in Abbildung 36
dargestellten Tagesgang von MHP bzw. der Summe organischer Hydroperoxide liegt
ein deutlich geringeres Konzentrationsniveau zugrunde (100 - 200 pptv). Wie schon
weiter oben erklart konnten die Werte des IFU aufgrund einer fehlenden Kalibration
nur fir die Beurteilung eines Trends herangezogen werden. Wahrend sowohl diese
Werte als auch die Mef3werte der drei BUGH-Systeme relativ konstante Konzen-
trationen zeigt, wiesen die Mel3werte des MPI sehr starke Schwankungen auf. Neben
dem auffallig hohen Mef3wert gegen 15.20 lagen die Konzentrationen von siebzehn

weiteren, im unten angegebenen Zeitraum erfolgten Messungen unterhalb der Nach-

weisgrenze.
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Abbildung 36: Messung von MHP bzw. der Summe organischer Hydroperoxide in
AuRenluft (MelRort: BUGH-Wuppertal Gebaude H, Siidseite,
27.08.1997)

Insgesamt sind die Ergebnisse der Interkalibrierung a's positiv anzusehen. Fur alle drel
eingesetzten HPL C-Systeme der BUGH-Wuppertal ergab sich ein Ubereinstimmendes

Bild. Die Messung von Priifgasen zeigte eine gute Ubereinstimmung aller eingesetzten
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Anaysenverfahren und bestédtigte die Anwendbarkeit des neuen nichtenzymatischen
DMPD-UV/VIS-HPLC-Systems. Offengelegte Differenzen bel den AuRRenluftmes-
sungen befinden sich im Bereich frilherer Vergleichsmessungen, die von anderen
Arbeitsgruppen durchgefihrt wurden (Kleindienst et al., 1988; Staffelbach et al.,
1996).

3.3.2 Die Polarsternexpedition ANT X1V/1 1996

Weitere Untersuchungen, in welchen das neue DMPD-UV/VIS-HPLC-System zur
Bestimmung atmosphérischer Hydroperoxide getestet werden sollte, erfolgten im
Rahmen der Polarsternexpedition ANT XIV/1. Wéhrend dieser 14. Fahrt des For-
schungsschiffs , Polarstern® in die Antarktis wurde innerhalb des ersten Fahrtab-
schnittes die atmosphérenchemische Mef2kampagne ,ALBATROSS® (AIR CHEM-
ISTRY AND LIDAR STUDIESABOVE THE ATLANTIC OCEAN RELATED TO
OZONE AND OTHER TROPOSPHERIC AND STRATOSPHERIC SPECIES)
durchgefihrt. An dieser umfangreichen Mef3kampagne waren insgesamt 15 Arbeits-
gruppen aus Deutschland, Frankreich und Griechenland beteiligt. 45 Wissenschaftler
bestimmten neben meterol ogischen Parametern (z. B. Niederschlag, solare Strahlung,
vertikales Aerosolprofil) auch die meridionale Verteillung zahlreicher Spurenstoffe (u.
a. O;, OH, H,0,, HCHO, NO, NO,, RO,, DMS, PAN, PCB, Hg). Die atmosphé&-
rischen Untersuchungen sollten einen wichtigen Beitrag zum internationalen Projekt
NARE (North Atlantic Regional Experiment) sowie zum EU-Forschungsprojekt
MARATHON (Marine Atmosphere Oxidation Capacity Experiment) liefern. Die Ziele
der auf diesem Fahrtabschnitt durchgefuhrten NARE-Kampagne waren u. a die
Charakterisierung und Bestimmung des Oxidationspotentials der Atmosphére Uber
dem Atlantik, ein besseres Verstandnis Uber Transport und atmosphérenchemische
Umwandlung der Abluftfahne des amerikanischen Kontinents sowie die Abschéatzung
des Imports von Spurenstoffen in den Bereich der europaischen Atmosphare (FS
Polarstern, 1996). Die Fahrt der Polarstern begann am 5. Oktober 1996 in Bremer-

haven mit nordwestlichem Kurs, nach Umquerung von Island fuhrte die Expedition
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Abbildung 37: Fahrtroute der Polarstern wahrend der Expedition ANT XIV/1
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auf einer Nord-Sud-Traverse vom nérdlichen Polarkreis entlang des 30. L &ngengrades
bis ca. 50 °S Breite, wo am 10. November 1996 der argentinische Zielhafen Punta
Quilla erreicht wurde (Abbildung 37).

3.3.2.1 Messung von Luftproben

Wahrend dieser Fahrt wurden die atmosphérischen Konzentrationen von H,O, und
organischen Hydroperoxiden mit verschiedenen Verfahren bestimmt. Sowohl das
Alfred-Wegener-Ingtitut fur Polar- und Meeresforschung (AWI), Bremerhaven as
auch das Fraunhofer Institut fir Atmosphéarische Umweltforschung (1FU), Garmisch-
Partenkirchen setzten fur ihre Hydroperoxidmessungen einen kauflichen (Aero-Laser,
Garmisch-Partenkirchen AL 1002 H,O,-Anaysator) bzw. einen Eigenbau Continu-
ous-Flow-Hydroperoxid-Analysator ein. Die Arbeitsweise dieser Gerdte ist unter
3.3.1 beschrieben. Die eigenen Messungen der atmosphérischen Hydroperoxid-
konzentration wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1 erfolgte mittels
Kryosampling und anschlief3ender HPLC-Analyse. Dazu wurden durch die im
experimentellen Teil beschriebenen Kihlfallen bei -80 °C innerhab von 60 min Luft-
volumina von 120 | gesaugt und ausgefroren. Aufgrund der ausreichend hohen L uft-
feuchte konnte die nach dem Auftauen erhatene Losung ohne weitere Verdinnung
mit den auf H,O, und MHP kalibrierten HPL C-Systemen (Fluoreszenz-HPL C-System
I, UV/VISHPLC-System |, Chemilumineszenz-HPL C-System) analysiert werden.
Um eine hohere Ergebnissicherheit zu erreichen, wurde jede Probe zweimal gemessen.
Im Gegensatz zu der im Labor moglichen Wagung der ausgefrorenen Lésung konnte
deren Menge wahrend der Polarsternfahrt nur Gber Luftfeuchte, Temperatur und
Probevolumen berechnet werden. Bedingt durch die arbeitsintensive Probenahme, die
Dauer der anschlief3enden chromatographischen Trennung der Hydroperoxide und die
fehlende Automatisierung liefen sich mit diesem diskontinuierlichen Verfahren nur
durchschnittlich 12 Proben pro Tag analysieren. Die Probenahme erfolgte leider nicht,
wie es winschenswert gewesen wére, Uber eine gemeinsame Ansaugleitung, sondern
an verschiedenen Stellen des Schiffes. Der Hydroperoxid-Analysator des AWI befand
sich in einem Meficontainer auf dem niedrigeren Vorschiff. Aufgrund der Uber dem

Container befindlichen Verladekrane der Polarstern erfolgte die Ansaugung Uber eine
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etwa funf Meter lange Teflonleitung aus Richtung Steuerbord. Die Kryosampling-
apparatur der BUGH-Wuppertal befand sich, untergebracht in einer Zarges-Box, in
der Mitte des Peildecks mit Ansaugung aus Fahrtrichtung. Die Analyse der aus
gefrorenen Proben wurde unter Deck in den Laboratorien der Polarstern durch-
gefuhrt. Der Hydroperoxid-Analysator des IFU war in einem Container auf der
Backbordseite des Peildecks untergebracht; die Ansaugung erfolgte durch einen etwa
10 m langen Teflonschlauch Uber einen an der Backbordseite angebrachten Ausleger,
an welchem sich auch die Ansaugleitung der CO-Messung (Forschungszentrum
Julich) befand. Aufgrund der vom IFU noch nicht ausgewerteten Mef3ergebnisse
konnten die im Rahmen dieser Arbeit mittels Kryosampling/HPLC erhatenen Mef3-
werte nur mit denen des AWI verglichen werden. Der in Abbildung 38 dargestellte
meridionae Verlauf der H,O,-K onzentration, gemesssen nach den oben beschriebenen
Verfahren und bel unterschiedlicher Positionierung der Ansaugleitungen, zeigt eine

erstaunlich gute Ubereinstimmung.
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Abbildung 38: Meridionaler Verlauf der atmosphérischen H,O,-Konzentration
wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1
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Bel einer friheren Messung (Polarsternexpedition ANT X/8 von Ushuia, Argentinien
nach Bremerhaven) nahmen die H,O,-Konzentrationen der htheren noérdlichen und
sidlichen Breiten von etwa 200 - 300 pptv zum Aquator hin auf 2500 pptv zu. Im
Unterschied dazu wurden bel dieser Expedition die mit etwa 2500 pptv héchsten
H.O.,-Konzentrationen bei etwa 20 °N und 20 °S beobachtet, wahrend die
Konzentration am Aquator nur etwa 2000 pptv betrug (Weller et al.,1998). Die starke
Abnahme der H,O,-Konzentration in der innertropischen Konvergenzzone (ITCZ) bel
5 - 8 °N &8 sich mit den dort herrschenden meteorologischen Gegebenheiten er-
kldren. Innerhalb dieser durch niedrigen Luftdruck, schweren Niederschlag und Ge-
witter gekennzeichneten Zone werden H,O, und andere wasserl6sliche Spurenstoffe
aus der Atmosphére ausgewaschen.

Im Gegensatz zur guten Ubereinstimmung der H,O,-Mef3werte beider Arbeitsgruppen
zeigen die Mel3werte der organischen Hydroperoxide grofe Abweichungen
(Abbildung 39). Zudem fallen die wesentlich groReren Schwankungen der mittels
HPL C gemessenen MHP-Mel3werte auf.
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Abbildung 39: Meridionaler Verlauf der atmosphéarischen MHP-Konzentration
wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1
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Die sich daraus ergebende Frage, ob die Abweichungen zwischen beiden Systemen
evtl. eine Folge der unzureichenden Zerstérung von H,O, mit Katalase im H,O,-
Anaysator des AWI und der sich daraus ergebenen héheren Werte fr organische
Hydroperoxide sind, lief3 sich nicht vollstandig klaren. Wahrend der in Abbildung 40
dargestellte meridionale Verlauf der Gesamt-Hydroperoxidkonzentration die Ver-
mutung nahelegt, dal? durch die Differenzierung von organischem Hydroperoxid und
Gesamthydroperoxid mittels Katalase ein Fehler entsteht, konnte ein solcher aus

verschiedenen Grinden weitgehend ausgeschlossen werden.

3500 _ AWI, AL 1002 H,0,-
o Analysator
1 x BUGH, Fluoreszenz-
3000 . % HPLC-System I
m)
1 X o BUGH, UV-VIS-HPLC-
2500 + 2 8 | ] L Sysem |
x X
z o x xx 3
£ A o
SN SN ALY §i
(AN x O < % 2
" o ks : P
& 1500 + b0 g « |} ik
N X X a 4
o ‘ K
3 % § g% . ! 5 ;n x } “v
1000 + QB8 X% a gl x X
5 5 .,
500 | ¥ A
><>><< % X %
Sl LR D)
0 1 1 ! } b
-40 -20 0 20 40 60
Breitengrad

Abbildung 40: Meridionaler Verlauf der atmosphérischen Gesamt-Hydroperoxid-
Konzentration wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1

So wurde mit Hilfe der HPLC-Methoden in den marinen Luftmassen nur MHP als
organisches Hydroperoxid nachgewiesen. Da der Continuous-Flow-Hydroperoxid-
Anaysator des AWI auf MHP kalibriert war und die eingestellte, unvollstandige Zer-
storung des H,O, mit Katalase durch einen Korrekturfaktor berticksichtigt wurde,
sollten Uberwiegend korrekte Mef3werte erhaten worden sein. Obwohl wéahrend der
Kryosampling/HPLC-Messungen wegen eines defekten Kryostaten zeitweise auf die
Kuhlung mit einer Stickstoff/Ethanol-Mischung (- 80 °C) umgestellt wurde, kann
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auch dies als Grund fur die Mef3wertunterschiede und -schwankungen ausgeschlossen
werden. Bei dieser Behelfskiihlung erfolgte die Kontrolle der Temperatur, ebenso wie
beim Einsatz des Kryostaten, mit eéinem Minimum/Maximum-Thermometer. Ent-
sprechende Diskrepanzen wurden bereits bei friheren Messkampagnen beobachtet, z.
B. im Rahmen des Mauna L oa Observatory Photochemistry Experiment 2, und sollten
in zukunftigen Arbeiten untersucht werden (Staffelbach et a., 1996).

Da die Anayse der mittels Kryosampling erhaltenen wassrigen Lésungen sowohl mit
dem Fluoreszenz-HPL C-System I1, als auch mit dem DMPD-UV/VIS-HPL C-System
| erfolgte, konnte ein Vergleich beider Systeme durchgefihrt werden. Zur Prifung der
Ubereinstimmung wurden die Me3werte, wie in Abbildung 41 dargestelIt, gegeneinan-
der aufgetragen.
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Abbildung 41: Vergleich der mit dem UV/VIS-HPLC-System | und dem Fluoreszenz-
HPLC-System Il gemessenen H,0,-Konzentrationen

Sowohl der direkte Vergleich der einzelnen H,O,-Mel3werte als auch die geringe
Streuung der Werte um die in Abbildung 41 erhaltene Gerade (Steigung 1.00) zeigt,
dad die mit beiden Systemen erhatenen H,O,-Mef3werte innerhalb ihrer Fehler-
grenzen identische Ergebnisse liefern. Dieser ebenfalls fur die MHP-Mef3werte durch-
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gefuhrte und in Abbildung 42 dargestellte Vergleich brachte trotz etwas grof3erer

Differenzen ein analoges Ergebnis.
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Abbildung 42: Vergleich der mit dem DMPD-UV/VIS-HPLC-System | und dem
Fluoreszenz-HPLC-System Il gemessenen MHP-Konzentrationen
wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1

Damit liegen ausreichende experimentelle Befunde vor, nach denen das neue DMPD-
UV/VISHPLC-System bei Messungen mariner Luftproben ebensogut eingesetzt

werden kann wie das enzymatische HPL C-System.

3.3.2.2 Messung von Regenproben

Waéhrend der starken Niederschlage im Bereich der innertropischen Konvergenzzone
wurde die Hydroperoxidkonzentration in Regenwasser bestimmt. Die auf einem Schiff
durch starke horizontale Drift erschwerte Probenahme von Regen erfolgte mit einem
vom Ingtitut fir Meereskunde der Universitét Kiel entwickelten Schiffsregenmesser
nach Prof. Hasse. Zur Sammlung der Regenproben in Duran-Glasflaschen wurden an
die Abflisse des in Abbildung 52, S. 135 dargestellten Gerétes etwa 1.5 m lange PE-
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Schlduche angeschlosssen. Da der Schiffsregenmesser an den mit Regenwasser in
Bertihrung kommenden Stellen aus Edelstahl bestand und eine Zersetzung von
Hydroperoxiden als wahrscheinlich erschien, wurde zunéchst die Wiederfindung durch
Auftropfen von 50 ml einer 10 und einer 1 uM H,O,-Ldsung bestimmt. Die dabel
erhaltenen Ergebnisse von 97-99 % widersprachen dieser Vermutung, so dal3 eine
mogliche Hydroperoxidzersetzung durch die Probenahme vernachléssigt werden
konnte.

Die Mel3werte, deren Haufigkeit innerhalb der innertropischen Konvergenzzone am
grofdten war, zeigten maximale Konzentrationen von etwa 1600 ug/l (47 pmol/l) H .0,
am 26.10.96 in Aquatornzhe (Abbildung 43, siehe auch Abbildung 37, S. 108).
Interessant waren zudem die vom 30.10. bis 01.11.1996 erhaltenen Ergebnisse. In
dieser Zeit durchfuhr die Polarstern ein mehrere Tage altes Regengebiet. Wahrend am
Rand des Regengebietes (30.10.96) noch verhdltnismaiig hohe H,O,-Konzent-
rationen bestimmt werden konnten, nahmen diese danach infolge der permanenten

Auswaschung und fehlenden Produktion von H,O, stark ab.
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Abbildung 43: H,O,-Konzentration in Regenwasser wahrend der Polarsternexpe-
dition ANT XIV/1
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Im Gegensatz zu den relativ hohen H,O,-Konzentrationen wurden, wenn Uberhaupt,
nur sehr geringe MHP-Konzentrationen im Regenwasser bestimmt (Abbildung 44).
Bel um den Faktor zwel niedrigeren Gasphasenkonzentrationen von MHP gegentiber
H,O, lassen sich die um den Faktor funfzig niedrigeren MHP-Konzentrationen im
Regenwasser nur Uber die wesentlich geringere Henry-Konstante des organischen

Hydroperoxids erklaren.
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Abbildung 44: MHP-Konzentration in Regenwasser wahrend der Polarsternexpe-
dition ANT XIV/1

Ebenso wie bel den Messungen der Gasphasenkonzentration wurde auch hier ein
Vergleich der eingesetzten HPLC-Systeme durchgefuhrt (Abbildung 45). Insgesamt
ergaben sich dabei sowohl fur die H,O,-Mel3werte als auch fur die MHP-Mef3werte
den Gasphasenmessungen analoge Ergebnisse. So zeigten die mit beiden HPLC-
Systemen erhaltenen Mef3werte der H,O,-Bestimmung nur geringe Differenzen, was
sich in der geringen Streuung der Werte um die Gerade mit der Steigung 1.05
wiederspiegelt.

Fur die MHP-Mef3werte wurde dagegen eine deutlich grofRere Differenz festgestellt,
wobel sich mit dem UV/VIS-HPLC-System immer etwas hdhere Werte as mit dem
Fluoreszenz-HPL C-System ergaben. Da die Konzentrationen von 10 bis 35 pg/l (0.2
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bis 0.8 pmol/l) im Bereich der Nachweisgrenze des Fluoreszenz-HPL C-Systems
lagen, ist die Abweichung jedoch versténdlich.
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Abbildung 45: Vergleich der mit dem UV/VIS-HPLC-System | und dem Fluoreszenz-
HPLC-System 11 gemessenen H,O,-Konzentrationen in Regenwasser
wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1

3.3.3 Abgasmessungen

Untersuchungen der Abgase eines Notstromaggregats (Honda EM 600 Portable
Generator) sollten kléaren, ob bei der Kraftstoffverwertung mit Verbrennungsmotoren
ebenso wie bel der Verbrennung von Biomasse durch offene Feuer (Lee et al., 1997,
1998) Hydroperoxide entstehen konnen. Fir diese Messungen wurde das
Notstromaggregat ohne Last betrieben und zur Probenahme das Kryosampling
eingesetzt. Der Abstand zwischen Kuhlfaleneinlal3 und Auspuff des Notstrom-
aggregats betrug etwa 5 cm, in einer weiteren Untersuchung 1 m. Bei der Probe-
nahme im Abstand von 1 m vom Auspuff konnten die Kihlfallen mit Fritte eingesetzt
werden. Da es bel der Kryoprobenahme in unmittelbarer Nahe des Auspuffs mit den
fur die Luftprobenahme routinemal3ig verwendeten Kihlfallen zu einer Verstopfung

der Fritte kam, wurden zwel hintereinander geschaltete Kuhifalen ohne Fritte
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verwendet. Bei einem Luftvolumen von 120 | mit eéinem Luftvolumenfluf? von 3 I/min
wurden in der ersten Kihifale etwa 1.1 g und in der hinteren Kihlfale etwa 0.3 g
Kondensat gesammelt. Nach Vereinigung der Kondensate wurden diese mit einem
isokratischen Eluenten (MeOH/verd. H3PO, 40:60 (v:v)) am Fluoreszenz-HPL C-Sys-
tem Il und am DMPD-UV/VIS-HPLC-System | untersucht. Die erhatenen Chro-
matogramme weisen Signale mit dhnlichen Retentionszeiten, alerdings in stark unter-
schiedlichen Intensitétsverhdtnissen auf (Abbildung 46).

a) Abstand zum Auspuff: 5 cm b) Abstand zum Auspuff: 1m

| .

5_ 4.6 4.6
- E 7.0 ~ 70
18- 0.1 C 9.1
13 g 159
- 15.9
28
25-
18-
35° ? 326 325

Abbildung 46: Chromatogramme der Abgase eines Notstromaggregats, Probenahme
bei 5 cm und 1 m Entfernung vom Auspuff (DMPD-UV/VIS-HPLC)

Waéhrend es sich bei der nach 4.6 min eluierenden Substanz (Chromatogramm a)
eindeutig um H,O, handelt, kdnnen die nach 7.0, 9.1, 15.9 und 32.6 min eluierenden
Substanzen beider Chromatogramme nicht zugeordnet werden. Weitergehende Unter-
suchungen deuten jedoch darauf hin, dal3 es sich um oxidierende Substanzen handelt.
Zur Klérung der Identitdt kénnten insbesondere HPLC/M S-Messungen beitragen. Die
in grof3erer Entfernung (1 m) vom Auspuff entnommene Probe wurde gleichzeitig mit
dem Fuoreszenz-HPL C-System untersucht. Im Unterschied zu den Signalen der mit

der UV/VIS-HPLC gemessenen Probe zeigte das Chromatogramm der Fluoreszenz-
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HPLC be verhdtnismddg stark rauschender Basidinie vier kleinere Signae im
Bereich von 3.4 bis etwa 20 min, sowie ein stark verbreitertes grof3eres Signal bel
etwa 30 min. Im Gegensatz zu den Messungen mit dem UV/VIS-HPLC-System
wurde hier keine Untersuchung zum Ausschlufld fluoreszierender Substanzen
(Messung ohne Reagenz) durchgefihrt. Aufgrund der Ergebnisse aus dem folgenden
Kapitel 3.3.4 sollte jedoch auch hier von einer Interferenz fluoreszierender Substanzen
ausgegangen werden.

Die Untersuchung der Abgasproben hat gezeigt, dal3 sich bei Verbrennungsprozefien
in Motoren durchaus Hydroperoxide bilden kénnen. Obwohl nur H,O, eindeutig
identifiziert wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 die in den Proben
nachgewiesenen oxidierenden Substanzen Hydroperoxide sind. Dies unterstiitzt
vorlaufige Ergebnisse von Stark et al. (1986c), nach denen die basenkatalysierte
Chemilumineszenz von Verbrennungsabgasen auf das Vorkommen von Peroxiden in
Verbrennungsabgasen hinweist. Mit dem neuen UV/VISHPLC-System und
geeigneten Vergleichssubstanzen sowie detaillierten HPLC/M S-Untersuchungen sind
durchaus weitere M oglichkeiten gegeben, diese bisher nicht geklarten Aspekte erfolg-

reich zu bearbeiten.

3.3.4 Abgasstaub des Wuppertaler Kiesberg-Tunnels

Im Gegensatz zu den recht unstabilen, fliichtigen Hydroperoxiden (z. B. H,O,, HMHP
und MHP) besitzen h6here Hydroperoxide, wie z. B. Tetralinhydroperoxid, welches
durch Autoxidation bei 75 °C darstellbar ist, eine ausreichende Stabilitdt. Angeregt
durch Arbeiten, bei denen aufgrund verschiedener Mef3ergebnisse Hydroperoxide in
Dieselru3 und Schwebestaubextrakten vermutet wurden (St&rk und Stauff, 1986a;
Esser und Klockow, 1994), sollten auch mit dem neuen UV/VIS-HPLC-System
Abgasstaubproben untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden von den mit
lackierten Metalprofilen ausstaffierten Seitenwanden des Wuppertaer Kiesberg-
Tunnels Staubproben entnommen. Zur Untersuchung wurden etwa 200 mg Staub mit
3 ml Methanol aufgeschidmmt, im Ultraschallbad behandelt und zentrifugiert. Vom
klaren, stark gelb gefarbten Uberstand wurden je 20 pl in das DMPD-UV/VIS-
HPLC-System | sowie in das Fluoreszenz-HPLC-System Il injiziert. Bei isokratischer
Elution mit MeOH/verd. H3PO, 40:60 (v:v) zeigten sich im Chromatogramm der
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nichtenzymatischen UV/VIS-HPLC drel Signale mit Retentionszeiten von 4.3, 25.6
und 29.2 min (Anhang 51). Im Gegensaiz zu den beiden Signalen hoherer
Retentionszeit, die nur wenig oberhalb der Nachweisgrenze liegen, entspricht das
Signd bei 4.3 min in etwa der Konzentration einer 10 uM H,O,-L6sung. Die Mes-
sung der Probe ohne Zugabe der Reagenzienldsung lieferte jedoch kein Signal. Zur
weiteren Untersuchung wurde die Probe mit Wasser (verd. HsPO,) euiert. Wahrend
das Signa bel 4.3 min (organische Elution) leicht angetrennt wurde, reichte die
Elutionskraft nicht aus, um stérker retardierte Substanzen von der Saule zu spilen.
Fur die eluierenden Verbindungen ergaben sich Retentionszeiten von 4.4 bzw. 4.7
min. Obwohl die Retentionszeit von 4.7 min durchaus auf H,O, hindeutet, kann seine
Anwesenheit aufgrund der bekannten Instabilitdt mit hoher Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden. Da Eisen oberhalb einer Konzentration von 400 pmol/l zu
Signalen bel etwa 4.0 min fuhrt, wurde der Eisengehalt des methanolischen
Staubextraktes durch Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt. Bei der gefundenen
Konzentration von 0.26 mg/l (4.6 pmol/l) Fe sind jedoch keine Stérungen zu erwarten
(vgl. Kapitel 3.2.4, s. S. 90). Allerdings sollte durchaus beachtet werden, dal3 auch
weitere Metallionen wie z. B. Cu, Al, Ag (Mori et al., 1997), vielleicht aber auch im
Abgasstaub zu erwartende Pb- und Pt-Verbindungen mit substituierten Phenylen-
diaminen reagieren konnen. Gegentiber den Untersuchungen des Abgasstaubes mit der
UV/VISHPLC zeigten sich in den Chromatogrammen der Fluoreszenz-HPLC
deutlich mehr Signale bel kleineren Retentionszeiten (Anhang 52). Die ohne Reagenz
durchgefiihrte Messung ergab, dal3 es sich bei allen auftretenden Signalen um fluores-
Zierende Verbindungen handelte. Allerdings zeigte das Signal bel 4.4 min bel der
Messung ohne Reagenzienzugabe eine deutlich geringere Intensitét. Die rein wél¥ige
Elution fuhrte zu einer etwas besseren Trennung der Signale, die sich zu etwas
kleineren Retentionszeiten verschoben. Dieses Verhalten ist fir hydrophile Substanzen
zu erwarten. Die durchgefiihrten Messungen konnten nicht eindeutig das Vorhanden-
sein von Hydroperoxiden in Abgasstaub kl&ren. Allerdings zeigte sich auch bel diesen
Untersuchungen, dal3 das UV/VIS-HPLC-System bei komplexen Proben durchaus
weniger storanféllig ist als das enzymatische Fluoreszenz-HPL C-System.
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3.3.5 Bestimmung des Hydroperoxidgehaltes von Losungsmitteln

Wie schon weiter oben erwahnt, neigen insbesondere die haufig als Ldsungsmittel
eingesetzten Ather zur Autoxidation, wobei unter anderem gefahrliche Hydroperoxide
entstehen konnen. Neben der Konzentration von 1-Ethoxyethylhydroperoxid in
Diethylether wurde im Rahmen dieser Arbeit auch der 2-Hydroperoxytetrahydro-
furangehalt verschiedener Tetrahydrofuranlésungen bestimmt. Dazu wurden je 20 pl
des Losungsmittels direkt in das HPLC-System injiziert und unter isokratischen
Bedinungen (MeOH/verd. H3PO, 45:55 (v:v)) getrennt. Da die Chromatogramme
neben den erwarteten Hydroperoxiden keine weiteren Signale zeigten, wurde auf eine
Abbildung verzichtet. Bei Hydroperoxidkonzentrationen grof3er als 10 pmol/l wurde
das Ldsungsmittel mit Methanol verdinnt bzw. in diesem aufgenommen und die
Probe erneut gemessen. Einige der untersuchten Lésungsmittel enthielten bemerkens-

wert hohe Hydroperoxidmengen (Tabelle 23).

L dsungsmittel Alter Stabilisiert |c (HP) [w (HP) w (HP) max.,
mit [umol/l] | bestimmt | Herstellerangabe

Diethylether, Uvasol Neubestellung 2% 394 0.0059 0.0005

(Merck 1.00930) Ethanol

Diethylether (Merck Neubestellung 10 ppm <0.04 | <6*10’ < 0.000 03

1.0092) BHT

Diethylether (Merck Neubestellung 7 ppm 0.8 0.000 01 < 0.000 03

8.2270) BHT

Tetrahydrofuran etwa 2 Jahre, - 4631 0.054

LiChrosolv® Flaschea | gedffnet

(Merck 8101)

Tetrahydrofuran etwa 2 Jahre, - 2896 0.034

LiChrosolv® Flasche b | ungedffnet

(Merck 8101)

Tetrahydrofuran p.a. etwa 2 Jahre, 250 ppm 600 0.007 < 0.005

Flasche 1 (Merck geoffnet BHT

1.09731)

Tabelle 23: Hydroperoxidkonzentration verschiedener organischer Losungsmittel
(DMPD-UV/VIS-HPLC-System I1)

Die Untersuchung zeigte, dal3 mit dem UV/VIS-HPLC-System eine schnelle und
einfache Bestimmung der Hydroperoxidkonzentation organischer LoOsungsmittel

maoglich ist. So kdnnte dieses System zum Beispidl as automatisierte Variante zur
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Produktiiberwachung von hydroperoxidbildenden Losungsmitteln eingesetzt werden
und die immer noch haufig angewandte, arbeitsintensive und weniger empfindliche

jodometrische Titration ersetzten.

3.3.6 Bestimmung des Benzoylperoxidgehaltes einer Hautreinigungssalbe

Als ein weiteres Anwendungsbeispiel zur Produktkontrolle dient die Untersuchung
des Benzoylperoxidgehaltes einer Akne-Salbe (Sannoxit Gel 2.5, Fa. Basotherm,
Biberach) mit dem DEPD-UV/VISHPLC-System |l. Zun&chst wurde die
Kalibrierfunktion mit Benzoylperoxid-StandardlGsungen (0.5 - 15 umol/l) erstellt.

Danach wurden zur Bestimmung des Benzoylperoxidgehaltes etwa 150 mg der Salbe
in einen 50 ml Mef¥kolben genau abgewogen und nach Zugabe von etwa 40 ml
Methanol bzw. Acetonitril im Ultraschalbad gelést. Nach Auffillen mit dem
entsprechenden Losungsmittel wurde 1:5 verdinnt, von dieser Lésung wurden 20
in die HPLC injiziert und mit MeOH/verd. HsPO,4 90:10 (v:v) euiert (Abbildung 47).

Sannoxit gelost in ACN

Jn |

Sannoxit gelést in MeOH

]
| | | | |

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

Abbildung 47: Chromatogramme der acetonitrilischen und methanolischen Sannoxit-
Extrakte (DEPD-UV/VIS-HPLC-System 1)
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Bel den in Methanol gelGsten Proben zeigte sich neben unerwarteten H,O,-Signalen
(Abbildung 47), dal3 der Benzoylperoxidgehalt von der ersten bis zur dritten Injektion
einer Probe um etwa 10 % abnahm. Im Gegensatz zu den in Methanol geldsten
Proben konnte diese Zersetzung weder bel den in Acetonitril gelésten Proben, noch
bei methanolischen Standardldsungen von Benzoylperoxid beobachtet werden. Ob
dieser Effekt auf geltste Nebenbestandteile der Salbe zuriickzufiihren ist, konnte an
dieser Stelle nicht geklart werden.

Unter Verwendung von Acetonitril als Losungsmittel konnte fir die Salbe ein Gehalt
von 2.52 = 0.09 % (n = 5) bestimmt werden. Dieser Wert entspricht sehr gut dem
vom Hersteller angegebenen Gehalt an Benzoylperoxid von 2.5 %. Auch hier zeigte
sich trotz der komplexeren Matrix der Probe die gute Anwendbarkeit des UV/VIS-
HPL C-Systems zur Bestimmung von Peroxiden.
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4.1 Chemikalien

Acetonitril, LiChrosolv®, gradient grade
Ammoniumeisen(l)-sulfat-Hexahydrat
Benzoesaure, p.a

Benzoylperoxid (mit 25 % H,0)

tert-Butanol, p.a.

tert-Butylhydroperoxid (70 %ige LAsung in Wasser)

Di-tert-Butylperoxid

p-Chloranilin

Chlorpromazinhydrochlorid
Cobalt(I1)-nitrat-Hexahydrat, p.a.
Cumolhydroperoxid, (80 %ige Losung in Cumoal)
Cytochrom ¢

Deuterochloroform , fur die NMR, min. 99 %
N,N-Diethyl-1,4-phenylendiammoniumchlorid
2,3-Dihydrofuran
di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, p.a.
N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiammoniumdichlorid
Eisen(I11)-chlorid-Hexahydrat
Eisen-Standardl6sung, 1g Fe/l

Essigsaure, 100 %

Ethanol, p.a

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Peroxidchemie, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Ethylbenzol

Ethylendiaminteraessigsaure Dinatriumsalz
(Titriplex® 111), EDTA, p.a.

Ethylvinylether

Hemin

Homovanillinséure
2-Hydroxy-1-naphthaldehyd
2-Hydroxyphenylessigsaure
p-Hydroxyphenylessigsaure
Kaliumdihydrogenphosphat p.a.
Kaiumiodid, p.a

Luminol (5-Amino-1,2,3,4-tetrahydro-
phthalazin-1,4-dion)

Methanol, LiChrosolv®, gradient grade
Natriumhydroxid, Pl&tzchen, p.a
Natriumthiosulfat Titrisol® (0.1 M)
Paraformal dehyd (Polyoxymethylen)
Peroxidase (aus Meerrettich) 10 000 U/Glas
Pyridin-4-carbonsaure (Isonicotinsaure)
Schwefelséure 95-97 %, p.a.
Tetrafluoroborsaure, ~50 %

Tetrafluoroborsaure, 54 %ige Losung in
Diethylether

1,2,3,4-Tetrahydronaphthalin (Tetralin)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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N,N,N",N"-Tetramethyl-1,4-phenylendiammonium-

dichlorid Merck, Darmstadt
Thiosemicarbazid Merck, Darmstadt
Triethylentetramin Merck, Darmstadt
1,3,5-Trioxan (meta-Formal dehyd) Merck, Darmstadt
Vinylacetat Merck, Darmstadt
Wasserstoffperoxid, min. 30 %, p.a. Perhydrol® Merck, Darmstadt
Xylenolorange-Tetranatriumsalz Merck, Darmstadt

4.2 Verwendete Gerate und Methoden

Ozongenerator:
Fischer Labor und Verfahrenstechnik GmbH, Modell 502

OzonmeRgerat:

Thermo-Environmental Instruments Inc., Modell TE 49

Kernresonanzspektroskopie (NMR):

Bruker AC 250
'H-NMR 250 MHz
BC-NMR 62.9 MHZ

Bruker ARX 400
'H-NMR 400 MHz
BC-NMR 100.6 MHZ

GC-MS-Kopplung:

Hewlett Packard MSD 5970 mit GC 5890 und FID
Saule: HP Pona25 m, ID 0.25 mm, Film 0.2 pm

Massenspektrometrie:
Varian MAT 311 A, Sektorfeldgerat

Elementaranalyse:
Perkin EImer Mikroelementar Analysator 240 B
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Photometrie:
Hitachi Zweikanal-Photometer Modd 100-60

Atomabsorptions-Spektroskopie
Perkin Elmer, Atom Absorption Spectrometer 1100 B

Titration der Hydroperoxide:

Zur Titration der Hydroperoxide wurden 20-60 mg der entsprechenden Substanz in
einem mit Stickstoff gesptilten 100-ml-Erlenmeyerkolben mit Schliff eingewogen und
durch Zugabe von 20 ml entgastem Eisessig gelést. Nach Zugabe von 2 ml einer
geséttigten Kaliumjodidlésung wurde die Lésung 30 min im Dunkeln aufbewahrt und
anschlief3end mit 0,01 molarer Natriumthiosulfatlésung nach farblos titriert (Jander,
1973).

4.3 Aufbau der HPLC-Systeme

Fur die HPLC-Untersuchungen wurden verschiedene Gerétekombinationen
verwendet. Der Grundaufbau der HPL C-Systeme bestand aus einer Eluentenpumpe,
einem Autosampler oder manuellen HPLC-Injektionsventil, einer RP-Séule, ein bis
zwel  Nachsdulenreagenzienpumpen, Resktionsschlangen, einem Detektor und
Integrator oder Computer zur Datenerfassung. Die im folgenden beschriebenen
Systeme zeigen die optimierten Einstellungen fir die wéldrige Elution zur Bestimmung
hydrophiler Hydroperoxide; die fur die lipophile Hydroperoxide verwendete
Gradientenelution ist in den entsprechenden Kapiteln dieser Substanzen beschrieben.

Fluoreszenz-HPLC-System I:

Eluentenpumpe: Merck Hitachi 655 A-11

Eluent: pH 3.5 (H3PO,), FlulR 0.5 ml/min

| njektionsventil: Rheodyne 7125 mit 20 pl Probenschleife

Saule: Merck, LiChrospher® 100 RP-18, 250/4 mm, 5 pm

Reagenzienpumpe 1, 2: Applied Biosystem 400 Solvent Delivery System
Reagenz 1. 4 mg p-Hydroxyphenylessigsaure in 250 ml 0.01 M
K2HPO4, pH 8.80
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Flu3 0.2 ml/min
Reagenz 2: 10 mg Meerrettichperoxidase in 250 ml H,O
Flu3 0.3 ml/min
Reaktionsschlange: je 2 m Edelstahlkapillare 1/16* AD, 0.25 mm ID
Detektor: Hewlett Packard HP 1046 A,

Programmable Fluorescence Detector

| 5 =295 Nm, | g, =415 Nm

Datenerfassung: Merck Hitachi D 2500 Chromato-Integrator
]
31g) =
Injektor Eluentenpumpe
@ [ﬁ] mit Eluent
gekiihlte
Séule
]
103 -
Reagenzienpumpe
it R |
Reaktions- it Keagenz
schlange
T=40°C T
i Reagenzienpumpe
mit Reagenz 2 (gekiihlt)
Reaktions-
schlange

Fluoreszenz-
detektor |
==
Abfallbehilter Datenaufnahme/
Auswertung

Abbildung 48: Fluoreszenz-HPLC-System I, 3-Pumpen-HPLC-System zur
Bestimmung von Hydroperoxiden
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Fluoreszenz-HPLC-System I1:

Eluentenpumpe:
Eluent:

| njektionsventil:
Saule:
Reagenzienpumpe:

Reagenz:

Reaktionsschlange:
Detektor:

Datenerfassung:

UV/VIS-HPLC-System I:

Eluentenpumpe:
Eluent:

| njektionsventil:
Saule:
Reagenzienpumpe:

Reagenz:

Reaktionsschlange:
Detektor:

Merck Hitachi 655 A-11 A

pH 3.5 (H3PO,), FluR 0.5 ml/min

Rheodyne 7125 mit 20 pl Probenschleife

Merck, LiChrospher® 100 RP-18, 250x4 mm, 5 pum
Applied Biosystem 400 Solvent Delivery System
20 mg Meerrettichperoxidase und 8 mg p-Hydroxy-
phenylessigsaure in 500 ml 0.01 M K,HPO,, pH 8.80
Flu’ 0.5 ml/min

4 m Edelstahlkapillare /16" AD, 0.25 mm ID
Hewlett Packard HP 1046 A,

Programmable Fluorescence Detector

| 5 =295 Nm, | g, =415 Nm

Merck Hitachi D 2500 Chromato-Integrator

Merck Hitachi 655 A-11

pH 3.5 (H3PO,), FlulR 0.5 ml/min

Rheodyne 9125-PEEK, mit 20 pl Probenschleife
Merck, LiChrospher® 100 RP-18, 250x4 mm, 5 um
Applied Biosystem 400 Solvent Delivery System
DMPD

500 mg N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiammoniumdi-
chlorid und 350 mg Ammoniumeisen(ll)sulfat in 250 ml
7.8 MM H,SO,, Flu 0.5 ml/min

alternativ DEPD

625 mg N,N-Diethyl-1,4-phenylendiammoniumsulfat
und 350 mg Ammoniumeisen(l1)-sulfat-Hexahydrat in
250 ml 7.8 mM H,SO,, Flu3 0.5 mi/min

7 m Edelstahlkapillare 1/16* AD, 0.25 mm ID
Shimadzu SPD-6AV
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UV/VIS Spectrometric Detector, | =553 (551) nm
Datenerfassung: Merck Hitachi D 2000 Chromato-Integrator

Injektor Eluentenpumpe
mit Eluent
gekiihlte
Saule
[
= .
Reagenzienpumpe
m [ mit Reagenz (gekiihlt)
Reaktions-
schlange

[
iy -
L]
Detektor
I =3
Abfallbehilter Datenaufnahme/
Auswertung

Abbildung 49: Fluoreszenz-HPLC-System Il sowie UV/VIS-HPLC-Systeme | und Il
(2-Pumpen-HPLC-System zur Bestimmung von Hydroperoxiden)

UV/VIS-HPLC-System I1:

Eluentenpumpe: Waters alliance® 2690 Separation Module
mit He-Entgaser

Eluent: pH 3.5 (H3PO,), FlulR 0.5 ml/min

Autosampler: Waters alliance® 2690 Separation Module,

Probenschleife 100 i, Injektionsvolumen variabel,
in der Regel 20
Saule: Merck, LiChrospher® 100 RP-18, 250x4 mm, 5um
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Reagenzienpumpe:

Reagenz:

Reaktionsschlange:

Detektor:

Datenerfassung:

Merck Hitachi L-6000 A

DMPD

500 mg N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiammoniumdi-
chlorid und 350 mg Ammoniumeisen(ll)sulfat in 250 ml
7.8 MM H,SO,, Flufl3 0.5 ml/min

alternativ. DMPD/HRP

500 mg N,N-Diethyl-1,4-phenylendiammoniumsul fat
und 250 mg Meerrettichperoxidase (HRP) in 250 ml
H.O, FluR 0.5 ml/min

alternativ DEPD

625 mg N,N-Diethyl-1,4-phenylendiammoniumsulfat
und 350 mg Ammoniumeisen(l1)-sulfat-Hexahydrat in
250 ml 7.8 mM H,SO,, FluR 0.5 mi/min

7 m Edelstahlkapillare 1/16* AD, 0.25 mm ID

Merck Hitachi L-7420

UV/VIS Detector, | =553 (551) nm

Waters SAT/IN-Module, Digital Celebris™ 590
Millenium 2.15

Chemilumineszenz-HPLC-System:

Eluentenpumpe:

Eluent:

Autosampler:

Saule:
Mischkammer:
Reagenzienpumpe:

Reagenz:

Detektor:

Waters alliance® 2690 Separation Module

mit He-Entgaser

pH 3.5 (H3PO,), FluR 0.5 ml/min

Waters alliance® 2690 Separation Module,
Probenschleife 100 i, Injektionsvolumen 20 i
Merck, LiChrospher® 100 RP-18, 250x4 mm, 5 pum
HPL C-Kreuz-Verbinder

Merck Hitachi L-6000 A Pump

16 mg 3-Aminophthalhydrazid (Luminol) und 0.8 mg
Hematin in 500 ml 20 mM NaB,O,/NaOH pH 12, Flul3
1.0 ml/min

Jasco CL-825 Intelligent CL Detector
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Programmierung: 0-5.8 min Gain 1

5.8-20 min Gain 10
Datenerfassung: Waters SAT/IN-Module, Digital Celebris™ 590
Millenium 2.15
Injektor Eluentenpumpe
mit Eluent

gekiihlte

Saule
L ]
] e
SEEE Reagenzienpumpe
@ Dﬁ] mit Reagenz (gekiihlt)

Chemilumineszenz-
Detektor

Abfallbehilter Datenaufnahme/

Auswertung

Abbildung 50: Chemilumineszenz-HPLC-System, 2-Pumpen-HPLC-System zur
Bestimmung von Hydroperoxiden

Automatisches Fluoreszenz-System (Abbildung 33, S.96):

Sammelwendel: 1.2 m Glaskapillare 2 mm ID, gekihit auf 4 °C
Pumpe fur Striplésung: Merck L-6000 A Pump
Stripldsung: pH 3.5 (H3PO,), Fu 0.4 ml/min

Schlauchpumpe: |smatec Instruments MV-MS3
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Flugelradpumpe mit
Durchfluf3regelung:

Eluentenpumpe:
Eluent:
Injektor:

Saule:
Reagenzienpumpe:

Reagenzl.:

Reaktionsschlange:
Detektor:

Datenerfassung:

4.4 Prifgaserzeugung

Eigenbau in Zusammenarbeit mit der Fa. QUMA,

Wuppertal, zeitwel se zusétzliche Luftmengenmessung mit

5-1-Gasuhr, nasse Ausfihrung, Ritter-Kunststoffwerk
Merck L-6200 A Intelligent Pump
pH 3.5 (H3PO,), FulR 0.5 ml/min

Vici, elektrisches 10-Port-2-Positionen-Ventil, EC10UW
2 PEEK-Probenschleifen zu je 100 pl, Ansteuerung Uber

Software und Eigenbau-Zeitverzdgerungsel ektronik
Merck, LiChrospher® 100 RP-18, 250x4 mm, 5 um
Merck L-6000 A Pump

4 mg p-Hydroxyphenylessigsaure und 10 mg
Meerrettichperoxidase in 250 ml 0.01 M K;HPO,,
pH 8.80, FluR 0.5 ml/min

4 m Edelstahlkapillare /16" AD, 0.25 mm ID
Fluorescence Detector

Merck Hitachi F 1080

| 5 =295 M, | g, =415 Nm

Merck Hitachi D-6000 Interface

Merck Hitachi Model D-6000

Chromatography Data Station Software

HPLC Manager Version 2

Prifgasapparatur (Abbildung 32, S. 93):

Schwebekorperdurchfluf3-

regler:
Ozongenerator:

Krohne, 50 - 1000 NlI/h

Strohlein, IR-01, Lampengehause

Grantzel, Karlsruhe 253,7 nm Hg-Dampflampe
100 mA/500 V
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Hochspannungsguelle: Gréantzel, Karlsruhe, 80-250 mA, 2000 V Sekundar
Wendel: Eigenbau, 52 Wendeln, 4 mm ID
Wendlel-Thermostat: Lauda, MGW C6

Schlauchpumpe: Ismatec Instruments MV-MS3

4.5 Kryosampling

—H

%\
@ o
, 08

O O

Abbildung 51: Kryosamplingaufbau mit Eintauchkiihler und Luftsammelpumpe

Kryoprobenahme:
Eintauchkuhler: Julabo FT 901
wahrend der Polarsternfahrt ANT X1V-1
Neslab, Imersion Cooler
L uftsammel pumpe: Desaga GS 312, 31/min, 120 |
Kuhifallenbehélter: Edelstahldewar, ID 200 mm
KUhlmedium: Ethanol, T =-79°C
Kuhifdle Ansaugrohr 1D 12 mm, L&nge 100 mm-90°-60 mm mit

NS 19 Kern, aternativ Kugelschliff /NS19 (Kern),
U-Rohr, 2 x Hilse NS 19, Lange je Schenkel 250 mm,
ID Kondensationsrohr 24 mm, Glasfritte Porengrofie 2,
ID Absaugrohr 16 mm, NS 19 (Kern)/Schlaucholive
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4.6 Schiffsregenmesser

Drainage

vertikale
Sammelflache

Tropfenformer

[R-Dioden ———7= | = &

Abbildung 52: Schiffsregenmesser nach Prof. Hasse (mit freundlicher Genehmigung
von Dr. M. GroRklaus, Institut fir Meereskunde der Universitat Kiel)

4.7 Berechnung der atmospharischen H,O,-Konzentrationen

Die Berechnung der atmosphérischen Hydroperoxidkonzentration (c(HP)[pptv]) er-
folgte beim Kryosampling nach folgender Gleichung:

bx(a+2) %/, 31000
VN

c(HP)[pptv] =

o

mit ¢ (HP) der wédrigen Probe [umol/I]
ausgefrorenes Wasser [g @ml]

z = zur Probe gegebenes Wasser [ml]
Vo = Normvolumen 22,41 [I/mol]

Vn = Norm-Probevolumen [N|]

QD

wobei
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Vi X, A,

ViIN] = T P
R

mit Ve = Probevolumen []

pr = Luftdruck wéhrend der Probenahme [hPag]
273.15 [K]
Temperatur wdhrend der Probenahme [K]
Py = 1013 [hPq]

Da das ausgefrorene Wasser wahrend der Polarsternexpedition ANT XIV/1 nicht

durch Auswiegen bestimmt werden konnte, wurde die bei der Probenahme

ausgefrorene Menge Wasserdampf aus der gemessenen Luftfeuchte berechnet. Die

Auftragung des log Wassergehaltes [log g/m®] gegen 1/Temperatur (1/K) (Anhang

30, S. 160) folgt der Funktion (Handbook of chemistry and physics, 1995/1996)
logH,0 [g/m®] = 21878 ><_|_i + 87

P

Daraus konnte die Menge an ausgefrorenem Wasser wie folgt berechnet werden:

& 2187.8 (o]
£
I:rel >VP >§'O "
a[ g] 10- 5

mit  F. = relative Luftfeuchte [%)]
V, = Vp = Probevolumen [l]
Tp = Temperatur wahrend der Probenahme [K]

4.8 Berechnung der statistischen Kenngrof3en

Die satistischen Kenngrof3en, wie Nachweisgrenze, Erfassungsgrenze und Bestim-
mungsgrenze der HPLC-Verfahren wurden nach der indirekten Kalibriergeraden-
methode der DIN 32 645, 1994 bestimmt. Dazu wurden verschiedene Analyt-
konzentrationen mit einer maximal um eine Zehnerpotenz héheren Konzentration wie
die der Nachweisgrenze jeweils mindestens dreimal gemessen.

Die Verfahrensstandardabweichung S0 (VSA) wurde ebenfalls nach DIN 32 645

bestimmt, wahrend fir die Bestimmung des Verfahrensvariationskoeffizienten Vyo
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(VVK), welcher der relativen Verfahrensstandardabwei chung entspricht, folgende von
Funk et al., 1992 beschriebene Gleichung benutzt wurde.

v = S0X00%

x0 X

mit S, = Verfahrensstandardabweichung
X = Arithmethisches Mittel der Konzentrationen aller Kalibrierproben

4.9 Darstellung der Hydroperoxide

4.9.1 VorsichtsmalRnahmen

Bel den organischen Hydroperoxiden handelt es sich haufig um sehr instabile
Verbindungen, die durch mechanische, thermische oder katalytische Einflusse zur
Explosion gebracht werden kdnnen. Das Geféhrdungspotential ist neben der Art der
Substituenten an der Peroxy-Gruppe weitgehend vom Gehalt des aktiven Sauerstoffs
in der Verbindung abhangig. Nach Dankowski und Prescher (1988) gelten Peroxide
mit einem Gehat von mehr as 5 % Peroxidsauerstoff as potentiell explosions-
gefahrlich. Eigene Erfahrungen und Hinweise auf artverwandte Verbindungen zeigen,
dal3 die Explosionsgefahr vieler, in dieser Arbeit eingesetzter Hydroperoxide aufgrund
ihres Peroxidsauerstoffgehaltes von 11- 50 % als sehr hoch einzuschétzen ist (Meister
et al., 1983; Gab und Turner, 1985; Wojiciechowski et a. 1990). Daher sollten alle
Arbeiten mit reinen Hydroperoxiden oder konzentrierten Lésungen der Hydro-
peroxide nur mit kleinen Mengen, hinter einer Sicherheitsscheibe, bei Kiihlung der
Substanzen, Verwendung sauberer Geréte und Benutzung von Lederhandschuhen

erfolgen, um die von einer moglichen Explosion ausgehenden Gefahren zu mindern.

4.9.2 Alkylhydroperoxide

Die in dieser Arbeit untersuchten n- und verzweigten Alkylhydroperoxide wurden
nach der Methode von Williams und Mosher (1954a und b) z. T. durch Herrn Dr. W.
V. Turner synthetisiert.
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4.9.3 Hydroxymethylhydroperoxid (HMHP)

Zur Synthese von Hydroxymethylhydroperoxid (HMHP) wurden in einem 250 ml
Mefkolben 100 ml einer 10 mM H,O,-Lésung und 2,5 ml einer 0.1 M NaOH
vorgelegt und nach Zugabe von 280 mg Paraformaldehyd mit dest. Wasser aufgefillt.
Durch etwa funf minttige Behandlung im Ultraschalbad (T = 40 °C) entstand eine
klare Losung. Da sich erst nach etwa 80 min eine konstante HMHP-Konzentration
einstellte, wurden frihestens nach dieser Zeit 2.5 ml der akalischen Ldsung in einen
500 ml Mefkolben tberfihrt und dieser nach Zugabe von 0.5 ml 0.5 M H,SO,
aufgefllt. Die Konzentration an HMHP in dieser L6sung betrug etwa 14.6 pM neben
2.8 UM H,0, und 2.6 uM BHMP (O Sullivan et al., 1996).

4.9.4 Alkoxymethylhydroperoxide

Zur Synthese der Alkoxymethylhydroperoxide wurden Lésungen von 2 g Vinylacetat
(0.02 mal) in 35 ml Dichlormethan und 10 ml des entsprechenden Alkohols bei -78°C
(Synthese von tert-Butoxymethylhydroperoxid bel -20 °C) bis zur Blauférbung der
Losung ozonisiert. Durch Einleiten von Stickstoff wurde Uberschiissiges Ozon
ausgetrieben. Nach erwarmen auf etwa 10 °C konnten die leichtfliichtigen Kom-
ponenten und das L ésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt werden. Der klare,
farblose Rickstand wurde durch Kurzwegdestillation bei Raumtemperatur bis max.
40 °C und 0.2 mbar gereinigt (Boddenberg, 1994). Die Charakterisierung der
Substanzen erfolgte durch NMR-Spektroskopie und GC/MS-Spektrometrie. Die
angegebene Reinheit (%) resultiert aus den *H-NMR-Spektren bzw. der gaschromato-

graphischen Untersuchung.

Methoxymethylhydroperoxid (Reinheit: NMR, 91%, GC, 100 %)

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): d = 3.47 (s, 3H, CH30), 4.94 (s, 2H, OCH,00), 9.70
(s, br, 1H, OOH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl,): d = 56.15 (CH30), 100.38 (OCH,00)
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Ethoxymethylhydroperoxid (Reinheit: NMR, 90%, GC, 89 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHsCH,0), 3.68 (q, J =
7.1, 2H, CHsCH,0), 4.95 (s, 2H, OCH,00), 9.89 (s, br, 1H, OOH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): d = 14.60 (CHsCH,0), 64.60 (CHs;CH,0), 98.94
(OCH,00)

n-Propoxymethylhydroperoxid (Reinheit: NMR, 90%, GC, 96 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH5sCH,CH,0), 1.61
(septett, J = 7.1 Hz 2H, CHsCH,CH,0), 3.59 (t, J = 6.9 Hz, 2H, CH;CH,CH,0),
4.97 (s, 2H, OCH,00), 9.80 (s, br, 1H, OOH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): d = 10.10 (CHsCH,CH,0), 22.54 (CHsCH,CH,0),
70.94 (CHsCH,CH,0), 99.29 (OCH,00)

2-Propoxymethylhydroperoxid (Reinheit: NMR, 91%, GC, 82 %)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 1.22 (d, J = 6.2 Hz, 3H, (CH3),CHO), 3.95
(septett J= 6.2 Hz, 2H, (CH3),CHO), 5.03 (s, 2H, OCH,00), 9.40 (s, br, 1H, OOH)
BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): d = 22.38 [(CH3),CHO], 71.09 [(CH3),CHO],
97.63 (OCH,00)

n-Butoxymethylhydroperoxid (Reinheit: NMR, 80%, GC, 89 %)

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): d = 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH;CH,CH,CH.0), 1.38
(sextett, J = 7.4 Hz t, 2H, CH3;CH,CH,CH,0), 1.59 (m, 2H, CHsCH,CH,CH0),
3.65 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH3sCH,CH,CH,0), 4.99 (s, 2H, OCH,00), 9.50 (s, br, 1H,
OOCH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): d = 1359 (CHsCH,CH,CH,0), 19.01
(CHsCH,CH,CH,0), 31.46 (CH;CH,CH,CH.0), 69.11 (CHsCH,CH,CH,0), 99.40
(OCH,00)

tert-Butoxymethylhydroperoxid (Reinheit: NMR, 74%, GC, 70 %)

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 1.32 (s, 9H, ((CH3)sCO), 5.15 (s, 2H, OCH,00),
9.40 (s, br, 1H, OOH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): d = 28.35 ((CH3)5CO), 77.31 (CH3)sCO), 94.00
(OCH,00)
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4.9.5 1-Ethoxyethylhydroperoxid

Zu einer auf 0 °C gekuhlten Lésung aus 10 g 48 %iger Wasserstoff peroxidldsung
(0.24 mol) und 0.4 ml konz. Schwefelsaure wurden unter Rihren innerhalb von 2 h
7 g Vinylacetat (0.1 mol) zugetropft. Nach einer weiteren Stunde (Nachrihren)
wurden 50 ml einer gesdttigten Ammoniumsulfatlésung zugegeben und die Losung
dreimal mit je 70 ml Diethylether extrahiert. Zur Reinigung des organischen Extraktes
wurde anschlieffend dreima mit jeweils 100 ml geséttigter Natriumhydrogen-
carbonatl6sung geschittelt, mit Wasser gewaschen und bei -10°C Uber Magnesium-
sulfat getrocknet. Nach der Filtration wurde die Lésung bei 0.3 mbar und 20 °C
destilliert. Das Destillat wurde in zwe hintereinandergeschalteten Kduhlfallen
(0 °C, -178°C) aufgefangen. 1-Ethoxyethylhydroperoxid kondensierte dabei in der auf
0 °C gekuhlten Kuhlfalle. Die weitere Reinigung erfolgte durch Kurzwegdestillation
bei 0.3 mbar. Die Ausbeute des Produktes betrug 23 % (Reinheit 93 %).

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): d = 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHsCH,0), 1.38 (d, J =
5.4 Hz, 3H, CHsCH(00)0), 3.65 (dq, J= 9.7, 7.1 Hz, 1H, CHsCH,0), 3.87 (dq, J =
9.7, 7.1 Hz, 1H, CH4CH,0), 5.04 (g, J = 5.5 Hz, 1H, CH;CH(O0)O), 8.70 (s, br,
1H, OOH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): d = 15.21 (CHsCH,0), 17.86 (CHsCH(O0)O),
63.91 (CH3CH,0), 104.21 (CHsCH(O0)O)

4.9.6 2-Hydroperoxytetrahydrofuran

a) Das 2-Hydroperoxytetrahydrofuran kann ebenso wie das 1-Ethoxyethylhydro-
peroxid durch die sdurekatalysierte Addition von H,O, an das entsprechende Olefin
hergestellt werden. Entsprechend der obigen Synthesebeschreibung wurden 7.0 g (0.1
mol) 2,3-Dihydrofuran mit 10 g 48 %igem Wasserstoffperoxid umgesetzt und
aufgearbeitet. Die Ausbeute des 6ligen Produktes betrug 3 % (Reinheit 50 %).



4 Experimenteller Teil 141

b) Aufgrund der geringen Ausbeute und unzureichenden Reinheit wurde die Oxidation
einer Tetrahydrofuranlosung als weitere Synthesemdglichkeit fir 2-Hydroperoxy-
tetrahydrofuran genutzt. Dazu wurden 700 ml destilliertes Tetrahydrofuran
(Stabilisatorfrei) in einem 1-1-Dreihalskolben mit Kihler vorgelegt. Uber einen
Zeitraum von 168 h wurde bel 50 °C ein leichter Sauerstoffstrom eingeleitet. Durch
Einengen von 50 ml der Ldsung am Rotationsverdampfer und anschlief3ender
Kurzwegdestillation konnten 1.95 g (4.3 %) 2-Hydroperoxytetrahydrofuran (Reinheit
96 %) isoliert werden. Durch Verwendung eines Sensibilisators (z. B. Benzophenon)
und Belichtung des Ansatzes kann die Ausbeute auf Uber 30 % gesteigert werden
(Schenck et al., 1962). Durch eine neuere Arbeit Uber IR-, Raman- und NMR-
Spektren des Tetrahydrofuranhydroperoxides wurde die korrekte Identifizierung der
Substanz bestétigt (Boddenberg, 1994; Shurell und Southby, 1997).

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): d = 1.7-2.1 (m, 4H, OCH,CH,CH,CH(OOH)), 3.9
(m, 2H, OCH,CHy), 5.57 (dd, J = 5.9 Hz, 1H, CH,CH(OOH)), 9.55 (s, br, 1H, OOH)
BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): d = 23.80 (OCH,CH,CH,CH(OOH)), 29.0
(OCH_CH,CH,CH(OOH)), 67.6 (OCH,CH.), 107.8 (CH,CH(OOH))

4.9.7 Tetrainhydroperoxid

In einen 100 ml Dreihalskolben mit Kihler und Gaseinleitungskapillare wurden 25 g
Tetralin vorgelegt und im Olbad auf 75 °C erwarmt. Bei dieser Temperatur wurde
unter RUhren 44 h Sauerstoff durch die Flussigkeit geleitet. Das nicht oxidierte
Tetralin wurde bei 50-60 °C und 2*10™" bis 510° mbar abdedtilliert. Aus der
Hexanl6sung des Rickstandes kristallisierte bei -20 °C reines Hydroperoxid (3 98 %)
als nadelformige Substanz (Hock und Susemihl, 1933). Die Ausbeute betrug 2.7 g
(11 %).

'H-NMR (400 MHz, CDCly): d = 1.78-2.9 (m, 6H, CH(OOH)CH,CH,CH.-Ar),
5.00 (t, J = 4.2 Hz, 1H, Ar-CH(OOH)CH,), 7.17-7.31 (m, 4H, Aromat) 7.83 (s, 1H,
OOH)
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): d = 18.38 (CH(OOH)CH,CH,CH>-Ar), 26.73
(CH(OOH)CH,CH,CH2-Ar), 29.20 (CH(OOH)CH,CH,CHx>-Ar), 80.99 (Ar-
CH(OOH)CH,), 125.85-132.75 (5 C, Aromat), 139.01 (Ar-CH(OOH)CH,),

4.9.8 1-Phenylethylhydroperoxid

Zur Darstellung des 1-Phenylethylhydroperoxides wurden 100 ml Ethylbenzol in
einem 250-ml-Zweihaskolben mit Rickflukihler und Gaseinleitungskapillare
vorgelegt. Unter Rihren wurde bel Siedetemperatur (136 °C) Uber 4 Stunden ein
leichter Sauerstoffstrom durchgeleitet; 30 ml der oxidierten Losung wurden am
Rotationsverdampfer eingeengt und anschlief3end Gber Kurzwegdestillation gereinigt
(vgl. z. B. Dixon und Schuster, 1981). Erhalten wurden 1.8 g (6.9 %) 1-Phenylethyl-

hydroperoxid mit einer Reinheit von 3 91 %.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): d = 1.53 (d, J = 6.6 Hz, 3H, Ar-CH(OOH)CHs), 5.12
(9, J = 6.6 Hz, 1H, Ar-CH(OOH)CHs), 7.36-7.44 (m, 5H, Aromat) 7.87 (s, 1H,
OOH)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCly): d = 20.03 (Ar-CH(OOH)CH3), 83.75 (Ar-
CH(OOH)CH), 126.5-128.64 (5 C, Aromat), 141.41 (Ar-CH(OOH)CH)

4.10 Synthese von Reagenzien und Stammlésungen zur HPLC-Nachs&ulenreak-
tion

4.10.1 p-Chlorbenzoldiazoniumfluoroborat

Zur Synthese von p-Chlorbenzoldiazoniumfluoroborate wurden 15.9 g (0.12 mol) p-
Chloranilin und 55 ml (0.4 mol) 54 %ige Tetrafluoroborsaure im Becherglas
vorgelegt. Unter Rihren und Kihlung im Eisbad wurde langsam eine Lésung von 8.5
g Natriumnitrit in 17 ml Wasser zugetropft und anschlief3end 1 h nachgerthrt. Der
kristalline Ruckstand wurde Uber eine Glasfritte (G2) abgesaugt und nach Waschen
mit wenig Wasser, Ethanol und Diethylether im Vakuum getrocknet (vgl. Starkey,
1943).
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Elementaranalyse:

Soll | st
C 31.82 31.61
H 1.77 1.87
N 12.37 12.44

4.10.2 2-Hydroxy-1-naphthal dehyd-thiosemicarbazon

In einem 125 ml Erlenmeyerkolben wurden 0.9 g (0.01 mol) Thiosemicarbazid, 30 ml
Wasser und 2 ml Eisessig erwédrmt, bis eine klare Losung entstand. Nach leichtem
Abkuhlen wurde dieses Reagenz zu einer Lésung von 1.72 g (0.01 mol) 2-Hydroxy-1-
naphthaldehyd in 25 ml Ethanol gegeben und unter starkem Ruhren 15 min zum
Sieden erhitzt. Durch Umkristallisation aus Ethanol/Wasser 60:40 konnte das nahezu
weile 2-Hydroxy-1-naphthal dehyd-thiosemicarbazon isoliert werden (Sah und
Daniels, 1950).

Elementaranalyse:

Soll | st
C 58.78 58.11
H 4.49 4.61
N 17.14 17.10

4.10.3 Ansetzen der Chemilumineszenz-Reagenzienl dsung

Pufferlosung:  7.62 g NaB4O;10H,O wurden in etwa 950 ml Tridest gel6st und
durch Zugabe von NaOH und auffullen auf 1000 ml auf einen pH-
Wert von 13 eingestellt.

StammlGsungen:
4 mg/ml 3-Aminophthalhydrazid in 20 mM Boratpuffer pH 13
0.4 mg/ml Hematin in 20 mM Boratpuffer pH 13

Reagenzienl 6sung:
Zum Herstellen der Reagenzienlosung wurden 8 ml der Luminol-
stammldsung und 4 ml der Hematinstammlésung auf 1000 ml mit 20
mM Boratpuffer pH 13 aufgefullt.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue HPLC-Methoden zur Bestimmung von
Hydroperoxiden entwickelt, deren Selektivitat und Nachwei svermogen wesentlich auf
dem Einsatz nichtenzymatischer Reaktionssysteme bel der Nachsaulenderivatisierung
(NSD) beruhen.

Zahlreiche Vorversuche lieferten Aufschlul’ tGber die Eignung von Chemilumineszenz-
reaktionen sowie Reaktionen, bel denen fluorimetrisch oder photometrisch detektier-
bare Substanzen entstehen, in HPLC-NSD-Systemen. So ergaben sich keine Vorteile
hinsichtlich der Fluoreszenzdetektion, wenn in der bekannten Nachsdulenreaktion von
Hydroperoxiden und p-Hydroxyphenylessigsdure (PES) die katalytisch wirksame
Meerrettichperoxidase (HRP) durch Metalsaze oder Metallsalzkomplexe (z. B.
Fe(l11)-Triethylentetramin) ersetzt wurde. Dagegen wurden bel den Hematin/Lumi-
nol-Chemilumineszenz- und Fe(11)/N,N-Diakyl-p-phenylendiamin-UV/VIS-Messung-
en aussichtsreiche Ergebnisse erhalten. Um diese Detektionssysteme zur empfindlich-
en HPLC-Anayse von atmosphérisch relevanten Hydroperoxiden wie H,0,,
Hydroxymethylhydroperoxid (HMHP), Methylhydroperoxid (MHP) und Ethylhydro-
peroxid (EHP) einsetzen zu kénnen, waren umfangreiche Optimierungsarbeiten
erforderlich. In deren Verlauf zeigte sich, dal3 das Chemilumineszenzsystem aufgrund
groRer Unterschiede in der Empfindlichkeit fir H,O, einerseits und organischen
Hydroperoxiden andererseits nur eingeschrankt zu simultanen Bestimmungen ver-
wendbar ist.

Mit den auf der Fe(ll)-katalysierten Oxidation von N,N-Dimethyl (DMPD)- bzw.
N,N-Diethyl-p-phenylendiamin (DEPD) basierenden UV/VIS-HPLC-Systemen kon-
nten Nachweisgrenzen von 0.04 pmol/l fir H,O, und 0.2 pmol/l fir HMHP, MHP
und EHP erreicht werden. Diese entsprechen denen der haufig verwendeten
HRP/PES-Fuoreszenz-HPLC und sind zur Bestimmung atmosphérischer Hydroper-
oxide nach Uberfilhrung in die fliissige Phase (z. B. Kryosampling) ausreichend. Die
Verfahrensvariationskoeffizienten (VVK) von deutlich unter 10 % gentigen den An-
forderungen an ein spurenanalytisches Verfahren.

Um die Anwendungsbreite der neuen DMPD- und DEPD-UV/VIS-HPLC zu Uber-
prifen, wurden n-Alkyl-, sekundére und tertidre Alkyl-, Arylalkyl- und Alkoxyalkyl-
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hydroperoxide untersucht. Beim Vergleich der Verfahrenskenngrof3en mit denen der
FOX (ferrous oxidation in xylenol orange)-UV/VIS-HPLC, der HRP/PES- und der
Mikroperoxidase-11 (MP-11)/PES-Fluoreszenz-HPLC konnte die hohe Leistungsfé-
higkeit der neuen Systeme herausgestellt werden. Zwar ergeben sich fur die n-Alkyl-
hydroperoxide mittels HRP/PES-HPLC annahernd gleiche Nachweisgrenzen von 0.2
bis 0.7 pmol/l (C4-Cy4), doch missen fir sekundére und tertidre Hydroperoxide auf-
grund sterischer Beschrankungen des Enzyms deutliche Nachteile in Kauf genommen
werden. Wahrend 2-Propyl-, 2-Butyl- und 3-Pentylhydroperoxid noch im pmolaren
Konzentrationsbereich bestimmt werden konnen, sind tert-Butyl-, cyclo-Hexenyl-,
Tetralin- und Cumolhydroperoxid nicht nachweisbar. Obwohl der Ersatz von HRP
durch MP-11 die sterischen Beschrénkungen aufhebt, liegen die mit diesem Fluores-
zenzsystem erreichten Nachweisgrenzen ein bis zwei Grofienordnungen Uber denen
der DMPD- und DEPD-UV/VIS-HPLC. Entsprechende Ergebnisse wurden fur die
untersuchten Alkoxyalkylhydroperoxide erhalten. Gegenlber der Fluoreszenz-HPLC
ergibt sich zudem der Vorteil, dal3 nicht nur Hydroperoxide, sondern auch Peroxide
bestimmt werden kdnnen. So wurde bel der Untersuchung von Benzoylperoxid eine
Nachweisgrenze von 0.25 pmol/l erhalten.

Zur Erprobung der DMPD-UV/VIS-HPLC wurden Vergleichsmessungen mit anderen
Anaysensystemen durchgefiihrt. Bei einer als Vorbereitung auf die Feldmel3kampagne
BERLIOZ (Berlin-Ozon-Experiment) dienenden Interkalibrierung lief3 sich sowohl an
einer Prifgasquelle als auch bei Messungen von Auf3enluft ein beachtliches Mal3 an
Ubereinstimmung erzielen. Darliber hinaus konnte die Eignung der neuen HPLC-
Methode zu Feldmessungen bel der Polarsternexpedition ANT XIV/1 unter Bewels
gestellt werden. Da das zur Hydroperoxidanalyse haufig eingesetzte Kryosampling
Mel3werte mit nur ungeniigender Zeitauflosung liefert, wurden Arbeiten zum Bau
eines automatischen Peroxidanalysators auf der Grundlage der on-line Kopplung einer
Sammelwendel mit der HPLC begonnen. Untersuchungen des Peroxidgehaltes in
Losungsmitteln (u. a. Diethylether, Tetrahydrofuran) sowie in einer Hautsalbe zeigen

weitere Anwendungsbereiche der neuen UV/VIS-Methoden auf.
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6 Anhang
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Anhang 1: Kalibrierfunktionen fiir H,O, bei verschieden unterschiedlichen Wick-
lungsdurchmessern der Reaktionskapillaren (Fluoreszenz-HPLC-
System 11)
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Anhang 2: Messung von atmospharischen Hydroperoxiden mit dem Chemilumines-
zenz-HPLC-System



6 Anhang 147

3500000 -

MHP EHP
3000000 -

2500000

2000000 -+~

1500000 +

Signalgréflze [uV* 9|

1000000 + H,0,

500000 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
c(HP) [umol/1]

Anhang 3: Kalibriergeraden atmospharischer Hydroperoxide (Chemilumineszenz-
HPLC-System)

250000 +

H0,
200000 -

150000 -

100000 + HMHP

Signalgrélie [FE]

50000 -

¢ (HP) [umol/I]

Anhang 4: Kalibriergeraden atmospharischer Hydroperoxide (DMPD-UV/VIS-
HPLC-System I1)
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Anhang 5: Kalibriergeraden atmospharischer Hydroperoxide (DEPD-UV/VIS-
HPLC- System I1)
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Anhang 6: Kalibriergeraden der n-Alkylhydroperoxide (Cs, C¢ und Cyy)
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Anhang 7: Kalibriergeraden der n-Alkylhydroperoxide (Cs und Cy4)
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Anhang 8: Kalibriergeraden der n-Alkylhydroperoxide (Cio, C16 Und Cysg)
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Anhang 9: Trennung einiger sekundarer und tertiarer Arylalkylhydroperoxide mittels
Gradientenelution (DMPD-UV/VIS-HPLC-System 1l, Gradientenelution:
MeOH/verd. HsPO,4 0-15 min von 50 auf 80 % MeOH, anschlieend iso-
kratisch 80 % MeOH)

Hydroperoxid Retentionszeit [min]
2-Propyl-HP 7.3
tert-Butyl-HP 94
cyclo-Hexenyl-HP 12.2
3-Pentyl-HP 14.2
1-Phenylethyl-HP 14.3
Cumol-HP 164
Tetralin-HP 18.8

Anhang 10: Retentionszeiten der verzweigten Alkyl- und Arylalkylhydroperoxide
(DMPD-UV/VIS-HPLC-System Il, Gradientenelution: MeOH/verd.
H3;PO,4 0-15 min von 50 auf 80 % MeOH, anschlieRend isokratisch
80 % MeOH)
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Hydroperoxid | Steigung | Achsen- | Korrelations | VSA VVK | NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [wmol/l] | [umol/l] | [pmol/1]
2-Propyl-HP 9853 2662 0.996 0.28 9.2 0.28 0.56 0.77
tert-Butyl-HP | 10273 187 0.998 0.18 6.6 0.10 0.20 0.28
cyclo- 895 2953 0.997 304 | 92 | 35 7.0 9.6
Hexenyl-HP
3-Pentyl-HP 5446 84 0.999 0.43 5.1 0.18 0.36 0.50
2-Phenyl-
ethyl-HP 20658 647 0.995 0.36 | 103 0.19 0.38 0.52
Cumol-HP 16348 280 0.999 0.15 6.6 0.10 0.20 0.28
Tetrain-HP 27983 930 1.000 0.09 39 0.04 0.08 0.22
Anhang 11: VerfahrenskenngroRen der Analyse verzweigter Alkyl- und Arylalkyl-
hydroperoxide (DMPD-UV/VIS-HPLC-System |1, Gradientenelution:
MeOH/verd. H3PO,4 0-15 min von 50 auf 80 % MeOH, anschlieend
isokratisch 80 % MeOH)
Hydroperoxid | Steigung | Achsen- | Korrelations | VSA VVK | NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [mol/l] | [umol/l] | [pmol/1]
2-Propyl-HP 7987 -2650 0.995 0.35 95 0.42 0.84 1.16
tert-Butyl-HP | 8727 155 0.995 0.34 9.3 0.33 0.66 0.91
cyclo- 837 309 0.999 203 | 37 | 37 7.4 10.0
Hexenyl-HP
3-Pentyl-HP 4908 818 1.000 0.36 3.6 0.42 0.84 1.16
2-Phenyl-
ethyl-HP 19032 -1063 0.999 0.12 4.6 0.09 0.18 0.25
Cumol-HP 15847 242 0.996 0.30 9.3 0.17 0.34 0.47
Tetrain-HP 24998 406 0.999 0.12 3.6 0.07 0.14 0.19

Anhang 12: VerfahrenskenngroRen der Analyse verzweigter Alkyl- und Arylalkyl-
hydroperoxide (DEPD-UV/VIS-HPLC-System 11, Gradientenelution:
MeOH/verd. HsPO,4 0-15 min von 50 auf 80 % MeOH, anschlieRend
isokratisch 80 % MeOH)
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200000 +

180000 -

160000 +

140000 -

120000 -

100000 -

80000 -

Signalgrélie [FE]

60000 +

40000 +

20000 +

¢ (HP) [umol/I]

: Kalibriergeraden des 2-Propyl- und 3-Pentylhydroperoxids (DMPD-
UV/VIS-HPLC-System I1)
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Anhang 14:
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Kalibriergeraden des 2-Propyl- und 3-Pentylhydroperoxids (DEPD-
UV/VIS-HPLC-System I1)
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Anhang 15: Kalibriergeraden des tert-Butylhydroperoxids (DMPD-UV/VIS-HPLC-
System Il, DEPD-UV/VIS-HPLC-System I1)

140000 +

120000 + mit DMPD $

100000 -

mit DEPDA
80000 +

60000 +

Signalgrélze [FE]

40000 -+

20000 +

0 1 1 1 1 1 1 |
0 20 40 60 80 100 120 140
¢ (cyclo-Hexyl-HP) [umol/l]

Anhang 16: Kalibriergeraden des cyclo-Hexenylhydroperoxids (DMPD-UV/VIS-
HPLC-System Il, DEPD-UV/VIS-HPLC-System I1)
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Kalibriergeraden des Tetralin-, 1-Phenylethyl- und Cumolhydroper-
oxids (DMPD-UV/VIS-HPLC-System I1)
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Anhang 18: Kalibriergeraden des Tetralin-, 1-Phenylethyl- und Cumolhydroper-

oxids (DEPD-UV/VIS-HPLC-System I1)
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Retentionszeit [min]
Hydroperoxid bei Elution mit MeOH/verd. H3PO, isokratisch Gradient®
(v:v)
100:0 | 80:20 | 60:40 | 40:60 | 30:70 | 20:80
MOMHP 49 5.0 5.2 5.6 5.8 5.9 5.8
EOMHP 5.0 5.2 5.6 6.7 7.5 8.1 7.5
iso-PrOMHP 5.0 54 6.2 8.8 11.2 15.8 11.1
n-PrOMHP 51 5.6 6.6 104 13.8 20.3 13.7
tert-BUOMHP 51 5.7 6.9 10.8 16.9 22.6 16.8
n-BuOMHP 5.2 6.2 8.6 210 338 - 23.7
2 Gradient: MeOH/verd. H;PO,4 0-10 min isokratisch 30 % MeOH, 10-18 min von 30
auf 60 % MeOH, anschliel}end isokratisch 60 % MeOH
Anhang 19: Retentionszeiten einiger Alkoxymethylhydroperoxide bei isokratischer
Elution und Gradienten-Elution mit MeOH/verd. H;PO,
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Anhang 20: Kalibriergeraden der Alkoxymethylhydroperoxide (Messung der
Einzelsubstanzen mit dem DMPD-UV/VIS-HPLC-System I1)
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Substanz Elution | Retentions- | Steigung | Achsen- | Korrelations | VSA | VVK | NWG
(MeOH/ zeit abschnitt | -koeffizient
verd.
H3PO,)
[%] [min] [umol/l] | [%] | [pmol/1]
MOMHP 0:100 11.7 10288 -2369 0.997 0.30 7.53 011
EOMHP 40:60 6.8 4266 -1093 0.999 0.19 4.70 0.07
i-PrOMHP 40:60 8.9 6058 -407 1.000 0.17 2.26 0.10
n-PrOMHP 40:60 10.5 2364 -540 1.000 0.40 4.07 011
tert-BUOMHP | 30:70 16.9 3409 1520 0.995 100 |1231| 0.53
n-BuOMHP 80:20 6.1 8015 -1360 0.999 0.46 4.37 0.27
Anhang 21: VerfahrenskenngroRen verschiedener Alkoxymethylhydroperoxide
(DMPD-UV/VIS-HPLC-System Il, isokratische Elution (v:v) wie
angegeben)
Substanz Steigung | Achsen- | Korrelations | VSA VVK NWG EG BG
abschnitt | -koeffizient | [umol/l] | [%] | [umol/l] | [umol/l] | [umol/l]
MOMHP 4254 -558 0.995 0.61 11.7 0.95 1.90 2.6
EOMHP 2239 -697 0.987 0.44 12.8 0.74 1.58 20
i-PrOMHP 2535 836 0.971 0.8 19.6 14 2.8 39
n-PrOMHP 1632 -8755 0.799 22 64.4 | 3.8(0.5) 7.7 10.5
tert-BUOMHP - - 0.585 - - 9.8 (2) - -
n-BUOMHP - - 0.388 - - 16 (2) - -

Werte in Klammern entsprechen NWG nach dem 3s-Konzept (Kaiser und Specker, 1955)

Anhang 22: Verfahrenskenngrolien verschiedener Alkoxymethylhydroperoxide durch
die Messung eines gemischten Standards (DMPD-UV/VIS-HPLC-System
I1, Gradientenelution: MeOH/verd. H3PO, (v:v) 0-10 min isokratisch

30 % MeOH, 10-18 min von 30 auf 60 % MeOH, anschlie}end
isokratisch 60 % MeOH)
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Anhang 23: Trennung von THF und EOEHP mittels Gradientenelution (MeOH/verd.
H3PO,4 0-15 min von 50 auf 80 % MeOH)
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Anhang 24: Kalibriergeraden von EOEHP und THF-HP (DMPD-UV/VIS-HPLC-
System 11)
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Substanz | Steigung | Achsen- | Korrelations- | VSA VVK NWG EG BG
abschnitt | koeffizient | [umol/l] | [%] | [pmol/l] | [umol/I] | [umol/I]
EOEHP 26916 3473 0.998 0.08 8.16 0.03 0.06 0.08
THF-HP 16798 3463 0.998 0.18 7.04 0.04 0.08 0.11
Anhang 25: Verfahrenskenngrolien verschiedener Alkoxyalkylhydroperoxide
(DMPD-UV/VIS-HPLC-System Il, isokratische Elution: MeOH/
verd. H3PO, 45:55 (v:iv))
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Anhang 26: Kalibriergerade fur die Bestimmung von Benzoylperoxid (DMPD-

UV/VIS- HPLC-System 11)
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Anhang 27: H,0,-Kalibrierfunktion der Priifgasapparatur
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Anhang 28: MHP-Kalibrierfunktion der Prifgasapparatur
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Anhang 29: EHP-Kalibrierfunktion der Prifgasapparatur
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Current Dats Parametery

= b4 o o NAME an)meed

A & 4 g GRE ExPNO 1
3 8 = L 3-3ad PROCNO 1
i

F2 - Acquisition Parassters

T~ sl

Qate_ 971120
Tine 14.54
SOLVENT €oc1y
PULPROG dept1
0 65536
s 188
o5 4
o1 12100.00 Mz
02 1600 .00 4z
S 3125000 Hr
FIORES 0.48 Wz
a0 1.05 mec
G 16304
13 5.0 K
3] 1.00000000 set
oo 2.00 08
Ll 8.80 usec
502 400. 1316005 uz
DECC "
[ 0.00357143 sec
Pa 17.20 usec
Pt 8.60 usec
P2 17.20 usec
L " . . L 1] 0.00000400 sec
) r“ W os 24.00 o8
501 1005250730 Wiz
NUCLEVS 1%
CPOPRG waltzib
P 100.00 usec
HOLDER E

F2 - Processing parameters
51 32768

R “ T
L £

1} 1.00 W2
68 0.00

PC 1.4

10 NMA plot parameters

£x 22.00 cm
L 215.000 pos
F1 21831.7% wz
Fop -5.000 ppa
F2 -%03 06 Hz
PPMCH 10.00000 ppa/cm
L 100612789 Hz/ca

T T T T ! T T
pan 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Anhang 44: *C-NMR des 1-Ethoxyethylhydroperoxids



6 Anhang

168

R S
==

Anhang 45: "H-NMR des 2-Hydroperoxytetrahydrofurans

"
i

T T
1.2 18.98 9.2 8.9 7.8 64 $.8 «n !'2 I.'!

vt 7, may
SN 1

P
EE

WIREITLNG WEI mEREAR
7

e 3

= 7

:EE!

Anhang 46: "*C-NMR des 2-Hydroperoxytetrahydrofurans

ANAB27. 801
DRTE 17-5-94

SF8 258. 150

31 52768

10 32268

Sv 3259.3%8

LI¥(a) B

Py 6.0

RO ”e

ag 4.558

RG 2

NS 16

e 298

A ]

D! ta oo

L L300

1] .

cx 50.08

cr 18.00
.S

L] -08

HI/CW  95.874

PPU/EN .58

k1 2853. 84



6 Anhang 169

Current Osta Pacaseters
(3 anjartls
£xpwo "
PROCND 1

F2 - Acquiaition Faremsters
Oste_ 97112

Tise 10.26
SOLVENY [~ 9k
PULPAOG 9%

™ 32750

NS 16

oS 2

o1 24%0.85 "
02 2450 85 Hz
S 8333.33 He
FIORES 0.25 W
A0 1.97 sec
G 1024

TE 305.0 K
03 1.00000000 sec
P1 8.80 usec
SFO1 400 1324508 Wz
NUCLEUS 1M
HOLDER “

F2 - Processing parsmeters
s1 18384

sA T
wow M
1) 0.30 Wz
) 9.00
oC 1.00
1D MR glot paraseters
X 2.00 cm
FiP 10.500 ppw
F1 4201.37 W
2P 0.500 ppm
F2 200.07 Mz
PAMCN 0.50000 poa/ce
RZOH 20006500 Mz /cm
L
' { |
; S (%2 § I
H s |~ g o~ G| o [af~ [l
T T T T T T T 1 T T
oom 9 8 7 B S 4 3 2 1 0

]

: eI LI —~ g L
BAREEL LL =00 [
1
I | i3 - ML e
e LI
o 1.0
e L)
] [
] (]
o 1
= ¥
5 W B
= R
1 LT
A [RIE]
e o
o e
= LI
o [T
nE B
B  doaten i
o itk
L] Lo
| = B GOSN
| ! EYY 34 00
" B %
1 wH A TR e
| nn =
B -
| | i - FHAIEEY G
5l -
- P
- =
i L]
| “ [
= 1
| LLE N e
[ o |
L 20 50 oo
i i il 1
] -4 5 e
kF R L}
e Ll
| L] I P
I | ; N " i
----- | T AR T t
pad Icd 18 L £ ] L] L] ] & n

Anhang 48: *C-NMR des Tetralinhydroperoxids



6 Anhang

170

Current Data Pacametars
NAME

030001
EXPNO 1
PAOCNO 1
F2 - Acquisition Persssters
Date_ ST
Time 9.22
SOLVENT cac13
PULPROG 1930
Al 32768
NS 16
0s 2
oy 2450.05 W
02 2450 .85 Hr
S 833333 Hr
FIORES 0.2% W2
A 1.97 sec
L ns
TE 5.0
01 1 00000000 sec
P1 8.60 usec
5501 400, 1324508 w2
NUCLEUS
HOLDER a7

F2 - Processing pacaseters
SI 16384

SR 4B K
WOM 1]
[t} 0.30 Mz
] 0.00
P 1.00

10 NNA Dlot parameters
o 2

Fip 10.500 oon
F1 4203.37 W
Fop <0.500 poa
2 -200.07 H2
FPUCH 0.50000 ppa/ca
HICH 20006500 Hz/cm

L. .
-] . 2 2|
H g a8z 3[4 i 5 |8
H s|~| |sllg <|s - E
T T T T T T
pen T é B ; ] 4 3 2 1
.1 H
Anhang 49: "H-NMR des 1-Phenylethylhydroperoxids
Curcent Data Perumeters
' §ISIRE8RI48 23838 388 oy tranene
CTABERERAER SRERRE s &R ) |
; ,
\ \N///‘ \ w/ / I T‘ F2 - Acquisition Parameters
Date _ 971924
Time 2.5
SOLVENT coc13
PULPROG 2gpg30
10 55536
NS 1024
0s 2
1] 12100.00 Hr
02 4500 00 Hz
SwH 33333.33 W
FIDRES 0.51 W2
AD 0.98 sec
RG 16384
TE 5.0k
oie 000002000 sec
e 24.00 08
o1 1.00000000 sec
CPOPAG wsltz16
P31 100 00 usec
o1 003000000 sec
os 24.00 aB
P1 8.50 usec
SFO1 100. 6250730 M
NUCLEUS 13
HOLDER a7
F2 - Processing pacameters
s1 32768
SR 44.73 Wz
O En
L8 1.00 Mz
-] 0.00
PC 1.4
10 MR piot parsmeters
(23 2.00 ca
Fip 215000 ppm
Ft 21631.75 W
FoP -5.000 pom
F2 -503.06 Mz
PPHCK 10.00000 ppa/ce
HZCM 1006. 12769 Hz/cm
i I s o Lk
ny v ok
T T T T T T U ’ ;
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
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Anhang 52: Chromatogramme eines Staubextraktes aus dem Wuppertaler Kiesberg-
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