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Abstract (Deutsch)

Perfluorcarbonséuren (PFCA) sind Substanzen anthropogenen Ursprungs und werden
seit mehreren Jahrzehnten verwendet. In der Literatur werden diese Verbindungen als
eine neue Klasse von Umweltschadstoffen beschrieben. lhre hohe thermische
Stabilitat, Oberflachenaktivitat, Amphipathizitdt und schwache intermolekulare
Wechselwirkungen flihren zur Persistenz dieser organisch-chemischen Verbindungen
und zur Bioakkumulation. Um diese Stoffgruppe sicher nachzuweisen, missen
zuverléssige analytische Methoden eingesetzt werden. GC-MS stellt eine
kostengunstige Alternative und Ergénzung zu etablierten LC-MS/MS Methoden dar.
Um jedoch die GC-MS erfolgreich einsetzen zu koénnen, mussen die PFCA
derivatisiert werden. Viele der bisher verdffentlichten Derivatisierungsreaktionen fiir
PFCA, sind zeitaufwandig und erfordern hohe Reaktionstemperaturen und/oder
toxische Reagenzien.

In der vorliegenden Dissertation wurden zwei neue Derivatisierungsreaktionen
methodologisch entwickelt und optimiert. Der erste Teil der Arbeit beschreibt die
Entwicklung und Optimierung der Derivatisierung mit Triethylsilanol in Wasser.
Zusétzlich zur Reaktionsoptimierung, wurde die klassische Festphasenextraktion

modifiziert, um die Probenvorbereitung zu vereinfachen.

Im zweiten Teil der Arbeit, wurden die Reaktionsprodukte von Perfluoroktansdure
(PFOA) mit Dimethylformamid-dimethylacetal (DMF-DMA) und —diethylacetal
(DMF-DEA) identifiziert. Zu diesem  Zweck, wurden verschiedene
massenspektrometrische Techniken angewandt. Anhand der Messergebnisse konnte
gezeigt werden, dass sowohl DMF-DMA als auch DMF-DEA in Gegenwart von
PFOA ein Iminium-Kation bildet, was zur Salzbildung fiihrt. Dieses PFOA-Salz

reagiert im GC-Injektor weiter zu einem entsprechenden Amin.

AbschlieRend, im letzten Teil der Arbeit, wurden reale Proben mit der neu
entwickelten Methode auf Basis der DMF-DMA Reaktion analysiert. Die
Matrixeffekte wurden ausfihrlich beschrieben. Die Methode wurde erfolgreich fiir
drei Arten von Proben verwendet: Zahnseide, Textilien und Klarschlamm. Die
Ergebnisse wurden mittels LC-MS/MS in einem externen Labor verifiziert. Die
Unterschiede zwischen den PFCA-Werten, fir eine aufgestockte Probe, wurden
mittels GC-MS und LC-MS/MS gemessen und waren kleiner als 10 %.
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Abstract (English)

Perfluorocarboxylic acids (PFCA) are substances of anthropogenic origin and have
been used for several decades. These compounds are a new class of environmental
pollutants. Their high surface activity, thermal stability, amphipathicity and weak
intermolecular interactions lead to persistence and bioaccumulation. Therefore, there
is a great need for reliable analytical methods for detecting the presence and
determination of concentration in both environmental samples and everyday products.
GC-MS is a cost-effective alternative and supplement to established LC-MS/MS
methods. The greatest challenge in the method development is the derivatization
reaction. Many of the previously published derivatization reactions for PFCA are time

consuming and require high reaction temperatures or toxic reagents.

In the present dissertation, two new derivatization reactions for PFCA have been
developed and optimized. The first part of the thesis shows the development and
optimization of the reaction with triethylsilanol in water. In addition to optimizing the
reaction, classical solid-phase extraction was modified to simplify the sample

preparation.

In the second part of the work, the reaction products of perfluorooctanoic acid (PFOA)
with N,N-dimethylformamide dimethyl acetal (DMF-DMA) and -diethyl acetal
(DMF-DEA) were identified. From these measurements, it follows that both DMF-
DMA and DMF-DEA in the presence of PFOA form an iminium cation, which leads
to salt formation. This PFOA salt react further in the GC injector and a corresponding

amine is produced.

In the last part of the thesis, an analytical method based on the DMF-DMA reaction
was developed. The matrix effects have been described in detail. The method has been
successfully applied for three different types of samples: dental floss, textiles and
sewage sludge. The results were verified by LC-MS/MS analysis in an external
laboratory. The differences between the PFCA values for a spiked sample measured
by GC-MS and LC-MS/MS were less than 10%.
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1. Einleitung

1.1. Wasserverschmutzung

Jede chemische Verbindung, die von Menschen produziert, verwendet und
entsorgt wird, hat einen direkten Einfluss auf unsere Umwelt. Ein wachsendes Problem
stellt dabei der Eintrag von Schadstoffen in die Gewasser dar. Die aus nicht natrlichen
Quellen kommenden Substanzen, konnen unsere Wasserqualitdt erheblich
verschlechtern. Mehr als ein Drittel des auf der Erde zugénglichen StBwassers wird
fir landwirtschaftliche, industrielle und Haushaltszwecke verbraucht [1]. Industrie
und Kommunen erzeugen einen Abwasserstrom, der in Fllsse, Seen, Grundwasser
oder die Kustenmeere fliel3t [2]. Mikroverunreinigungen sind allgegenwaértig und es
ist schwierig, die Quelle dieser Verbindungen in der Wasserumgebung zu
kontrollieren [3]. Deren Emission in Gewasser erfolgt durch Punktquellen und diffuse
Quellen. Zu den Punktquellen gehdren unter anderem die Eintrdge aus kommunalen
Kléranlagen und aus der Industrie (Produktion). Diese kdnnen relativ gut kontrolliert
werden, beispielweise durch fortlaufende Uberwachung des Abwassers in der
Kléaranlage. Zu den diffusen Quellen gehdren unter anderem der Verkehr und die
Haushalte. Eine Hauptursache fir die diffuse Wasserverschmutzung ist die
Landwirtschaft, die zur Eutrophierung und Kontamination der Oberflachen- und
Grundwasserressourcen mit Pestiziden und Tierarzneimitteln fiihrt [1]. Diese diffusen
Eintrdge konnen lediglich durch eine regelmaRige Kontrolle und Analyse von

Umweltproben nachgewiesen werden.

Trotz einer aufwandigen Reinigung in der Klaranlage werden organische
Mikroverunreinigungen  nicht oder nur  unzureichend wahrend  des
Reinigungsprozesses entfernt und gelangen somit in den Wasserkreislauf [4,5]. Diese
Verunreinigungen treten Ublicherweise in Gewassern in Spurenkonzentrationen von
wenigen ng/l bis einigen pg/1 auf [6]. Bis vor einigen Jahren konnte einige Substanzen
wegen ihrer geringen Konzentration und der fehlenden bzw. limitierter
Detektionsmethoden nicht nachgewiesen werden. Erst durch den kontinuierlichen
Fortschritt in der Entwicklung von Analysegeraten, geht eine Verbesserung der
Messgrenzen einher [7].

Zu den organischen Mikroschadstoffen gehdren beispielweise Pestizide,
Biozide, Medikamente, Veterindrprodukte, Koérperpflegeprodukte aber auch deren

Transformationsprodukte und von Mensch oder Tier ausgeschiedene Metaboliten [8].
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Fur die Bezeichnung dieser Substanzen und Substanzgruppen wurde der Begriff
,neuartige organische Spurenstoffe’ (engl. emerging organic contaminants (EOC))
eingefiihrt (Abbildung 1). In der Umweltforschung wird zusétzlich eine andere
wichtige Gruppe von Verunreinigungen Klassifiziert, die sich durch sehr lange
Verweilzeiten in der Umwelt auszeichnet. Diese Gruppe wird als persistente
organische Schadstoffe (eng. persistent organic pollutants, POP) bezeichnet [9]. Zu
dieser Substanzklasse gehdren u.a. polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe,
polychlorierte Naphthalin, polybromierte Biphenyle und einige Pestizide [10]. Diese
Verbindungen sind haufig halbfliichtig und kénnen zudem toxisch sein [9].

Organische Mikroschadstoffe

o VN

Landwirtschaft Industrie Haushalt Andere

-Pestizide -Lésungsmittel -Medikamente -Transport

-Diinger Stabilisatoren  -Haushaltsreiniger -Illegale Miillentsorgung
-Biozide _Farbstoffe -Kosmetika

POP EOC
Lange Verweilzeiten in Sehr niedrige Konzentrationen,
der Umwelr seit wenigen Jahren
. . i hweish
Polyzyklische Afomatische Medikamente | nachweisbar NN
Kohlenwasserstoffe (PAK) Pestizide Metaboliten

Polychlorierte
Biphenyle (PCB)

Haushaltsreiniger

Abbildung 1 Beispiele der organischen Spurenstoffen und deren Zusammenhange [7,10].

Neben der Kontamination selbst, kdnnen auch die Verdiinnung, Adsorption,
Umwandlung und Abbaurate die Konzentration der Verunreinigungen beeinflussen.
Darliber hinaus beeinflussen die Flichtigkeit, Polaritdt, Persistenz und
Adsorptionseigenschaften den Transport zu Gewassern [11]. Obwohl diese
Chemikalien in sehr niedrigen Konzentrationen (ng/l) im Wasser vorliegen, kénnen
sie negative Effekte induzieren [12]. Derzeit ist der Wissensstand (ber Toxizitéat,
langzeitigen Auswirkungen und negative Effekte von Mikroschadstoffen im Wasser
unbefriedigend [11]. Aufgrund ihrer Komplexitét ist es schwierig, die Auswirkungen
aller synthetischen und natiirlichen Mikroverunreinigungen auf die aquatische Umwelt

zu beurteilen [1].
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1.2. Perfluorierte Chemikalien

Perfluorierte Chemikalien (PFC) sind synthetisch hergestellte Substanzen, bei
denen alle Wasserstoffatome an der Kohlenstoffkette durch Fluoratome ersetzt worden
sind. Alle diese Verbindungen enthalten sehr starke Kohlenstoff-Fluor-Bindungen
(ca. C-F 460 kJ/mol) [13], welche eine hohe Stabilitat induzieren [14]. Diese
Substanzen bilden seit einigen Jahren eine eigene neue Klasse der Umweltschadstoffe.
Aufgrund der einzigartigen physikalisch-chemischen Eigenschaften eignen sich
perfluorierte Verbindungen hervorragend sowohl fir industrielle als auch fur
alltagliche Anwendungen [15]. Hierzu gehdren unter anderem Papierverpackungen,
Textilien, Feuerléschschdume und Farben [16]. Die positiven Eigenschaften werden
jedoch von negativen Umweltauswirkungen begleitet, zu denen unter anderem
Persistenz und Bioakkumulation in der Umwelt z&hlen [15]. Manche dieser
Verbindungen enthalten in der Struktur sowohl fluorierte hydrophobe als auch
hydrophile Anteile. Der perfluorierte Rest reduziert ihre Oberflachenspannung und
erhoht die Effizienz diese Verbindungen im Vergleich zu klassischen Tensiden. Die

Verbindungen werden oftmals auch als ,Supertenside* bezeichnet [13].

1.3. Perfluorcarbonsauren

1.3.1. Chemische und physikalische Eigenschaften

Perfluorcarbonséuren (PFCA) gehdren zu allen oben genannten Gruppen der
EOC, POP, PFC sowie zu den perfluorierten Tensiden. Diese Verbindungen bestehen
aus einer perfluorierten Kohlenstoffkette, tiblicherweise mit 4-12 Kohlenstoffatomen,
und einer Carboxylgruppe. Die pKs Werte von Perfluorcarbonséuren sind wesentlich
niedriger als die pKs Werte entsprechender nicht fluorierter Carbonsauren [17 bis 20].
PFCA mit sieben oder mehr perfluorierten Kohlenstoffatomen werden als langkettig
bezeichnet [21]. Die Kettenlédnge der Perfluorcarbonsduren kann deren physikalischen
Eigenschaften, wie Dissoziationskonstanz, die Loslichkeit in Wasser oder das
Verteilungsverhalten beeinflussen [22]. In mehreren Studien wurde bewiesen, dass
kurzkettige PFCA (C<7) hauptséchlich in der waéssrigen Phase verbleiben,
wéhrenddessen langkettige PFCA (C7-C11), eine hohere Adsorption an Feststoffe wie
Sedimente, Schwebeteilchen und Boden aufweisen [23 bis 25].
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1.3.2. Ubersicht tiber die Toxikologie der PFC

Die meisten toxikologischen Studien von PFCA konzentrieren sich auf den
bekanntesten und weit verbreitetsten Vertreter dieser Gruppe — Perfluoroktansdure
(PFOA) (Abbildung 2).

FF FF FF ¢

F
F

OH
F FF FF FF

Abbildung 2 Struktur der Perfluoroktanséure (PFOA).

Aufgrund seiner weithin beschriebenen negativen Auswirkungen auf die
menschliche Gesundheit stent PFOA seit 2013 auf der Liste der besonders
besorgniserregenden Stoffe (SVHC) [26]. Zu diesen negativen Effekten von PFCA
gehéren unter anderen Immuntoxizitat, Reproduktions- und Entwicklungstoxizitat
sowie Neurotoxizitdt [27]. PFOA wurde von der Environmental Chemicals Agency
(ECHA) als qiftig bei wiederholter Exposition, krebserzeugend und
fortpflanzungsgeféhrdend klassifiziert [28]. AuBerdem wurde PFOA 2017 in die
REACH-L.iste fir verbotene Stoffe (REACH Anhang XVI1) aufgenommen [29]. Dies
fiihrt dazu, dass ab 2020 PFOA, ihre Salze und Vorlauferverbindungen nicht mehr
hergestellt, verwendet oder importiert werden diirfen. Wegen des Verbots wachst der
Bedarf an Substanzen, die PFOA ersetzen kdnnten. Eine mdgliche Alternative zu der
PFOA, sind kurzkettige Perfluorcarbonsdauren. Diese fluorierten Sduren sind in der
Regel mobile als ihre analogen C8-Verbindungen, haben eine geringe akute Toxizitét,
konnen jedoch ebenfalls Risiken in der Zukunft darstellen [30]. Um die PFCA
Belastung im menschlichen Korper zu bestimmen, wurden in vielen Studien Blut- und
Serumproben untersucht. Dazu wurden Bevolkerungsproben aus vielen Landern, wie
zum Beispiel China [31], USA [32], Brasilien, Belgien, Italien, Polen und Korea
entnommen, und analysiert [33]. In diesen Studien war Perfluoroktansulfonat, die am

haufigsten vorkommende gemessene Verbindung.

1.3.3. Nachweise von PFCA in Alltagsprodukten und Lebensmittel

In mehreren Studien wurden PFCA in alltdglichen Produkten nachgewiesen
(Tabelle 1). Kotthoff et al. [34] haben hohe PFCA Werte in Skiwachsen, Lederproben,
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Outdoor-Textilien und einigen Backpapieren identifiziert. Im Jahr 2009 haben Guo et
al. [35] 116 Handelsartikel untersucht, um den Perfluorcarbonséure-Gehalt zu
bestimmen. Die PFCA wurden in Teppichboden, Kleidung, Polster, Heimtextilien,
Industriebodenwachs,  Wachsentferner,  Zahnseide und  Gewindedichtband
nachgewiesen  [35]. PFOA  wurde auch in  Impragnierungsmitteln,
Feuerloschschdumen und Pestizidlosungen gefunden [36]. Zudem wurden die
Analysen von Lebensmittel auf das Vorhandensein von Perfluoralkylsduren
durchgefuhrt. Wahrend in Getreide, Gemise und Kartoffeln kurzkettige PFCA
(PFHXA und PFHpA) nachgewiesen wurden, wurden die langkettigen PFCA (PFOA,
PFNA, PFUNDA und PFTrDA) in Fisch- und Fleischproben detektiert [37]. In den
Jahren 2010-2011 wurden 20 verschiedene Gemusesorten in Belgien, der
Tschechischen Republik, Italien und Norwegen untersucht. PFCA bildeten die
Hauptgruppe der nachgewiesenen Perfluoralkylsubstanzen. Die am héufigsten
vorkommende Perfluoralkylsédure war PFOA gefolgt von PFHXA und PFNA [38]. In
einer anderen Veroffentlichung wurden 12 Perfluoralkylséuren in Friichten, Getreide,
SiRigkeiten und Salz bestimmt. Auch in diesen Analysen war PFOA die am hdufigsten
vorkommende Verbindung [39]. In Sldkorea wurden Perfluoralkylsdauren in 397
Proben von 66 Lebensmitteltypen und 34 Leitungswasserproben analysiert. Wahrend
Fisch die Hauptquelle von PFOS war, waren PFOA der groRte Anteil bei den
Milchprodukten [40]. In dieser Studie leistete auch Leitungswasser einen wichtigen
Beitrag zur PFOA-Aufnahme.

Tabelle 1 Nachweise von PFCA in Alltagsprodukten und Lebensmittel.

Nr. | Untersuchte Proben (u. a.) Ergebnis Quelle
1 PFOA wurde in fast allen [34]
Skiwachs, Leder, Outdoor- | Produktgruppen gefunden. Aulierdem
Textilien Backpapier wurden auch PFBA, PFPA, PFHXA

und PFDA gefunden.

2 | Teppichboden, Zahnseide, Der Gehalt an PFOA lag zwischen [35]

Polster, Heimtextilien, nicht nachweisbar und 6750 ng/g. Der
Industriebodenwachs, Gesamtwert von PFCA(C5-C12)
Wachsentferner erreichte maximal 47100 ng/g.
3 Imprégnierungsmitteln, PFOA wurde in allen drei Arten von [36]
Feuerléschschaumen und | Proben nachgewiesen, mit maximalem
Pestizidldsungen Wert von 14.5 pg/ml
4 Getreide, Gemise und Die meisten PFCA wurden in Fisch [37]
Kartoffeln, Fisch und und Fleisch nachgewiesen. PFOA
Fleisch wurde in fast allen Proben detektiert.
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5 Verschiedene Die am haufigsten vorkommende [38]

Gemdsesorten Perfluoralkylséure war PFOA gefolgt
von PFHxA und PFNA
6 10 von 12 untersuchten [39]
Frichten, Getreide, Perfluoralkylséuren wurden in 67%

SuRigkeiten und Salz der Proben nachgewiesen. PFOA die
am Haufigsten vorkommende

Verbindung
7 Leitungswasser und Die Hauptquellen von PFOA waren [40]
Lebensmittel Milchprodukte (0.261 ng/g) und

Leitungswasser (12.87 ng/l).

1.3.4. PFCA in der Umwelt

Aufgrund der grolien Verbreitung von PFCA in alltaglichen Produkten, ist der
Transport in die Umwelt unvermeidbar. Perfluorcarbonsauren kénnen indirekt und
direkt in die Umwelt gelangen. Unter direkten PFCA Quellen versteht man deren
Herstellung und Verwendung. PFCA werden hauptséchlich als Prozesshilfsmittel, bei
der Herstellung von Fluorpolymeren verwendet. Die typischen Konzentrationen von
PFCA, die in der Industrie verwendet werden, liegen zwischen 100 und 5000 ppm
[41]. Indirekte PFCA Quellen sind diejenigen, in denen PFCA als Verunreinigungen
vorliegen oder wo sich die Substanzen in PFCA umwandeln kénnen. Beispielweise ist
bekannt, dass Fluortelomeralkohole (FTOH) eine signifikante globale Quelle fir
Perfluorcarbonséure-Verunreinigungen darstellen [42]. Viele Untersuchungen deuten
darauf hin, dass Perfluoroctylethanol (8:2 FTOH) in der Atmosphédre zu

Perfluoroktansaure (PFOA) und anderen Perfluorcarbonsauren abgebaut wird [42,43].

Die Verteilung von PFCA in Oberflachenb6den, wurde an 62 Standorten auf
allen Kontinenten mittels UPLC-MS/MS bestimmt. Quantifizierbare Mengen an
Perfluoralkylcarboxylaten wurden in allen Proben beobachtet [44]. Auch die
Ubertragung von Perfluoroktansaure und Perfluoroktansulfonat aus Boden zu
Pflanzen wurde untersucht. Ein Transfer von mit verunreinigtem KIlarschlamm
vermischtem Boden auf alle getesteten Pflanzen - Kartoffel, Karotte und Gurke-
konnte festgestellt werden [45]. In vielen Studien wurden die PFCA in wassrigen
Proben gemessen. Neben Fluss- [46], Meer- [47] und Seewasserproben [48], wurden
auch der Ablauf aus Kléranlagen [49] und Trinkwasserproben [50] untersucht. Die
Perfluorcarbonséuren wurden sogar in Eisproben von hohen arktischen Eiskappen

nachgewiesen [51].
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Das Problem der Wasserverschmutzung durch PFCA ist in Deutschland sehr
aktuell. In der Region Rastatt/Baden-Baden wurde durch die Bodenbelastung das
Grundwasser verunreinigt [52]. Vor einigen Jahren konnten in diesem Bereich auch
erhdhte Werte fur perfluorierte Substanzen im Trinkwasser nachgewiesen werden
[53]. Aktuell werden die Blutproben von Bewohnern auf PFC-Belastungen untersucht.
Im Jahr 2009 wurden per- und polyfluorierte Substanzen im Ablauf aus der Klaranlage
und in den Oberflachengewéssern der Elbe untersucht. VVerschiedene Verbindungen,
einschlieBlich perfluorierte Sulfonate und Sulfinate, Fluortelomersulfonat sowie
Perfluorcarbonséduren wurden quantifiziert [54]. Llorca et al. analysierten 148
Wasserproben, darunter Mineralwasser, Leitungswasser und Flusswasser unter
anderem aus Deutschland. Achtundachtzig Prozent der analysierten Wasserproben
zeigten mindestens eine der Perfluoralkylsubstanzen in quantifizierbaren
Konzentrationen [55]. Im Jahr 2012 wurden Leitungswasserproben aus Deutschland
untersucht. In 12 von 26 Proben (46 %) wurde mindestens eine Perfluoralkylséure in

Konzentration hoher als 1 ng/l detektiert [56].

2. Probenvorbereitung fur die PFCA-Analyse

Die Probenvorbereitung ist ein wesentlicher Schritt in der Analyse, der die
Zuverlassigkeit und Genauigkeit des Ergebnisses stark beeinflussen kann. Zwei sehr
wichtige Teile dieses Prozesses sind die Extraktion (mit gleichzeitiger Anreicherung)

der Analyten aus der Matrix und die Derivatisierung.

2.1. Extraktionstechniken fur wassrigen Proben

Eine Analyse der polaren organischen Spurenstoffe wie PFCA, stellt eine groRe
Herausforderung dar, weil sich diese Verbindungen oft von der wéssrigen Matrix nicht
einfach abtrennen lassen. Beispielweise sind die Wiederfindungsraten von vielen
polaren Analyten unter Verwendung von LLE niedrig, weil sie eine relativ hohe
partielle Loslichkeit in Wasser aufweisen [57]. Aus diesem Grund ist eine adéquate
Probenvorbereitung eine der wichtigsten und manchmal auch der aufwéndigste Teil in
der Analyse von Umweltproben [58]. Ublicherweise werden die zu untersuchenden
Proben vor einem Extraktionsprozess filtriert. Zu den héufig verwendeten
Extraktionsmethoden gehoren: Flussig-flussig Extraktion (LLE),
Festphasenextraktion (SPE) und Festphasenmikroextraktion (SPME).
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a) Flussig-flissig Extraktion (LLE)

Flussig-Flussig-Extraktion (LLE, eng. liquid-liquid extraction) ist eine der altesten
Extraktionsmethoden. In diesem Verfahren wird eine waéssrige Probe, die zu
extrahierende Substanzen enthélt in Kontakt mit einer anderen, nicht mischbaren
flussigen  Losungsmittelphase gebracht. Die Extraktion basiert auf der
unterschiedlichen Léslichkeit der Substanzen in diesen zwei fliissigen Phasen. Zu den
oft verwendeten organsichen Lo&sungsmittel gehdren unter anderem Hexan,
Dichlormethan oder Toluol aber auch andere Extraktionsmittel wie zum Bespiel
ionische Flussigkeiten kdnnen verwendet werden [59]. Die Extraktion soll solange
durchgefuhrt werden, bis sich das Gleichgewicht zwischen den zwei Phasen einstellt.
Nach dem Ablauf der Extraktionszeit kommt es zur Phasentrennung. Die organische
Phase kann direkt in das GC-MS-System injiziert werden. Alternativ konnen weitere
Probenvorbereitungsschritte  durchgefiihrt werden. Bei der Extraktion wvon
Perfluorcarbonséuren aus Wasser, ist die Verwendung von lonenpaar-L&sungen sehr
effektiv. Quartaire Ammoniumverbindungen wie zum Beispiel Tetrabutylammonium
Salze, kdnnen verwendet werden, um ein lonenpaar mit PFCA zu bilden und in die

organische Phase zu transportieren [60 bis 63].

Flussig-flussig Extraktion fur Wasserproben mit PFCA wurde in mehreren Studien
beschrieben. Eine LLE Methode fiir Perfluoralkylsubstanzen im Ablauf aus der
Kléranlage wurde von Gonzalez-Barreiro et al. entwickelt und mit SPE bei zwei
verschiedenen pH-Werten verglichen. Die LLE Methode lieferte die beste Ergebnisse
fir PFCA mit Kettenldngen kleiner als sieben Kohlenstoffatomen, wéhrend die SPE-
Methode in seinen Versuchen am besten flr Perfluorcarboxylaten mit mehr als zehn
Kohlenstoffatomen in der Kette geeignet war. Die Nachweisgrenze lag bei beiden
Methoden im selben Bereich (0.2-0.6 ng/l) [64]. Schon 1980 nutzten Belisle und
Hagen eine Hexan/Ether Mischung als Extraktionsmittel fiir Serum und Plasma, um
PFOA nachzuweisen [65]. Die lonenpaar-Flussig-Extraktion wurde auch fur
Leberproben von Polardorsch und Eisméwen verwendet, jedoch ist die Methode sehr
zeit- und kostenineffizient [66]. Moderne Anwendungen von LLE entwickeln sich in
die Richtung einer Mikroextraktion. Goh et al. entwickelten eine Hohlfaser-
Flussigphasen Mikroextraktion (HF-LPME) fiir die Analyse von PFCA in Wasser. Die
Detektion erfolgte tber ein UHPLC-MS/MS System [67]. Die Bestimmung von
Perfluorcarbonséuren in Wasser mittels Dispersiver Flussig-Flussig-Mikroextraktion

(DLLME) mit Tetrabutylammoniumhydrogensulfat als lonnenpaarreagenz wurde von
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Liu et al. beschrieben [68]. Dieses Verfahren ist relativ einfach, weist jedoch einige
Einschrankungen auf, wie zum Beispiel Unterschiede in der Effizienz der Extraktion
von Verbindungen mit unterschiedlichen Kettenldngen. Darlber hinaus kann die
Weiterentwicklung dieses Verfahrens zur Mikroextraktion, den Verbrauch

umweltschadlicher Losungsmittel verringern.
b) Festphasenextraktion (SPE)

Diese Extraktionstechnik ermdglicht zugleich Anreicherung und Isolation der
Analyten von der Matrix. Weiterhin kann diese Methode verwendet werden, um die
storenden Komponenten der komplexen Matrices zu entfernen [69]. Die typische SPE
Prozedur mit der Verwendung der Kartusche wurde in Abbildung 3 dargestellt. Das
SPE Verfahren fangt tblicherweise mit der Konditionierung an. Danach wird die
waéssrige Probe durch die Festphase geleitet. Die Analyten werden aufgrund deren
Affinitat zu der Festphase darauf adsorbiert. Nach der Adsorption wird das Sorbens
gewaschen, um die Verunreinigungen zu entfernen. In dem letzten Schritt erfolgt die
Elution mit einem geeigneten Losungsmittel. Die Analyten werden von der Festphase
heruntergeldst. Die SPE Phase ist in Form von Kartuschen, einer 96 Well Microplatte,
einer SPE-Disk oder als Micro Extraction by Packed Sorbent (MEPS) in der Spritze
verfigbar.

Der Auswahl des Sorbens und des richtigen Elutionsldsungsmittels ist ein
entscheidender Schritt fir das erfolgreiche SPE-Verfahren. In der SPE-Technik
werden verschiedene Festphasen verwendet. Die Wechselwirkungen zwischen
Sorbentien und Isolaten, welche am haufigsten bei der SPE auftreten sind unpolare
(Van-der-Waals-Krafte oder Dispersionskrafte), polare (Wasserstoffbriicken-, Dipol-
Dipol- und induzierte Dipol-Dipol-), lonenaustausch- (ionische) und kovalente
Wechselwirkungen [70]. Auf dem Markt sind Umkehrphasen, Normalphasen,

lonenaustauscher- oder auch sogenannte Mixed Mode-Materialen erhéltlich.
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Derivatisierung
:'- GC MS \

Abbildung 3 Funktionsprinzip der SPE fir eine Stressoren-beladene (schwarze und graue
Punkte) wassrige Probe [71].

Eine der am h&aufigsten verwendeten Festphasen fur die Wasseranalytik ist die
C18-Phase [69]. Dies ist ein chemisch modifiziertes Kieselgel mit Octadecyl-Gruppen.
Weiterhin werden auch Materialien auf Polymerbasis (Styrol/Divivinylbenzol)
verwendet, beispielsweise fiir die Extraktion aromatischer Verbindungen [72]. Durch
einen lonenaustauscher konnen auflerdem auch ionische Substanzen angereichert
werden. Fir die Extraktion von Analyten aus unpolaren Losungen kann beispielweise

Kieselgel verwendet werden.

Die lonenaustauscher enthalten fur gewohnlich kationische oder anionische
funktionelle Gruppen, die bestimmte lonen austauschen kdnnen. Vier Sorten von
lonenaustauschern kdnnen verwendet werden: schwache und starke Kationen- und
Anionenaustauscher. Wéhrend in starken Austauscher die lonenaustauschstellen bei
jedem pH-Wert aktiv sind, sind die in schwachen Austauschern nur bei pH-Werten
groRer oder kleiner als der pKa vorhanden [73]. Als Kationenaustauscher werden
Sulfonséuregruppen (stark) und Carbonséuregruppen (schwach) verwendet. Wahrend
quaterndre Amine als starker Anionenaustauscher dienen (SAX) sind primére,
sekundare und tertidre Amine in schwachen Anionenaustauscher (WAX) zu finden.
Fur die Adsorption von Perfluorcarbonsduren werden ublicherweise schwache
Anionenaustauscher verwendet. Es gibt drei Phasen, welche zu diesem Zweck am
héufigsten verwendet werden: Strata-X-AW (Phenomenex) Oasis WAX (Waters) und
Chromabond HR-XAW (Macherey-Nagel) [74]. In der Standardprozedur werden die
PFCA nach der Adsorption mit 0.1% NHsOH Lo6sung in Methanol eluiert. Die
Probenvorbereitung nach DIN fur die Analyse von PFCA in Wasser mittels HPLC-
MS/MS erfolgt in der gleichen Weise [75]. SPE wurde zur Extraktion von PFCA aus
verschiedenen Proben verwendet, wie Grundwasser [76], Serum [77], Ablauf aus der
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Kléaranlage [54], Eisproben [51], Trinkwasser und Oberflachenwasser [22]. In der
Literatur wurde Anwendung von SAX [76], WAX [54] und C18 [78] als SPE Phasen
fur PFCA beschrieben. Moody und Fields haben schon 1999 SPE verwendet, um
PFOA in Grundwasser nachzuweisen. Die Nachweisgrenze lag bei 18 pg/l [76].
Ublicherweise liegen die Nachweisgrenzen unter Verwendung von SPE in niedrigem
ng/l Bereich [79,80]. Fir groBes Volumen Trinkwassers (20-40 Liter) konnten extrem
niedrige Nachweisgrenzen von 0.01 ng/l erhalten werden [81].

c) Festphasenmikroextraktion (SPME)

Die Festphasenmikroextraktion ist eine einfache, leistungsféhige und innovative
Extraktionsmethode, die in den frihen neunziger Jahren von Prof. Janusz Pawliszyn
erfunden wurde [82]. Bei dieser Technik werden die Analyten auf einer beschichteten
Quarzfaser adsorbiert, was ihre Trennung von der Matrix und eine gleichzeitige
Anreicherung ermdglicht. Diese Faser hat sehr kleine Abmessungen: Die Lange
betragt normalerweise ca. 10 mm. Aufgrund ihrer geringen mechanischen Stabilitat,
muss sich die Faser in einer zylindrischen Schutzhdille befinden und wird nur fur den
Adsorptionsprozess herausgezogen. Die Faser ist beschichtet mit einem
Sorptionsmaterial, das fir Zielanalyten angepasst werden soll. Zu den
Beschichtungen, die am h&ufigsten verwendet werden gehoren Polydimethylsiloxan
(PDMS), Carboxen und Polyacrylat (PA).

In einem typischen Adsorptionsverfahren wird die Faser aus der Nadel
herausgezogen und in eine wassrige Probe eingetaucht. Wahrend der Extraktion
werden die Analyten auf der Festphase (Beschichtung) adsorbiert. Ublicherweise stellt
sich schon nach einigen Minuten das Gleichgewicht zwischen Adsorbent und Matrix
ein. AnschlieBend wird die SPME-Faser in die Schutzhiille zuriickgezogen und im GC-
Injektor wieder herausgedriickt. Aufgrund der hohen Temperatur desorbieren die
Analyten und kénnen gemessen werden [83]. Flr Perfluoralkylsaliren wurde eine
einfache Methode unter Verwendung von lonenpaar-SPME [84] entwickelt. Die Probe
wurde dann im Injektor derivatisiert und mittels GC-MS-NCI gemessen. Montelone
et al. haben eine HS-SPME Methode fiir wéssrige Proben entwickelt, jedoch wurden
in keiner der sechs untersuchten Flusswasserproben Perfluorcarbonsduren gefunden
[85].
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2.2. Extraktionstechniken fir feste Proben

Das zu verwendende Extraktionsverfahren fur feste Proben ist von der Matrix
abhéngig. Die einfachste Methode zur Extraktion von PFCA aus einer festen Probe ist
die Fest-Flussig-Extraktion. Dieses Verfahren kann durch Druck (PLE), Erwérmung
oder Beschallung unterstiitzt werden. Alternativ kann auch eine Headspace SPME

verwendet werden, um die PFCA zu extrahieren.
a) Fest-Flissig Extraktion (LE)

Beim Fest-Flissig-Extraktionsverfahren werden die l6slichen Bestandteile aus
einer festen Probe abgetrennt. Im einfachsten Fall wird eine Probe mit einem
organischen Losungsmittel (Methanol, MTBE) ausgeschuttelt und/oder erwarmt, um
die Analyten mdoglichst schnell zur flissigen Phase zu transportieren. Die Extrakte
koénnen danach weiter aufgearbeitet, d.h. getrocknet, gewaschen oder verdunnt
werden. Wenn ein lonenpaarreagenz verwendet wird, missen sich die Analyten in

Wasser befinden.

Kotthoff et al. analysierten 115 Alltagsprodukten, darunter Textilien, Teppiche,
Backpapiere und Skiwachsen. Sie haben, abhangig von der Matrix, eine sequentielle
Extraktion, Festphasenextraktion mit schwachen Anionenaustauschern und
lonenpaarextraktion verwendet [34]. Zur Extraktion wurden Aceton, Hexan oder
Methyl-tert-butylether eingesetzt. Als lonenpaarreagenz diente
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBA). Auch Herzke et al. [38], Vestergren [37]
und Fujii [86] nutzten lonenpaarextraktion zur Extraktion von Gemdise und anderen
Lebensmitteln. Henderson et al. [60] haben 1 g von homogenisierten Leberproben in
Wasser mit lonenpaarreagenz geldst. Danach wurde die Probe mit MTBE
ausgeschittelt. Die organische Phase konnte anschlieBend derivatisiert werden. Die
Verwendung einfacher Flussig-Extraktionen, wurde auch hdufig beschrieben. In einer
umfangreichen Studie von 116 Artikeln fir EPA haben Guo et al. [35] alle festen
Proben 24 Stunden lang in Methanol extrahiert. Rattengewebe [87,88], Boden,
Sediment und Pflanzen wurden ebenfalls mit dieser Methode vorbereitet [89,90].
Schwebstoffe wurden eine Stunde lang mit Methanol im Ultraschallbad extrahiert
[91]. Fur Verpackungsmaterialien wurde die Druckflissigkeitsextraktion (engl.
Pressurized Liquid Extraction, PLE) verwendet [92,93]. Fir die Extraktion von
Sedimentproben wurde auch die Anwendung von PLE in Kombination mit HS-SPME
[94] beschrieben.
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b) Headspace SPME (HS-SPME)

Im Gegensatz zur klassischen SPME Methode, ist die Faser bei HS-SPME nicht
im direkten Kontakt mit der Probe. Die zu analysierende Probe wird in diesem Fall in
einem dicht geschlossenen Glas platziert und erwdrmt. Die Analyten werden
verdampft und in die Gasphase uberfuhrt. Die SPME-Faser befindet sich im gleichen
GeféR, sodass die Analyten aus der Gasphase an der Faser adsorbiert werden kénnen.
Im GC-Injektor erfolgt die Thermodesorption. HS-SPME wurde beispielweise fur
Sedimentproben verwendet [94]. Die SPME erfolgte in dieser Forschung auf
Polydimethylsiloxan (PDMS) Faser. Eine komplexere Methode, eine Extraktion mit
uberkritischen Fluiden, die Headspace Festphasen-Mikroextraktion (SFE-HS-SPME),
wurde von Liu et al. prasentiert. Diese Methode wurde erfolgreich angewendet, um
PFCA in Sedimenten von Fliissen und Strdnden in der Nahe von Industriegebieten zu
analysieren [95]. Die Verwendung von SPME ermdglicht die Detektion von PFCA im
Nanogramm pro Liter Bereich. Montelone et al. [85] haben mittels HS-SPME die
Nachweisgrenzen zwischen 0.08 und 6.6 ng/l erreicht. Alzaga et al. [84] konnten

Nachweisgrenzen zwischen 20 und 100 ng/l erzielen.

2.3. Derivatisierung

In der chemischen Analyse bedeutet Derivatisierung, dass wahrend einer Reaktion
die chemische Struktur des Analyten verandert wird. Die sogenannten Derivate
besitzen physikochemische Eigenschaften, welche die Verwendung einer bestimmten
analytischen Technik erlauben. Dazu gehéren unter anderem hohere oder niedrigere
Fluchtigkeit, thermische Stabilitat, groRere Molekilmasse und Absorption von UV-
Strahlung. Das ideale Derivatisierungsmittel ist eine hochreaktive Verbindung, die zu
hohen Ausbeuten von nur einem gut definierten Produkt mit hoher Stabilitat fiihrt.
Wenn bei der Reaktion Nebenprodukte gebildet werden, sollten sie leicht aus dem

Reaktionsgemisch entfernt werden kénnen [96].

Innerhalb der Chromatographie kénnen drei Derivatisierungsmethoden unterschieden

werden:

1.) Derivatisierung vor der Injektion (engl. pre-column derivatization)

2.) Derivatisierung der Analyten in der Injektionskammer (engl. injection port
derivatization)

3.) Derivatisierung nach der Trennung in der Saule, aber vor der Detektion (engl.

post-column derivatization)
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Die Begriffe "online” und "offline” sind gebréuchliche Bezeichnungen fur die
Derivatisierungsmethoden. Sie informieren darliber, wo der Analyt derivatisiert
wurde. Bei der "online™ Methode handelt es sich um eine Reaktion, bei der der gesamte
Derivatisierungsprozess vollstdndig automatisiert ist. Der Begriff "offline” definiert
eine Methode, bei der die Reaktion auBerhalb der Apparatur durchgefihrt wird und
erst nach deren Durchfuhrung die Probe analysiert wird [97].

In der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) ist die Derivatisierung ein
wichtiger Schritt bei der Probenvorbereitung, da sie die Selektivitdt und
Empfindlichkeit des Detektors verbessern kann. H&ufig wird in der LC ein UV-
Absorptionsdetektor eingesetzt. Demgemal wird die Derivatisierung verwendet, um
Derivate herzustellen, die die gewiinschten chromophoren Gruppen in der Struktur
enthalten. In &hnlicher Weise fiihrt man vor der Analyse mit Fluoreszenzdetektor
hé&ufig Reaktionen durch, die fluoreszierende Gruppen liefern [98].

In  der  Gaschromatographie  (GC)  wird  Ublicherweise  eine
Derivatisierungsreaktion verwendet, um die Flichtigkeit von Verbindungen zu
erhdhen. Meistens beinhaltet diese Reaktion den Austausch eines an ein Heteroatom
gebundenen Wasserstoffatoms in eine Gruppe, die keine Wasserstoffbriicken bildet.
Die haufigsten Anwendungen von Derivatisierung in der Gaschromatographie wurden
in Abbildung 4 dargestelit.

Derivatisierung in der Gaschromatographie
[

Erhohung der Verringerung der Verlingerung der Erh6hung der Erhéhung der
Flichtigkeit Fliichtigkeit Retentioszeiten thermischen Stabilitit Empfindlichkeit
Meistens fiir polare B - Trennung von Peak des Bspw. durch Einbauen
X X spw. fiir Anal d . . ; N
Verbindungen, wie . nalyten von dem Verhindert die einer halogenhaltigen
5 niedermolekulare Losungsmittelpeak in di
Carboxylsduren, Amine g P Zersetzung des Gruppe in die Struktur
Alkoholen und Analyten in heiBer der Verbindung, die
Amine Gerngere Veruse | PSSR O || Tnjekonsammer it dem
bei der Elektroneneinfang-
Verbessert die . detektor (ECD)
Prob bereitus "
Empfindlichkeit und ropenvorberertung Bspw. fiir PFCA, analysiert werden soll
Form des Peaks perfluorierte Kette weist
sehr geringe Retention in
der Séule auf

Abbildung 4 Die hdufigsten Anwendungen von  Derivatisierung in  der
Gaschromatographie [99].

Im einfachsten Fall, erfolgt die Derivatisierung durch Zugabe von Reagenzien zu
einem Analyten. Die Probe wird danach meist zu einer gewtinschten Konzentration

verdunnt und in das GC injiziert. Es kann jedoch nétig sein, nach der Reaktion die
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Nebenprodukte oder den Uberschuss der Reagenzien zu entfernen. Andersfalls konnen
sie wahrend der Analyse Probleme verursachen. Beispielweise entsteht in der Reaktion
mit Trimethylchlorsilan (TMCS) HCI als Nebenprodukt, welches die Sé&ule

beschéadigen kann. In diesem Fall wird die Probe vor der Injektion neutralisiert.

Vor der gaschromatographischen Analyse kann die Derivatisierung auch direkt in
einer heiBen Injektorkammer stattfinden. Dieser Prozess hat viele Vorteile: Er ist
einfach bei hoher Reaktionseffizienz und geringer Exposition gegeniber toxischen
Chemikalien. In dieser Methode werden die Probe und das Derivatisierungsmittel
zusammen in die Injektorkammer eingefiihrt. Die hohe Temperatur des Injektors

ermdglicht eine schnelle Reaktion des Analyten mit dem Derivatisierungsmittel.

Wenn dies nicht notwendig ist, sollte der Einsatz von Derivatisierungsreaktionen
vermieden werden, da ein solcher Vorgang zu Ungenauigkeiten in der quantitativen
Analyse fiihren kann. Daruber hinaus werden viele Derivatisierungsreagenzien als
giftig oder gesundheitsschadlich eingestuft. Daher sollte die Exposition gegentiber

diesen Verbindungen vermieden werden [100].

In der Gaschromatographie werden am h&ufigsten Alkylierung (einschliellich
Veresterung), Silylierung und Acylierung verwendet. Die Silylderivate werden durch
den Ersatz der aktiven Wasserstoffatome durch eine Trimethylsilylgruppe gebildet.
Diese Verbindungen sind meist fllichtiger, weniger polar und thermisch stabiler im
Vergleich zu den Ausgangsubstanzen. Diese Reaktion kann fir viele organische
Verbindungen durchgefuhrt werden, beispielweise flir Carbonsduren, Alkohole,
Thiole, Amine und Amide. Der Mechanismus der Silylierungsreaktion basiert auf
einer nukleophilen Substitution (SN2) (Abbildung 5). Der nukleophile Angriff auf das
Siliziumatom fuhrt zur Bildung eines bimolekularen Ubergangszustandes im

Zwischenschritt des Reaktionsmechanismus [99,101].
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CH3 H CH3

Abbildung 5 Schema der Trimethylsilylierung an einer Hydroxylgruppe (nach [99])

Verbindungen wie N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) und N,O-
Bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) werden héaufig als Reagenzien fir die Einflihrung

29



von Trimethylsilylgruppen verwendet [102]. Sie kénnen auch in Kombination mit
Katalysatoren wie Pyridin, Piperidin, Trimethylchlorsilan (TMCS) verwendet werden.
TMCS ist ein Reagenz, welches oft zugegeben wird, um die Stabilitat des Silyldonors
zu erhéhen [103]. Silylierungsmittel sind meistens empfindlich gegenuber
Feuchtigkeit [104]. Die Losungsmittel sollen keine aktiven Wasserstoffatome
enthalten. Dartber hinaus kann fir die Silylierung die Erwarmung der Probe notig
sein. Die Reaktionszeit kann stark variieren, einige Verbindungen reagieren sofort mit

dem Reagenz, wéhrend andere flr bis zu 16 Stunden erhitzt werden mussen [104].

Bei der Alkylierung wird das Wasserstoffatom durch eine aliphatische oder
aliphatisch-aromatische Gruppe (z. B. Benzyl) ersetzt. Die Hauptanwendung dieser
Reaktion ist die Umsetzung organischer Sauren in Ester, insbesondere Methylester.
Alkylierungsreaktionen konnen auch verwendet werden, um Ether, Thioether,
Thioester, N-Alkylamine, Amide und Sulfonamide herzustellen [99]. Eine der
einfachsten und schnellsten Methoden, um die Methylestern zu bilden, ist die Reaktion
mit Diazomethan. Dies ist ein sehr starkes aber giftiges und krebserregendes

Alkylierungsreagenz [105].

Die Analyten mit OH-, SH- und NH-Gruppen kdnnen durch Acylierung in Ester,
Thioester und Amide umgewandelt werden [99]. Zudem kann diese Reaktion fur
Kohlenhydrate und Aminosdauren verwendet werden. Die Acylierungsreaktionen
werden unter Verwendung von drei Haupttypen von Reagenzien durchgefihrt:

Saureanhydride, S&urehalogenide und reaktive Acylderivate [99].

Eine vielseitige Anwendung in der Derivatisierung weist Dimethylformamid-
dimethylacetal (DMF-DMA) auf. Diese Verbindung gehort zu der Gruppe
Amidacetalen und ist eine Klare, farblose Flussigkeit mit einem aminartigen Geruch.
DMF-DMA ist mischbar mit vielen organischen Ldsungsmittel und mit Wasser,
jedoch tritt in Wasser eine langsame Zersetzung auf. Die Struktur dieser Verbindung
ist in Abbildung 6 dargestellt.

HC—O_  cH,
H.C o>_ AN
3 CH,

Abbildung 6 Die Struktur von Dimethylformamid-dimethylacetal.
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Abu-Shanab et al. erklarten die hohe Reaktivitdt von DMF-DMA dadurch, dass
diese Verbindung sowohl eine elektrophile Stelle als auch eine nukleophile Stelle in
der Struktur enthalt. Das an drei elektronenziehende Gruppen gebundene
Kohlenstoffatom (zwei Methoxy- und eine Dimethylamino- Gruppe) tragt eine
teilweise positive Ladung und bildet die elektrophile Stelle. Das Stickstoffatom trégt
ein einzelnes Elektronenpaar und bildet in diesem Molekul eine nukleophile Stelle
[106]. Daher kann DMF-DMA sowohl als angreifendes Nucleophil mit einem
electrophilen sp-C-Atom reagieren als auch einen nukleophilen Angriff an eigene
elektrophile Stelle erlauben. Diese zweiseitige Struktur von DMA-DMA fiihrt zu einer

breiten Anwendung in der chemischen Synthese und Analytik [99,106].

Diemethylformamid-dimethylacetal (DMF-DMA) taucht als
Derivatisierungsreagenz fur Fettsduren vor fast flinfzig Jahren in wissenschaftlichen
Publikationen auf [107]. Als Alkylierungsreagenz ist DMF-DMA unter der Name
Methyl-8® (2 mEg/ml, ca. 20-25% DMF-DMA in Pyridin) erhiltlich. Es wurde zwar
hauptséchlich zur Alkylierung von Carboxylgruppen verwendet [99], ist aber auch ein
wirksames Alkylierungsmittel fiir Phenole, Thiole und andere heterocyclische
Verbindungen, die NH-, SH- und/oder OH-Gruppen enthalten [108 bis 111]. Bei der
Derivatisierung von Aminosauren werden sowohl Carboxyl- als auch Aminogruppen
umgesetzt [112]. Dartiber hinaus wurden die Reaktionen mit Amiden [113] und
Sulfonamiden [114] sowie Formylierung von Aminen [115] in der Literatur
beschrieben. DMF-DMA ermdglicht eine einfache und schnelle Derivatisierung
organischer Verbindungen durch Bildung leichter Derivate [116]. Diese Vorteile
fuhren dazu, dass DMF-DMA auch bei Weltraummissionen zum Einsatz kommen
konnte [116]. Die Derivatisierung von Perfluorcarbonséuren mit DMF-DMA wurde
schon 1977 von Elliott [117] beschrieben. In seiner Forschung wurden die PFCA-Ester
gebildet und mittels GC-FID und GC-WLD analysiert. Zudem ist DMF-DMA nicht
nur fur gaschromatographische Analysen anwendbar. DMF-DMA wurde als chirales
Derivatisierungsreagenz verwendet, um die D/L-Aminosauren mittels ESI-MS zu
quantifizieren [118]. In anderer Analyse von Aminosauren wurde DMF-DMA
zusammen mit n-Butanol verwendet. In dieser Forschung wurde beschrieben, dass die
Sekundéren Alpha-Aminosduren wie Prolin und Sarcosin eine Mischung aus zwei
Iminiumsalzen mit der DMF-DMA Derivatisierungsmethode bilden [119]. Bereits in
den 70er Jahren gab es Ungenauigkeiten in Verdffentlichungen beziglich
Reaktionsprodukten fir DMF-DMA. Narasimhachari und Friedel haben 1979 eine
Bildung von N-Ethyl-Derivaten von sekundaren Aminen beschrieben. Ein Jahr spéter
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habet Thenot et al. bewiesen, dass Sekundére Amine durch DMF-DMA formyliert
werden, was friiheren Berichten ber die Ethylierung von sekundaren Aminen durch
dieses Reagens widerspricht [115]. Zudem wurden unerwartete Produkte einer
Derivatisierungreaktion von Dexamethason (Kortikosteroid) mit DMF-DMA
beschrieben [120]. In dieser Forschung wurde ein Ester gebildet, was fur den Forscher
unerwartet war. Negriolli et al. haben angenommen, dass die Methylierung von
Alkoholgruppen oder deren Umwandlung in eine Dimethylaminogruppe

wahrscheinlicher ist.

Mehrere DMF-Dialkylacetalen wurden als Derivatisierungsreagenzien getestet.
Fur heterocyclische Amine lieferte N,N-dimethylformamide di-tert-butylacetal
(DMF-DtBA) die beste Ausbeute. Daruiber hinaus wurde DMF-DEA verwendet, um
ein Ethylester von Ecgonidin (Alkaloid) herzustellen und anschlieBend mittels GC-
MS zu analysieren [121]. Paul et al. [122] haben auch eine einfache Veresterung von
Benzoylecgonin mit DMF-Dipropylacetal und DMF-Diisopropylacetal prasentiert.
Dimethylformamid-dialkylacetalen haben ein breites Spektrum an mdglichen
Reaktionen und konnen, wie in dieser Dissertation gezeigt, immer noch unerwartete

Derivate liefern.

3. Analytische Verfahren zur Bestimmung von PFCA

3.1. Kapillargaschromatographie

Die Gaschromatographie ist die leistungsfahigste analytische Trennmethode flr
Substanzgemische. Die Trennstufenzahl liegt in der GrdRenordnung von 100 000
theoretischen Bdden. Das Verfahren basiert auf der unterschiedlichen Verteilung der
einzelnen Analyten mit einer stationdren Phase (Trennsdule) und einer mobilen Phase
(Tragergas). Das Trégergas ist meist Stickstoff, Helium oder Wasserstoff. Die am
héaufigsten eingesetzten Trennséulen sind Glaskapillare, deren Innenseiten mit den
stationdren Phasen beschichtet sind. Die S&ule ist in einen exakt thermostatisierbaren
und  programmierbaren  Ofen  eingebaut. = Aufgrund  unterschiedlicher
Verteilungskoeffizienten zwischen der stationdren und mobilen Phase werden
komplexe Mischungen am Ende der Saule aufgetrennt detektiert. Die Verweilzeit in
der Séule wird als Retentionszeit bezeichnet. Die Probe wird meist mit einer Spritze
in den Injektor gegeben, wo sie verdampft und durch die S&ule transportiert wird. Am
Ende der Sdule erzeugt ein Detektor ein elektrisches Signal, welches zeitabhangig

registriert wird und das Chromatogramm ist. Obwohl eine grolRe Mehrheit der
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Trennungen an stationdren Phasen aus Polydimethylsiloxan gemacht wird, gibt es
weitere polare Sdulen, um spezielle Applikationen durchzufuhren. Grundsétzlich
werden die Analysen in 15-60 m langen Sdulen durchgefthrt. Der innere Durchmesser
betragt Ublicherweise 0.20-0.32 mm und die Schichtdicke einer stationaren Phase -
0.25 pm.

Zwar sind die Siedepunkte von PFCA ca. 40-50 °C niedriger als die der
entsprechenden Carbonsauren mit aquivalenter Anzahl an Kohlenstoffatomen, jedoch
kénnen sie aufgrund ihrer Polaritat nicht direkt mittels GC analysiert werden [123].
Am héufigsten werden Alkyl- und Silylester Derivate gebildet, aber auch die Bildung
von Benzylester und Thioester sind in der Literatur beschrieben worden. Die
Derivatisierungsreaktionen und deren Anwendung wurden in Tabelle 2

zusammengestellt.

Tabelle 2 Zusammenstellung der Methode zur GC-MS Analyse von PFCA.

Derivatisierung | Probe | Extraktion | Messtechnik | Quelle
Methylester
BFs/Methanol Sediment HS-SPME | GC-MS NCI [94]
Diazomethan Rattengewebe LE GC-ECD [87]
Diazomethan Plasma, Urin und LE GC-ECD [65]
Lebergewebe
Diazomethan Serum, Lebergewebe IP-LE GC-MS El [60]
Diazomethan soden, Sediment, LE GC-MS NCI [90]
Pflanzen
Methyliodid Grundwasser SPE ﬁg;MS El, GC-MS [76]
Propylester
Propylchlorformiat | Oberflachenwasser | HS-SPME | GC-MS/MSNCI | [85]
Isopropylester
Isopropanol | - E | GC-Ms NCI | [124]
Butylester
. Klaranlagenablauf,
Tetrabutylammonium SPME GC-MS NCI [84]
Meerwasser
Tetrabutylammonium | Oberflachenwasser DLLME GC-MS/MS NCI [68]
Butanol Sediment HS-SPME | GC-MS/MS NCI [95]
Isobutylester
Isobutylchlorformiat | Muttermilch IP-LLE GC-MS EI [61]
. Kléranlagenzulauf
Isobutylchlorformiat Klaranlagenablauf SPE GC-MSEI [79]
Isobutylchlorformiat | Urin SPE GC-MSEI [125]
Isobutylchlorformiat | Oberflachenwasser - (E;((EZI_DMS Bl GC- [126]
Isobutylchlorformiat | Oberflachenwasser SPE GC-MS NCI [80]
Benzylester
Benzylbromid Plasma, Urin | IP-LLE GC-MS El, GC-FID | [62]
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Benzylbromid Rattengewebe und LE GC-MS NCI [e8]
Serum

Benzylbromid (Fjiks’i:'a‘:henwasser’ IP-LLE | GC-MSEI [63]

Benzylbromid Lebensmittel IP-LLE GC-MS NCI [86]

Trimethylsilylester
BSTFA Verpackung Textilien PLE GC-MSEI [92]
BSTFA Boden LE GC-MS EI [89]
Difluoroanilide

2,4-Difluoroanilin Wasser LE GC-MS El, GC-FID | [127]

2,4-Difluoroanilin Serum IP-LLE GC-MS NCI [32]

2,4-Difluoroanilin Barenleber IP-LLE GC-MSEI [128]

2.4-Difluoroanilin | Ooernachenwasser, | gpp GC-MSEl [81]
Sediment

2.4-Diffuoroanilin | OPeriachenwasser, = o) e | Gems Ne [129]
biol. Proben

Am haufigsten wurde ein Massenspektrometer als Detektionstechnik verwendet.
Zur lonisierung der Derivate in der lonenquelle wird meist die
ElektronenstoRionisation (EI, engl. electron impact) oder die Negativ-lonen-
Chemische lonisation (NCI, engl. negative chemical ionization) verwendet. Die
Negative chemische lonisierung wird am hdufigsten mit Methan als Reagenzgas
durchgefuhrt. Fir die Analyse von perfluorierten Verbindungen, wird jedoch die
Verwendung von Ammoniak anstelle von Methan empfohlen. Dies fuhrt aufgrund
hoherer Fragmentierung, zu einer Erhdhung der Empfindlichkeit und schiitzt somit die
lonenquelle vor Fluorwasserstoff (HF), dass ein Produkt der chemischen lonisation
ist. Ammoniak neutralisiert diese hochreaktive und korrosive Verbindung und
verlangert dadurch die Lebenszeit des MS-Filaments [84]. Neben GC-MS wurde die
gaschromatographische Analyse fur biologische und Umweltproben auch mittels
Elektroneneinfangdetektor (ECD) und  Flammenionisationsdetektor  (FID)

durchgefhrt.

Zur Bildung von Methylestern, werden Diazomethan, Methyliodid und eine
Mischung BFs/Methanol verwendet. Chlorformiate, eine Gruppe von Estern der
Chlorameisenséure, werden ebenfalls als Derivatisierungsmittel in Kombination mit
entsprechenden Alkoholen verwendet. Perfluorcarbonsduren bilden in der Reaktion
mit solchen Verbindungen Propyl-, Isopropyl-, Butyl- und Isobutylester. Sehr oft wird
ein N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (abgekurzt DCC) als Katalysator verwendet.
Bisher wurden keine optimierten Methoden fir Ethylester-Derivate veroffentlicht. Ein

Vergleich zwischen den Reagenzmischungen Ethylchlorformiat/Ethanol bzw.
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Propylchlorformiat/Propanol  wurde untersucht, wobei die Reaktion mit
Propylchlorformiat/Propanol  wesentlich hohere Signale fir alle Analyten
erzielten [85].

2,4-Difluoroanilide als PFCA-Derivate koénnen in einer Reaktion mit
2,4-difluoroanilin hergestellt werden. Diese Reaktion findet in Gegenwart eines
Katalysators (Ublicherweise DCC) statt. Diese Methode besteht aus mehreren
Probenvorbereitungsschritten: pH-Einstellung, Schutteln, Phasentrennung und
Waschen der organischen Phase mit HCI, NaHCO3 und NaCl-L6ésung. Danach wird
die Phase durch einen Filter mit Na2SO4 geleitet und bis zur Trockne abgedampft. Die
Rickstande werden in einer Hexan-Diethylether-Mischung geldst. AnschlieRend wird
eine weitere Reinigung auf der Kieselgelsaule durchgefiihrt. Nach der Elution mit

Hexan wird die Probe eingedampft und analysiert [81,128].

Die Bildung von Benzylester besteht aus zwei Schritten: Zuerst wird ein
lonenpaar aus Tetrabutylammonium-Kation und Sdurerest-Anion gebildet worauf eine
Alkylierung mit Benzylbromid erfolgt (80 °C, 15 Min). Die organische Phase wird
abgedampft und in Dichlormethan geldst [62].

Eine Silylierungsreaktion wurde fir PFCA nur unter Verwendung von BSTFA
beschrieben. Diese Methode wurde fiir Verpackungsmaterialien, Textilien [92] und
Bodenproben [89] erfolgreich angewendet. BSTFA wurde zu dem Extrakt gegeben
und aufgeschittelt. Die Reaktion wird bei 40 °C in einem Wasserbad fiir 60 Minuten
durchgefuhrt. Nach dem Abkdihlen, wird die Probe in Dichlormethan geldst. Die in
dieser Arbeit vorgestellte Methode ist bisher einzigartig. Es wurde bisher noch keine
Silylierungsmethode veréffentlicht, die zur Bestimmung von PFCA in Wasser genutzt

wurde.

3.2. Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) ist ein
chromatographisches Trennverfahren mit ca. 20 000 theoretischen Bdden. Die
Analyten werden durch die Trennsdule mit Hilfe einer flussigen, mobilen Phase
transportiert. Die Trennung der Analyten in klassischer HPLC erfolgt wiederum
aufgrund unterschiedlicher Verteilungskoeffizienten. In der Normal-Phase-
Chromatographie wird am haufigsten Kieselgel als stationdre Phase verwendet. In der
Umkehr-Phasen-Chromatographie ist die Polaritdt der mobilen Phase groRer als die
der stationdren Phase. Fir dieses Verfahren werden Partikel aus chemisch
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modifiziertem Kieselgel verwendet, bei dem die freien Silanolgruppen durch

unterschiedliche organische Gruppierungen ersetzt wurden [130].

Am Ende der Séule der HPLC-Anlage werden die Analyten mit Detektoren
registriert. Sehr haufig wird zu diesem Zweck der UV/VIS-Detektor benutzt. Damit
ist es moglich die Verbindungen nachzuweisen, welche im UV- oder im VIS-Bereich
Licht absorbieren, wéhrend das FlieBmittel keine Extinktion aufweisen darf. Weitere
HPLC

Brechungsindexdetektor, Lichtstreudetektor und elektrochemische Detektoren. Wobei

Detektoren in der sind:  Massenspektrometer, Fluoreszenzdetektor,

die Massenspektrometrie die universellste und leistungsfahigste Methode ist. Hierbei
missen die Analyten im Ldsungsmittel ionisiert werden, was Ublicherweise mittels
(ESI) Der

Hochleistungsflussigkeitschromatographie und Gaschromatographie wird in Tabelle 3

Elektrosprayionisation erfolgt. Vergleich  zwischen  einer

dargestellt.

Tabelle 3 Vergleich von GC und HPLC Techniken.

GC HPLC

Organische
Ldsungsmittel

Parameter

Mobile Phase

Tragergas

Poly(diphenyl-
dimethylsiloxan),
Polyethylenglykol,
Lange ca. 15-30 m,

Typische stationare

Phasen C18, Kieselgel

Abmessungen der Lange 18-300 mm,

Typische Detektoren

Warmeleitfahigkeitsdetektor
Elektroneneinfangdetektor

Saule Durchmesser 0.20-0.32 mm Durchmesser 2-4.6 mm
Trennleistung ~ 100 000 theoretischen Béden | 20000 t.r_]eorenschen
Bdden
Massenspektrometer, UV/VIS-Detektor
Flammenionisationsdetektor Massenspektrometer,

Fluoreszenzdetektor,
Lichtstreudetektor

Halbfllchtige und
schwerfllichtige
organische Verbindungen

Fliichtige und halbfluchtige

Typische Analyten organische Verbindungen

Die Analyse von perfluorierten Substanzen mittels Flussigchromatographie wurde
fiir verschiedene Proben [131] wie Serum [132], Verpackungsmaterialien [93] und
Tiergewebe [66], beschrieben. Die Kombination aus der LC und Massenspektrometrie
(LC-MS) oder der LC und Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS), wird auch
h&ufig bei der Analyse von Wasserproben verwendet [91,133 bis 135]. Die
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angegebenen Nachweisgrenzen liegen hierbei iiblicherweise im niedrigen pg/l und
ng/l Bereich. Dies macht die LC-MS und die LC-MS/MS zur effektiven Methode fir
die PFCA-Analyse. Dabei gibt es jedoch einen entscheidenden Nachteil: Die Geréte
sind teurer und komplexer, als die fiir die GC-MS. Gewdhnlicherweise ergibt die GC
auch schmalere Peaks, was zu einer besseren Trennleistung fiihrt. Dies ist sehr wichtig
in der Analyse von PFCA-Isomeren. Ein bekanntes Problem bei der LC-MS-ESI, ist
die Moglichkeit der lonensuppression [136]. ESI ist auerdem weniger stabil und
reproduzierbar, wie die Elektronenionisierung (EI) [137]. Fur die
Ergebnisinterpretation werden ublicherweise theoretische
Massenspektrenbibliotheken und selbst hergestellte empirische Bibliotheken
verwendet. Es gibt keine kommerzielle, standardisierte ESI-Massenspektrenbibliothek
[138]. Daher gibt es in den Target-Analysen mehr Anwendungen von LC-MS-
Systemen als im Non-target-Screening. Die Hintergrundkontamination in der LC-MS-
Analyse von PFC muss ebenfalls beriicksichtigt werden. Es wurde festgestellt, dass
LC-Schlauche, interne LC-Teile und Teflon®-Septen zusétzliche PFC-Signale
verursachen konnen. Daher missen vor der Analyse alle mdglichen

Kontaminationsquellen identifiziert und eliminiert werden [139].

3.3. Kapillarelektrophorese

Eine seltener verwendete Technik, ist die Kapillarelektrophorese (CE), mit einer
Trennleistung, die im Bereich zwischen der HPLC- und der GC-Methode liegt [140].
Die CE stellt eine Alternative fur die Analyse von polaren und ionisierten
perfluorierten Verbindungen, einschlielich Isomeren, gegenuber der klassischen
angewandten Methoden dar. Diese Trenntechnik kann mit absorptiven,
spektrophotometrischen Detektoren verwendet werden. Beispielweise wurde ein
kapillarelektrophoretisches Verfahren, mit indirekter UV-Detektion, fiir die Analyse
von PFCA (C6-C12) in Wasser entwickelt [141]. Die Nachweisgrenzen befanden sich
jedoch im Bereich von mg/l, was fiir die Umweltanalytik unbefriedigend ist. Weitere
Optimierung hat die Detektion im Bereich von 0.6-2.4 mg/l ermdglicht [142].
Niedrigere Nachweisgrenzen (ca. 0.28 pg/l fur PFOA) haben Knob et al. erreicht
[143]. Um diese Nachweisgrenze zu erreichen, wurde jedoch SPE verwendet und der
Konzentrationsfaktor der Probe betrug Uber 4000. Eine Kombination aus
Kapillarelektrophorese und MS Detektor konnte eine Moglichkeit zur Verbesserung
der Nachweisgrenzen darstellen. Bisher wurden jedoch keine Anwendungen in der

Literatur beschrieben.
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3.4. Massenspektrometrie

Massenspektrometrie gehort zu den leistungsfahigsten Methoden zur Analyse
organischer Verbindungen tiberhaupt. Gekoppelt mit der hohen Trennleistung von LC
oder GC stellt sie eine Technik dar, die eine exakte Identifizierung und Quantifizierung
sowohl von reinen Substanzen als auch von komplexen Substanzgemischen
ermoglicht. Zur Erzeugung eines Massenspektrums mussen die Analyten zunéchst
ionisiert werden. Die Registrierung der hierbei erzeugten lonen kann mit
unterschiedlichen Techniken erfolgen, wobei immer das Verhaltnis Masse zu Ladung
(m/z) registriert wird [144]. Das Massenspektrum ist die Intensitat der lonen mit
unterschiedlichen Massenzahlen einer gegebenen Substanz. Die wesentlichen
Bestandteile eines Massenspektrometers sind eine lonenquelle, ein Analysator und ein
Detektor. S&mtliche Vorgange laufen im Hochvakuum ab, um eine Kollision mit
unerwinschten Gasmolekulen auszuschlieBen. Eine Zusammenstellung der

lonisationsmethoden befindet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4 Zusammenstellung von lonisationsmethoden fiir Massenspektrometer [144,145]

lonisationsmethode Beschreibung
- lonisation im Vakuum durch energetische
ElektronenstoRionisation Elektronen .
(EN) - Starker Fragm.entlerungsgrad_
- Substanzen mit Molmassen bis ca. 800-1000 u
- Umfangreiche Massenspektrenbibliothek (NIST)
- lonisation mit Hilfe eines Reaktandgases (CHa,
NHz)
Chemische lonisation | - Milde lonisationsmethode
(Ch - Bildung von positiven und negativen lonen
moglich
- Analyten mit Molmasse bis ca. 1000 u
- Sanfte lonisierung bei atmosphéarischem Druck
Atmosphérendruck - Substanzen mit Molmasse bis ~ 2000 u
Chemische lonisation | -  Primaren lonen werden durch Korona-Entladung
(APCI) erzeugt
- Sowohl positive als auch negative lonen
Atmosphérendruck - lonisation durch UV-Licht
Photoionisation (APPI) | - Sanfte lonisierung bei atmosphé&rischem Druck
- weiche lonisation in der Gasphase durch ein
Feldionisation (FI) starkes elektrisches Feld
- Analyten mit Molmasse bis ca. 1000 u
Felddesorption (FD) - V\{eiche Ionisatior.l aus kondensierter Phase durch
ein starkes elektrisches Feld
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- Analyten mit Molmasse bis ca. 3000 u, auch
ionische Verbindungen

- Kaokristallisation von Matrix und Analyt

Matrix-unterstltzte . g
- lonisierung mit Hilfe UV- und IR-Laser

Laser- : o
. . - Analyten mit Molmassen bis tiber 100 000 u,
Desorption/lonisation . . . .
beispielweise Polymere uns Biomakromolekiilen
(MALDI) . ,
- Positive und negative lonen
- Sanfte lonisation bei atmosphérischem Druck
- Zerstdubung von Ldsung mit Analyten mit Hilfe
Elektrosprayionisation eines elektrischen Feldes
(ESI) - Analyten mit Molmassen von 100 u bis ber 100

000 u, auch ionische Analyte
- Positive und negative lonen

- Desorption von Analyten aus einer Oberflache
Direct Analysis in Real unter Verwendung von Helium-Strom

Time Technique (DART) | -  Analyten mit Molmasse bis ca. 2000 u, auch

ionische Analyte

Im einfachsten Fall werden die Analyten im Hochvakuum mit Elektronen
beschossen, um die gewinschten lonen zu erzeugen [146]. Diese lonisationsmethode
wird als Elektronen-StoR-lonisation (engl. Electron lonization, EI) bezeichnet. Die
Elektronenenergie muss hoher sein als die lonisationsenergie der Teilchen. Ein
typischer lonisationswert betrédgt 70 eV [144]. Der Beschuss der Molekiile mit den
Elektronen Ubertragt deren Energie auf die Molekile. Die so erzeugten instabilen
Molekile zerfallen zu immer demselben Muster und bilden das Massenspektrum.
Haufig wird bei diesem Beschuss auch nur ein Elektron aus dem Molekdl
herausschlagen. Es entsteht ein lon (M™), welches Molekiil-lon genannt wird [145].
Zur Interpretation von Massenspektren ist es meist wiinschenswert, méglichst viele
unterschiedliche lonen zu erzeugen. Diese aussagekraftigen Massenspektren entstehen
durch Abspaltung von Radikalen oder/und neutralen Molekilen und sind von den
lonisationstechniken abhangig.

Wird ein Reaktandgas fir die lonisierung verwendet, welches die Ladung
Ubertragt, wird dies als chemische lonisation (engl. Chemical lonization, CI)
bezeichnet. Diese sanfte lonisierung erzeugt haufig das erwiinschte lon [M+H]" und
oft zusatzlich das addierte Reaktandgas-lon. Damit kann meist zweifelsfrei die molare
Masse des Analyten bestimmt werden. Auch negative lonen werden in diesem Prozess
erzeugt. Die Registrierung der negativen lonen wird als Negativ-lonen-Chemische

lonisation (NCI) bezeichnet. Sie funktioniert besonders gut fur halogenhaltige
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Verbindungen, weil sie eine groRe Elektronenaffinitat besitzen [147]. Die am
h&ufigsten verwendeten Reaktandgase sind Methan, Isobutan und Ammoniak.

Eine weitere weiche chemische lonisation ist Atmosphérendruck Chemische
lonisation (APCI). Diese Methode liefert sowohl positive als auch negative lonen und
wird vor allem in der HPLC eingesetzt. Auch in Atmospharendruck Photoionisation
(APPI) werden die Proben in Atmospharendruck ionisiert. In APPI erfolgt jedoch die
lonisation durch UV-Licht statt durch chemische Prozesse [145].

Andere weiche lonisationsarten sind Feldionisation (FI) und Felddesorption
(FD). Der Fragmentierungsgrad in FD und FI ist sehr gering. Bei der Feldionisation
erfolgt die lonisation in der Gasphase durch ein starkes elektrisches Feld. Der
wichtigste Unterschied zwischen FI und FD liegt darin, dass bei der FD der Analyt
nicht vor der lonisation verdampft werden muss [148]. Der Analyt wird in flussiger
oder fester Form auf der Oberflache einer speziellen Anode (Feldemitter) platziert und
ionisiert [149]. Die FD ist sowohl fur neutrale als auch flr ionische Analyten geeignet
[146]. Die Felddesorption wird in dieser Dissertation fir die Analyse von PFOA-Salz
verwendet.

Die Matrix-unterstutzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI) ist eine weitere
lonisationsmethode. Bei der MALDI-Methode wird die analysierte Substanz ionisiert,
nachdem sie mit der Matrixlésung gemischt wurde. Die Probe wird mit Laserimpulsen
bestrahlt, was zur Anregung von Elektronen in der Matrix fihrt. Die durch die
Ubertragung des Protons zwischen der angeregten Matrix und der zu analysierenden
Substanz gebildeten lonen werden dann desorbiert. Diese Methode wird verwendet,
um lonen aus grofRen Molekiulen mit minimaler Fragmentierung zu erzeugen [150].

Auller MALDI wird auch eine andere milde lonisationstechnik —
Elektrosprayionisation (ESI) — fur groBen Molekile verwendet. Mehrere
Modellvorstellungen beschreiben die Bildung freier lonen in ESI. Zwei der
bekanntesten Modelle sind Charge Residue Model (CRM) und lon Evaporation Model
(IEM). Die lonisation erfolgt in drei Schritten: Bildung ladungstragender Tropfen,
Verkleinerung der Tropfen und Bildung gasformiger lonen. Am Anfang wird eine
Analytlésung in die Kammer eingefihrt, in welcher Atmospharendruck
aufrechterhalten wird. Die Flissigkeit flieRt durch die Kapillare, an die Spannung
angelegt wird. Dies bewirkt, dass sich die Flussigkeit verteilt und einen Strom von
feinen, gleichmalig geladenen Tropfen erzeugt. Deren GrolRe hadngt von mehreren
Faktoren wie Flussrate, angelegte Spannung und Konzentration des Elektrolyten ab.

Durch Abdampfen des Ldsungsmittels erreichen die Tropfen einen Zustand, in dem
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die elektrostatische AbstoBung der Oberflachenladungen groRer als die
Oberflachenspannung ist (sog. Raleigh Limit). Somit werden viel kleinere Tropfen
(Mikrotropfen) emittiert. AnschlieBend flhrt es zur Bildung eines lonenstrahls, der in
den Analysator eingefihrt wird [151].

In dieser Arbeit werden auch Messungen unter Verwendung der Direct Analysis
in Real Time Technik (DART) durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der
Desorption von Analyten aus einer Oberflache unter Verwendung von Helium-Strom.
In DART werden lonen, Elektronen und angeregte Atome unter Atmospharendruck
produziert. Das Plasmagas, welches diese angeregten Zustandsspezies enthalt, wird
erhitzt und durch Gitterelektroden geleitet um die lonen zu entfernen. Danach wird
dieser Gasstrom aus der Quelle abgeleitet und kann die Analyten ionisieren. Mit dieser
Methode konnen lonen aus sowohl Gasen als auch Flussigkeiten und festen Proben
analysiert werden. Dieser Gasstrom enthélt metastabile Helium-Atome (He*), die eine
Penning-lonisation von Stickstoff und Wasser aus der Atmosphare bewirken [146].

Im Analysator werden die lonen basierend auf dem Verhaltnis ihrer Masse zur
Ladung getrennt. Zu den Grundtypen von Analysatoren gehdren: Linearer Quadrupol,
Flugzeit-Massenspektrometer, Magnetisches Sektorfeld, Quadrupol-lonenfalle,
Fourier-Transform-lonencyclotronresonanz (FT-ICR) und Orbitrap.

Ein Quadrupol besteht aus vier parallel liegenden Stabelektroden, die in einem
Quadrat angeordnet sind. Die erzeugten lonen werden einem elektrischen Feld
ausgesetzt, welches durch Anlegen von Potential an entsprechende Stébe erzeugt wird.
Die lonen mit bestimmten m/z Werten werden abhangig von der Spannung sortiert.
Durch diese Selektierung konnen jeweils nur Teilchen mit einem definierten
Masse/Ladung (m/z) Verhaltnis das Feld durchlaufen und in den Detektor gelangen.
Die verbleibenden lonen werden an den Quadrupolstaben entladen und nicht gemessen
[152].

Die Quadrupol-lonenfalle wird in zwei Varianten verwendet. Fir die GC-MS
Analyse ist dies haufig die Dreidimensionale Quadrupol-lonenfalle. Dabei werden die
erzeugten lonen in der Falle gefangen gehalten und durch Variation des elektrischen
Feldes aus dieser Falle ausgeschleust und registriert. Dadurch entsteht das
Massenspektrum. Eine in LC-MS hédufig verwendete Variante ist die Lineare-
Quadrupol lonenfalle, wo die lonen durch ein zweidimensionales (2D) Quadrupolfeld
gehalten werden [153].

Beim Flugzeit-Massenspektrometer (TOF, engl. Time-of-Flight) werden die

eingebrachten lonen durch einen elektrischen Impuls beschleunigt und beginnen durch
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die Analysatorkammer zu fliegen. Die Flugzeiten der lonen zum Detektor werden
registriert. lonen mit einem héheren m/z Verhéltnis brauchen dafur langer als solche
mit einem Kkleineren m/z.

Ein Magnetisches Sektorfeld ist ein Impulsanalysator. Die Trennung von lonen
erfolgt durch deren Ablenkung in einem Magnetfeld. lonen mit unterschiedlichen m/z
Werten, fliegen im Magnetfeld auf Kreisbahnen mit unterschiedlichen Radien. Der
Radius der Flugbahn héngt von Lorentz- und Zentrifugalkréften ab.

Das Prinzip des FT-ICR Analysator besteht aus einer Speicherung von
lonenpaketen in einem sehr starken Magnetfeld und deren elektrischen Anregung. Die
Bestimmung der Cyclotronresonanzfrequenz erfolgt durch Fourier-Transformation
des Signals [145]. Mittels FT werden die Signale aus der Zeitdomane in die
Frequenzdoméne transformiert.

Auch die Orbitrap nutzt die Fourier-Transformation zur Umwandlung des Signals
aus dem Zeitbereich in den Frequenzbereich. Weiter werden die Frequenzen in m/z-
Werte umgewandelt. Dieser Analysator ist eine Art von lonenfalle. Die lonen werden
jedoch nicht durch einen Magneten in der Falle gehalten, sondern durch ein
elektrostatisches Feld [146].

4. Grundlagen der Methodenvalidierung in der Chromatographie

Die Aufgabe der Validierung einer entwickelten Analysenmethode ist die
Sicherung der Ergebnisse. Das Analysenverfahren kann hierbei anhand einiger
festgelegter Leistungsmerkmale beurteilt werden. Zu den wichtigsten gehoren:
Nachweis- und Bestimmungsgrenze, Wiederfindungsrate, Genauigkeit, Prézision,
Selektivitat und Linearitét [154 bis 156].

Die Genauigkeit ist der Abstand eines einzelnen Wertes vom Sollwert,
hervorgerufen durch systematische und zuféllige Fehler. Die Genauigkeit kann als
Wiederfindung der bekannten zugesetzten Menge in der Probe angegeben werden. Die

Berechnung der Wiederfindungsrate kann mit Formel F.1 erfolgen:

Xp—Xb

WFR = (F.1)

Xad

xp — Mittelwert des experimentell ermittelten Analysenergebnisses
xp — Mittelwert des experimentell ermittelten Blindwertes der Probenmatrix
Xqq — dotierte Analytgehalte
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Die Prazision informiert Uber die Streuung von Analyseergebnissen. Als
Prézisionsma konnen unter anderem Standardabweichung und relative
Standardabweichung verwendet werden. Die Standardabweichung wird mit Hilfe

folgender Formel (F.2) berechnet:

s = Z(xi'f)z (FZ)

n-1

X - Mittelwert
x; — Einzelwert
n — Anzahl der Messungen
Die prozentuale relative Standardabweichung (RSD%) ist identisch mit
Variationskoeffizient (V). Mit diesem Mal} kann man verschiedene Messungen und

Methoden vergleichen. Mit folgender Formel (F.3) kann man die RSD% berechnen:

N

RSD% = 2 x 100% (F.3)

s — Standardabweichung von mindestens 6 Messungen
X — Mittelwert

Unter der Nachweisgrenze (NWG) versteht man die niedrigste Konzentration
des Analyten in der Probe, bei der die Identifizierungskriterien erflllt sind. Der Analyt
muss nicht unbedingt genau quantifiziert werden kénnen. Die Bestimmungsgrenze
(BSG) wird als kleinste quantifizierbare Menge des Analyten definiert. Das ist die
Menge, die mit einer vorgegebener Richtigkeit und Prézision quantitativ erfasst
werden kann [156]. Ein beliebtes Verfahren in der Chromatographie flr die Ermittlung
von NWG und BSG ist das Signal/Rausch Verhaltnis. Es wird empfohlen, dass der
Wert fiir die NWG 3:1 und flr die BSG 10:1 betragt [155]. Es gibt jedoch auch andere
Maglichkeiten zur Ermittlung von Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, zum Beispiel
Kalibrierverfahren, Leerwertmethode und Abschatzung aus der Signalh6he. Wenn die
Blindproben kleine Signale enthalten, welche durch Verunreinigung verursacht sind,

kann man fiir die NWG folgende Regel benutzen [155]:
NWG = 3 * Blindwert (F.4)

In der Blindwertmethode [155] wird eine Kalibrierfunktion aus mindestens 3
Konzentrationen erstellt. Die NWG und BSG konnen dann mit Hilfe folgenden

Formeln ermittelt werden:
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NWG = y+33xs (F.5)
BSG = y+10xs (F.6)

y — Achsenabschnitt der Kalibrier funktion
s — Standardabweichung von 6 Blindproben

Eine weitere Mdoglichkeit die NWG und BSG zu bestimmen, ist eine
rechnerische Ermittlung mit Hilfe von Bildwerten und deren Standardabweichungen
[155]. In dieser Arbeit wurde dieses Verfahren fur die DMF-DMA Methode
verwendet. Die NWG und BSG wurden mit folgenden Formeln berechnet:

NWG = x+3xs (F7)
BSG=x+10xs (F.8)

x — Mittelwert aus sechs Blindwertmessungen
s — Standardabweichung von sechs Blindproben

Eine Kalibrierung wird zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen
Messwerten der Probe und Standardlésungen durchgefiihrt. Mit der Messung von
mindestens drei Standardlésungen in verschiedenen Konzentrationen wird
ublicherweise eine lineare Gleichung erstellt: y = ax + b. Von ICH [154] werden
mindestens funf Konzentrationen empfohlen, um eine Kalibriergerade zu erstellen.
Aus dieser Gleichung kann man in der Chromatographie die Konzentration des

Analyten (x) in der Probe berechnen:

x = Peakfl:;iche—b (F.9)

Die Linearitdt dieser Funktion wird am hdufigsten durch einen
Korrelationskoeffizient (R) oder Determinationskoeffizient (R?) bewertet. Fir die
Messung von Verunreinigungen, welche 0.1 bis 2.5% der Hauptkomponente betragen,
soll der R? Wert > 0.98 sein [155].

Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methode, verschiedene nebeneinander zu
bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit
eindeutig zu identifizieren [155]. In vorliegender Doktorarbeit werden zehn
Perfluorcarbonséuren mit verschiedenen Kettenldngen derivatisiert und detektiert. Um
die Selektivitat jeder Methode zu beurteilen, wurde in dieser Arbeit ein Gemisch aus
allen zu untersuchenden PFCA zur Methodeniberprifung verwendet.
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Bei der Beurteilung der Selektivitat soll auch untersucht werden, inwieweit die
Probenmatrix die Analyse beeinflusst. Die Problematik der Selektivitat einer
analytischen Methode tritt z.B. bei der Derivatisierung auf. Hierbei kdnnen einige
Bestandteile der Matrix den Ablauf der Reaktion stark beeinflussen. Dieser
Matrixeffekt muss fur jede Probenart vor der Analyse getestet werden. Auch die
Blindwerte kdnnen abhdngig von der Matrix und den zugegebenen Reagenzien
steigen. Oft ist eine Veranderung in der Probenvorbereitung zur Abtrennung der

Storstoffe erforderlich.

Die Matrix der Probe kann das Signal des Analyten in der Chromatographie
stark beeinflussen. Deswegen kénnen die Signale der Analyten in der Probe wesentlich
hohere oder niedrigere Intensitaten als in der Standardldsung aufweisen. In diesem Fall
kann man keine Kalibrierfunktion verwenden, um die Konzentrationen in der Probe
zu messen. Das Problem kann man durch Erstellung einer Kalibrierfunktion direkt in
der Probe eliminieren. Eine solche Ermittlung der Konzentration wird als Standard-
Additionsverfahren bezeichnet. In Abbildung 7 wurde die Methode schematisch

dargestellt.

Peakflachen von
aufgestockten Proben

_ Peakflache des Analytes
in der Probe

A4

Konzentration
der Probe

Abbildung 7 Schematische Darstellung des Standard-Additionsverfahrens [Quelle: eigene
Darstellung].
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Bei der Anwendung dieser Methode missen folgende Voraussetzungen erfillt werden
[157]:

- ein lineares Ansprechverhalten der eingesetzten Analysenmethode fur den
untersuchten Analyten im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich
- die Verlasslichkeit der zugesetzten Analytkonzentrationen

- die Homogenitat des Untersuchungsmaterials

Fur die guantitative Analyse wird die zu untersuchende Probe mehrfach geteilt.
Ein Teil des Extraktes wird direkt gemessen, andere werden zu verschiedenen
Konzentrationen mit Standard-L6ésung aufgestockt. Nach der Messung wird die

Auswertung der Ergebnisse in folgenden Schritten durchgefihrt:

1) Die Peakflachen der Blindprobe, der Analyseprobe und mindestens zwei
aufgestockten Proben werden integriert.

2) Von den Peakflachen jeder Probe werden die Peakflachen der Blindprobe
abgezogen.

3) Die Bestimmtheitsmall der Kalibriergerade wird Uberprift (>0.98), der
Achsenabschnitt und die Steigung der Kalibriergerade werden berechnet.

4) Die Konzentration der Analyseprobe wird mit folgender Gleichung (F.10)
berechnet:

Ya+s =a* Xs+b

ya+s_b
a= —
XS
wenn X, =0=>y,=b

Ya=b=ax* x4

Xy = = (F.10)

a — Steigung der Kalibriergerade

b — Achsenabschnitt der Kalibriergerade aus den Additionsschritten
y — Peakflache (Signal)

x — Konzentration

Index s — addierter Analyt als Standard (mehrfach)

Index a — Analyt in der Probe
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In vorliegender Arbeit wurden sowohl Kalibrationsmethode als auch Standard-
Additionsverfahren zur Quantifizierung von PFCA verwendet. Kapitel 6 und Kapitel 7
beinhalten  Entwicklung und  Optimierung der  Derivatisierungs- und
Extraktionsmethoden fiir die GC-MS Analyse von Perfluorcarbonsauren. Eine

schematische Darstellung dieser Arbeit befindet sich in Abbildung 8.

PFCA
|
v v
Umweltproben Alltagsprodukte
[
v v v
Feste Proben Wasserproben Feste Proben

Kapitel 7.7 - Kldrschlamm Kapitel 6.7 - KA Ablauf und Zulauf Kapitel 7.7 — Textilien, Zahnseide

Extraktion

|
v v v y
SPE LLE SPME LE

Kapitel 6.5 Kapitel 7.7
Y
Derivatisierung
[
v v ¥ !

Silylierung o Aminierung
Veresterun A .
Kapitel 6 - TESIOH g nilidierung | | g;oite1 7— DMF-DMA

| | | |
I

GC-MS Analyse
|

Quantitative Auswertung Quantitative Auswertung
Kapitel 6 - Kalibrationsmethode Kapitel 7 — Standard-Additionsverfahren

Abbildung 8 Schematische Darstellung der Methodenentwicklung zur Untersuchung von
PFCA.
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5. Ziel der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit ist es, neue, kostenglnstige und einfache
Derivatisierungsmethoden, fur die GC-MS-Analyse von Perfluorcarbonsduren, in
verschiedenen Proben zu entwickeln. Diese Methoden sollen eine Alternative und
Erganzung fur die klassischen LC-MS/MS Methoden darstellen. Die bisher
veroffentlichten Derivatisierungsmethoden sind meistens sehr zeitaufwandig und/oder
benodtigen toxischen Reagenzien. Daher besteht eine wichtige Anforderung dieser
Forschung darin, die gangigen Derivatisierungsmittel zu ersetzen, sowie neue einfache
Reaktionen zu finden, mit denen PFCA mittels GC-MS messbar gemacht werden

kdnnen.

Eine weitere Voraussetzung ist die Anwendung neuer Derivatisierungsmethoden
sowohl flr wassrige, als auch flr feste Proben. Die Derivatisierungsreaktionen sind
oft wasserempfindlich, was zu Problemen bei der Probenvorbereitung fuhrt. Aus
diesem Grund, soll eine neuentwickelte Reaktion fiir wassrige Proben in Wasser
stattfinden. Dies ermdglicht es, die Proben direkt in situ oder (nach der SPE) in einem
wassrigen Medium zu derivatisieren. Darlber hinaus sollte die Probenvorbereitung
maoglichst einfach sein. Dazu ist es erforderlich das klassische SPE-Verfahren fiir die
Anwendung in einem Labor anzupassen, welches nicht speziell fur die Analyse von
Umweltproben ausgestattet ist. Die neu entwickelten Methoden sollen einfach in

andere Laboratorien transferiert und angepasst werden kénnen.

Fur feste Proben, welche mit einem organischen Lésungsmittel extrahiert werden,
soll eine weitere Derivatisierungsreaktion erarbeitet werden. Diese soll vorzugsweise
mit einem nicht-toxischen Reagenz in einem organischen Ldsungsmittel stattfinden.
Weiterhin soll die Anzahl der Probenvorbereitungschritte moglichst minimiert und
optimiert werden, da eine komplexe und zeitaufwéndige Derivatisierung einen grof3en
Nachteil der meisten bisher vertffentlichen Methoden fiir die GC-MS darstellt.

Als  mogliche  Derivatisierungsreagenzien  sollen  Dimethylformamid-
dialkylacetale getestet werden. Da die Reaktion dieser Verbindungen mit
Perfluorcarbonsduren bisher nicht untersucht wurde, soll zusatzlich die Struktur des

Produktes dieser Reaktion identifiziert werden.

Des Weiteren soll eine Derivatisierungsreaktion mit einem dieser
Dimethylformamid-dialkylacetale optimiert werden. Nach der Optimierung soll diese
Methode fir Analyse von PFCA in festen Proben anwendbar sein. Da die Reaktion im
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Probenextrakt erfolgt, soll erklart werden, wie effizient die Methode zur Bestimmung

von PFCA in unterschiedlichen Matrices tatséchlich ist.

Bisher ist LC-MS/MS fir die Bestimmung von PFCA die Methode der Wahl. Das
Hauptziel dieser Arbeit ist es, fir GC-MS die Tur zur Routineanalytik von PFCA zu

offnen.
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6. Entwicklung einer Methode zur Derivatisierung von PFCA mit

Silanolen.

Im Jahr 2010 haben Musijowski et al. eine Methode zur Bestimmung des
gesamten organischen Fluors (engl. Total Organic Fluorine, TOF) prasentiert [158].
In dieser Methode wurde ein Fluorid-Anion mit Triphenylsilanol (TPSIOH) zu
Triphenylfluorosilan umgesetzt (Abbildung 9).

3
- _H
@Si—OH B —— QSi—F + H0

Abbildung 9 Ein Schema der Reaktion von Triphenylsilanol mit Fluorid.

Die Struktur der PFOA mit 15 Fluoratomen in einer Kohlenstoffkette l&sst
vermuten, dass diese Reaktion auf ahnliche Weise auch mit dieser Verbindung
stattfinden wird. Die pKs Werte von Perfluorcarbonsauren sind so niedrig, dass sie in
Wasser fast vollstandig als Anionen vorliegen [18]. Deswegen sollte in dieser Reaktion
das Anion der Perfluoroktansaure mit Triphenylsilanol einen Triphenylsilylester
bilden, welcher dann mittels HPLC-UV nachweisbar ist. Der Mechanismus &hnelt dem

der Umesterung unter sauren Bedingungen (Abbildung 10).

H
F15C7—-</ P — F15C7‘< - F15C74+< P —d F1507 OH
OH OH —% OH Ph /+OH
/ /SI
Th | Ph Ph
Ph—?i—OH

OH
* oH +
O + 2 o F1SC7 OH2
o

F1sC7"/< i - F15C7A/< " —5 Ph
- O—Si—Ph Ne”
—Si—Ph | Jsi
Ph Ph” “Ph

Ph

Abbildung 10 Mechanismus einer Reaktion von Triphenylsilanol mit PFOA unter sauren
Bedingungen (eigene Darstellung nach [159]).
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Um diese Hypothese zu bestatigen, wurde eine Reaktion von Perfluoroktanséaure
mit Triphenylsilanol durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde PFOA in Wasser gelost
und, wie im Punkt 9.5 beschrieben, mit TPSIOH derivatisiert. Die Konzentration der
PFOA betrug 100 pg/ml (0.24 mM). Zur Analyse des Reaktionsproduktes wurde ein
HPLC-UV System verwendet (siehe Punkt 9.13).

Bei der HPLC-UV Messung, mit einer Wellenlange von 222 nm, war die
Perfluoroktansaure in dieser Konzentration nicht nachweisbar. Ein Triphenylsilylester
dieser Sdure, absorbiert jedoch die Strahlung im UV-Bereich und sollte auf dem
Chromatogramm sichtbar sein. In Abbildung 11 ist ein HPLC-Chromatogramm
dargestellt. Ein Peak mit der Retentionszeit von 13.83 Minuten entspricht dem Ester
der Perfluoroktansaure. Dieser Peak wurde auf dem Chromatogramm der Blindprobe
nicht gefunden. Dies deutet darauf hin, dass eine Reaktion stattgefunden hat, bei der
die PFOA zu Triphenylsilylester umgesetzt wurde. Im Vergleich zu der
Gaschromatographie war die Empfindlichkeit der Methode sehr niedrig. Aus diesem
Grund wurde die Methode fur HPLC-UV nicht weiterentwickelt.

Chrom Type: HPLC Channel : 1
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Abbildung 11 HPLC-UV Chromatogramm nach der Reaktion von PFOA mit TPSiOH.

Die Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion, bietet eine
bessere Empfindlichkeit und Trennleistung als HPLC-UV Systeme und kann fir
solche Analysen verwendet werden. Die Triphenylsilylgruppe ist jedoch mit einer
molaren Masse von 275 u relativ grol3, wodurch die Produkte der Reaktion mit
langkettigen Analyten (zum Beispiel PFDoDA) schwerfliichtig und somit nicht fur
GC-Analyse geeignet sind. Die Reaktionen von Fluorid mit verschiedenen Silanol-
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Verbindungen, sowie die Bestimmung mittels GC, wurden bereits in den sechziger
Jahren beschrieben [160,161]. Die Reaktion mit Trialkylsilanolen, die eine kleinere
Molekllmasse besitzen, sollte in dhnlicher Weise, wie die Reaktion mit

Triphenylsilanol, erfolgen.

Um mehr fliichtige Derivate zu bilden, wurde im nachsten Schritt eine Reaktion
der PFOA mit Trimethylsilanol durchgefiihrt. Das Reaktionsprodukt wurde mittels
GC-MS analysiert. Nach der Durchfiihrung der Reaktion (siehe 9.5) wurde ein PFOA-
TMS Ester auf dem Chromatogramm mit der Retentionszeit von 10.72 Minuten
gefunden. Abbildung 12 zeigt das aufgenommene Massenspektrum des PFOA-TMS

Derivates.
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Abbildung 12 Massenspektrum des PFOA-TMS Derivates.

In Abbildung 13 wurden die wichtigsten Fragment-lonen des PFOA-TMS-
Derivates dargestellt. Es konnte kein Molekdl-lon (m/z 486) nachgewiesen werden.
Das lon [M-H]* von einer derivatisierten PFOA (m/z 485), war jedoch im Spektrum
sichtbar. Typische Fragmentierungen der perfluorierten Kette [124,162],
beispielsweise Fragment-lonen bei m/z 69, 119, 169, 231 und 319, konnten im

Spektrum nachgewiesen werden.
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Abbildung 13 Fragmentierung des PFOA-TMS-Derivates (nach [92]).

AuRer PFOA wurden auch die anderen Perfluorcarbonsauren, mit Kettenlangen
von vier bis neun Kohlenstoffatomen, mit TMSIOH derivatisiert. Nur die
Perfluorcarbonséuren mit Kettenlangen grofer funf Kohlenstoffatomen konnten auf
dem  Chromatogramm beobachtet ~ werden. Die  Retentionen  der
Derivatisierungsprodukte  der  Perfluorcarbonsdauren  mit  drei und vier
Kohlenstoffatomen waren zu gering, sodass diese Verbindungen zusammen oder kurz

nach dem Ldsungsmittel eluiert haben (Abbildung 14).
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Abbildung 14 GC-MS Chromatogramm mit PFCA-TMS Ester im SIM Modus (m/z 77).

Aufgrund der sehr niedrigen Konzentrationen von PFCA in Gewassern, ist die
Empfindlichkeit bei der Entwicklung einer Messmethode ein entscheidender Faktor.
Im nachsten Teil des Experiments wurde die Festphasenextraktion in Kombination mit
einer TMS-Derivatisierung getestet, um die Empfindlichkeit der Methode zu
bestimmen. Zu diesem Zweck wurde ein Liter Reinstwasser mit PFOA aufgestockt.
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Die Festphasenextraktion wurde nach einem modifizierten Macherey-Nagel Verfahren
Nr. 305820 [163] durchgeflhrt (siehe 9.12.1). Anschlielend wurde die Probe mit
TMSIOH derivatisiert (siehe 9.5).

Mit dieser Methode konnte PFOA bei einer Konzentration von 1 pg/I
nachgewiesen werden (Abbildung 15). Die Messung wurde im SIM-Modus
durchgefuhrt. Zur Quantifizierung wurde ein lon bei m/z 77 ausgewéhlt. Im Vergleich
mit anderen, in der Literatur beschriebenen Methoden (Kapitel 3), bei welchen die
Nachweisgrenzen im niedrigen Nanogramm pro Liter Bereich lagen, war diese

Methode zum Nachweis von PFCA, nicht empfindlich genug.
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Abbildung 15 PFOA bei der Konzentration von 1 pg/l nach der SPE und Derivatisierung.

Dies fuhrt dazu, dass bei dieser analytischen Methode noch
Verbesserungspotenzial besteht. Die Retentionszeiten der Analyten sollten verlangert
werden, um die kurzkettigen PFCA (C3-C5) auf dem Chromatogramm erfassen zu
konnen. Dazu kann ein Derivatisierungsmittel verwendet werden, dass grofRere
Alkylgruppen in seiner Struktur enthalt. AulRerdem sollten grélRere Fragment-lonen
zur Quantifizierung im SIM Modus verwendet werden, da ein lon bei m/z 77 ein relativ
hohes Rauschen der Basislinie verursacht. Zusatzlich muss die Festphasenextraktion
optimiert und an die Derivatisierungsreaktion angepasst werden. Da die Reaktion unter
sauren Bedingungen stattfindet, kann die Elution mit Ammoniumhydroxid einen
negativen Einfluss auf die Ausbeute haben. Bei der Reaktion sollen die Bedingungen,

wie Extraktionszeit und Konzentration der Sdure, angepasst werden. Auch die
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Messparameter und Injektionsbedingungen des GC-MS Systems kdnnen dazu fuhren,

dass die erzielten Nachweisgrenzen wesentlich niedriger werden.

Um langere Retentionszeiten zu erreichen und somit auch kurzkettige
Perfluorcarbonsauren zu erfassen, wurde im ndchsten Schritt Triethylsilanol
(TESIOH) als Derivatisierungsmittel verwendet. Zu diesem Zweck wurden 3 ml einer
waéssrigen Losung, mit zehn Perfluorcarbonsauren (PFPrA — PFDoDA je 100 pg/ml)
vorbereitet und mit 250 pul SM H2SO4 in einem Eppendorf Safe-Lock GeféaR gemischt.
Danach wurde eine Triethylsilanol-Losung (20 mg in 2 ml Heptan, 0.08 mM)
zugegeben und die Probe anschliefend 30 Minuten geschdttelt. Im Anschluss wurde
die organische Phase in das GC-MS System injiziert. Fr alle zehn Analyten konnten
auf dem Chromatogramm die entsprechenden Peaks den Derivaten zugeordnet werden
(Abbildung 16).
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Abbildung 16 Ein extrahiertes lonenchromatogramm eines PFCA Gemisches mit
Kettenldngen C3-C12 nach der Derivatisierung mit TESiOH.

Die vollstdndige Trennung von allen PFCA erfolgte in 19.5 Minuten. Nach der
Reaktion mit TESIOH zeigten die PFCA-Derivate entsprechend langere
Retentionszeiten, als nach der Reaktion mit TMSIOH. Daher ist es mdglich, auch die
Derivate von kurzkettigen PFCA auf dem Chromatogramm (PFPrA, PFBA und PFPA)
nachzuweisen (Abbildung 16). Nach der Derivatisierung mit TMSIOH, war es nicht
maoglich sie zu detektieren, da diese kurzkettige PFCA zusammen mit dem
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Losungsmittel eluierten. Im Vergleich mit der TMSIOH Methode, konnten mit der
TESIOH Methode mehr PFCA in einer Analyse erfasst werden. Dies fuhrte dazu, dass
fiir die weitere Methodenoptimierung TESIOH als Derivatisierungsmittel ausgewéahlt

wurde.

6.1. Untersuchung der TESIOH Derivatisierungsreaktion

In einem weiteren Schritt wurden die Massenspektren von PFCA-TES Derivaten
mittels GC-MS-EI aufgenommen und analysiert (siehe 9.14.1). Die Interpretation des
Spektrums war notwendig, um die richtigen Fragment-lonen zur quantitativen Analyse
auszuwahlen. AuRerdem sollten die EI-Spektren, die lIdentifizierung der Analyten
ermdoglichen. Alle Derivate zeigten dhnliche Fragmentierungsmuster: Die Fragment-
lonen von verschiedenen PFCA-Homologen unterschieden sich um A(m/z) = 50, dass
der Masse einer CF. Gruppe entspricht. Das Massenspektrum des PFOA-TES
Derivates und die wichtigsten Fragment-lonen des PFOA-TES-Derivates befinden
sich in Abbildung 17 und Abbildung 18.
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Abbildung 17 Das Massenspektrum der PFOA-TES Derivates [164].
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Abbildung 18 Die Fragmentierung des PFOA-TES-Derivates [164].

Weder ein Molekiil-lon bei m/z 528 noch ein [M-H]*-lon bei m/z 527 konnten
gefunden werden. Fur PFBA-Triethylsilylester, wurde jedoch ein [M-H]*-lon bei
m/z 327 detektiert. Vermutlich wurden die Molekdl-lonen von groReren PFCA, durch
den Verlust einer Ethylgruppe zu schnell fragmentiert. Dieses Phdnomen ist in der
Massenspektrometrie bekannt. Wenn die Primarfragmente noch geniigend Energie
haben, kénnen diese weiter zerfallen. Somit finden in der lonenquelle Konkurrenz-
und Folgereaktionen statt [145]. Das erste Signal im Spektrum wurde bei m/z 499
gefunden, was dem Verlust einer Ethylgruppe entspricht. Das Hauptfragment-lon im
Spektrum war ein Peak bei m/z 105. Dieses Fragment-lon konnte als [F-Si(Et)]*
identifiziert werden. Ein Signal bei m/z 77 entstand durch den Verlust von CoHa. Ein
Fragment-lon bei m/z 115 konnte einem Triethylsilyl-lon zugeordnet werden. Das EI-
Massenspektrum des PFOA-TES-Derivates folgte einem ahnlichen Muster, welches
fir andere PFCA-Derivate mit charakteristischen Perfluoralkylfragmenten,
beispielweise [CF3]" (m/z69) und [C3Fs]* (m/z 131), bereits in der Literatur
beschrieben wurde [85,92,123].

Um den Einfluss der Struktur des Analyten auf die Reaktion zu untersuchen,
wurden verschiedene Sduren mit TESIOH derivatisiert (siehe 9.6). Zu den
untersuchten Verbindungen gehdren vier Carbonsauren und eine Perfluorsulfonséure.
Die Alkylkette der Carbonséuren enthélt sowohl Fluor- als auch Wasserstoffatome in
unterschiedlichen Kombinationen. Die Namen, Strukturen und CAS Nummern
wurden in Tabelle 5 zusammengefasst. Die Anzahl der Produkte der
Derivatisierungsreaktionen und deren Massenspektren wurden miteinander

verglichen.
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Tabelle 5 Sauren fir welchen TESIOH als Derivatisierungsmittel getestet wurde.

Nr. Name CAS Struktur
1 Nonafluoro-3,6- 151772-58-6 Fi i 2
. " (0]
dioxaheptanséure F O)S( Y\OH
(NFHA) FF FF

2 11H- 1765-48-6 i
Perfluorundekansaure ”W\OH

(1HUnDA) FF FF FF FF FF
3 2H,2H,3H,3H- 34598339 | 7 N O V¢
Perfluorundekanséure . OH
(2HUnDA) FF FF FF FF HH

4 | Perfluoroktansulfon- 1763-23-1 i
saure (PFOS) FME_OH
Oktansaure 124-07-2 HH  HH  HH (IDI

Trotz relativ hoher Konzentrationen (100 pg/ml) wurden keine Produkte der

Derivatisierung fur PFOS gefunden. Die Derivate von NFHA und 1HUNnDA wurden
als Peaks mit Retentionszeiten von 10.3 und 20.9 Minuten gefunden. Bei beiden dieser
Derivate wurden fur die Triethylsilylierung charakteristische Signale bei m/z 77, 105
und 115 beobachtet (Abbildung 19). Ahnlich wie bei anderen linearen PFCA-TES
Derivaten (Abbildung 17 und Abbildung 22 ), waren im Bereich tiber m/z 180 nur
wenige Fragment-lonen sichtbar. Auf Basis dieser Spektren ware es unmdglich, die
genauen Strukturen dieser Verbindungen zu identifizieren. Es konnte jedoch erkannt
werden, dass die untersuchten Verbindungen Carboxylgruppen enthielten, die zu
Triethylsilylestern  derivatisiert wurden. AuBerdem konnte mithilfe der
charakteristischen lonen, eine lineare, perfluorierte Kohlenstoffkette erkannt werden.
In diesem Fall wurden bei 1HUnDA Fragment-lonen bei m/z 131, 169, 231, 319
gefunden, die bei NFHA nicht sichtbar waren. Bei NFHA hat das Signal bei m/z 69
darauf hingewiesen, dass die Struktur eine CFs Gruppe enthielt. Dieses Signal konnte
bei IHUNDA nicht detektiert werden, da diese Verbindung keine CFs Gruppe enthielt.
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In beiden Féllen konnten auch die Massen der Derivate bestimmen werden, da die
Signale fir [M-Et]"* sichtbar waren (m/z 381 bei NFHA und m/z 631 bei 1HUNDA).
Diese Erkenntnisse beinhalten erhebliche Hinweise zur Strukturaufklarung.

Die Verbindung 2HUNDA, bei der zwei CH> Gruppen direkt mit der
Carboxylgruppe verbunden sind, zeigte zwei Peaks auf dem Chromatogramm: ein
TES-Derivat und eine nicht umgesetzte Séure. Die Peakflache der Séure war 15-mal
grolRer, als die Peakflache des Derivates. Auch in diesem Spektrum war das Fragment-
lon [M-Et]* bei m/z 577 sichtbar (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Massenspektren von drei Produkten nach der Derivatisierung: 11H-
Perfluorundekansaure (HFUNnDA), 2H,2H,3H,3H-Perfluorundekansédure (2HunDA) und
Nonafluoro-3,6-dioxaheptansaure (NFHA) mit TESiOH.

In Abbildung 20 werden zwei Chromatogramme gezeigt: eine Blindprobe und
eine Probe, mit einem Gemisch von PFOA und Oktansdure, nach der Derivatisierung
mit TESIOH. Wéhrend PFOA nur ein Produkt gebildet hat, zeigte Oktanséure (&hnlich

wie 2HUNDA) zwei Signale auf dem Chromatogramm.
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Abbildung 20 Chromatogramme der Blindprobe und einer Probe nach der Derivatisierung von
PFOA und Oktansaure mit TESiOH.

Der Peak Nr. 1 wurde als Hexaethyldisiloxan, ein Nebenprodukt der Reaktion,
identifiziert. Peak Nr. 2 entspricht dem PFOA-TES Derivat und Peak Nr. 3 ist das
Resultat nicht umgesetzter Oktansaure. Der letzte Peak bei der 22. Minute ist ein
Triethylsilylderivat der Oktanséure. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass zwar
Oktansdure auch den Triethylsilyester in dieser Reaktion bildet, dieser jedoch nur
teilweise umgesetzt wird. Die Reaktivitat der Verbindung ist wesentlich héher, wenn
ein Substituent am Alpha-C-Atom der Carboxylséure einen negativen induktiven
Effekt verursacht. Ein Substituent, der einen negativen induktiven Effekt auf die
Carboxylgruppe hat, ist die CF> Gruppe. Je néher eine solche elektronegative Gruppe
an der COOH-Gruppe liegt, desto effizienter ist die Derivatisierung. Der Wasserstoff
am Ende der perfluorierten Kette, hat hingegen keinen Einfluss auf die Reaktion
(IHUNDA). Anders ist es, wenn sich der Wasserstoff direkt am Alpha-C-Atom
befindet, dadurch ist die Umsetzung des Analyten unvollstandig. Dartiber hinaus ist
die Reaktion selektiv fir Carbonsduren, sodass eine Bestimmung von

Perfluorsulfonséuren mit dieser Methode nicht méglich ist.

Einer der Hauptvorteile der GC, im Vergleich mit den klassischen LC Systemen,
ist ihre hohe Trennleistung, die diese Analysenmethode auch fir PFCA-Isomeren
anwendbar macht. Um eine gute Trennleistung zu beweisen, wurde ein Gemisch aus
linearen PFNA (n-PFNA) und ihrem verzweigten Isomer (iso-PFNA) derivatisiert und
gemessen (Abbildung 21). Beide Verbindungen zeigten ahnliche Retentionszeiten, die
bei. 15.39 und 15.65 Minuten fir n-PFNA bzw. iso-PFNA lagen. Eine sehr gute
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Trennung der Peaks wurde ohne zuséatzliche Optimierung des Temperaturprogramms

erreicht (Abbildung 21). Darlber hinaus waren die Spektren von n-PFNA und iso-

PFNA é&hnlich genug, um diese Verbindungen leicht als Isomere zu identifizieren

(Abbildung 22).
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Abbildung 21 GC-MS Chromatogrammm mit n-PFNA und iso-PFNA TES-Derivaten.
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iso-PFNA (A) und n-PFNA (B) [164].
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Die lonen, die durch die Fragmentierung der Triethylsilylgruppe entstehen
(m/z 77,105, 115, 131), waren fir beide Isomere identisch. Daruber hinaus dhnelte das
allgemeine Fragmentierungsmuster stark anderen PFCA (Abbildung 18). Das
Fragmentierungsmuster fur iso-PFNA befindet sich in Abbildung 23. Obwohl das
Molekdil-lon M™ im Spektrum nicht sichtbar war, wurde das Fragment-lon [M-Et]*
(m/z 549) in den Massenspektren beider Verbindungen nachgewiesen und konnte zur
Identifizierung von PFCA-Isomeren verwendet werden. Beide Verbindungen zeigten
ahnliche Fragmentierungsmuster, dennoch konnten fur verzweigte PFNA einige

zusétzliche Fragment-lonen (zum Beispiel m/z 397 und m/z 379) gefunden werden.

CF1 C4F,COOSI(Et,)"*
/ Mw=578 u \02%: 0 Y
. ¥

. + /+
[C,F,,COOSI(Et,)] -Et [C8F16—g—0—8i]
K
m/z 397 < m/z 531
]
. [CsF17—C—O—Si(Ety)]"

[C.F/] m/z 549
m/z 181

Abbildung 23 Die Fragmentierung des verzweigten PFNA-Derivats.

Fur die Durchfihrung der Non-Target Analyse, sollen zuerst die Peaks mit
ahnlichen Retentionszeiten auf dem Chromatogramm gesucht werden. Im nédchsten
Schritt, sollen die Massenspektren von nah beieinander liegenden Peaks verglichen
werden. Als Isomere kénnen die PFCA identifiziert werden, die das gleiche [M-Et]*
Fragment-lon aufweisen. Daruber hinaus, sollen die verzweigten Isomere zusatzliche
lonen bilden, die im Spektrum von linearen PFCA nicht zu finden sind. Diese
Eigenschaft weist auf unterschiedliche Abspaltungen von Fragmenten der
Perfluoroalkylkette hin. AnschlieBend soll die Struktur des Isomers aufgezeichnet
werden und die Fragmentierung von den PFCA lonen, insbesondere von den
zusétzlichen Fragment-lonen der verzweigten PFC-Kette, Uberpruft werden. Um die
Spektren von linearen PFCA und deren Isomeren in einer Probe zu unterscheiden, die
mindestens 10 ng des Isomers enthalt, kann die Messung im TIC Modus verwendet
werden. Auf diese Weise ist es moglich, eine Non-Target-Analyse der Probe
durchzufuhren. Diese GC-MS Methode zur Trennung von PFCA Isomeren hat einige
Vorteile gegenuber anderen verdffentlichten Methoden. De Silva et al. haben

beispielweise PFCA mit 2,4-Difluoroanilin derivatisiert, jedoch benétigte diese
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Reaktion, eine sehr aufwéndige Probenvorbereitung [128]. Daruber hinaus erfolgte die
Trennung von PFOA Isomeren erst zwischen 87. und 99. Minute auf dem
Chromatogramm. Noch langere Temperaturprogramme haben Naile et al. verwendet,
mit Retentionszeiten bis zu 340 Minuten fir PFDoDA [90]. Ein weiterer Nachteil bei
Naile et al., war die Verwendung eines toxischen Derivatisierungsreagenz
(Diazomethan), dessen Einsatz es, als eines der Ziele dieser Arbeit, zu vermeiden gilt.
Aufgrund der aufgefiinrten Nachteile (aufwendige Probenvorbereitung, lange
Retentionszeiten und die Verwendung toxischer Derivatisierungsreagenzien), stellt die
einfache und schnelle Derivatisierung mit Triethylsilanol, eine gute Alternative zu den

derzeit beschriebenen Methoden dar.

Fur viele Analyten kann die Negativ-lonen-Chemische lonisation (NCI) die
Empfindlichkeit der Messung wesentlich verbessern. Aus diesem Grund wurden
PFOA-Derivate nach der Reaktion mit TMSIOH und TESIiOH mittels GC-MS-NCI
analysiert (9.14.3). Zuerst wurde die NCI-Analyse fur PFOA nach der Derivatisierung
mit TMSIOH durchgefiihrt. Fur diese Messung wurde Methan als Reagenzgas
verwendet. Es konnte beobachtet werden, dass die Empfindlichkeit des Geréts schon
nach wenigen Messungen stark abgefallen ist, was durch die Beschédigung des
Filaments verursacht wurde. Aus diesem Grund wurde fir zukinftige Messungen
Ammoniak anstelle von Methan als Reagenzgas verwendet. Trotz verschiedener
Reagenzgase flihrte das Aussehen der Spektren von PFOA-TES und PFOA-TMS zu
einem dhnlichen Erscheinungsbild (Abbildung 24).

In beiden Spektren konnte das gleiche Hauptfragment-lon mit m/z 394
beobachtet werden. Dieses Fragment-lon entstand durch den Verlust von
Fluorwasserstoffsaure (HF) aus der PFOA. Diese Verbindung konnte auch als Ursache
flr die Beschadigung des Filaments verantwortlich gemacht werden [84]. Das grofite
Fragment-lon im PFOA-TMS Spektrum wurde bei m/z 413 beobachtet. Das gleiche
lon konnte auch im Spektrum von PFOA-TES gefunden werden und entstand durch
Abspaltung von Wasserstoff aus dem PFOA Molekul [PFOA-H]". Auch die typischen
Fragment-lonen fir perfluorierte Kohlenstoffketten (m/z 169, 231, 319, 331 und 369),
konnten in beiden Spektren beobachtet werden [85,92,123]. Fir PFOA-TES waren
zwei Fragment-lonen groRer als m/z 413 zu finden. Eine Eliminierung von F2 und einer
Ethylgruppe, fihrten zu einem lon bei m/z 449 [C;F13COOSI(Et2)]". In analoger
Weise, durch den Verlust des F> Molekiils und einer Methylgruppe, entstand ein lon
bei m/z 475.
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Abbildung 24 NCI Massenspektren von PFOA nach der Derivatisierung mit TESiOH (oben)
und TMSIOH (unten).

In mehreren Publikationen wurde die Anwendung von GC-MS-NCI zur PFCA
Analyse beschrieben (Tabelle 2). In diesem Experiment hat sich die NCI-Analyse flr
PFCA-Triethylsilylderivate als nicht optimal herausgestellt. Trotz der Substitution der
Reagenzgase, war die Empfindlichkeit des Gerats nicht besser, als die Empfindlichkeit
des GC-MS-EI Systems. Zudem war die Anwendung des NCI-System, sehr viel
aufwandiger, als der Umgang mit dem GC-MS-EI System. Grund daftr, war die
Verwendung von Reagenzgasen, die zuséatzliche Vorbereitungsschritte verursacht
haben. Der Bedarf an Tuning des Geradts war fir NCI viel h&aufiger, als fir ein
klassisches GC-MS-EI System. Eines der Hauptziele dieser Arbeit war es, eine
Methode zu entwickeln, die einfach in alle anderen Labore transferiert werden kann.
In diesem Fall bietet das NCI-System keine Vorteile fir die Messmethode, da es nicht
zu der Grundausstattung in einem analytischen Labor gehért und zudem keine bessere
Empfindlichkeit aufweist. Aus diesem Grund wurde die Methodenoptimierung fir das
GC-MS-NCI nicht weitergefihrt.

Um mdogliche Probleme dieser Methode beim Umgang mit realen Proben schnell

zu erkennen, wurden mehrere Wasserproben aus dem Region Baden-Baden
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untersucht. Die zu untersuchende Proben wurden vom 27.11.2017 bis zum 10.12.2017
(14 Tage) jeweils um 12:00 Uhr aus einem Brunnen entnommen. Die
Festphasenextraktion wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt [163].
Die HR-XAW Kartuschen (Macherey Nagel) wurden mit 2 ml 0.1 % Methanol in
Wasser, 2 ml Wasser und anschlieRend mit 2 ml MeOH konditioniert. Die Kartuschen
wurden auf der Vakuumkammer platziert und die Proben durch den Polyethylen-
Schlauch zu der SPE-Phase geleitet. Der Durchlauf von 1.5 Liter wassrigen Proben
dauerte 120 Minuten. Danach wurde die Phase mit Wasser, 1 % Ameisensdure und
Methanol gewaschen. Anschlieend wurden die Analyten aus der Phase mit 0.1 %
NH4OH in Methanol eluiert. VVor der Derivatisierung wurde der Extrakt abgedampft
und mit 0.5 ml Wasser und 0.1 ml 1 M H2SO4 gemischt. Im Anschluss wurde die Probe
in ein 5 ml GefaR bertragen, wo es mit 0.25 ml TESIOH in Heptan (0.15 M) flr 30
Minuten ausgeschuttelt wurde. Die obere Phase wurde danach in das GC-MS System

injiziert.

Vor der Optimierung der Methode lagen die Nachweisgrenzen im niedrigen pg/l
Bereich. Die Kalibration mit PFCA-Standardlésung wurde im Bereich von
0.1-1.5 pg/l durchgefuhrt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass das Brunnenwasser eine
hohe Belastung mit PFCA aufwies. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6 Ergebnisse der PFCA-Analyse von Brunnenwasserproben, 14 Tage Test.

Probe | PFPrA| PFBA| PFPA| PFHxA| PFHpA | PFOA| PFNA | PFDA | PFUnDA | PFDoDA
2711 | <1 0.45 0.99 0.90 0.60 1.34 | 050 | 0.53 <0.8 <15
28.11 <1 0.59 191 1.64 0.85 2.35 | 0.49 ND ND ND
29.11 <1 0.59 1.92 1.66 0.86 257 | 049 ND ND ND
30.11 <1 0.64 2.46 2.16 1.12 3.73 | 0.50 ND ND ND
1.12 <1 0.60 1.95 1.71 0.93 2.80 | 049 ND ND ND
212 <1 0.61 2.14 1.89 1.16 294 | 049 ND ND ND
3.12 <1 0.59 1.93 1.68 0.89 2.60 | 049 ND ND ND
4.12 <1 0.69 2.85 2.53 1.26 462 | 0.50 ND ND ND
5.12 <1 0.60 2.09 1.83 0.96 2.78 | 049 ND ND ND
6.12 <1 0.61 2.16 1.86 0.98 2.84 | 049 ND ND ND
7.12 <1 0.55 1.77 1.56 0.82 223 | 049 ND ND ND
8.12 <1 0.51 1.56 1.37 0.80 2.18 | 049 ND ND ND
9.12 <1 0.63 2.19 1.96 1.82 3.13 | 0.50 ND ND ND
10.12 <1 0.59 2.09 1.85 1.04 2.86 | 0.49 ND ND ND

* Die erste Probe hat nach der SPE anders ausgesehen: der Extrakt war gelb. Die Probe wurde aus
groRerer Tiefe dem Brunnen entnommen und enth&lt deswegen mehr Feststoffe.
** ND — nicht gefunden
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In Tabelle 7, wurden die durchschnittlichen Werte fiir die 14 Tagesmessungen

und die Bestimmungsgrenzen der PFCA dargestellt. Daraus geht hervor, dass PFOA

die hdchsten Konzentrationen in allen Proben aufweist. Allerdings kommen auch

PFPA, PFHXA und PFHpA im Brunnenwasser in hohen Konzentrationen vor. Diese

Ergebnisse haben gezeigt, dass das Problem der Wasserverunreinigung in der Region

Baden-Baden immer noch aktuell ist. Die Ergebnisse miissen jedoch kritisch betrachtet

werden, da die Methode vor der Messung nicht validiert wurde. Diese Untersuchung

diente ausschlieRlich der Erkennung moglicher Herausforderungen bei der PFCA-

Analyse von realen Proben.

Tabelle 7 Durchschnittliche Konzentrationen von PFCA in Brunnenwasser und deren

Bestimmungsgrenze.

Durchschnittliche | Bsg
Konzentration
g/ [Ho/l]
PFPrA <BSG 1

PFBA 0.59 0.3
PFPA 2 0.1
PFHxXA 1.76 0.05
PFHpPA 1.01 0.05
PFOA 2.55 0.05
PFNA 0.49 0.2
PFDA ND 0.5
PFUNDA ND 0.8
PEDoDA ND 15

In Abbildung 25 sind zwei Chromatogramme gezeigt: eine Messung der Probe

vom 01.12.2017 und eine Standardldsung in Konzentration von 0.5 pg/l. Es ist einfach

zu erkennen, welche PFCA in groRRen Konzentrationen in der Probe vorkommen.
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Abbildung 25 Chromatogramme einer Brunnenwasserprobe und Standardlésung in einer
Konzentration von 0.5 ug/l.

Aus diesem Experiment wurden mehrere wichtige Erkenntnisse gewonnen. Es
wurde festgestellt, dass die festen Partikel die Kartuschen verstopfen, wodurch die
wassrige Standard-Losung schneller als die Probe durch die Kartusche fliel3t. Dies
kann zu wesentlichen Unterschieden in der Adsorption der Analyten fuhren.
AuBerdem dauerte die klassische SPE sehr lange und musste standig Uberwacht
werden. Aufgrund eines kleinen VVolumens der Vakuumkammer, musste das Wasser,
das durch die SPE-Kartuschen fliel3t, 6fters aus der Kammer entfernt werden. Dafir
war es nétig die Pumpe auszuschalten, die Kammer zu 6ffnen und das Wasser alle 10
bis 15 Minuten aus der Kammer zu entfernen. Daruber hinaus konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass das Abdampfen des Extraktes teilweise zum Verlust von
Analyten gefuhrt hat. Daher sollte das Eluent so angepasst werden, dass das
Abdampfen vor der Derivatisierung zuktnftig nicht mehr nétig ist. AuRerdem wurde
in Proben, die mehr Feststoffe enthalten, mehr langkettige PFCA nachgewiesen. Das
deutet darauf hin, dass die kurzkettigen PFCA (welche wasserloslicher sind) im
Wasser verbleiben, wohingegen sich die langkettigen PFCA besser auf Bodenpartikeln
adsorbieren [23 bis 25]. Dartiber hinaus sind die Bestimmungsgrenzen dieser Methode
zu hoch, sodass Optimierungen der Extraktion, Derivatisierung, der Injektions- und

Messbedingungen erforderlich sind.

6.2. Optimierung der Derivatisierung mit TESIOH fur PFCA

Die Reaktion mit TESIOH erfolgt in wassriger Phase, die kontinuierlich mit

organischem Ldsungsmittel ausgeschittelt wird. Dieser Prozess wurde solange
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durchgefuhrt, bis sich ein Gleichgewicht zwischen wassriger und organischer Phase
eingestellt hat. Um eine optimale Reaktionszeit zu finden, wurden unterschiedliche
Zeiten von 5, 15, 30, 60 und 90 Minuten untersucht. Die Peakintensitaten nach 5
Minuten der Reaktionszeit waren wesentlich kleiner als nach 15 Minuten. Es gab
keinen Unterschied zwischen den Proben, die 15, 30 und 60 Minuten ausgeschdittelt
wurden. Die Peakflachen waren nach 90 Minuten Ausschitteln wesentlich niedriger.
Die optimierte Reaktionszeit von 30 Minuten wurde fir weitere Messungen

herausgearbeitet und festgelegt.

Im nédchsten Schritt wurde ein minimales VVolumen einer organischen Phase
bestimmt. Fur die Derivatisierung wird eine wéssrige Probe, die PFCA enthélt, mit
Triethylsilanol und Heptan ausgeschiittelt. Die Menge der organischen Phase (Heptan)
sollte dabei so klein wie mdglich sein, um die Konzentration der Analyten im Extrakt
zu erhdhen und somit die bestmoglichen Bestimmungsgrenzen zu erreichen. Das
minimale VVolumen der organischen Phase, bei dem nach der Extraktion mindestens
150 pl des Extraktes gewonnen werden konnte, betrug 250 ul. Ein Volumen von
150 pl war ausreichend, um die GC MikrogefaRe zu fullen und die korrekte Injektion
der Probe zu sichern.

Um eine optimale Konzentration der Sdure zu finden, wurde zu den Proben
0.05-2 mM H>SO4 gegeben. Die Menge der zugefugten S&ure hatte einen starken
Einfluss auf die Reaktion; dies betraf besonders die kurzkettigen PFCA (Abbildung
26). Dieser Einfluss konnte durch niedrige pKa Werte der kurzkettigen PFCA
verursacht werden. Die angegebenen pKa Werte fur PFPrA-PFHXA liegen im Bereich
von 0.16-0.92 [18]. Das Absenken des pH-Werts der Proben hat die Geschwindigkeit
der Silylierungsreaktion erhoht. Fur PFHpA-PFDoDA, hatte die Sdurekonzentration
hingegen keinen entscheidenden Einfluss. Die Peakflachen fir PFHXA — PFDoDA in
der hochsten  S&urekonzentration lagen jedoch  deutlich unter dem
Durchschnittsergebnis. In Abbildung 26 ist dies fur PFOA und PFDoDA ersichtlich.
Dabei kommt es zum Absenken der Kurve, bei der Erhéhung der Sdurekonzentration
von 1 mM auf 2 mM. Es konnte ein Phanomen der Aggregation und Bildung von
Sauredimeren langkettiger PFCA beobachtet werden. Die Chromatogramme fur
Proben mit unterschiedlichen S&uremengen, hatten auch unterschiedliche
Peakhohenverhaltnisse. Die Wasserloslichkeit fur kurzkettige PFCA ist hoher, als die
fur langkettige PFCA und ihre Extraktionseffizienz, war daher entsprechend geringer.

Die Peakflachen der kurzkettigen PFCA waren jedoch immer noch hoher, als flr
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langkettige PFCA. Die PFBA-Peakflache stieg von 200 auf 5500 Counts. Die PFOA-
Flachen lagen im Bereich von 5000 bis 6000 Counts, wahrend die von PFDoDA
deutlich niedriger im Bereich von etwa 100 Counts waren. Dies wurde teilweise durch
hohere Siedepunkte der langkettigen Derivate verursacht. Moglicherweise steht auch
die Reaktivitét dieser Verbindungen in Zusammenhang mit ihrer Polaritat. Im weiteren
Kapitel wird gezeigt, dass die niedrigen Peakintensitaten von PFPrA und PFDoDA,
hohere Bestimmungsgrenzen verursachen. Fiir andere PFCA hatte die Signalintensitat
keinen Einfluss auf die Bestimmungsgrenzen, da die PFCA mit den intensivsten
Signalen auch mit intensivsten Signalen in den Blindproben einhergingen. Flr weitere

Messungen wurde deshalb die optimierte Sduremenge von 1.25 mM festgelegt.
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Abbildung 26 Einfluss der zugegebenen Séure auf die Peakfldchen von PFBA, PFOA und
PFDoDA [164].

Durch die relativ hohe Saurekonzentration wurde der pH-Wert der Probe auf ~1
herabgesetzt. Bei einer Reaktion im niedrigen pH-Bereich und der Extraktion des
Analyten mit einem organischen Losungsmittel sollte die Moglichkeit berticksichtigt
werden, dass ein Teil des Wassers in das Extrakt gelangt und damit auch die Séure in
das GC-System gelangen kann. Eine Mdglichkeit, dieses Problem zu (iberwinden,
besteht darin, die organische Phase nach der Extraktion zusétzlich mit destilliertem
Wasser zu waschen. Im néchsten Experiment wurde der Einfluss des Waschens der
organischen Phase auf die Peakintensitadten untersucht. Zu diesem Zweck wurden
sechs Proben, mit je 50 ng PFCA vorbereitet. Drei Proben wurden direkt nach der

Extraktion in das GC-MS injiziert. Die anderen drei Heptan-Extrakte, wurden mit
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150 pl destilliertem Wasser gewaschen und danach gemessen. Die Ergebnisse haben
gezeigt, dass die Peakintensitdten von PFBA bis PFOA nach dem Waschen, bis zu
50 % kleiner geworden sind (Abbildung 27). Das Waschen des Extraktes hatte keinen
Einfluss auf die Peakintensitaten von langkettigen PFCA (C10-C12). Um einen
Analytverlust zu vermeiden, wurde das Extrakt nach dem Ausschitteln, ohne weitere
Behandlung direkt in das GC injiziert. Nach einjadhriger Messung konnten keine
negativen Auswirkungen auf MS-Detektor, Filament, S&ulen- oder GC-Teile
festgestellt werden. Das zeigt deutlich, dass, trotz der hohen H2SOs-Konzentration in

der Probe, das Extrakt nach der Derivatisierung nicht gewaschen werden muss.
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Abbildung 27 Chromatogramme mit PFCA Derivaten nach dem Waschen mit destillieren
Wasser (A) und ohne Waschen des Extraktes (B). Die gestrichelten Linien zeigen den
Unterschied in Peakh6hen zwischen A und B.

Um das weitere Verfahren in Kombination mit der Festphasenextraktion zu
entwickeln, wurde der Einfluss von NaCl-Lésung, NH4OH und Ethanol auf die
Reaktion untersucht. Diese Komponenten sollen zur Elution der Analyten aus einer
SPE-Phase dienen. Die Peaks waren nach der Zugabe von 500 pl geséttigter NaCl-
Losung bis zu 100 % hoher als zuvor. Das Salz hat dabei die Loslichkeit der Analyten,
durch die Erhéhung der lonenstarke der wassrigen Phase, verringert. Dies fuhrte dazu,
dass die Extraktion in der organischen Phase -effizienter wurde und die

Peakintensitaten héher waren.
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Das Vorhandensein von 50 pl einer 0.1 % NH4OH-L06sung erhdhte zwar den
pH-Wert, hatte aber keine negativen Auswirkungen auf die Ergebnisse. In Gegenwart
von Ethanol waren die PFCA-Peakflachen deutlich niedriger. Wurden der Probe
jedoch nur kleine Volumina (250-500 ul) Ethanol zugesetzt, waren die negativen
Auswirkungen vernachléssigbar. Fur eine erfolgreiche Elution des Analyten aus der
SPE Phase, sollten mindestens 250 pl 0.1 % ethanolischer NH4OH-L6sung verwendet
werden. Zuséatzlich kann die SPE-Phase mit gesattigter NaCl-Losung eluiert werden.

Die NaCl-Losung dient in der Reaktion dabei als die wassrige Phase, aus der die
Analyten mit Heptan extrahiert werden. Aus diesem Grund wurden zwei Proben
verglichen: In einer Probe befanden sich die Analyten in destilliertem Wasser und in
einer zweiten Probe befanden sich die Analyten in einem Gemisch aus einer

geséttigten NaCl-Ldsung und einer 0.1 % ethanolischen NH4OH-L6sung.

Abbildung 28 zeigt zwei Chromatogramme: Das Erste, zeigt PFCA Peaks nach
der Reaktion mit TESIOH in 4 ml destilliertem Wasser (A) und das Zweite in 3.5 ml
geséttigter NaCl-Losung nach dem Zugabe von 0.5 ml 0.1 % NHsOH-L6sung in
Ethanol (B). Die Zugabe von NaCl und Ammoniumhydroxid in Ethanol, simulierte
die Bedingungen, die bei der Reaktion nach der Elution aus der SPE-Phase auftreten.
Dieses Gemisch hatte einen positiven Einfluss auf die Peakflachen von PFPrA bis
PFHpA. Fir PFOA bis PFDoDA wurde kein Unterschied beobachtet. Diese
Beobachtungen haben bestatigt, dass das Verfahren in Kombination mit der

Festphasenextraktion zur Quantifizierung des PFCA Gehalts verwendet werden kann.
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Abbildung 28 Chromatogramme der Reaktion von PFCA mit TESiOH. A: die Reaktion einer
Probe in Wasser. B: die Reaktion in Wasser nach der Zugabe von NH,OH, Salz und Ethanol.
Die gestrichelten Linien zeigen den Unterschied in Peakhthen zwischen A und B.

6.3. Optimierung der Injektions- und Messbedingungen

Um die optimale Injektionstemperatur zu finden, wurden die Proben bei 200 °C,
225 °C, 250 °C, 275 °C und 300 °C in das GC injiziert. Fur die zwischen 200 °C und
250 °C injizierten Proben waren die Peakflachen fur die meisten Analyten mit
steigender Temperatur groBer. Ab 250 °C waren die Unterschiede zwischen den
Peakflachen nur sehr gering. Aus diesem Grund wurde 250 °C als Temperatur fir

weitere Versuche ausgewahlt.

Zu Beginn der Methodenentwicklung gab es h&ufig Probleme mit der Verstopfung
der Nadel, die zu einer geringen Wiederholbarkeit der Messungen fiihrten. Dieses
Problem konnte jedoch durch das Erhdhen der Zahl der VVorgénge, mit der die Spritze
vor und nach der Injektion gewaschen wird, leicht gelost werden. Zehn
Waschvorgange haben sich dabei als optimal herausgestellt. Zwei Medien wurden im
Autosampler zum Spilen der Nadel verwendet: das erste Medium ist eine Mischung

aus Ethanol mit Toluol (1:1) und das zweite Medium ist Heptan.

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Verwendung eines geeigneten Liners.
Typische Liner werden mit Silan-Reagenzien deaktiviert, um Silanolgruppen in
Trimethylsilylether umzuwandeln [165]. Daher war die Wiederholbarkeit des
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Verfahrens unter Verwendung eines splitlosen Liners nicht zufriedenstellend. Eine der
Mdoglichkeiten besteht darin, dass die Triethylsilylgruppe teilweise durch die
Trimethylsilylgruppe in der heiBen Injektorkammer ersetzt wurde. Dieses Problem
konnte durch Verwendung eines ultra-inerten, spaltfreien Liners ohne Wolle (Agilent,
Teile-Nr. 5190-3162) geldst werden.

Fur eine erfolgreiche GC-MS Analyse ist es notwendig, die Parameter des MS-
Systems zu optimieren. Im ersten Schritt wurden die lonen zur quantitativen
Bestimmung von PFCA ausgesucht. Zu diesem Zweck wurden lonen ausgewahlt, die
zwar nicht die hochste Intensitdt aufwiesen, jedoch auf Grund ihres optimalen
Verhaltnisses zwischen Rauschen und Signalstarke geeigneter waren. Fir alle PFCA
wurde jeweils ein Fragment-lon [M-Et]* zur quantitativen Bestimmung verwendet
Beispielweise fir PFOA-TES Derivat (Molmasse 528 u) war das das Fragment-lon
bei m/z 499. Fur die PFOA-PFDoDA wurde zusétzlich ein zweites Fragment-lon [M-
CF,COOSIi(Et)s]* verwendet. Die Messung des zweiten lons konnte die
Nachweisgrenzen fur PFPrA-PFHpA nicht verbessern. Es wurde lediglich ein erhohtes
Rauschen der Basislinie beobachtet. Aus diesem Grund wurde fur PFPrA-PFHpA nur

ein lon bei einer quantitativen Analyse gemessen.

Die Verweilzeit (engl. dwell time) ist die Dauer, in der jedes m/z-lonensignal in
dem Detektor gesammelt wird. Die Standard-Einstellung in der Agilent MS-Software,
betragt 50 Millisekunden. Dieser Parameter bleibt bei der Methodenoptimierung oft
unverdndert. In diesem Fall hatte dieser Wert einen signifikanten Einfluss auf die
Empfindlichkeit der Methode. Die Umstellung von 50 ms auf 100 ms pro m/z-
lonensignal, hat die PFCA-Peaks wesentlich erhdht (Abbildung 29). Zusétzlich waren
auch andere Peaks auf dem Chromatogramm mit 100 ms sichtbar, diese waren jedoch

deutlich von den Analyten getrennt und storten nicht bei der Peakintegration.

Das Erhohen der Verweilzeit hat die Empfindlichkeit verbessert, indem das Signal
uber einen langeren Zeitraum gemessen wurde. Dies flihrte jedoch dazu, dass ein Peak
aus weniger Messpunkten gebildet wurde. In der Regel bendtigen schérfere Peaks
kirzere Verweilzeiten fur eine ausreichende Messung. In diesem Fall, stellten 100 ms
eine maximale mogliche Einstellung dar, um mindestens drei Messpunkte fur einen

Peak zu erreichen.

73



x10 3 Verweilzeit 50 ms
1.25 115 5|6 6|7 7|8
] 1
c
3 075
(o]
05
0.25 T
= N A
o=
x10 3 Verweilzeit 100 ms
1.25 |1 5 6|7 7|8
; PFCA7 | PFCA-8
@ 075 i FrCA-9 PFCA-10
z | PFCA-11
2 05 |
8 |
025 =" | u\__,__,,___.__\ e - S R
0
11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16

Acquisition Time (min)

Abbildung 29 Verdnderung der Peakflachen von PFCA bei der Umstellung der
Verweilzeit von 50 mSek auf 100 mSek.

6.4. Reaktion in groReren Probenvolumen

Um die zusatzlichen Probenvorbereitungsschritte zu vermeiden und trotzdem
niedrigere Bestimmungsgrenzen zu erreichen, wurde die Derivatisierungsmethode mit
groleren Probenvolumen getestet. Im ersten Schritt wurden 100 ml Flaschen aus
Perfluoralkoxy-Polymer (PFA) und Polypropylen (PP) getestet. Fur 100 ml
Wasserproben wurden folgende Mengen an Reagenzien verwendet: 100 ul TESIOH,
10 ml H2SO4 und 1 ml Heptan. Im Vergleich mit PP-Faschen waren die zwei Phasen
(Wasser/Heptan) in PFA-Flaschen besser trennbar. Aus diesem Grund konnte man
nach der Reaktion mehr organische Phase gewinnen. Trotzdem wurden nach der
Reaktion in beiden Flaschen lediglich Spuren von Analyten gefunden. Die
Peakflachen waren bis zu hundert Mal kleiner als bei der optimierten Methode (siehe
9.6) in einem 5 ml PP-Gefé&R.

Auch die Nachhaltigkeit der Methode unter Verwendung eines grofieren
Probenvolumens ist fraglich. Um ein ahnliches Wasser/TESiOH/Heptan-Verhaltnis in
250 ml Wasserprobe im Vergleich zu 3.5 ml Probe zu erzielen, sollten ca. 200 pl
TESIOH und mehr als 25 ml Heptan verwenden werden. Danach musste das Extrakt
angereichert werden. Das Verdampfen jeder einzelnen Probe unter Stickstoff ist ohne
spezielles Gerat sehr aufwéndig und kann zur Kontamination der Probe oder Verlust

des Analyten flhren. Darlber hinaus mussten flr eine solche Analyse in 250 ml
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Flaschen fir eine Probe folgende Analysen durchgefiihrt werden: mindestens eine
Blindprobe (250 ml), mindestens 5 Standards (5 x 250 ml) und eine Probe
(Doppelbestimmung = 2 x 250 ml). Dies wirde dazu fuhren, dass zwei Liter Wasser
mit einer hohen Menge an Sdure, TESIOH, PFCA und Heptan als Abfallprodukte
entstehen. Aufgrund dieser groen Menge an Chemikalienabféllen, wirde diese
Methode nicht den Regeln der griinen Chemie entsprechen. Im Vergleich dazu entsteht
bei der Verwendung von 50 mg SPE-Phase sehr viel weniger Abfall. Aus diesen

Grinden ist eine zusétzliche Anreicherung der Probe durch SPE erforderlich.

Ein Reagenzglas aus Glas mit Schraubdeckel (15 ml VVolumen) wurde als Gefal
fiir die Reaktion getestet und es wurden sehr grolRe Analytverluste beobachtet. Dabei
stellte hier weniger das grofle Probenvolumen ein Problem dar, sondern die
Glasoberflache der Reagenzglaser, an der PFCA adsorbieren konnen [65]. Es konnte
jedoch beobachtet werden, dass die Reaktion in einem unbenutzten, fabrikneuen Glas
gut funktionierte. In einem mehrfach verwendeten Glas waren die Verluste an
Analyten sehr viel hoher, als bei der Erstnutzung. Ublicherweise sind die GlasgefaRe
fiir den Laborbedarf deaktiviert, um so wenig wie moglich aktive Silanolgruppen auf
der Oberflache zu haben. Sehr saure Bedingungen der Reaktion fuhrten dazu, dass die
Glasoberflache beschéadigt wurde. Aus diesem Grund, missen alle Reaktionen im
Einwegglas durchgefiihrt werden. Wurde das Glas gespult, waren die Ergebnisse der
Reaktion sehr variabel, abh&ngig davon, wie beschédigt die Glasoberflache der
Reagenzgléaser war. Aus diesem Grund wurde die Reaktion in Glasgefal3en nicht weiter

untersucht.

6.5. Optimierung der Festphasenextraktion

Als néchstes wurde das SPE-Verfahren auf Grundlage einer Macherey-Nagel-
Methode Nr. 305820 untersucht [163]. Bei dieser Methode sollen die absorbierten
Analyten mit 2.4 ml 0.1 % Ammoniumhydroxid in Methanol eluiert werden. Die Probe
sollte dann bis zur Trockne eingedampft werden.

Um das SPE Verfahren in Kombination mit der TES-Derivatisierung zu
verwenden, sollten sich die Analyten am Ende des Extraktionsprozesses im Wasser
befinden. Eine Moglichkeit, um dies zu erreichen, war es, das Extrakt bis zur Trockne
einzudampfen und danach wieder in Wasser aufzunehmen. Die Verdampfung des
Extraktes, gefolgt durch Ldsen in schwefelsaurehaltigem Wasser, wurde untersucht.

Zundchst wurde 0.1 % NHsOH Losung in Ethanol hergestellt und in zwei
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Glasflaschchen und zwei Polyethylenflaschchen gegeben. Im Anschluss wurden je
20 ng PFCA zu jedem Fl&schchen addiert. Alle GefaRe wurden unter einen leichten
Stickstoffstrom gestellt und das Losungsmittel bis zur Trockne eingedampft. Hierauf
wurden 1 ml Wasser und 100 ul Schwefelsdure zugegeben, und die Fladschchen
5 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt. Danach wurden die Proben in ein Eppendorf-
GefalR Uberfuhrt und es erfolgte eine Derivatisierung. Zusatzlich wurde die
Standardlosung (20 ng PFCA-Gemisch) in 1 ml destilliertem Wasser gel6st und in ein
Eppendorf-Gefal} gegeben. Die Ergebnisse der Derivatisierung nach dem Eindampfen
wurden mit den Ergebnissen ohne Abdampfen verglichen. Die Wiederfindungsraten
betrugen 60.5 — 82.0 % und 35.6 — 62.2 % fir Glas- bzw. Polyethylenflaschen. Daher
wurde entschieden, dass die Proben fir die Derivatisierung nicht abgedampft werden
konnen. Es ist allerdings auch anzumerken, dass die Abdampfung der Probe manuell
fiir jede einzelne Probe mit dem Stickstoff aus der Gasflasche durchgefiihrt wurde.
Wahrscheinlich hatte der Einsatz eines elektronisch gesteuerten Verdampfungsgerats

bessere Wiederfindungsraten zur Folge.

Die im Punkt 6.1 beschriebene Untersuchung erfolgte mit Hilfe der klassischen
SPE Methode mit gepackten Kartuschen. Bei der Probenvorbereitung wurden jedoch
Probleme mit unterschiedlichen Extraktionszeiten beobachtet. Die Proben sind durch
die gepackten Kartuschen mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten gelaufen. Dieser
SPE Prozess war sehr aufwandig und musste standig tberwacht werden. Aus diesem
Grund wurden die Proben als d-SPE anstelle mit Kartuschen extrahiert. Die Analyten
sollten in dieser Methode mit einem kleinen VVolumen (250 ul) ethanolischer NHsOH-
Losung und geséttigter NaCl-Losung in Wasser eluiert werden, um danach die

Derivatisierung durchzufuhren.

Die weitere Optimierung des SPE-Prozesses bezieht sich auf die Batchversuche
(d-SPE), bei denen 50 mg der SPE-Phase eingewogen und mit 250 ml wassriger Probe
ausgeschuttelt wurde. Danach wurde die Phase in eine leere SPE Kartusche Ubertragen

und die Analyten eluiert.

Fur das SPE-Verfahren wurden zwei Phasen getestet: Strata X-AW und Oasis
WAX. Wenn die Probe mit 1 N HCI angeséuert wurde, um einen pH-Wert von ~ 3 zu
erreichen, zeigten beide Phasen &hnliche Wiederfindungsraten. Wenn jedoch das SPE-
Verfahren bei neutralem pH durchgefihrt wurde, adsorbierten die kurzkettigen PFCA
(PFBA, PFPA) viel besser an der Oasis-Phase als an der Strata-Phase (Abbildung 30).
Janda et al. haben vor kurzem dhnliche Beobachtungen beschrieben. Sie fanden heraus,
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dass ein niedriger pH-Wert zur Protonierung der funktionellen Gruppen der Sorbentien
fuhrt, was vor allem die Konkurrenzwirkungen mit Bicarbonat-Anionen

verringert [22].
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Abbildung 30 Chromatogramme mit PFCA Peaks nach der SPE mit Oasis- und Strata-Phase
bei pH 6.5.

Die Wiederfindungsraten waren fiir beiden Phasen bei pH ~3 &hnlich (Tabelle
8). Fur die PFPA wurden 95 % und 93 % unter Verwendung von Strata bzw. Oasis
zuruickgewonnen. Bei der PFOA wurden dhnliche Ergebnisse erzielt: 104 % und 108
%. Die Wiederfindungsraten von PFCA mit der Kettenlange C9-C12 lagen flr Strata
jedoch weit Uber 100 %. Die Ergebnisse der Oasis-Phase waren fir diesen Analyten
sogar noch hoher. Es konnte gezeigt werden, dass diese Ergebnisse nicht durch eine
Blindkontamination verursacht wurden, da die Peaks in den Blindproben zu niedrig
waren, um einen signifikanten Einfluss zu haben. Dieser Effekt wurde wahrscheinlich
durch andere, in den Proben nach der Festphasenextraktion vorhandene Komponenten
verursacht, die die Bedingungen der Derivatisierungsreaktion verandert haben.
Deshalb wurde trotz geringerer Wiederfindungsraten, ein hoherer pH-Wert eingestellt.
Bei pH ~ 4.5 waren die Wiederfindungen wie folgt: 62 % fur PFPA, 79 % fir PFOA
und 67 % fur PFDA. In weiteren Untersuchungen wurde die Strata-Phase verwendet.
Der Extraktionsprozess wurde im weiteren Verlauf optimiert und die
Wiederfindungsraten in der Messung von Leitungswasser, hatten zufriedenstellendere
Werte (Tabelle 14).
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Tabelle 8 Wiederfindungsraten nach der SPE mit Oasis und Strata Phase bei pH ~ 3. Berechnet
als prozentualer Peakflachenunterschied zwischen der Probe nach der SPE und ohne SPE.

Wiederfindungsrate (%)

50 ng/l PFCA bei pH ~ 3
Analyt Strata Oasis
PFPrA 61.1 77.6
PFBA 86.8 102.6
PFPA 94.8 93.0
PFHXA 90.1 90.4
PFHpA 107.7 104.3
PFOA 104.4 108.3
PFENA 128.6 142.0
PFDA 208.5 219.9
PFUNDA 295.7 363.7
PFDoDA 410.9 649.4

Alle Standard-Kalibriergeraden fiir die quantitative Bestimmung der Proben,
wurden unter gleichen Bedingungen wie die Proben vorbereitet, d.h. fur alle
Standardlésungen wurde auch diese SPE durchgefuhrt. Somit konnte der Unterschied

in den Wiederfindungsraten kompensiert werden.

Leitungswasser und entsalztes Wasser wurden als Matrix fur SPE Standard-
Losungen getestet. Zu diesem Zweck wurden die Wasserproben ohne Zugabe von
PFCA als Blindproben gemessen. Diese Blindproben zeigten kleine PFCA-Peaks auf
dem Chromatogramm. In den meisten Fallen gab es keinen Unterschied zwischen
Leitungswasser und entsalztem Wasser. Als die Patrone in der Entsalzungsanlage
jedoch ausgetauscht wurde, waren die Blindwerte von PFPrA, PFBA, PFPA und
PFHXA, bei Verwendung von entsalztem Wasser bis zu 50-mal hoéher als bei
Verwendung von Leitungswasser (Abbildung 31). Es konnte nicht ausgeschlossen
werden, dass die unterschiedlichen Ergebnisse die Folge von beschédigten Dichtungen
waren, und es somit mdoglicherweise zu einer Verunreinigung des Wassers kam.
Darliber hinaus wurde Wasser aus der Reinstwasseranlage untersucht und die PFOA-
Konzentration war flinfmal hoher, als in Leitungswasser. Sehr wahrscheinlich kénnten
die Bestimmungsgrenzen dieser Methode niedriger werden, wenn die

Hintergrundkontamination vollstandig eliminiert werden konnte.
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Abbildung 31 Chromatogramme von Blindproben fiir entsalztes Wasser (A) nach dem
Austausch der Patrone in der Anlage und Leitungswasser (B).

Diese Untersuchung hat gezeigt, wie wichtig die Identifizierung und
Beseitigung mdoglicher Kontaminationsquellen ist. Die Blindproben sollten
regelmaRig getestet werden, insbesondere nach der Wartung der Reinigungssysteme.
Nach Maoglichkeit sollten Teflon®-Dichtungen durch andere Materialien ersetzt
werden. Die Anwendung von Leitungswasser begrenzt die Mdoglichkeit einer
zusétzlichen Kontamination, enthélt jedoch auch PFCA, deren Entfernung oft nicht
maoglich ist. Die Verwendung eines lonenaustauschers zur Reinigung von Wasser
sollte in Betracht gezogen werden, insbesondere fiir Proben, bei der eine sehr geringe
Konzentration an PFCA, wie zum Beispiel im Trinkwasser, erwartet wird. Die
Konzentration von PFCA in Leitungswasser war niedrig genug, um die Proben aus der
Kldranlage zu messen. Darlber hinaus entspricht die Leitungswassermatrix (z. B.
anorganische Salze) eher realen Proben, als ultrareines Wasser. Wahrend der
Methodenentwicklungszeit (liber 18 Monate) zeigte nur das Leitungswasser von einem
Tag zum anderen stabile, vergleichbare Blindwerte. Aus diesem Grund wurde die
Entscheidung getroffen, zur Herstellung aller Standards fiir die SPE Leitungswasser
zu verwenden. Eine andere mogliche Kontaminationsquelle bei dieser Methode sind
die Verschlusse der Kappen in den GC-Flaschchen. Aus diesem Grund wurden
verschiedene GC-Flaschchen und Verschlisse getestet, wobei kein Unterschied in den

Blindwerten festgestellt werden konnte.
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Die Extraktionszeit ist eine der wichtigsten Parameter bei der SPE und sollte flr
jede Art von Analyten optimiert werden. Zu diesem Zweck wurden die Proben 5, 15,
30, 45, 60, 90 und 120 Minuten ausgeschiittelt. Bis 30 Minuten wurde eine steigende
Tendenz in der Peakhdhe beobachtet und nach 30 Minuten wurde kein weiterer
Anstieg mehr festgestellt. Aus diesem Grund wurden 30 Minuten als optimale

Extraktionszeit ausgewahlt.

Die Konditionierung des Sorbens wird bei der SPE verwendet, um
reproduzierbare Wechselwirkungen zwischen Analyten und der Phase zu sichern. Es
stellt eine Benetzung des Sorbens dar und soll die Adsorption des Analyten verbessern.
In den Untersuchungen wurde jedoch festgestellt, dass die Konditionierung der SPE
Phase flr den Batchprozess nicht nétig ist. Es wurden zwei Proben gemessen, wobei
eine Probe mit der SPE Phase ohne Konditionierung und die zweite Probe nach der
Konditionierung gemessen wurde. Die 250 ml Probe (40 ng/l PFCA) wurde mit
50 (x1) mg Strata Phase ausgeschittelt. Die Konditionierung erfolgte durch das
Waschen der SPE-Phase, mit 1 ml Methanol und 1 ml Wasser. Die Peakflachen fir
PFHpA- PFDoDA waren identisch in beiden Proben. Die Peakflachen von PFPrA-
PFHxA waren minimal Kleiner, als in der Probe mit konditionierter SPE-Phase. Die
Konditionierung hat also die Adsorptionseigenschaften in diesem Fall nicht verbessert.
Aus diesem Grund wurde in der weiteren Methodenentwicklung keine

Konditionierung der SPE Phase durchgefhrt.

6.6. Einfluss der Filtration auf die Ergebnisse

Der Einfluss der in den klassischen LC-MS/MS Verfahren verwendeten Filtern
wurde getestet, um ihren Effekt auf die Ergebnisse zu beurteilen. Dazu wurde die
24-Stunden-Mischproben aus der Klaranlage nach der Filtration, unter Verwendung
eines Cellulosespritzenfilters (SPARTAN 13/0.45 RC), gemessen und mit nicht
filtrierten Proben verglichen. Wéhrend die filtrierten Standardldsungen und die nicht
filtrierten Proben &hnliche Ergebnisse zeigten, konnten in realen Proben, nach der
Filtration einige Unterschiede fiir einzelne Verbindungen nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse von zwei Klaranlageproben (filtriert und nicht filtriert) wurden in Tabelle

9 zusammengestellt.
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Tabelle 9 Ergebnisse der PFCA-Analysen fur zwei Proben (Ablauf aus der Klaranlage) mit
und ohne Filtration durch SPARTAN 13/0.45 RC Spritzenfilter.

Verbindung | P1 filtriert | P1 unfiltriert | P2 filtriert | P2 unfiltriert
PFBA 15.93 12.07 17.67 27.80
PFPA 11.75 9.70 6.34 9.42
PFHXA 9.91 8.53 5.43 7.44
PFHpA 9.75 4.17 5.66 6.13
PFOA 10.16 0.88 5.47 7.70
PFNA <4 <4 <4 <4
PFDA <4 <4 <4 <4
PFUNDA nd nd nd nd
PFDoDA nd nd nd nd

Dabei waren die Ergebnisse fur Perfluorheptansdaure in gefilterten Proben
deutlich héher. Die nachgewiesene Menge vor der Filtration betrug 4.17 ng/l, wahrend
die Konzentration nach der Filtration auf 9.9 ng/l anstieg. Theoretisch ist es moglich,
dass die Unterschiede durch den Anteil der festen Partikeln in der Probe verursacht
wurden. Das Extraktionsverfahren fand jedoch auf einem lonenaustauscher statt. Aus
den festen Partikeln, welche zusammen mit der SPE-Phase in die Kartuschen
gelangen, werden die Analyten mit Aceton herausgewaschen und sollten nicht in das
Extrakt bergehen.

Zusétzlich wurden die Filter mit Proben aus anderen Kl&ranlagen getestet und
bei einigen von ihnen wurde eine Verstopfung des Filters festgestellt. Die Anwendung
eines zweiten Filters fur eine Probe verhindert die Vergleichbarkeit der Ergebnisse.
Die Unterschiede der Peaks von PFBA, PFPA und PFHXA betrugen tber 40%.

Zwei andere getestete Filter zeigten ebenfalls sehr unterschiedliche
Wiederfindungsraten. In Tabelle 10 wurden die Wiederfindungsraten fir Whatman®
Papierfilter (Nr. 1442-070) und flr silaniesierte Glaswolle aufgelistet. Die Glaswolle
zeigte sehr hohe Ergebnisse fur PFHXA-PFUNDA, was durch die Verunreinigung des
Materials verursacht worden sein kann. Aus diesem Grund wurde die Verwendung der
Glaswolle als Filtrationsmaterial ausgeschlossen. Bei dem Papierfilter von Whatman®
wurde ein wesentlicher Verlust von Analyten beobachtet. Eine Ursache dafurr kann die
Platzierung der Filter in einem Porzellantrichter sein, bei dem die Probe unter Vakuum

durch den Filter in ein Glasgefal? flie3t. Dieser Prozess konnte nicht in einem
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KunststoffgefadR durchgefuhrt werden. Dabei konnten sich die Analyten an der
Glasoberflache adsorbieren. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Filter
auch teilweise die PFCA adsorbiert. Dies konnte jedoch wahrend dieser Untersuchung
nicht bestatigt werden.

Tabelle 10 Wiederfindungsraten fur 100 ml Lésung aufgestockt mit 30 ng PFCA nach der
Filtration mit Whatman® Papierfilter und silanisierter Glaswolle.

Wiederfindungsrate (%) fir 100 ml PFCA-L6sung

Verbindung | Whatman 1 | Whatman2 | Wolle 1 Wolle 2
PFBA 78.0 87.0 83.3 102.3
PFPA 79.0 91.6 79.7 98.7
PFHXA 76.0 83.8 113.4 92.7
PFHpA 76.2 79.6 136.2 103.1
PFOA 87.7 104.1 251.1 204.3
PFNA 74.2 72.9 123.3 102.4
PFDA 82.8 78.7 140.1 120.1
PFUNDA 102.0 101.7 171.1 155.8
PFDoDA 89.7 775 95.2 72.0

Es konnte festgestellt werden, dass die Filtration der Proben vor der Analyse von
Umweltproben sorgfaltig evaluiert werden muss. Ublicherweise ben6tigen die Proben
bei der TES-Methode keine Filtration. Wenn jedoch Proben mit einer hohen
Feststoffmenge analysiert werden sollen, kann die Zentrifugation eine Alternative zu

der Filtration darstellen.

6.7. Validierung der TES Methode

Die Verifizierung dieser Methode wurde anhand von sechs Leistungsmerkmalen
durchgefuhrt: Reaktionsausbeute, Bestimmungsgrenzen, Wiederholbarkeit, Linearitat,

Genauigkeit und Prazision.

Ublicherweise wird die Reaktionsausbeute auf folgende Weise bestimmt: Der
Analyt einer bekannten Konzentration wird derivatisiert und gemessen. Danach wird
eine Losung aus reinem Derivat in gleicher Konzentration hergestellt und ohne
Der

Derivatisierungsprodukte mit und ohne Reaktion, ist die Ausbeute der Reaktion. Flr

Derivatisierung gemessen. Unterschied zwischen den Peakflachen der

diese Methode war es jedoch nicht mdglich, die Triethylsilylderivate als reine
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Substanzen kommerziell zu erwerben oder herzustellen. Aus diesem Grund wurde eine

andere Methode zur Ermittlung der Reaktionsausbeute verwendet.

Die Derivatisierungsausbeute fur PFCA wurde aus wiederholter Derivatisierung
derselben Probe und dem Vergleich der Peakflachen berechnet (Tabelle 11). Die
Konzentration der Analyten in der Probe betrug 100 ng/ml. Die sehr niedrige Ausbeute
fiir die Perfluorpropionsaure kann durch eine hohe Fliichtigkeit und Loéslichkeit in

Wasser verursacht werden.

Folgende Formel wurde zur Ermittlung der Ausbeute verwendet:

Ausbeute = 100% — (% x 100)
1

y, — Peakfliache nach erster Derivatisierung der Probe
y, — Peakflache nach zweiter Derivatisierung der Probe

Tabelle 11 Derivatisierungsausbeute der Reaktion von Perfluorcarbonséduren mit TESiOH.

Analyt Ausbeute %
PFPrA 40.48
PFBA 77.87
PFPA 89.55
PFHxA 91.46
PFHpA 91.90
PFOA 95.39
PENA 92.41
PFDA 90.51
PFUNDA 84.88
PFDoDA 72.45

Die Bestimmungsgrenzen fur PFCA wurden fiir 250 ml Proben nach der SPE
und fir 3.5 ml Wasserproben ohne Anreicherung bestimmt. Tabelle 12 zeigt die
Zusammenstellung der Ergebnisse. Die Messabweichung war bei kurzkettigen PFCA
aufgrund deren hoherer Flichtigkeit und Mobilitdt, sowie einer kirzeren
Retentionszeit hoher. Die sehr kurze Retentionszeit der PFPrA war der Grund flr die
hohe Ergebnisabweichung. Die Verwendung von Festphasenextraktion hat die
Bestimmungsgrenzen signifikant verbessert. Fur alle PFCA wurde die
Bestimmungsgrenze auf das 5-fache Signal des Analyten im Vergleich zum Blindwert

festgelegt. Wenn kein Blindwertsignal sichtbar war, wurde ein 5-faches
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Hintergrundrauschen im Chromatogramm als BSG festgelegt. Die doppelt so hohe
BSG fir PFOA im Vergleich zu PFHpA und PFNA, wurde durch eine hohe
Kontamination der Blindprobe verursacht. Die Nachweisgrenzen wurden als
dreifaches Rauschen berechnet und betrugen fir die PFBA-PFUNDA 2-4 ng/I.

Tabelle 12 Bestimmungsgrenzen fur PFCA mit und ohne Festphasenextraktion.

BSG ohne SPE BSG nach der SPE Quantifizierungs-

Verbindung (3.5 ml Probe) [ng/1] (250 ml Probe) [ng/l] lon [m/z]
PFPrA 5600 + 1120 48 £ 9.6 249
PFBA 1400 = 70 8+0.8 299
PFPA 1400 £ 70 8+0.8 349
PFHXA 1400 £ 70 8+0.8 399
PFHpA 1400 £ 70 4+04 449

PFOA 1400 + 140 8+0.8 499, 319

PENA 1400 + 140 4+04 549, 369

PFDA 1400 + 140 8+0.8 599, 419

PFUNDA 1400 + 140 8+0.8 649, 469

PFDoDA 2800 + 280 20+2 699, 519

In Abbildung 32 sind die Peaks von PFPA, PFOA und PFUNDA in den
aufgestockten Proben nach der SPE gezeigt. Die Konzentration den Proben entspricht

der Bestimmungsgrenze.

x10' | PFPA 8 ng/l x101| PFOA 8 ng/l x101| PFUnDA 8ng/l

7 55 17
65

\ 16
6 S
55 45 15

14

45 13
2
c @ 35 1.2
3 35 11
S 3
5 3
1
25 25
5 09
15 2 0.8
1 15 L\( 0.7 b e e A N o
05 L) e | 08
0- 1
105 10.55 106 10.65 138 139 14 141 14,2 143 144 178 179 18

Acquisition Time (min)

Abbildung 32 Peaks von PFPA, PFOA und PFUNDA in Konzentrationen von 8 ng/l und die
Blindwerte — Analyse nach der SPE.
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Die Wiederholbarkeit wurde fir zehn derivatisierte Proben mit PFCA-Ldsung in
Konzentrationen von 100 ng/l bestimmt. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 13
aufgelistet.

Tabelle 13 Wiederholbarkeit fir PFCA in einer Konzentration von 100 ng/l nach der SPE.

Verbindung RSD%
PFPrA 8.59
PFBA 6.69
PFPA 5.65

PFHXA 5.37
PFHpA 4,72
PFOA 511
PFNA 4.10
PFDA 4.34
PFUNDA 9.98
PFDoDA 7.02

Das Verfahren zeigte eine gute Linearitat in Kombination mit SPE im Bereich
von 8-10.000 ng/I fiir PFBA und PFOA und bis zu 6.000 ng/l fir andere Verbindungen.
Die Determinationskoeffizienten R? waren fiir alle gemessenen PFCA hoher als 0.99.
Die Chromatogramme mit den Peaks im Bereich von 8-10.000 ng/l PFBA und die
Kalibriergerade fir PFBA sowie PFOA wurden in Abbildung 33 und Abbildung 34
gezeigt.
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Abbildung 33 Kalibrierung von PFBA im Bereich von 8-10.000 ng/l [164].

600000

R2=0,9951
500000 /0

400000 "/.

< R2=0.9986

300000

¢PFOA
200000 EPFBA

Peakfliche

100000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Konzentration [2-2500 ng/250 ml]

Abbildung 34 Kalibrierungsdiagramm fiir PFBA und PFOA im Bereich von
8-10.000 ng/l [164].

Die Genauigkeit des Verfahrens wurde bewertet indem 250 ml Leitungswasser
mit dem Gemisch aus zehn PFCA (C3-C12) aufgestockt wurden. Danach wurden die
Wiederfindungsraten durch den Vergleich mit Standardlosungen ermittelt. Die

Ergebnisse der Genauigkeit und Prazision wurden flr Leitungswasser als
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zufriedenstellend befunden (Tabelle 14). Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten in
komplexeren Matrices wurden Flusswasser und Klaranlagezulauf auf die

Konzentration von 80 ng/l aufgestockt (Tabelle 14).

Waéhrend die Korrelationskoeffizienten oberhalb von 0.98 lagen, unterschieden
sich die Ergebnisse fiir einzelne Stichproben erheblich voneinander (siehe RSD-Werte
in Tabelle 14). Eine Ursache konnte die geringe Homogenitat der Proben sein. Ein
weiteres magliches Problem stellt ein diinner Film auf der Oberflache der GefaBwand
dar, der sich wahrend der SPE-Extraktion (Ausschitteln von Wasser mit der SPE-
Phase) gebildet hat. Fir beide Matrices konnte ein, mit der Kettenlange korrelierter,
wesentlich ~ wachsender  Trend  beobachtet  werden.  Die  niedrigsten
Wiederfindungsraten wurden flr die PFCA mit der kiirzesten gemessenen Kettenldnge
erzielt. Die festen Partikel storten bei dem Extraktionsprozess und sollten vor der SPE
entfernt werden.

Tabelle 14 Bestimmung von PFCA in 250 ml Leitungswasser, Flusswasser und Zulauf aus der
Kléranlage (80 ng/l) [164].

Verbindung | Leitungswasser Flusswasser (n=4) KA Zulauf (n=4)
(n=3)
RSD% | WFR* R RSD% | WFR* R RSD% | WFR*
[%0] [%] [%0]

PFBA 2.44 95.5 109932 | 17.04 | 64.13 | 0.9991 | 3542 | 49.45
PFPA 2.09 98.0 |0.9975| 1595 | 79.15 | 0.9842 | 18.15 | 59.69
PFHxA 2.73 97.4 109963 | 23.30 | 73.74 | 0.9977 | 15.24 | 65.10
PFHpA 4.67 97.1 109982 | 17.37 | 88.64 | 0.9971 | 13.02 | 77.87
PFOA 8.91 99.9 109946 | 27.23 | 87.28 | 0.9977 | 15.75 | 77.00
PFNA 6.86 96.5 |0.9951 | 18.43 | 84.70 | 0.9958 | 12.93 | 83.65
PFDA 5.66 97.7 109973 | 19.10 | 83.44 | 0.9884 | 15.15 | 92.17
PFUnDA 6.18 | 100.7 | 0.9976 | 18.87 | 91.58 | 0.9831 | 20.07 | 95.69
PFDoDA 1.76 947 109943 | 637 | 95.00 | 0.9894 | 15.58 | 83.62

* WFR — Wiederfindungsrate
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Zur Verifizierung des neuentwickelten Verfahrens wird (blicherweise ein
Vergleich mit einer unabhangigen, validierten Methode durchgefihrt. Eine GC-MS
Analyse wurde mit der LC-MS/MS Methode in zwei Experimenten verglichen. Die
Probenvorbereitung fir die GC-MS und die LC-MS/MS ist unterschiedlich, weil die
Proben bei der TES-Methode nicht filtriert werden. Es gab jedoch keine andere
Maoglichkeit, die GC-MS Ergebnisse zu verifizieren. Aus diesem Grund wurde das
neuentwickelte GC-MS Verfahren mit LC-MS/MS vergleichen, welche derzeit die
Methode der Wahl fur die PFCA-Analyse ist.

Im ersten Teil des Experiments wurde eine Probe bei Labor Limbach Analytics
GmbH hergestellt, indem Wasser mit einer Mischung aus sieben PFCA aufgestockt
wurde. Die Konzentration betrug fiir jede PFCA 15 ng pro 250 ml Probe. Die
gemessenen Ergebnisse stimmten in angemessener Weise mit den bekannten
Konzentrationen (berein (Tabelle 15). Diese Methode ist somit zur Bestimmung der

PFCA in Wasser geeignet.

Tabelle 15 Bestimmung von PFCA in Standardlésungen vorbereiteten durch ein externes
Labor - 250 ml aufgestockt auf eine Konzentration von 15 ng/250 ml [164].

Verbindung Geme:,suf”nezgﬂf:é’g;om;e'we” WFR[%] | RSD%
PFBA 13.42 89.5 2.44
PFPA 15.32 102.1 2.30

PFHXA 14.08 93.9 10.94
PFHpA 15.85 105.7 9.88
PFOA 15.99 106.6 11.16
PFNA 15.74 104.9 12.08
PFDA 15.62 104.1 10.80

Im zweiten Teil des Vergleichsexperiments wurden Proben aus zwei
Klaranlagen in Baden-Wurttemberg gemessen: Muhlen (Horb am Neckar) und
Kiebingen (Rottenburg am Neckar). Die Kléaranlage Horb-Muhlen mit dem
Einwohnerwert (EW) von 2.500 gehért zu den kleinen Klaranlagen und wird mit zwei
Reinigungsverfahren betrieben: Belebung mit gemeinsamer Schlammstabilisierung
und Denitrifikation. Die Klaranlage Rottenburg-Kiebingen ist eine groRere
mechanisch biologische Kléaranlage (EW 45.800), die mit simultaner aerober

Kléarschlammstabilisierung betrieben wird. Diese Gebiete haben keine bekannte,
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besorgniserregende PFCA Kontaminationsquellen. Daher liegen die Erwartungswerte

der PFCA Konzentrationen im niedrigen ng/l-Bereich.

Die Proben wurden im Juni 2018 entnommen und bei 5 °C in
Polypropylenflaschen aufbewahrt. Die entnommenen Proben bestanden aus einem
24-Stunden-Gemisch aus dem Ablauf jeder Kl&ranlage. Maximal 24 Stunden nach der

Entnahme wurden die Proben mittels GC-MS analysiert.

Zusétzlich wurden diese in gekihlten Containern zum Labor Limbach Analytics
GmbH geschickt, wo sie stabilisiert wurden (mit NH4OH) und innerhalb von 14 Tagen

mittels LC-MS/MS gemessen wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16 Ergebnisse der Probenanalyse mit GC-MS und LC-MS/MS [164].

PFCA Kalibrationsbereich R? | Gemessen mittels | Gemessen mittels
[ng/l] GC-MS LC-MS/MS
Probe 1 | Probe 2 | Probe 1 | Probe 2
PFPA 4-80 09983 | <4 <4 14 12
PFHXA 4-80 0.9991 | <4 5.1 5 16
PFHpPA 4-80 09997 | 463 | 7.34 11 18
PFOA 4-80 09999 | <4 <4 <5 8
PENA 4-80 0.9993 | <4 5.84 <5 7
PFDA 4-80 0.9994 | <4 <4 <5 <5
PFUNDA 4-80 0.9942 nd nd <10 <10
PFDoDA 20-160 0.9912 | nd nd <10 <10

*nd - nicht nachgewiesen, <4 - niedriger als LOQ von 4 ng/l

Die GC-MS-Ergebnisse in Tabelle 16 wurden aus einer Kalibriergerade
berechnet. Die Blind- und Standardlésungen wurden im Leitungswasser hergestellt.
Das Wasser, das Extraktionsverfahren und das GC-MS System liefern immer
Blindwerte. VVor der Auswertung der Ergebnisse wurden fur alle Peaks die Blindwerte

abgezogen.

Die Unterschiede in den Ergebnissen, kdnnten durch den Posttransport der Probe
zum Partnerlabor verursacht worden sein. Wie im Punkt 6.6 beschrieben, sollte
Filtration keinen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse haben, da die Retention der
PFCA auf der SPE-Phase durch lonenaustausch verursacht ist. Auch wenn die festen
Partikel zusammen mit der SPE-Phase in die Kartuschen gelangen, werden die
Analyten aus den Partikeln mit Aceton herausgewaschen und sollten nicht in das
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Extrakt gelangen. Bei komplexeren Matrices kann sich jedoch eine hohe Anzahl fester

Partikel negativ auf das Extraktionsverfahren auswirken.

Es findet sich eine gute Ubereinstimmung der mittels GC-MS und LC-MS/MS
erzielten Ergebnissen. Bei der Beurteilung muss berucksichtigt werden, dass die

Proben fir GC und LC Analysen unterschiedlich vorbereitet sind.
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7. Entwicklung einer Derivatisierungsmethode mit Dialkylacetalen.

Bereits 1977 beschrieb Elliott die Derivatisierung von Perfluorcarbonséuren mit
Dimethylformamid-dimethylacetal (DMF-DMA) [117]. In seiner Studie untersuchte
er die Signalantworten des Flammenionisationsdetektors (FID) wund des
Waérmeleitfahigkeitsdetektors (WLD) auf diese Analyten. Sein Ziel war es, die
Analyse von PFCA als Methylester nach einer Derivatisierungsreaktion
durchzufuhren.  Die  herkdmmlichen = Methoden zur  Herstellung  von
Fettsduremethylester (MeOH/H2SO4, BSA und MeOH/BCIs) erwiesen sich bei PFCA
als ungeeignet. Aus diesem Grund hat er die Reaktion mit DMF-DMA durchgefthrt.
Elliott stellte jedoch fest, dass die Zugabe einer kleinen Menge destillierten Wassers
notwendig war, um die Reaktion zu Katalysieren. Seine Ergebnisse zeigten, dass
sowohl fur FID, als auch fur WLD die gleiche Kettenldngenverteilung fir
Kohlenwasserstoffcarbonséuren erzielt wurde. Andererseits zeigten die FID-
Ergebnisse fur perfluorierte Carbonséuren eine deutlich andere Verteilung, als die
WLD-Ergebnisse. Er stellte fest, dass ein elektrischer Effekt die Signalantwort des
Flammenionisationsdetektors auf PFCA beeinflusst. Daher stellt der FID-Detektor
eine schlechte Wahl fiir die Analyse perfluorierter Carbonsduren dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktion von PFCA mit DMF-DMA und
DMF-DEA untersucht, um diese Verbindungen mittels GC-MS zu analysieren. Die
von Elliott beschriebene Methode konnte nicht direkt tbernommen werden, da die
Injektion von Wasser in das GC-MS System vermieden werden sollte. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit die Reaktion ohne Zugabe von Wasser durchgeftihrt und

untersucht.

Im Zuge der weiteren Forschung hat sich herausgestellt, dass PFCA unter diesen
Bedingungen keine Ester bilden. Es ist anzunehmen, dass die von Eliott beschriebene
Umesterung nur in Gegenwart von Wasser funktioniert. Die weiteren Kapitel
beschreiben die Identifikation des Produktes der Reaktion von PFOA mit DMF-DMA
und die Anwendung dieser Reaktion, zur Bestimmung von PFCA in festen Proben.

7.1. Untersuchung der Reaktion von DMF-Dialkylacetalen mit Carbonsauren

Elliott hat in seiner Arbeit signifikante Unterschiede zwischen der Reaktion von
DMF-DMA mit Kohlenwasserstoffcarbonsduren und perfluorierten Carbonséuren
beobachtet [117]. Aus diesem Grund wurden die Reaktionen einer perfluorierten Séure

(PFOA) und einer entsprechenden Kohlenwasserstoffcarbonséure (Oktanséure) mit
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Dimethylformamid-diethylacetal (DMF-DEA) verglichen (siehe 9.8). Der Grund flr
die Anwendung von DMF-DEA anstelle von DMF-DMA fir diese Reaktion liegt
darin, dass Perfluorcarbonsauren sehr kurze Retentionszeiten in den meisten GC-
Saulen aufweisen. Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass PFOA-Methylester
durch ihre kurze Retentionszeit auf dem Chromatogramm nicht gefunden werden
kann. DMF-DEA sollte in dieser Reaktion ein Ethylester bilden, der eine langere
Retentionszeit in der Sdule aufweist.

Waéhrend in der Reaktion der Oktansdure mit DMF-DEA nur ein
Reaktionsprodukt beobachtet werden konnte, waren in der gleichen Reaktion mit
PFOA zwei Produkte sichtbar. Die GC-EI-MS-Chromatogramme dieser
Derivatisierungsreaktionen sind in Abbildung 35 dargestellt. Die mit 1, 2 und 3
gekennzeichneten Peaks, wurden als DMF-DEA, Ethyldimethylcarbamat und
Ethylorthoformiat, mit Hilfe der NIST Bibliothek identifiziert. Die den Peaks 4, 5 und

6 zugeordneten Reaktionsnebenprodukte wurden nicht weiter untersucht.

Die GC-MS Analyse des Oktansaure-Derivates flhrte zu der Erkenntnis, dass
Oktansaure auf eine flr Carbonsauren typische Weise, d. h. durch Bildung eines Esters
reagiert. Dieser Oktans&ure-Ethylester wurde als ein Peak, bei einer Retentionszeit von
16.8 min, auf dem Chromatogramm gefunden (Peak 7 in Abbildung 35). Im Gegensatz
zu Oktansaure hat PFOA ein Hauptprodukt und ein Nebenprodukt gebildet. Die
Retentionszeiten betrugen 6.3 min. fir den PFOA-Ester (Nebenprodukt, Peak 8) und
12.3 min. fur ein weiteres nicht vorhersehbares PFOA-Derivat (Hauptprodukt,
Peak 9). Die Peakhthe des unbekannten Hauptprodukts war zwanzigmal gréRer, als
die des PFOA-Ethylesters.

Der Peak Nr. 10 zeigte zwar die gleiche Retentionszeit wie Peak Nr. 8 (PFOA-
Ethylester), das Massenspektrum mit dem Hauptfragment-lon bei m/z 73 wies aber

darauf hin, dass dieses Signal von der GC-S&aule kam.
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Abbildung 35 Die Reaktionsprodukte der Derivatisierung mit DMF-DEA. A: Blindprobe, B:
Derivatisierung von Oktansaure, C: Derivatisierung von PFOA [166].

Um die Reaktionsprodukte eindeutig zu identifizieren, wurden deren
Massenspektren genauer analysiert. Das EI-Massenspektrum des Oktanséure-
Derivates (Peak 7), wurde in Abbildung 36A dargestellt. Das Molekiil-lon [M]"* wurde
bei m/z 172 beobachtet. Das Auftreten der Fragment-lonen bei m/z 157, [M—Me]*,
m/z 143, [M-Et]" und m/z 127, [M-OEt]*, wurde als erwartete Fragmentierung des
Ethylesters erkannt. Darlber hinaus konnten die Signale bei m/z 88 und m/z 101 den
Produkten der McLafferty-Umlagerung bzw. y-Spaltung zugeordnet werden, die flr
den Carbonséureethylester charakteristisch sind [145]. Diese Zuordnung zu
Oktanséureethylester wurde auch durch den Vergleich mit der NIST
Massenspektraldatenbank bestatigt.

Das Massenspektrum von PFOA-Ethylester befindet sich in Abbildung 36B.
Das Molekdl-lon konnte bei m/z 442 nicht nachgewiesen werden. Stattdessen war im
Spektrum ein [M-H]" lon bei m/z 441 sichtbar. Diese Verbindung unterlag einer
typischen Fragmentierung durch den Verlust einer Ethylgruppe, die zu einem
Fragment-lon bei m/z 413 fuhrte [124]. Der Rest des Spektrums, wurde von
Perfluoralkylfragment-lonen dominiert, d. h. einer Reihe von Peaks, die bei m/z 69

begannen und sich um A=50 unterschieden, was der Masse des CF» Fragments

93



entspricht. Die lonen mit m/z bei 69, 100, 119, 131, 169, 219, 231 und 281 passen zu
den Fragmentierungsmustern der perfluorierten Kette, welche bereits in der Literatur
beschriebenen wurden [123,124,162].
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Abbildung 36 70 eV EI-Massenspektren extrahiert aus GC-MS-Daten. A: Ein
Massenspektrum von Oktansdureethylester, MW = 172 u, und B: Ein Massenspektrum von
PFOA-Ethylester, MW 442 u [166].

Das El-Massenspektrum des Hauptprodukts der PFOA-Derivatisierung (Peak
9, Abbildung 35C) unterschied sich deutlich von dem des Esters, durch eine geringere
Anzahl an Fragment-lonen. Der Basispeak wurde bei m/z 426 beobachtet (Abbildung
37). Die Massendifferenzen zu m/z 407 (Verlust von 19 u, F*), m/z 376 (Verlust von
50 u, CF2) wiesen darauf hin, dass diese Fragment-lonen zur Fragmentierung der
perfluorierten Kette gehdrten. Das lon bei m/z 469 erschien nicht zur gleichen
Retentionszeit in der Blindprobe, was darauf hinwies, dass dieses lon zu dem
Reaktionsprodukt gehort. Es konnte im weiteren Verlauf der Forschung, einem
Fragment-lon [M-H]* zugeordnet werden. Die Masse der gesuchten Verbindung

betrug somit 470 u.
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Der Basispeak bei m/z 426 stellt das primére Hauptfragment-lon dar. Die
Fragment-lonen, die firr eine perfluorierte Kette charakteristisch sind, z. B. [CFs]*
(m/z 69) oder [CF3(CF2)2]" (m/z 169), konnten in diesem Spektrum ebenfalls
beobachtet werden. Zum gegenwaértigen Zeitpunkt, kann das Spektrum weder einem
erwarteten Reaktionsprodukt zugeordnet werden, noch kann die Struktur der

Verbindung allein auf der Grundlage der El-Daten aufgeklart werden.
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Abbildung 37 Das El-Massenspektrum des unbekannten PFOA-Derivatisierungsproduktes,
korreliert mit dem Peak 9 im Chromatogramm in der Abbildung 35 [166].

Da das Hauptprodukt der Reaktion von PFOA mit DMF-DEA kein Ester sein
kann, wurden weitere Untersuchungen zur Strukturaufklarung durchgefiihrt. Um die
Retentionszeiten und Massenspektren der Hauptprodukte zu vergleichen, wurde
PFOA mit DMF-DMA und DMF-DEA derivatisiert (siehe 9.9).

In Abbildung 38 wurden die Chromatogramme beider Reaktionen dargestellt. In
beiden Chromatogrammen wurde der gleiche Peak (Hauptprodukt) gefunden, der mit
Nummer ,1° markiert wurde. Die Retentionszeiten und Massenspektren dieses Peaks,
wurden nach beiden Reaktionen als identisch befunden. Dies wies darauf hin, dass sich
in beiden Reaktionen das gleiche Produkt gebildet hat. Auf dem Chromatogramm nach
der Derivatisierung mit DMF-DEA war noch ein zusitzlicher kleiner Peak (,2°)
sichtbar, der als PFOA-Ethylester identifiziert wurde. Nach der Reaktion mit
DMF-DMA konnte kein Peak des PFOA-Methylesters gefunden werden, da diese
Verbindung eine kirzere Retentionszeit aufweist, und somit der Methylester

zusammen mit dem Lésungsmittel eluiert.
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Abbildung 38 Chromatogramme zweier Proben nach der Derivatisierung von PFOA mit
DMF-DEA (oben) und DMF-DMA (unten).

Fur das Hauptprodukt der Reaktion von PFOA mit DMF-DEA, wurde
zusétzlich eine GC-Messung mit einer anderen lonisationstechnik (Positive
Chemische lonisation, PCI) durchgefihrt (siehe Methode 9.14.4). In diesem Spektrum
wurde das gleiche Hauptfragment-lon wie bei der EI-Messung beobachtet. Auf3er dem
Fragment-lon bei m/z 426 wurden auch grofiere Fragment-lonen bei m/z 442 und 451
beobachtet, jedoch konnte das Fragment-lon bei m/z 107 nicht gefunden werden. Das
PCI-Spektrum des PFOA-Derivates befindet sich in Abbildung 39.

Die Hypothese, dass die Masse der Verbindung 470 u betrégt, wird durch die
Massendifferenzen von Fragment-lonen bei m/z 451 (Verlust von 19 u, F*) und m/z
442 (Verlust von CoHa, 28 u,) gestltzt. Alternativ kdnnte das Signal bei m/z 442 auch

auf ein Fragment [M+H-Et]" hinweisen.
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Abbildung 39 PCI Messung von PFOA nach der Reaktion mit DMF-DEA mit Methan als
Reagenzgas.

7.2. lIdentifizierung des Reaktionsproduktes

Das unbekannte Produkt der PFOA nach der Reaktion mit DMF-DMA, wurde einer
genauen Massenanalyse unterzogen. Unter der Annahme, dass es sich bei dem
unbekannten Produkt um ein polares Molekul handelt, wurde die Probe zunéchst mit
einer Elektrospray-lonisation (ESI) im positiven lonenmodus gemessen (Methode
siehe 9.17). Das Ergebnis dieser Messung befindet sich in Abbildung 40.

Das ESI-Spektrum lieferte nur ein Signal bei m/z 615.1812, dass leider nicht mit
dem EI-Ergebnis korreliert werden konnte. Wahrend das Vorlaufer-lon selbst, bei
einer Kollisionsspannung von nur 5 V aus dem Spektrum verschwand, zeigte das
Tandem-Massenspektrum dieses lons kein Fragment-lon tber m/z 180. Dies weist
sowohl auf eine energiearme Zersetzung des Vorlaufers, als auch auf die Bildung eines

massearmen Fragment-lons hin.
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Abbildung 40 ESI-Massenspektren des Derivatisierungsprodukts. A: Ein ESI-Spektrum mit
positiven lonen, B: ein ESI-Spektrum mit negativen lonen, C: Isolierung des Vorlauferions
bei m/z 927 ergibt bereits einen Fragment-lonenpeak mit niedriger Intensitét bei m/z 413 und
D: Tandem-Massenspektrum des lons bei m/z 927 bei einer Kollisionsspannung von 5V [166].
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Durch eine nachfolgende ESI-Analyse im Negativ-lonen-Modus konnte erkannt
werden, dass das lon bei m/z 615.1812 nicht dem [M+H]" lon eines Molekils
entsprach. Eine Bestatigung dieser Annahme kdnnte sein, dass im negativen ESI, kein
entsprechendes [M-H]~ lon gefunden wurde. Stattdessen zeigte das negative ESI das
intensivste Signal bei m/z 368.9764 (Abbildung 40B).

Weitere Signale mit relevanter Intensitat wurden bei m/z 412.9666 und bei m/z
927.0404 beobachtet. Einige andere Peaks, beispielweise bei m/z 330.9800 und
m/z 376.9855, zeigten signifikant niedrigere Intensitaten. Das Signal bei m/z 412.9666
konnte eindeutig als [PFOA-H]™ lon identifiziert werden. Seine strukturelle
Zusammensetzung wurde als [CgF1502] bei m/z 412.9664 berechnet. Der Verlust von
CO2 aus dem [PFOA-H]" lon ergab ein [C7F1is]~ Fragment-lon bei m/z 368.9764
(berechnet 368.9766). Der anschlieRende Verlust eines Fluor-Molekuls aus [C7Fis]™
fiihrte zu einem Fragment-lon bei m/z 330.9800 (berechnet fir [C7F13]” m/z 330.9798).
Der Verlust von F aus [PFOA-H] ergab ein Fragment-lon bei m/z 394.9761
(berechnet fur [PFOA-FH] " m/z 394.9758).

Aus diesen Daten ist nun klar, dass PFOA einen relevanten Teil der unbekannten
Fragment-lonen liefert. Daraus konnte geschlossen werden, dass das PFOA-Anion
[PFOA-H] ein Bestandteil eines Cluster-lons darstellt. Das Signal bei m/z 927.0404,
konnte dem [CA2]™ Cluster-lon zugeordnet werden. Diese Hypothese fiihrte zu einer
maoglichen elementaren Zusammensetzung von [C21Hi13F30N204]"  (berechnet
927.0402). Zwei weitere Signale bei m/z 891.0604 und m/z 909.0511 konnten einem
[CA’2]™ Cluster und einem [CA"]- Cluster zugeordnet werden. Diese Signale
entsprechen folgende Strukturformel: [(CsHF1402)2C]~ (berechnet 891.0590) und
[(CeF1502) (CsHF1402) C] (berechnet 909.0496). Diese Annahme wurde zudem durch
die Tandem-MS des lons bei m/z 927 gestiitzt (Abbildung 40D).

Aus diesen Daten konnte geschlossen werden, dass das Kation des [CA2]
Cluster-lons eine nominelle Masse von 101 u aufweist. Von der vorgeschlagenen
Zusammensetzung [C21H13F30N204]~ wurden die Bestandteile von zwei PFOA-
Anionen abgezogen. Auf diese Weise konnten die tibrigen Bestandteile dieser Formel

[CsH13N2]* dem Kation des Clusters-lons zugewiesen.

Zur Bestétigung der ESI Ergebnisse, wurde die Probe nach der Reaktion sowohl

im Positiv- als auch im Negativ-lonen-Modus einer DART Technik unterzogen
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(Methode siehe 9.18). Ahnlich wie bei der ESI, ergab das DART-Spektrum mit
positiven lonen nur ein Signal bei m/z 615.1801 (Abbildung 41A).

Die negativen-lonen DART Analyse zeigte das am haufigsten vorkommende lon
bei m/z 412.9665, das zuvor als [PFOA-H]" identifiziert wurde. Dieses Signal wurde
von einem zweiten Peak bei m/z 927.0401 und einem dritten bei m/z 368.9767
begleitet. Das Fragment-lon bei m/z 368.9767 konnte durch den Verlust von CO> aus
dem [PFOA-H] lon gebildet werden. Ein weiterer Peak mit relevanter Intensitét
wurde bei m/z 826.9404 beobachtet.

Wahrend das Signal bei m/z 927.0401 demselben [CA2]~ Cluster-lon zugeordnet
werden konnte, das bereits bei der ESI identifiziert wurde, hatte das Signal bei
m/z 826.9404 Kkein entsprechendes lon im ESI-Spektrum. Die vorgeschlagene
Elementzusammensetzung von [CisHF3004]~ (berechnet 826.9401) weist auf die
Bildung von [PFOA2>—H] Cluster-lonen hin. Die Tandem-MS Analyse des lons bei
m/z 615 ergab nur ein Signal mit einer bemerkenswerten Intensitat bei m/z 615.1801
(Abbildung 41B).

Die DART-Ergebnisse stimmten mit den Ergebnissen der ESI-Spektren (iberein
und deuten stark auf die Bildung eines massenarmen Kations, mit der

Zusammensetzung [CsH13N2]*, hin.

100



Intens.

x107 A

615.1801
[C, PFOA-H]*

s- AN

444.0439

A i A
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

Intens.

x105 B

615.1801
4

[C, PFOA-H]*

6‘ oy

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z
Inten57,
x1077 C
412.9665 i
25] [PFOA-H]
2,04
[CA)
1.54
927.0401
1.04 [c7Fls]-
i \ [PFOA,-H]
0.54 368.9767 \
826.9404
474.9670 591.0621 l
0.0 . i l‘ | . - . shagale 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

Abbildung 41 DART-Massenspektren des Derivatisierungsprodukts. Ein positives DART-
lonenspektrum, B-Tandem-Massenspektrum des lons bei m/z 615 bei 5 V Kollisionsoffset-
Spannung, C negatives DART-lonenspektrum [166].

Wahrend die ESI- und DART-Massenspektren der Annahme entsprachen, dass
es sich bei der unbekannten Substanz um ein Salz handelte, konnten keine endgiltigen
Beweise fur diese Zusammensetzung geliefert werden. Ein Grund dafiir ist dass das

FT-ICR-Instrument nicht im Bereich unter m/z 180 messen kann. Um diese Annahme
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zu stltzen, wurden Liquid Injection Field Desorption/lonization (LIDFI) Spektren mit
einem TOF-Massenspektrometer aufgenommen (Methode 9.19). Mit diesem
Instrument kénnen die lonen in diesem niedrigen Bereich nachgewiesen werden. Die
Felddesorption (FD) ist fir die Analyse organischer Salze [C*A] gut etabliert und
liefert bekanntermaBen Signale, die dem intakten Kation C* entsprechen.
Typischerweise ~ werden  dieses von  Cluster-lonen  der  allgemeinen
Zusammensetzung [CnAn-1]" begleitet [167,168].

Der Unterschied zwischen FD und LIFDI besteht hauptséchlich darin, wie die
Emitterladung erreicht wird [169] und ist daher fur die Aufklarung dieses Themas
irrelevant, da die LIFDI ansonsten dasselbe Verhalten aufweist [170]. Zudem kénnen
FD und LIFDI Molekil-lonen von fast jeder Verbindung, bis zu einer Masse von etwa
2000 u, liefern [171,172]. Falls es sich bei der unbekannten Substanz um kein
organisches Salz handelte, wirde daher die Molekularmasse der Verbindung auch

durch dieses Experiment aufgedeckt werden.

Die Durchfihrung des Experiments ergab ein LIFDI-Spektrum mit einem
Basispeak bei m/z 101.12, der dem [CsH13N2]* Iminium-Kation zugeordnet werden
konnte (Abbildung 42). Erwartungsgemal wurde dieses Signal von einem zweiten
Peak bei m/z 615.15 (Intensitdt 20.5%) und einem dritten, bei m/z 1129.20 (Intensitét
0.3%) begleitet. Diese konnten den [C2A]" und [C3A2]" Cluster-lonen mit folgenden
Strukturformel: [(CsH13N2). PFOA]" und [(CsH13N2)s PFOA2]* zugeordnet werden.
Das LIFDI-Experiment zeigte aulRerdem, dass wéhrend des Derivatisierungsprozesses
keine molekulare Verbindung gebildet wurden.
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Abbildung 42 LIFDI-Massenspektrum des vermuteten Salzes, welches bei der Derivatisierung
von PFOA gebildet wird. Der intensivste Peak bei m/z 101.12 entspricht dem Iminium-Kation
[CsH13N2]*. Die anderen bei m/z 615.15 und m/z 1129.20 kénnen [(CsH13N2). PFOA]* und
[(CsH13N2)s PFOA;]" Cluster-lonen zugeordnet werden. Die Einschiibe zeigen vergréRerte
Ansichten der Cluster-lonen-Peaks [166].
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Um die Mdoglichkeit auszuschlieRen, dass das lon bei m/z 101.12 durch eine
gewisse Fragmentierung des DMF-DMA Molekil-lons entsteht, wurde ein
Kontrollexperiment durchgefiihrt. Aufgrund der Fliichtigkeit von DMF-DMA wurde
diese Verbindung im FI-Modus gemessen, indem die gasférmige Probe Uber die
Transferkapillare dem Emitter zugefihrt wurde. Das FI-Spektrum zeigte das Molekiil-
lon [CsH1sNO2]"* bei m/z 119.10 als Basispeak. Der begleitende Peak bei m/z 88.09,
kann durch Verlust von CH3O" einem Fragment-lon zugeordnet werden. Dieses
Experiment hat gezeigt, dass bei der Messung von reinem DMF-DMA kein Peak bei
m/z 101 auftritt.

M*
119.10
100 —
b .
2 50
[0}
E ] +
= [M-OCH,]
. 88.10
0 I T T T T I T T T T l T T T T I
75 100 125 m/z 150

Abbildung 43 FI-Massenspektrum von DMF-DMA. Das Molekil-lon [CsH1sNO;]"* wird bei
m/z 119.10 beobachtet, der Peak bei m/z 88.10 kann durch Verlust von CH3O® einem Fragment-
lon zugeordnet werden. Bei m/z 101 ist kein Signal sichtbar [166].

Das Derivatisierungsmittel (DMF-DMA) unterliegt in Gegenwart von
Perfluorcarbonséure eindeutig einer Umlagerung und bildet ein sehr stabiles Kation,
welches bei m/z 101 nachgewiesen werden kann. Mit diesen Erkenntnissen konnten
die GC-MS-EI Daten im Lichte dieser Interpretation Uberarbeitet werden, um
zusétzliche Informationen zu liefern. Zu diesem Zweck wurden die Nebenprodukte der
Reaktionen mit GC-MS untersucht (Derivatisierungsmethode siehe 9.7). Das Ergebnis
einer Reaktion von PFOA mit DMF-DEA befindet sich in Abbildung 44. Der Peak
von Triethylorthoformiat wurde mit Nr. 4 markiert. Der Peak Nr. 2 entspricht dem
PFOA-Ethylester. Die Peaks Nr. 1 und 3 wurden als Ethyl-N-ethylcarbamat und
Ethyldimethylcarbamat identifiziert. Die ldentifizierung der Nebenprodukte wurde
mittels der NIST-Datenbank durchgefihrt.
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Abbildung 44 Chromatogramm der Reaktionsprodukte der PFOA mit DMF-DEA.
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Die Nebenprodukte einer Reaktion mit DMF-DMA konnen eine sehr kleine

Masse besitzen und weisen damit eine kurze Retention auf der HP-5ms Saule auf.

Daher wurde zusatzlich eine Analyse mit einem Varian GC-MS System durchgefiihrt,

welches mit einer anderen Séule (DB-WAXetr) ausgestattet war (Methode siehe 9.15).

Eines der gefundenen Nebenprodukte der

Reaktion mit DMF-DMA war

Trimethylorthoformiat. In analoger Weise wurde bei der Reaktion mit DMF-DEA
Triethylorthoformiat beobachtet (Abbildung 45).
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Abbildung 45 Chromatogramme der Produkte der PFOA Reaktion mit DMF-DMA und DMF-

DEA nach der Trennung

in einer DB-WAXetr Saule.

Aus diesen Messungen wurden neue Erkenntnisse gewonnen. Um ein

Trimethylorthoformiat zu bilden, tauschen zwei DMF-DMA-Molekiile eine Methoxy-

und eine Dimethylaminogruppe aus. Eine solche Reaktion kann unter sauren

Bedingungen stattfinden, bei denen DMF-DMA eine Methoxy-Gruppe, unter Bildung

eines Alkylorthoesters verliert, wahrend die freie Dialkylaminogruppe einen

Aminalester bildet. Ahnliche Gleichgewichtsreaktionen wurden bereits von Scheeren
et al. [173], Winberg et al. [174] und Wicherink (Schema 1) beschrieben.

OR HNR OR HNR 5 NR
H+OR - H NR, > H+OR

OR HOR OR HOR NR,
Orthoester Amid-Acetal Aminalester

HNR

—_—
-

HOR

NR,

H+NR2

NR,
Orthoamid

Schema 1 Gleichgewichtsreaktion zwischen Orthoester und Orthoamid [166,175].
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Aus diesem Schema folgt, dass aus dem Aminalester, durch Verlust einer
OCHs-Gruppe, ein sehr stabiles N,N,N',N'-Tetramethylformamidinium-Kation
gebildet wird (Schema 2). Dieses Kation konnte dem Signal bei m/z 101.12 im LIFDI-

TOF-Massenspektrum zugeordnet werden.

RO

NMe, >—NMe
™) RO>_ +H J+ _NMe; | Ro 2 RO NMe ,
ro” \Me; —> |RO-CH<—»RO-CH >RO + RO—
-ROH * RO NMe,
NMe, + NMe
2y rRo—< " *H_ HETT? 4 RoH
NM62 NM62
m/z 101

Schema 2 VVorgeschlagene Reaktion der Bildung von N, N, N',N'-Tetramethylformamidinium-
Kationen aus DMF-DMA [166].

Diese Ergebnisse zeigten, dass sich in der Losung ein N,N,N',N'-
Tetramethylformamidinium-Salz der PFOA bildete. Diese Salzbildung wurde in
Schema 3 dargestellt. Fluoralkylgruppen sind stark elektronenziehende Substituenten
und daher ist eine perfluorierte Carbonsaure durch Induktion und Stabilisierung der
konjugierten Base saurer als ihre Kohlenwasserstoffanaloga [176,177]. Diese
intramolekulare Stabilisierung kann die Entfernung von Wasserstoff aus der
Saurestruktur bewirken. Das Vorhandensein von aktivem Wasserstoff in der Losung
katalysiert die Bildung von N,N,N',N'-Tetramethylformamidinium-Kation, dass ein
Salz mit sehr stabilem PFOA-Anion bildet.

RO 0 Me,N Me,N ol gr
2 RO>_NM62 & F15(37_/< —> :6H - : E\C F15C7_Z< - |58 O)—OR + ROH
OH | Me,N Me,N O] RO

Schema 3 Bildung von PFOA-Salz bei der Reaktion mit DMF-DMA [166].

Um das Vorhandensein eines Salzes zu bestatigen, wurde die Probe mittels
FTIR-Spektroskopie analysiert (siehe 9.20). Zu diesem Zweck wurde ein
Ammoniumsalz von PFOA hergestellt. Perfluoroktansaure und ihre Methylester
wurden ebenfalls mittels FTIR analysiert, um die Absorptionsbanden der jeweiligen

Carbonylgruppen zu vergleichen (Abbildung 46).

Wihrend die IR-Absorption des Esters bei der hchsten Wellenzahl (1788 cm™)
erfolgte, war das Ergebnis flir PFOA und beiden Salze deutlich davon zu unterscheiden
und zeigte die Absorptionen bei nahezu gleicher Wellenzahl. Die PFOA-
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Carbonylgruppe (1694 cm™) zeigte einen sehr breiten Peak und konnte daher leicht
von ihren Salzen unterschieden werden. Die IR-Absorption der in den
Reaktionsprodukten vorhandenen Carbonylgruppen mit TBAOH und DMF-DMA trat
bei niedrigeren Wellenzahlen auf, d. h. bei 1692 cm™ bzw. 1689 cm™. Dies weist auf
eng verwandte Strukturen beider Produkte hin und kann daher als weitere Bestatigung

einer lonenstruktur des unbekannten Produkts angesehen werden.

10 ) PFOA-Methylester (1)
10| (2)  PFOA
| ©  PFOA+TBA
(4)  PFOA +DMF-DMA
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Abbildung 46 FTIR-Spektrum von PFOA, PFOA-Methylester und Reaktionsprodukten von
PFOA mit Tetrabutylammoniumhydroxid und DMF-DMA.

Bisher wurden die Reaktionen der PFOA mit DMF-DMA Dbei der
Raumtemperatur durchgefiihrt. Um der Einfluss der Temperatur auf diese Reaktion zu
untersuchen, wurden die Proben (PFOA + DMF-DMA\) nach der Inkubation der Probe
bei 60 °C fir 30 Minuten und bei 80 °C fir 15 Minuten mit einer Probe verglichen,
die nicht erwédrmt wurde. Die resultierenden Chromatogramme zeigten keinen
Unterschied in den relativen Peakintensitaten oder Retentionszeiten. Diese Ergebnisse
zeigten, dass die ausgewahlten Temperaturen keinen Einfluss auf die Salzbildung

hatten.
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Ein Salz, welches aus PFOA und DMF-DMA gebildet wird, kann jedoch nicht
in dieser Form mittels GC-MS nachgewiesen werden. Eine weitere Reaktion muss
innerhalb des Injektionsblocks des GC erfolgen. Es kann ausgeschlossen werden, dass
sich das Salz zersetzt, da bei dieser Reaktion PFOA freigesetzt wirde. In diesem Fall
sollte ein breiter Peak von Perfluoroktansdure mit geringer Intensitdt beobachtet
werden. Nach dieser Reaktion bildet sich jedoch ein scharfer Peak, der die Mdglichkeit
einer Salzzersetzung und der damit einhergehenden Bildung der freien Saure eindeutig
ausschliet. Die Derivatisierungsreaktion eines PFCA-Tetrabutylammoniumsalzes in
der Injektorkammer wurde schon in der Literatur beschrieben [68,178]. Bei einer

solchen Reaktion wird ein Alkylester der entsprechenden S&ure gebildet.

Die erste mdgliche Reaktion in der Injektionskammer, die berticksichtigt wurde,
war die Bildung eines Amids. Basierend auf den GC-MS EI-Massenspektren, hat die
Struktur des Amids jedoch eine zu geringe Masse (441 u). Im EI-Spektrum wurde ein
groleres Fragment-lon bei m/z 469 beobachtet. Es konnten auBerdem keine anderen

sichtbaren lonen der Fragmentierung eines Amids zugeordnet werden.

Die zweite mdogliche Reaktion dieses Salzes im Injektor ist die
Decarboxylierung. Das Phdanomen des CO»-Verlusts aus einer Halogenessigsaure im
GC-Injektor ist in der Literatur ausfiihrlich beschrieben [179,180]. Das Produkt,
welches in dieser Reaktion entsteht, ist in Schema 4 gezeigt. Die Temperatur der

Injektionskammer (200-300°C) wurde mit dem Symbol A gekennzeichnet.

Me,N_ 4 L1 A NMe
CH ||F1sCr—X | — 2 » .
Me,N 0 F1SC7{NMe2 + Coz+

Schema 4 Die Reaktion von PFOA-Salz in der Injektionskammer [166].
Die lonen, die im EI-Massenspektrum dieses Produktes zu finden sind, kénnen
den Fragment-lonen  von 1,1-Perfluooktyl-(N,N,N',N'-tetramethyl)-diamin

(PFOA-DMA) zugeordnet werden. Die wichtigsten im EI-Massenspektrum sichtbaren
Fragmente sind in Tabelle 17 dargestellt.
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Tabelle 17 El-Fragmentierungsmuster von derivatisierter PFOA

PFOA-DMA, Masse 470 u

CH, *°
3
N/
~~
CH
3
C7F 15—
\
CH,
Abgangsgruppe Fragment-lon
Masse [u] Struktur m/z Struktur
. — -+
1 H 469 C,F;-C-(NMe,),
. — -+
44 NMe, 426 C,F5-CH-NMe ,
— —+
63 FNMe, 407 (CF,),=CH-NMe,
. - _+
332 C/HFy, 138 |[Me2N-CF2-NMe2:|
+
363 CF,CF,NMe, 107 E:FZ:CH-NMeZJ

Das lon bei m/z 469 entspricht einem [M-H]* Fragment-lon, dass auf zwei Arten
entstehen kann. Die erste Mdglichkeit ist in Tabelle 17 dargestellt, dabei wird ein
Wasserstoff-Atom von dem tertidren Kohlenstoff-Atom abgespalten. Eine weitere
Madglichkeit ist eine fur die Amine charakteristische a-Spaltung [144]. In diesem Fall
wird ein Wassersoff aus einer Methylgruppe des Molekiils entfernt. Diese a-Spaltung
fihrt bei tertidren Aminen zu zwei, bzw. drei Tochter-lonen [144]. In dieser
Verbindung kann diese Spaltung verursachen, dass die C7F15-Gruppe aus dem Molekdil
entfernt wird. Dadurch entsteht ein lon [CH(NMe2)2]", dass bei m/z 101 sowohl im EI
Spektrum (Abbildung 37), als auch im PCI Spektrum (Abbildung 39) gefunden
werden kann. Das in dem Massenspektrum dominierende Haupt-lon mit m/z 426,
entsteht durch den Verlust eines Aminodimethyl-Radikals. Die hohe Intensitat im
Spektrum resultiert aus der groRen Stabilitadt des lons. Dartiber hinaus, sind in der
Struktur zwei Aminodimethylgruppen vorhanden. Die Abspaltung jeder diesen
Gruppen, bildet das gleiche Fragment-lon bei m/z 426, was dazu flhrt, dass die
Intensitat des Signals erhoht ist. Die Aminbildung im Injektor, kann durch den CO3-
Verlust im Salz belegt werden.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Reaktion von PFCA mit DMF-Dialkylacetalen
in zwei Schritten erfolgt: Zuerst wird ein Salz gebildet, welches bei der Injektion in
das GC-MS System weiter reagiert. In der zweiten Reaktion wird das Salz unter CO»-
Abspaltung in ein Amin umgewandelt. Dieses ist dann auf dem Chromatogramm als
ein symmetrischer, scharfer Peak zu finden. Aus diesem Grund kann man in dieser
Reaktion Perfluorcarbonsduren derivatisieren, um weiter eine qualitative und

quantitative GC-MS Analyse durchzufuhren.

7.3. Optimierung der Derivatisierungsreaktion

Fur eine weitere Methodenentwicklung sollte eines von zwei untersuchten
Derivatisierungsmittel (DMF-DMA und DMF-DEA), ausgewahlt werden. Mit der
ausgewahlten Verbindung sollte eine Analysemethode zur Bestimmung von PFCA
erarbeitet werden. Es wurde festgestellt, dass DMF-DMA in der S&ule deutlich kiirzere
Retentionen aufweist, als DMF-DEA und dadurch auf dem Chromatogramm nicht
sichtbar ist. DMF-DEA kann als Peak mit der Retentionszeit von 8.7 min gefunden
werden (Abbildung 44). Dieser Peak kdnnte in weiteren Analysen bei der Integration
der Peaks storen. Aus diesem Grund wurde fir die weitere Forschung und Optimierung
DMF-DMA verwendet.

Zusétzlich zur Analyse von PFOA, wurden auch andere PFCA derivatisiert,
um zu Uberpriifen, ob DMF-DMA auch mit anderen Perfluorcarbonséuren in gleicher
Weise reagiert. Zu diesem Zweck wurde eine Mischung aus zehn PFCA (100 pl
PFPrA-PFDoDA Loésung, je 100 pg/ml), mit 50 pul 0.4 M DMF-DMA derivatisiert.
Abbildung 47 zeigt ein extrahiertes lonenchromatogramm (EIC) mit derivatisierten
PFCA.
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Abbildung 47 Uberlagerung der extrahierten lonenchromatogramme der PFCA von C4 bis
C12 nach deren Reaktion mit DMF-DMA [166]. Fur jeden Peak wurde ein Sighal [M-NMe_]*
ausgewahilt.

Die Retentionszeit des Perfluorpropionsaurederivat ist sehr kurz und eluiert daher
mit dem Losungsmittel. Aus diesem Grund, kann es bei der Messung mit der
verwendeten GC-S&ule nicht detektiert werden. Zusétzlich wurde die gleiche Analyse
mit DMF-DEA anstelle von DMF-DMA durchgefuhrt. Wie erwartet, waren die
Retentionszeiten und die  Massenspektren aller  Derivate, fir beide

Derivatisierungsmittel identisch.

Aufgrund der Tatsache, dass die Derivatisierungreaktion im Injektor stattfindet,
ist die Temperatur des Injektors ein sehr wichtiger Parameter bei der Analyse und
sollte zundchst optimiert werden. Zur Optimierung der Injektionsbedingungen wurden
fiinf Temperaturen der Injektionskammer getestet: 220 °C, 225 °C, 250 °C, 275 °C
und 300 °C. Fir alle untersuchten PFCA, aul’er PFBA, wurden die hochsten Peaks bei
275 °C beobachtet (Abbildung 48). Aus diesem Grund wurde fir alle weiteren

Experimente 275 °C als Temperatur fur die Injektionskammer festgelegt.
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Abbildung 48 Einfluss der Injektionstemperatur auf die Peakflachen von PFCA nach der
Reaktion mit DMF-DMA.

In der Spurenanalytik wird oft eine splitlose Injektion verwendet, um die
maximale Signalintensitét zu erreichen. In dieser Forschung konnte jedoch festgestellt
werden, dass auch in Blindproben die PFCA Peaks zu beobachten sind. Dies fuhrte
dazu, dass in der Blindprobe die Peaks nach splitloser Injektion entsprechend hoher
waren. Somit konnte eine splitlose Injektion die Empfindlichkeit der Methode nicht
verbessern und biete keine Vorteile. Aus diesem Grund wurde eine Splitinjektion (1:5)
fiir alle Analysen verwendet. Die Verhéltnisse der Peakhdhen zwischen Blindproben
und Proben, blieben unverandert und es wurden dhnliche NWG wie bei der gepulsten
splitlosen Injektion erreicht. Der Vorteil einer Splitinjektion besteht darin, dass bei der
Messung der realen Proben weniger Verunreinigungen in das GC-MS System
gelangen. Auf Grund dessen kommt es zu weniger Verschmutzungen des Systems,

insbesondere des Liners, der Saule und der lonenquelle.

Als néchstes wurde eine Ermittlung der Abhdngigkeiten der Reaktion von
Losungsmittel durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde DMF-DMA in finf
verschiedenen Losungsmitteln vorbereitet: Acetonitril, Aceton Methyl-tert-butylether
(MTBE), Methanol, Pyridin und Toluol. Im Vergleich mit Acetonitril hat die Zugabe
von Aceton zu zweimal hoheren Produktpeaks gefuhrt und signifikant die Peaks von
Nebenprodukten reduziert (Abbildung 49). Es konnte ein zusatzliches Produkt
(4-(Dimethylamino)-3-buten-2-on) detektiert werden, dass sehr nahe an den PFDoDA-
Derivat-Peaks eluierte. Dartber hinaus sind die Peaks der Probe mit MTBE hoher, als
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die Ergebnisse mit Aceton und Acetonitril und bildeten zudem kein ungewiinschtes

Nebenprodukt.
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Abbildung 49 Die DMF-DMA Derivatisierung von PFCA nach der Zugabe von Aceton.

Wie vermutet, konnten mit Methanol fast keine sichtbaren Peaks in der Probe
gemessen werden. Methanol st ein geeignetes Losungsmittel fir die
Konkurrenzreaktion — Umesterung der Séaure. Pyridin, welches zusammen mit DMF-
DMA in handelsiiblichem Methyl-8®-Reagenz als Lésungsmittel verwendet wird,
fordert ebenso wie Methanol die Bildung des Esters. Toluol erzeugt einige zusétzliche
Peaks, die nicht weiter untersucht wurden. Es konnte lediglich festgestellt werden, dass
diese Nebenprodukte einen aromatischen Ring in der Struktur besitzen, da typische
Fragment-lonen wie beispielweise m/z 91 detektiert werden konnten [145]. Aus
diesem Grund, konnte MTBE als geeignetes Ldsungsmittel fir diese Reaktion
festgelegt werden. Im weiteren Verlauf, wurde auch Hexan, als Lésungsmittel fir die
Messung im SIM-Modus getestet. Die Peaks unter Verwendung von Hexan als
Losungsmittel, waren ca. 10% hoher als die Peaks nach der Reaktion mit MTBE. Dies
fiihrt zu der Erkenntnis, dass beide Losungsmittel fir die Reaktion verwendet werden

konnen.
Wie bereits erwéhnt, wiesen auch Blindproben immer Spuren von PFCA im

System auf. Um dieses Problem zu beheben, wurde zunéchst die Reinheit des

Losungsmittels (MTBE) Uberprift. Die zusatzliche Destillation des Ldsungsmittels
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wurde durchgefiihrt, wobei jedoch kein Unterschied in den Blindwerten beobachtet

werden konnte.

Die (berwiegende Mehrheit der vertffentlichten Studien présentierte
Derivatisierung von PFOA nach der Verdampfung des Extrakts. Da es durch das
Losungsmittelabdampfen zum Verlust der Analyten kommen kann, wurde die Probe
mit und ohne Losungsmittelverdampfung gemessen, um mdgliche Analytenverluste
zu untersuchen. Eine PFCA-Losung (1 ml, 5 ng/ml) in MTBE, wurde unter einem
leichten Stickstoffstrom zur Trockne abgedampft und erneut in 100 pl MTBE gel6st,
was zu einer Probenkonzentration von 50 ng/ml fuhrte. Die Ergebnisse wurden mit
einer Probe (50 ng/ml) verglichen, die nicht abgedampft wurde. Dabei konnte ein
Verlust, der mit abnehmender Kettenlange und Fllchtigkeit der Analyten korrelierte,
beobachtet werden. Die niedrigsten Wiederfindungsraten wurden fur die PFCA mit
der kirzesten gemessenen Kettenlédnge erzielt. Der Verlust von Analyten lag bei 89 %
fir PFBA und 73.3 % flir PFPA. Bei langkettigen Sauren war der Verlust entsprechend
kleiner und lag bei 61.7 % fir PFUNDA und 60.2 % fur PFDoDA. Um der Verlust von
Analyten zu vermeiden, wurden in dieser Arbeit die Proben und Probenextrakte nicht

abgedampft und in deren urspriinglichen Konzentration gemessen.

7.4. Reaktion von DMF-DMA mit Pentafluorbenzoesaure

Vorausgesetzt Pentafluorbenzoesdaure reagiert auf die gleiche Weise mit
Acetalen wie PFCA, konnte diese Verbindung als interner Standard fur die PFCA-
Analyse dienen. Die Durchfiihrung einer Reaktion der Pentafluorbenzoesdure mit
DMF-DMA, ergab ein Produkt, welches als entsprechendes Amin identifiziert werden
konnte. Der Basispeak [M-NMez]* wurde bei m/z 224 beobachtet. Das
Massenspektrum der Pentafluorbenzoeséure, sowie ihre mdgliche Fragmentierung,

befinden sich im elektronischen Zusatzmaterial.

7.5. Vergleich mit anderen Derivatisierungsmethoden

Zwei Literaturmethoden zur Derivatisierung unter Verwendung von BSTFA [92]
und Benzylbromid [63], wurden mit der Derivatisierung durch DMF-DMA zur

Bestimmung von PFCA verglichen.

Die Derivatisierungsmethode mit BSTFA, basierte auf der Beschreibung Lv et al.
[92] wurde zu diesem Zweck modifiziert: Durch einen langsameren

Temperaturanstieg, sollte eine bestmdgliche Trennung aller neun PFCA erzielt
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werden. AuRerdem wurde die Probe nach der Reaktion nicht weiter verdunnt. In dieser
Untersuchung konnten allerdings nur fiinf von neun PFCA (100 pg/ml) nachgewiesen
werden (Abbildung 50). Im Vergleich zur Methode mit DMF-DMA, hat die
Verwendung von BSTFA sowohl Vorteile, als auch Nachteile. Die Anwendung von
BSTFA ergab einen grofl3en Peak, der drei Minuten des Chromatogramms abdeckt. Da
das PFCA-8-TMS-Derivat zur gleichen Zeit wie BSTFA die GC-Sdule verlasst,
konnte dies nicht im Chromatogramm nachgewiesen werden. In Abbildung 50 ist
lediglich der Anfang des BSTFA-Peaks sichtbar, da der MS Detektor zum Schutz des
Filaments in diesem Moment ausgeschaltet wurde. Die kurzkettigen PFCA mit vier,
funf und sechs Kohlenstoffatomen in der Struktur, eluierten im gleichen Zeitbereich
wie das Losungsmittel und kénnen deshalb nicht gemessen werden. Daruber hinaus
konnten andere Peaks im Chromatogramm gefunden werden (Abbildung 50, Peaks 1-
5), die von Nebenprodukten der Reaktion stammen. Zwar liefert diese Reaktion hohere
Peaks von Derivaten der langkettigen PFCA, jedoch sind die Retentionszeiten von
PFBA-PFHXA sehr kurz und somit eluierten die Analyten zu schnell aus der S&ule,

was eine Analyse erschwert.
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Abbildung 50 TIC-Chromatogramm mit PFCA-BSTFA-Reaktionsprodukten.
Die Derivatisierungsmethode mit Benzylbromid basierte auf der Beschreibung
von Orata et al. [63]. Die genaue Probenvorbereitung wurde im Punkt 9.11

beschrieben. Die Peakintensitdten von PFCA-Derivaten waren nach dieser Reaktion

sehr gering (Abbildung 51). Zudem konnte auf dem Chromatogramm ein groRer Peak
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von Benzylbromid beobachtet werden. Diese Methode zeigte keine Vorteile

gegentiber der DMF-DMA Derivatisierungsmethode.

x10 5
3.5
3
w 2.5
=
s 2
8 1.5 Benzy! bromid
14
0.5
0
x10 3
4
£ 3 PFCA-6-B  PFCA-§-B
| wivp & 5 8]
g Benzyl bromid PFCA-3-B X ! PFCA-10-B
=] -
PFCA-7-B -
© 2 PFCA-4-B \ PFCA-9-B PFCA-11-B
™ PFCA-12-B
1 Diaceton alkohol
|
0 :

Acquisition Time (min)

Abbildung 51 Chromatogramm nach der Reaktion von PFCA-LGsung mit Benzylbromid.
Oberes Chromatogramm - Blindprobe, unteres Chromatogramm: Die Probe mit dem PFCA-
Gemisch nach der Derivatisierung.

7.6. Beurteilung der Methode

Fur die DMF-DMA Derivatisierungsmethode, wurden die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen, sowie Linearitat und Prazision bestimmt. Zusétzlich wurde der

Einfluss der Matrix auf die Reaktion untersucht.

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sind in Tabelle 18 dargestellt. Diese

Werte wurden mit folgenden Formeln berechnet:

NWG = x+ 3 X
BSG = x+ 10X s

x — Mittelwert aus sechs Blindwertmessungen
s — Standardabweichung von sechs Blindproben
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Tabelle 18 Nachweis- und Bestimmungsgrenze fur PFCA-Derivate, ermittelt fir
Standardldsungen in MTBE.

BSG fiir 0.5 g Probe
Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze extrahiert mit 5 ml

PFCA (NWG) [ng/ml] (BSG) [ng/ml] [ng/g]

PFBA 0.18 0.26 2.6

PFPA 0.15 0.23 2.3

PFHXA 0.15 0.21 2.1

PFHpA 0.27 0.44 4.4

PFOA 0.38 0.48 4.8

PFNA 0.20 0.33 3.3

PFDA 0.24 0.47 4.7
PFUNDA 0.19 0.37 3.7
PFDoDA 0.24 0.31 3.1

Fur die Kalibration wurden die Standardlésungen in Konzentrationen von 2 bis
1500 ng/ml hergestellt. Die Prazision konnte anhand von sechs Messungen pro Probe
bei der Konzentration von 10 ng/ml untersucht werden. Die Ergebnisse der
Untersuchungen zur Préazision (RSD%) und der ermittelten Bestimmtheitsmale R?

sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19 Retentionszeiten, Quantifizierungsionen, R? und RSD% [181].

Verbindung Retentionszeit | Quantifizierungs-lon RSD (%) R?
[min] [m/z]

PFBA 6.621 226 4.84 0.9957
PFPA 8.578 276 4.34 0.9981
PFHXA 10.159 326 6.21 0.9966
PFHpA 11.464 376 3.29 0.9976
PFOA 12.581 426 2.85 0.9972
PENA 13.393 476 2.31 0.9974
PFDA 13.988 526 2.4 0.9971
PFUNDA 14.437 576 2.05 0.9972
PFDoDA 14.814 626 191 0.9986

Um den Einfluss der Matrix auf die Ergebnisse zu beurteilen, wurden zwei
Experimente durchgefiihrt. Im ersten Experiment wurden die Proben vor der
Extraktion mit PFCA-L&sung aufgestockt. Im zweiten Experiment wurden die Proben

nach der Extraktion aber vor der Derivatisierung mit PFCA-L06sung aufgestockt.
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a) Einfluss der Matrix auf die Extraktion

Fur das erste Experiment, wurden eine Zahnseide (ZS), ein Impragnierspray (IP),
eine Laborhandschuh aus Baumwolle (BW), ein Allzwecktuch (Vis, 82% Viskose
18% Polypropylen) und ein Teflondeckel eines Headspaceglas (TD) zerschnitten und
eingewogen. Die Einwaage jeder Probe betrug ca. 100 mg. Zu den Proben wurden
dann 10 ng je PFCA zugegeben. Danach wurden die Proben mit 2 ml MTBE/IS
Losung extrahiert, durch Einwegspritzenfilter filtriert und anschlieBend derivatisiert
(9.7). Die PFCA Konzentrationen in den aufgestockten Proben wurden mit zweli
Methoden ausgewertet: Direkte Auswertung der Peakflachen mittels Kalibriergerade
und die Auswertung des Verhdltnisse Peakflache/Interner Standard (IS,

Pentafluorbenzoeséure). Die Ergebnisse wurden in Tabelle 20 zusammengestellt.

Tabelle 20 Wiederfindungsraten fiir aufgestockten Proben mit 10 ng je PFCA.

Wiederfindungsrate (%)

PFCA ZS |ZSIS| IP IPIS| BW |BWIS | Vis | VisIS | TD | TD IS

PFBA 99 86 NG NG NG 77 63 43 82

PFPA 108 76 76 91 11 95 65 21 60

PFHxA | 111 79 73 88 19 100 69 23 59

PFHpA | 124 94 74 89 20 119 97 28 70

PFOA 113 81 66 81 21 106 78 33 78

PFNA 116 83 68 82 27 107 78 42 91

PFDA 116 83 64 77 30 108 78 43 91

PFUnDA | 118 84 62 74 33 107 78 54 109

\l\l@@bbbl\)%

PFDoDA | 118 85 61 74 35 109 79 70 136

*NG- nicht gefunden

Die Ergebnisse waren fiir alle Proben sehr unterschiedlich. Die Auswertung
der Zahnseide ohne internen Standard zeigte héhere Wiederfindung als mit IS, wobei
diese Ergebnisse deutlich 100% uberschritten haben. Da die Baumwolle die
Perfluorcarbonsduren aufgenommen hat, waren die Wiederfindungsraten sowohl mit,

als auch ohne IS sehr niedrig.

Zusétzlich wurden die nicht aufgestockten Proben mit einem internen Standard
quantitativ analysiert, dabei konnte ein Problem bei der Auswertung beobachtet
werden. Die Signale von Pentafluorbenzoeséure verliefen nicht proportional zu den
PFCA-Signalen. Beispielweise war der Peak von PFB in der Zahnseide deutlich
kleiner, als in der Blindprobe. Das hat dazu gefuhrt, dass das Peakverhaltnis zwischen
PFCA und PFB entsprechend groRer war. Dieser Umstand fuhrte dazu, dass es bei der
Auswertung aufgrund des Peakverhaltnisses relativ grof’e Konzentrationen errechnet

werden. Aus diesem Grund ist die Anwendung von PFB als interner Standard fir die
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Auswertung mit einer Kalibriergerade nicht mdglich, da sich die PFCA/PFB
Peakintensitaten nicht proportional veréandern. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte
die Quantifizierungsmethode optimiert werden.

b) Einfluss der Matrix auf die Extraktion

Das Ziel des zweiten Experiments war es, den Einfluss der Matrix auf die Reaktion
zu testen. Die Proben wurden nach der MTBE-Extraktion mit einer PFCA-LGsung
aufgestockt. Folgende Proben wurden untersucht: Titelseite von einer Zeitschrift (ZT),
Backpapier (BP), Popcorntiite (PB), Zahnseide (ZS) und Impragnierspray (IP). Die
Proben wurden mit 10 ng je PFCA vor der Derivatisierung aufgestockt. Die Ergebnisse
wurden in Tabelle 21 zusammengefasst. In den meisten Féllen waren die Peaks der

Proben groRer als die in den Standards.

Tabelle 21 Einfluss der Matrix auf Peakflache des Standards.

Prozentuales Verhaltnis des Peaks in dem Extrakt und in MTBE
PFCA ZT BP PB ZS IP
PFBA 111.5 104.8 107.9 103.5 89.7
PFPA 103.5 96.5 103.8 98.6 109.9
PFHxA 101.2 96.4 106.7 97.5 112.2
PFHpA 100.6 96.2 102.9 96.0 113.2
PFOA 101.0 98.4 103.6 94.9 115.0
PENA 105.9 98.5 106.7 97.4 125.7
PFDA 108.7 96.6 111.3 98.6 119.9
PFUNDA 109.0 97.4 110.6 102.8 122.1
PFDoDA 113.8 91.0 118.6 101.9 128.3

Diese Unterschiede waren umso deutlicher, je geringer die Konzentration von
PFCA war. Fur die mit 0.5 ng/ml aufgestockte Zahnseide (ZS) und Klarschlamm (KS)
Extrakte, haben die Peakflachen 29% bis 93% der Peakfladchen des Standards erreicht
(Tabelle 22). In der gleichen Tabelle sind auch die Ergebnisse vom Extrakt einer
Teflondichtung (TD) gezeigt. Diese Probe wurde mit 1 ng/ml PFCA-L&sung

aufgestockt und zeigten die niedrigsten Ergebnisse.
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Tabelle 22 Einfluss der Matrix auf Peakfladche des Standards. Aufgestockte Konzentrationen:
0.5 ng/ml PFCA Losung fur die Extrakte von Zahnseide und Klarschlamm und 1 ng/ml
PFCA Losung fir der Extrakt von Teflondichtung.

Prozentuales Verhaltnis des Peaks

in dem Extrakt und in MTBE

PFCA ZS KS TD
PFBA 79.3 29.1 28.9
PFPA 59.0 84.9 32.2
PFHXA 85.3 89.9 35.7
PFHpA 78.9 79.4 34.3
PEOA 66.0 90.1 35.7
PENA 61.1 93.0 35.0
PFDA 40.8 77.4 36.8
PFUNDA 66.5 82.4 38.2
PFDoDA 76.6 86.4 39.6

Basierend auf diesen Ergebnissen, stellte sich eine klassische Kalibration mit
Standardlésungen, fur dieses Verfahren als nicht optimal heraus. Die Unterschiede
zwischen den Peakintensitidten in den verschiedenen Extrakten waren sehr hoch.
Dadurch kommt es bei der Auswertung mit einer Kalibriergerade zu einem grofRen
Fehler.

Die Standardaddition bietet eine quantitative Bestimmung der Proben in
komplexen Matrices und stellt damit eine gute Alternative zu diesem Verfahren dar.
Zusatzlich kann Pentafluorbenzoeséure, als ein Standard zur Kontrolle der Reaktion
und Injektion, benutzt werden. Ein groRer Vorteil dieser Methode ist die
Kompensation von Matrixeffekten, da die Standards zur Quantifizierung direkt in der
Probe erstellt werden. Dies ist bei dieser Art von Reaktionen besonders wichtig, da
DMF-DMA zuerst ein Iminium-Kation bildet und auch die Matrix diesen Prozess

beeinflussen kdnnte.

7.7. Quantitative PFCA Analyse in verschiedenen Probenmatrizes

Diese Derivatisierungsmethode eignet sich gut fiir ein schnelles Screening von
festen Proben, nach einer Extraktion mit einem organischen Losungsmittel. Da die
Probe sich in einem Kunststoffgefal befindet, ist die Erwdrmung der Probe nicht
maoglich. Der Grund dafir ist die Fliichtigkeit des MTBE, die aus einem undichten
Gefél verdampfen wiirde. Fir ein Screening wird eine Probe nach der Extraktion und
Filtration derivatisiert (siehe 9.7) und mittels GC-MS gemessen (siehe 9.14.2).
Zusatzlich wird die gleiche Probe zu einer Konzentration von 1 ng/ml aufgestockt und

gemessen. Zur weiteren Quantifizierung werden diese Proben gewahlt, fiir die PFCA
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Peaks beobachtet werden kdnnen, die nicht auf dem Chromatogramm einer Blindprobe
zu finden sind. Um sicherzustellen, dass die Reaktion in dieser Probenmatrix
funktioniert hat, missen die PFCA-Peaks in der aufgestockten Probe sichtbar sein.
Basierend auf der Peakfliche der PFCA wird die Konzentration der
Perfluorcarbonséure abgeschétzt, um eine weitere quantitative Analyse, mit Hilfe

eines Standard-Additionsverfahrens durchzufihren.

Zur quantitativen Untersuchung wurden aus jedem Extrakt mindestens drei Proben
vorbereitet: eine nicht aufgestockte Probe (Analyseprobe) und mindestens zwei
aufgestockte Proben, mit zu den Probensignalen angepassten Konzentrationen. In der
Regel entspricht dies einer eineinhalbfachen und zweifachen, geschéatzten
Konzentration des Analyten in der Probe. Vor der quantitativen Analyse muss ein
lineares Ansprechverhalten der eingesetzten Analysenmethode fur den untersuchten
Analyten im gesamten untersuchten Konzentrationsbereich Uberprift werden. Zu
diesem Zweck wird eine Kalibriergerade erstellt, deren Bestimmtheitsma R? groRer

als 0.98 sein sollte, was eine Voraussetzung fur die Analyse darstellt.

Vor jeder Messung werden drei Blindproben gemessen, um die System-Blindwerte
einzuberechnen. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe der Formel F.10, welche im
Abschnitt 4 abgeleitet wurde.

Die neuentwickelte Analysenmethode wurde fur drei verschiedene Probenmatrizes
getestet: Zahnseide, Textilien und Klarschlamm. VVorgehensweise bei der Extraktion
der Proben und Filtration von Extrakten wurde in Punkt 9.10 beschrieben. Die
Derivatisierung aller Proben erfolgt nach der Beschreibung in Punkt 9.7. Die

Parameter der GC-MS Analyse sind in 9.14.2 gezeigt.

Zwei Sorten von Zahnseide: Real Quality und EImex®wurden auf ihren PFCA
Gehalt untersucht. In beiden Proben konnten keine PFCA gefunden werden, weshalb

auch keine gquantitative Analyse moglich war.

Das Institut fur Textilforschung in Denkendorf (DITF), hat vier Textilien zur
Verfugung gestellt, die moglicherweise mit PFCA impragniert wurden. Zur genaueren
chemischen Zusammensetzung der PFCA gab es keine Informationen. Die Proben
(500 mg) wurden mit 5 ml Extraktionslésung extrahiert und filtriert. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 23 zusammengestellt.
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Tabelle 23 Ergebnisse der Analyse von Textilien. Die Werte in Klammern sind kleiner als die
Bestimmungsgrenze (Tabelle 18).

PFCA | Textil 1 [ng/g] | Textil 2 [ng/g] | Textil 3 [ng/g] | Textil 4 [ng/g]
PFBA 3.8 4.9 3.5 5.3
PFPA 3.7 4.5 3.0* 3.9
PFHXA 12.35 4.7 6.0 20.0
PFHpA 7.9 11.0 <4.4 (2.2)* 4.2
PFOA 13.6 <4.8 (1.2 5.9* 18.4
PENA <3.3(2.9) <3.3(2.2) <3.3 (1.6)* <3.3(2.8)
PFDA 5.8 <4.7 (2.8) <4.7 (1.7)* 5.8
PFUNDA| <3.7(2.3) <3.7(3.4) <3.7 (0.6) <3.7(0.1)
PFDoDA 3.2 3.6 8.4 33

* R2<0.98 (0.94 - 0.97)

Das Analytik Institut Rietzler GmbH stellte Klarschlammproben (getrocknet und

homogenisiert) zur Verfugung. Fur zwei Proben konnten weder mit LC-MS/MS, noch

mittels GC-MS PFCA nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung, ob die Methode fiir

solche Umweltproben geeignet ist, wurden eine Klarschlammprobe und ihre Extrakte

mit PFCA aufgestockt. Wie die Ergebnisse in Tabelle 24 zeigen, stort diese Matrix

nicht bei der Derivatisierung. Die Wiederfindungsraten fir das Extrakt waren

zufriedenstellend. Fir die Probe wurden entsprechend niedrigerer Werte gemessen.

Diese Werte kdnnen stark vom Extraktionsprozess abhangig sein, der fir jede Art der

Probe individuell optimiert werden sollte.

Tabelle 24 Wiederfindungsraten (WFR) fur Klarschlammproben aufgestockt mit PFCA.

Ergebnis | \yrp fir | Ergebnis | WFR fir | ufgestockte
S Extrakt [%] | Probe [ng/g] | Probe [%] MOV
PFCA | [ng/d] [ng/g]
PEBA 15.27 101.8 14.59 97.3 15.0
PEPA 15.18 101.2 14.35 95.7 15.0
PEHxA | 10.44 104.4 9.91 99.1 10.0
PFHpA | 2037 101.9 9.52 47.6 20.0
PEOA 9.45 94.5 9.29 92.9 10.0
PENA 5.07 101.5 4.96 99.2 5.0
PEDA 4.84 96.7 471 94.3 5.0
PEUNDA | 24.59 98.3 21.32 85.3 25.0
PEDODA | 18.20 91.0 16.91 84.6 20.0
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Zur  Verifizierung  der  neuentwickelten = Methode  wurde ein
Vergleichsexperiment durchgefiihrt, bei dem die Proben mittels GC-MS und
LC-MS/MS analysiert wurden. Zu diesem Zweck wurden die extrahierten Proben
geteilt, und die Halfte des Probenextraktes wurde zur Analytik Institut Rietzler GmbH
geschickt, um die Probe mittels LC-MS/MS zu messen (siehe 9.16). Die andere Hélfte
des Extraktes wurde fur die GC-MS Analyse verwendet (Methoden siehe 9.7 und
9.14.2).

Im ersten Teil des Experiments wurde ein aufgestocktes Extrakt einer
Zahnseide analysiert. Die Zahnseide Oral B ist mit Mineralwachs beschichtet, was zu
Problemen bei der LC-MS/MS Analyse flihren konnte. Deshalb wurde Mineralwachs
vor der Analyse entfernt (siehe 9.10). Der Vergleich der Ergebnisse und die
Wiederfindungsraten fir die GC-MS Methode, wurden in Tabelle 25
zusammengestellt. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen waren fur fast alle
PFCA kleiner als 10 %. Der grofite Unterschied wurde bei der am haufigsten
vorkommenden Perfluorcarbonséure - PFOA - beobachtet. Die Probe wurde nicht mit
PFOA aufgestockt und deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die Extrakte bei
der Probenvorbereitung mit PFOA kontaminiert wurden.

Tabelle 25 Vergleich der Ergebnisse der GC-MS Methode mit LC-MS/MS Analyse eines
aufgestockten Extraktes.

EgEE LE- Ergebnis GC- Aufgestocl_de Wiederfindungsrate
oECA 'Efgm? MS [ng/mi] Ko?ﬁgmf]“on GC-MS [%]
PFBA 1.50 1.494 15 99.6
PFPA 1.70 1.548 1.6 96.8

PFHXA 0.49 0.495 0.5 99.0
PFHpA 1.70 1.805 1.7 106.2
PFOA 0.03 0.097 0 -
PFNA 0.40 0.404 0.4 101.0
PFDA 0.50 0.524 0.5 99.7
PFUNDA 2.40 2.392 25 95.7
PFDoDA 3.00 3.090 3.0 103.0

Um zu Uberprifen, ob die Abtrennung des Mineralwachses einen Einfluss auf
die Wiederfindungsraten hat, wurde ein mit PFCA aufgestockter Extrakt vor und nach
der Entfernung von Mineralwachs untersucht. Die Ergebnisse befinden sich im
elektronischen Zusatzmaterial. Die Konzentrationen von allen PFCA waren um 1 %
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(fir PFBA) bis 11.5 % (fur PFDoDA) Kkleiner, als in dem Extrakt ohne Entfernung des
Wachses. Wie erwartet stieg der Unterschied mit der Kettenldnge, da die langeren
PFCA weniger polar und somit besser im Wachs 16slich sind, als kurzkettige PFCA.
Aus diesem Grund sollte auf die Entfernung des Mineralwachses vor der Analyse

maoglichst verzichtet werden.

In dem néchsten Experiment wurden zwei mittels GC-MS analysierte Textilien (T1
und T2 in Tabelle 23) zusétzlich mittels LC-MS/MS gemessen. Fir die Probe T1,
lagen die Unterschiede zwischen 0.01 und 0.48 ng/ml wohingegen die Abweichungen
bei Probe T2 zwischen 0.01 und 0.14 ng/ml geringer waren (Tabelle 26).

Die Experimente zeigten, dass mit dieser Methode die PFCA-Bestimmung mit

hoher Prazision mdglich ist.

Tabelle 26 Vergleich der Ergebnisse von Textilien mittels LC-MS/MS und GC-MS. Die Werte
in Klammern sind kleiner als die Bestimmungsgrenze (Tabelle 18).

Blind MTBE T1 MTBE T1 MTBE Unterschied T1
PFCA LC [ng/ml] LC [ng/ml] GC [ng/ml] LC/GC [%]
PFBA 0.33 0.37 0.38 97.9
PFPA 0.3 0.39 0.37 106.8
PFHXA 0.099 1.1 1.22 90.2
PFHpA 0.14 0.58 0.78 74.6
PFOA 0.065 0.87 1.35 59.3
PFNA <0.05 0.22 <0.33(0.29) 77.2
PFDA <0.05 0.37 0.57 64.5
PFUNDA 0.1 0.29 <0.37 (0.23) 94.8
PFDoDA 0.073 0.22 0.32 90.9
Blind MTBE T2 MTBE T2 MTBE Unterschied T2
PFCA LC [ng/ml] LC [ng/ml] GC [ng/ml] LC/GC [%]
PFBA 0.33 0.51 0.53 96.2
PFPA 0.3 0.59 0.54 111.8
PFHXA 0.099 0.51 0.53 97.1
PFHpA 0.14 1.2 1.19 100.6
PFOA 0.065 0.17 <0.48 (0.16) 104.5
PFNA <0.05 0.21 <0.33 (0.18) 115.8
PFDA <0.05 0.26 <0.47 (0.25) 103.9
PFUNDA 0.1 0.44 <0.37 (0.35) 125.8
PFDoDA 0.073 0.35 0.32 109.0

Die gleichen Textilien wurden zusatzlich mit Methanol extrahiert, um den
Einfluss des Extraktionsmittels zu beurteilen. Die Ergebnisse der GC und LC-
Analysen der MTBE-Extrakte waren sehr &hnlich. Im Gegensatz dazu zeigte die LC-
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Messung der MTBE und Methanol Extrakte der gleichen Probe grofRe Unterschiede

(Tabelle 27). Die Konzentrationen in den Methanol-Extrakten waren viel hoher, als

die Konzentrationen

in MTBE-Extrakten.

Das weist darauf hin,

dass

Extraktionsmittel fur jede Matrix vorher sorgféltig ausgewahlt werden sollte.

das

Tabelle 27 Die LC-MS/MS Ergebnisse von Methanol und MTBE Extrakten zweier

Textilproben.

Textil Nr 1 Textil Nr 1 Textil Nr 2 Textil Nr 2
Methanol Extrakt | MTBE Extrakt | Methanol Extrakt | MTBE Extrakt
PFCA [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
PFBA 2.0 0.37 13 0.51
PFPA 2.8 0.39 1.4 0.59
PEHXA 2.4 1.1 1.3 0.51
PFHpA 11.0 0.58 3.3 1.2
PEOA 3.5 0.87 0.45 0.17
PENA 4.3 0.22 0.37 0.21
PEDA 2.7 0.37 0.41 0.26
PFUNDA 0.74 0.29 0.92 0.35
PFDoDA 1.6 0.22 4.7 0.44

125



8. Zusammenfassung

Die Hauptproblematik der PFCA-Analytik mittels GC-MS ist die Notwendigkeit
der Derivatisierung der Carboxylgruppe. Da die Konzentrationen von PFCA in
Gewassern ublicherweise im niedrigen Nanogramm pro Liter-Bereich liegen, ist die
Empfindlichkeit der Methode ein entscheidender Faktor zur erfolgreichen Analyse. Da
die verschiedenen Verdffentlichungen zur PFCA-Derivatisierung sehr komplizierte
Verfahren beinhalten, wurden in dieser Arbeit zwei neue Derivatisierungsverfahren
fiir die PFCA Analyse erarbeitet.

Im Vorfeld dieser Untersuchungen wurde eine bisher nicht beschriebene
Derivatisierungsmethode fur PFCA mit Triphenylsilanol entwickelt. Aufgrund der
niedrigen Empfindlichkeit des HPLC-UV Systems, konnte keine quantitative Analyse
der realen Proben erfolgen. In der weiteren Entwicklung konnte herausgefunden
werden, dass auch andere Trialkylsilanole zur Umesterung von PFCA flihren. Bei der
Entwicklung der Reaktion mit Trimethylsilanol (TMSIOH) erwies sich diese
Verbindung zwar als geeignet zur Derivatisierung von PFCA, die kurzkettigen PFCA-
Derivate hatten jedoch zu kurze Retentionszeiten, um diese auf dem Chromatogramm
darzustellen. Es konnte festgestellt werden, dass die Derivatisierung mit Silanolen eine
einfache und ausbaufédhige Methode zur Umsetzung der Perfluorcarbonséuren
darstellt. Die aus diesen Messungen gewonnenen Erkenntnisse haben zur

Verbesserung der Derivatisierungsreaktion mit Triethylsilanol (TESiOH) gefiihrt.

Nach einer Reaktion mit TESiOH wurden auf dem Chromatogramm alle gesuchten
PFCA-Derivate gefunden, und die Gesamtzeit der vollstandigen Trennung von 19.5
Minuten ist zufriedenstellend. Fir PFOA, die am Haufigsten vorkommende
Verbindung in dieser Gruppe, wurde ein MS-EI Spektrum ausfuhrlich analysiert. Ein
GC-MS-NCI System konnte zusatzlich fur diese Analyse getestet werden, erwies sich
jedoch nicht als vorteilhafter im Vergleich zu einem einfachen GC-MS-EI System.
Eine Mdglichkeit der Isomeren-Analyse wurde mithilfe eines verzweigten Isomers der
PFNA untersucht. Diese Studie hat gezeigt, dass die verzweigten PFCA Isomere
ahnliche, aber unterscheidbare Spektren liefern, und mittels GC-MS auf dem

Chromatogramm sehr einfach getrennt werden konnten.

Dariiber hinaus wurde diese Reaktion auch mit anderen S&uren durchgefiihrt. Zu
den untersuchten Analyten gehorten PFOA, Oktansaure und polyfluorierte

Carbonséuren. Es konnte gezeigt werden, dass fir eine erfolgreiche TESiOH Reaktion,
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das Alpha-C-Atom der Carboxylsdure mit stark elektronegativen Substituenten
verbunden werden muss. Die Verbindungen, in der die COOH direkt mit einer CF»
Gruppe verbunden sind, reagieren vollstdndig und bilden dabei Triethylsilylester. Die
Verbindungen, die eine CH2 Gruppe anstelle einer CF> Gruppe enthalten, reagieren

nur teilweise, sodass die nicht umgesetzte Séure auf dem Chromatogramm sichtbar ist.

Zur Methodenetablierung wurden geeignete Injektions-, Chromatographie- und
Detektionsbedingungen  fur die betreffenden  Analyten erarbeitet. Das
Gesamtanalysenverfahren unter Verwendung der Analysenstandards wurde ebenfalls
untersucht. Die Optimierung der Reaktionsbedingungen erfasste Reaktionszeit, Menge
der Schwefelsaure in der Probe, Waschen des Extraktes sowie die Ermittlung des
Einflusses von Salz, Ammoniumhydroxid und Ethanol. AnschlieBend wurde die
Derivatisierungsausbeute bestimmt und festgestellt, dass diese stark von der
Loslichkeit der Analyten im Wasser abhangt.

Im Weiteren, wurde die Moglichkeit der Durchfiihrung der Reaktion in grdf3eren
Probenvolumen untersucht. Eine Reaktion in gréReren Probenvolumen konnte jedoch
nur teilweise umgesetzt werden und der Ansatz wurde nicht weiter verfolgt, da es bei
der Verwendung grofRer Volumina zu grofen Mengen an Abfallprodukten und
Losungsmittelabfallen kommt, die aus umwelttechnischen Grinden vermieden

werden sollten.

Die Untersuchung der realen Wasserproben zeigte deutlich, dass die klassische
Festphasenextraktion fur diese Methode nicht optimal ist. Aus den ersten SPE-
Versuchen wurden wichtige Erkenntnisse gewonnen, die zur Verbesserung der
Handhabung von mehreren Litern Wasserproben fuhrten. Auf der Grundlage dieser
Beobachtungen wurde ein d-SPE Verfahren entwickelt, dass an die
Reaktionsbedingungen angepasst wurde. Mehrere wichtige Parameter, wie
Konditionierung der Phase, Extraktionszeit, Auswahl der SPE-Phase und pH-Wert,
wurden untersucht und optimiert. Dartiber hinaus konnte der Einfluss der Filtration auf
die Ergebnisse untersucht werden. Die klassischen Spritzenfilter, die beim LC-MS/MS

Verfahren verwendet werden, haben keine niitzliche Anwendung gefunden.

Verschiedene  Vorgehensweisen  wurden  verwendet, um die
Blindwertproblematik zu reduzieren. Die Etablierung valider Analysenverfahren
erfolgte anhand von Leitungswasser, als moglichst stabile Matrix. Diese wurden

mittels Kalibrierungen auf ihre Nachweisempfindlichkeit und Robustheit untersucht
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und bewertet. Hieraus ergaben sich tber Kalibration und Wiederfindungsexperimente,
abgesicherte, lineare Arbeitsbereiche mit Bestimmungsgrenzen im niedrigen ng/l
Bereich.

Im Weiteren konnten die Hintergrundkontamination und ihre mdglichen
Quellen im Labor beschrieben werden. Es wurde gezeigt, dass die
Wasserreinigungssysteme eine wichtige Quelle der Kontamination darstellen.
Besonders zu beachten sind die Blindwerte, wenn die Wartung des Systems
(Patronenwechsel, neue Dichtungen) durchgefiihrt wurde. Matrixeffekte und mit ihnen
verbundene Beschrdnkungen des Verfahrens, wurden am Beispiel einer

Flusswasserprobe und einer Zulaufprobe beschrieben.

Die Verifizierung der Methode erfolgte durch Ermittlung der
Bestimmungsgrenzen sowie Wiederholbarkeit, Genauigkeit und Linearitat der
Methode. Die in einem externen Labor hergestellten Losungen mit unbekannter
Menge an PFCA wurden ebenfalls untersucht. Die Konzentration von 60 ng/l wurde
mit der TES-Methode korrekt bestimmt.

Die vorgestellte Derivatisierungsmethode ist einfach, schnell, neuartig, sensitiv
und quantitativ prazise, bei der Bestimmung von Perfluorcarbonséuren, (C3-C12) in
Wasserproben. In beiden gemessenen Proben konnten Spuren mehrerer PFCA
gefunden werden. Die Unterschiede zwischen den Bestimmungsgrenzen hingen von
der Blindkontamination, der Molmasse der Verbindung und der Extraktionseffizienz
ab.

Der grof’e Vorteil dieser Methode liegt in ihrer Einfachheit, da andere
Derivatisierungsmethoden fiir die GC, beispielsweise mit 2,4-Difluoranilin, meist sehr
aufwendig sind [81,128]. Eine sehr kurze Retentionszeit des Perfluorpropionséure-
Derivates fuhrt dazu, dass der Analyt nahe am Ldsungsmittel eluiert. Aus diesem
Grund ist fiir diesen Analyt die Methode nicht ausreichend robust. Wahrscheinlich
kann jedoch eine weitere Entwicklung der Methode, beispielsweise durch Anpassung

der Phase in der S&ule des Gaschromatographen, zur erfolgreichen Analyse fiihren.

Das Verfahren hat groRes Potenzial, da nicht nur Triethylsilanol, sondern auch
andere Silanolverbindungen, PFCA in Ester umwandeln kénnen. Die Anwendung der
Triphenylsilanol-Derivatisierung und der HPLC-UV-Detektion, kdnnte beispielweise

flr den Adsorptionstest von PFCA im Wasser hilfreich sein.
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Es ist bekannt, dass Reaktionen zur Herstellung von Silylestern (z. B. mit
BSTFA) im Allgemeinen feuchtigkeitsempfindlich sind [104]. Dies macht die neu
beschriebene Reaktion noch interessanter, da diese in Wasser stattfindet. Dadurch
kann diese Derivatisierungsreaktion in Proben mit héheren Konzentrationen an PFCA
(ug/l) direkt in der Matrix, ohne zusatzliche Vorbereitungsschritte durchgefihrt

werden.

Das hier beschriebene Verfahren ist somit die erste Silylierungsmethode zur
Bestimmung von PFCA in Wasserproben. Silylierung von PFCA (mit BSTFA) wurde
bisher nur fir Bodenproben [89] sowie flr Textilien und Verpackungsmaterialien [92]
beschrieben. Um die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen zu verbessern, muss das
Wasser mit einer wesentlich geringeren PFCA-Kontamination als Leitungswasser
verwendet werden. Wasseraufbereitungssysteme konnen jedoch auch zuséatzliche

Verunreinigungen verursachen.

Daruber hinaus kann die Anwendung der Tandem-Massenspektrometrie
anstelle des in dieser Forschung verwendeten EI-MS-Systems die Nachweisgrenzen
erheblich verbessern. Obwohl die durchschnittlichen Nachweisgrenzen dieser
Methode niedriger sind wie bei LC-MS/MS-Systemen, kann sie als kostengunstige
und allgemein verfugbare Alternative angesehen werden. Zudem kann der Vergleich
der Messungen mit LC- und GC-Systemen dazu beitragen, die erhaltenen Ergebnisse
zu Uberprifen und die PFCA-Analyse zuverldssiger zu machen. Diese beiden
Techniken konnen bei der Analyse von PFCA eher als komplementédr, denn als
wettbewerbsfahig angesehen werden.

Die Perfluorcarbonsduren treten nicht nur im Wasser auf, sondern, wie in
mehreren Studien bewiesen wurde, auch in vielen Alltagsprodukten. Diese Produkte
sind meistens fest und daher miissen die PFCA vor der Analyse extrahiert werden. Da
die Analyten nach der Extraktion sich nicht in einer wéssrigen Phase, sondern in einem
organischen Lésungsmittel befinden, konnte die Derivatisierung mit TESIOH zu

diesem Zweck nicht verwendet werden.

Aus diesem Grund wurden mehrere Untersuchungen mit anderen
Derivatisierungsmittel, wie BSTFA und Benzylbromid durchgefiihrt. Es hat sich
herausgestellt, dass diese Reaktionen einige Nachteile haben: Beispielweise zeigten

die Chromatogramme sowohl mehrere Peaks von Nebenprodukten, als auch die Peaks
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von Derivatisierungsmittel, welche die Peaks der Analyten tiberdecken kénnten. Daher
wurden die DMF-DMA und DMF-DEA als Derivatisierungsmittel fir PFCA getestet.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal massenspektrale Untersuchungen von
PFCA, nach der Derivatisierung mit Dialkylacetalen durchgefiihrt. Ausgangspunkt
dieser Forschung war die Feststellung, dass sowohl DMF-DMA als auch DMF-DEA
mit PFOA das gleiche Derivat bilden. Die Reaktion von DMF-DMA mit aliphatischen
Carbonsduren wurde ausfiihrlich in der Literatur beschrieben. Es ist bekannt, dass in
dieser Reaktion ein Methylester der Carbonséure gebildet wird. Am Anfang wurden
die Produkte der Derivatisierung von Perfluoroktansdure und Oktansdure mit DMF-
DEA verglichen. Bei der Derivatisierung von PFOA war der Ester lediglich als
Nebenprodukte zu finden. Die GC-MS-EI Massenspektren von Oktansaure-Ethylester,
PFOA-Ethylester und einem unbekannten PFOA-Derivat, wurden in dieser Arbeit
aufgenommen und analysiert. Zusétzlich wurden auch GC-MS-PCI Spektren des
unbekannten Derivates untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Methoxy/Ethoxy Gruppen der DMF-DMA und DMF-DEA, an der neuentdeckten
Reaktion mit PFOA nicht teilnehmen. Dieses uUberraschende Ergebnis musste weiter

untersucht werden.

In weiteren Experimenten wurden mehrere massenspektrometrische Techniken
verwendet, um die Struktur des Produktes dieser Reaktion zu identifizieren. Die
Reaktionsprodukte von DMF-DMA mit PFOA, wurden einer genauen Massenanalyse
unterzogen. In einem ersten Schritt wurde diese Reaktion mittels Electrospray-
lonsation (ESI) im positiven und negativen lonenmodus untersucht. Zur Bestatigung
der ESI Ergebnisse wurde die Probe nach der Reaktion sowohl im Positiv-, als auch
im Negativ-lonen-Modus einer DART Technik unterzogen. Die ESI und DART-
Ergebnisse fiihrten zu einer Vermutung, dass in der Probe mehrere Cluster-lonen
gefunden wurden. Diese DART- und ESI-Spektren deuteten stark auf die Bildung
eines massearmen Kations mit der Zusammensetzung [CsH13N2]* hin. Somit konnte
festgestellt werden, dass die unbekannte Substanz ein Salz ist. Um dies zu beweisen,
wurde eine LIFDI-TOF-MS Analyse durchgefiihrt. Die Durchfiihrung des

Experiments ergab ein LIFDI-Spektrum, dass dem Iminium-Kation zugeordnet wurde.

Als néchstes wurden die Nebenprodukte der Reaktion mittels GC-MS analysiert.
Es wurde unter anderen Trimethylorthoformiat gefunden, was zu der Erkenntnis
gefiihrt hat, dass zwei DMF-DMA-Molekille eine Methoxy- und eine
Dimethylaminogruppe ausgetauscht haben. So konnte im né&chsten Schritt, ein sehr
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stabiles N,N,N',N'-Tetramethylformamidinium-Kation aus dem Aminalester, durch
Verlust einer OCH3-Gruppe, gebildet werden. Mit Hilfe von massenspektrometrischen
Messungen wurde schlieRlich das Produkt als ein Salz mit einem PFOA-Anion und
einem N,N,N',N'-Tetramethylformamidinium-Kation identifiziert. Die FTIR-Analyse
des Produktes und der Vergleich der Spektren von PFOA-Methylester und PFOA-
Tetrabutylammoniumsalz konnten diese Vermutung bestatigen.

Das Salz, welches als ein Peak in GC-MS detektiert wurde, konnte jedoch nicht das
endgultige Produkt der Reaktion sein. Aus diesem Grund wurden GC-MS EI und PCI
Spektren aufgenommen und es wurde festgestellt, dass diese Verbindung einer
weiteren Reaktion unterliegt. Basierend auf den Messergebnissen konnte geschlossen
werden, dass dieses Salz durch CO2-Verlust im Injektor ein Amin bildet. Die im EI

Spektrum sichtbare Fragment-lonen dieses Amins wurden identifiziert und erkléart.

Nach der Aufklarung des Ablaufs der Reaktion konnte eine DMF-DMA
Derivatisierungsmethode entwickelt werden. Zuerst wurden die Reaktions-,
Injektions- und Messbedingungen optimiert. Aus dieser Untersuchung wurden klare
Erkenntnisse gewonnen: Wahrend Alkohole und Pyridin die Veresterungsreaktion
fordern, eignen sich die unpolaren Losungsmittel, wie Hexan und MTBE, gut fir die
Amin-Bildung. Danach wurde die Reaktion mit der Inkubation der Probe bei 60 °C fur
30 Minuten und bei 80 °C fur 15 Minuten untersucht. Das Ergebnis bestatigte die
Vermutung, dass die Reaktion im Injektor stattfindet. Es konnte kein Unterschied
zwischen der Reaktion bei Raumtemperatur und der Reaktion bei 60 °C und 80 °C
beobachtet werden.

Ein weiteres Ziel war es, die Leistungsfahigkeit der gaschromatographischen
Analyse von PFCA nach der Derivatisierung zu beurteilen. Dies erfolgte anhand
festgelegter charakteristischer KenngroRen: Prézision und Linearitdt. Im Anschluss
wurden die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der Methode ermittelt. Diese lagen
fur allen Analyten im niedrigen ng/ml Bereich. Zusatzlich wurden die Effekte der
Matrix auf die Reaktion untersucht. Es wurde festgestellt, dass sich die Peakflachen
der Analyten in der Matrix von den Peakflachen der Analyten in MTBE unterscheiden
koénnen. Dieses Ergebnis fiihrte dazu, dass keine klassische Quantifizierung anhand
einer Kalibriergerade durchfiihrt werden konnte. Zur Analyse von PFCA in realen

Proben wurde deshalb das Standard-Additionsverfahren verwendet.
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Alle PFCA wurden in impréagnierten Textilien vergleichend, sowohl mit LC-
MS/MS, als auch mit der GC-MS Methode nachgewiesen. Der Vergleich der DMF-
DMA Methode mit einer LC-MS/MS Methode durch Messung einer mit PFCA
aufgestockten Probe, war zufriedenstellend. In Klarschlammproben konnten mit der
DMF-DMA Methode keine PFCA nachgewiesen werden, jedoch waren die
Wiederfindungsraten von aufgestockten Klarschlammproben fir alle PFCA im
Bereich von 91 % bis 104 %. Die Extraktionsldsungen sollten fir jede Probenart
sorgfaltig ausgewahlt und tberprift werden. Wenn diese Voraussetzung erfullt wird,
kann die in dieser Arbeit entwickelte DMF-DMA Methode zur Analyse von PFCA in

festen Proben verwendet werden.

Waéhrend die Derivatisierung mit TESIOH sich gut fur wassrige Proben eignet, ist
die DMF-DMA Reaktion die Methode der Wahl fur feste Proben. Beide in dieser
Arbeit entwickelten Methoden, haben das Potenzial in vielen Laboratorien zur PFCA
Analyse verwendet werden zu kénnen. Sowohl die TESiOH-Derivatisierung, als auch
DMF-DMA-Derivatisierung, sind sehr schnell, einfach und die Probenvorbereitung
erfolgt in wenigen Schritten. Dartiber hinaus ist keine besondere Laborausstattung
erforderlich, um diese Reaktionen durchzufiihren. GC-MSD ist eine der einfachsten
und gunstigsten Kopplung einer gaschromatographischen Trennung und
massenspektrometrischen Detektion. Dies qualifiziert die entwickelten Methoden
dafur eine Standardanalysemethode fiir PFCA in vielen analytischen Laboratorien zu
werden. Das ist besonders wichtig, weil GC-MSD Systeme gunstiger und einfacher zu
bedienen sind, als die LC-MS/MS Systeme. In dieser Arbeit stellte die
Hintergrundkontamination das grofte Problem fir beide Methoden dar. Viele
Kontaminationsquellen konnten schnell ausfindig gemacht und eliminiert werden,
andere konnten sehr lange nicht identifiziert werden. Niedrigere Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen beider Methoden konnen durch  Anwendung von

empfindlicheren MS-Detektoren erreicht werden.
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9. Experimenteller Teil

9.1. Verweis auf ein elektronisches Zusatzmaterial

Alle Rohdaten der in dieser

Arbeit

gezeigten Chromatogramme und

Ergebnistabellen wurden als elektronisches Zusatzmaterial auf der CD gespeichert.

9.2. Verwendete Chemikalien

Tabelle 28 Verwendete Chemikalien mit CAS Nummer, Reinheit und Herstellerangaben.

Chemikalie (Abktrzung) CAS Reinheit | Hersteller
Pentafluorpropionséure (PFPrA) 422-64-0 97 % abcr
Heptafluorbutterséure (PFBA) 375-22-4 99 % abcr
Perfluorpentansaure (PFPA) 2706-90-3 98 % abcr
Perfluorhexanséure (PFHXA) 307-24-4 98 % abcr
Perfluorheptansaure (PFHpA) 375-85-9 98 % abcr
Perfluoroktansaure (PFOA) 335-67-1 95 % abcr
Perfluornonansaure (PFNA) 375-95-1 97 % abcr
Perfluordekansaure (PFDA) 335-76-2 98 % abcr
Perfluorundekansaure (PFUnDa) 2058-94-8 95 % abcr
Perfluordodekansaure (PFDoDA) 307-55-1 96 % abcr
Perfluor-3,5,5-trimethylhexansdure 238403-51-5 | 84 % abcr
(is0-PFNA)
Oktanséure 124-07-2 99 % Sigma
Aldrich
Trimethylsilanol (TMS) 1066-40-6 95 % abcr
Triethylsilanol (TES) 597-52-4 97 % abcr
Triphenylsilanol (TPS) 791-31-1 98 % abcr
Dimethylformamid dimethylacetal 4637-24-5 97 % abcer
(DMF-DMA)
Dimethylformamid diethylacetal 1188-33-6 95 % Sigma
(DMF-DEA) Aldrich
Methyl-tert-butylether 1634-04-4 | >99.8 % LGC
Acetonitril (ACN) 75-05-8 >99.9 % LGC
Aceton (ACT) 67-64-1 >99.8 % Merck
Methanol (MeOH) 67-56-1 >99.8 % Merck
Ethanol (EtOH) 64-17-5 >99.8 % Merck
Schwefelsaure 5M (H2SOa) 7664-93-9 - Fluka
Salzséure 1IN (HCI) 7647-01-0 - Merck
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Ammoniumhydroxid-Lésung ~25% in | 1336-21-6 - Fluka
Wasser

1-Butyl-3- 878027-73-7 | >98.0 % Merck
methylimidazoliumtricyanomethanid

Perfluoroktansulfonsaure (PFOS) 1763-23-1 97 % abcr
Nonafluoro-3,6-dioxaheptansédure (NFHA) | 151772-58-6 | 98 % abcr
11H-Perfluorundekansaure (IHUNDA) 1765-48-6 98.5 % abcr
2H,2H,3H,3H-Perfluorundekansdure 34598-33-9 97 % abcr
(2HUNnDA)

Fir die Festphasenextraktion wurden die Phasen Strata X-AW (Phenomenex) und
Oasis WAX (Waters) verwendet.

9.3. Allgemeine VVorkehrungen zur Blindwertreduktion

Um alle moglichen Kontaminationsquellen zu eliminieren wurden mehrere
Vorkehrungen zur Blindwertreduktion getroffen. Die bei der SPE verwendeten
Flaschen aus Polypropylen wurden zuerst mit Aceton und dann mit Reinstwasser
gespult. Auf die gleiche Weise wurden alle verwendeten GlasgefaRe behandelt. Das
Wasser wurde nach jedem Patronenwechsel in der Reinstwasseranlage auf gestiegene
Blindwerte Uberpruft. Da Methyl-tert-butylether eine Quelle fiir PFCA Kontamination
sein kann, wurde das Losungsmittel vor der Verwendung destilliert, um die Blindwerte
zu erniedrigen. Nach dem Austausch des Liners im GC wurden mindestens zehn
Blindproben gemessen, bevor die Analyse von Proben gestartet wurde.

9.4. Vorbereitung den Stammlésungen

Die Stammldsungen von Perfluorcarbonsauren wurden auf folgende Weise
vorbereitet: 50 mg der entsprechenden S&ure wurden eingewogen und in 5 ml
Acetonitril (TES Methode) oder MTBE (DMF-DMA Methode) gel6st. Die
Stammlésungen wurden bei 5 °C maximal vier Wochen aufbewahrt und zu
gewinschten Konzentrationen weiter verdinnt. Um die Konzentration von 100 pg/ml

zu erreichen wurden 50 ul jeder Sdure in 5 ml eines Losungsmittels verdinnt.

9.5. Methode zur Derivatisierung mit Triphenylsilanol und Trimethylsilanol

In einem Eppendorf Safe-Lock Gefal aus Polypropylen wurde 1 ml PFOA-L6sung
(100 pg/ml in Wasser) mit 100 pul 5M H.SOs gemischt, weiter eine 50 pl

Trimethylsilanol-Losung oder Triphenylsilanol-Lésung (10 mg/ml in Acetonitril)
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hinzu gegeben und die Probe leicht geschdttelt. AnschlieRend wurden 300 pl Heptan
hinzu pipettiert und die Probe fur 60 Minuten ausgeschdttelt. Die Messung der oberen
Phase erfolgte mit GC-MS (TMSiOH) oder HPLC-UV (TPSiOH).

9.6. Optimierte Methode zur Derivatisierung mit TESiOH nach der d-SPE

Bei der optimierten Methode geschah die Derivatisierung durch die Zugabe von
250 pl 5 M H2SO4 und 1 ml geséattigter NaCl Losung zur 3 ml Wasserprobe in einem
Eppendorf Safe-Lock GefaBR. AnschlieBend wurden 250 upl einer 75 mM
Triethylsilanolldsung (10 mg/ml in Heptan) zugegeben und die Probe fur 30 Minuten
geschuttelt. Zur Messung wurde die obere Phase (Heptan) direkt in das GC-MS-
System injiziert. Die PFCA-Derivate sind mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur
und 7 Tage bei 8 °C stabil.

9.7. Optimierte Derivatisierungsmethode mit DMF-DMA und DMF-DEA

Die Derivatisierung mit DMF-DMA wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Zuerst
wurde die in MTBE geldste Probe (200ul) in einem GC-Mikrogefal3 platziert.
Anschlieend wurde eine 50 ul Derivatisierungsmittel-Loésung (0.4 M DMF-DMA in
MTBE) dazugegeben und das Gefal dicht verschlossen. Die Messung erfolgte direkt
mittels GC-MS.

Fur die Untersuchung von Nebenprodukten der Reaktion wurden 200 ul PFOA
Losung (100 pg/ml) mit 50 pl 0.4 M DMF-DMA oder 0.4 M DMF-DEA gemischt und
anschlieend mittels GC-MS gemessen.

9.8. Die Derivatisierung von PFOA und Oktansaure mit DMF-DEA

PFOA und Oktansaure wurden eingewogen (50 mg) und in 5 ml Acetonitril
gelost. Danach sind die Losungen zu den Konzentrationen von 100 pg/ml in
Acetonitril verdiinnt worden. Die Proben (1 ml) wurden mit 0.5 ml 0.2 M DMF-DEA
in einem verschlossenen Gefal fur 15 Minuten bei 100 °C erhitzt. Anschliel3end folgte
die Analyse der Proben mittels GC-MS.

9.9. Die Derivatisierung von PFOA mit DMF-DEA und DMF-DMA.

PFOA wurde eingewogen (50 mg) und in 5 ml Acetonitril gelost. Nach der
weiteren Verdinnung mit Acetonitril zu einer Konzentration von 200 pg/ml, wurden
zwei Proben vorbereitet. Eine Losung (200 pl) wurde mit 50 pul 0.2 M DMF-DEA in
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einem GC-Geféall gemischt. Die zweite Probe wurde durch das Mischen von 200 pl
PFOA Losung mit 50 pl 0.2 M DMF-DMA vorbereitet. Beide Proben sind ohne
Erhitzen direkt in das GC-MS injiziert worden.

9.10. Vorbereitung von festen Proben fir die DMF-DMA Methode

Alle zu untersuchenden Proben wurden eingewogen (100-500 mg) und nach der
Zugabe des Extraktionsmittels 10 Minuten ausgeschittelt. Danach folgte die
Extraktion der Proben fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Ultraschallbad. Als
Extraktionsmittel wurde MTBE verwendet, welches 50 ng/ml Pentafluorbenzoeséure
zur Kontrolle der Derivatisierungsreaktion enthielt. Die Proben wurden nachfolgend
filtriert. Zu diesem Zweck wurde ein Einwegspritzenfilter Chromafil® GF/PET-20-25
von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet. Die Extrakte (200 ul) wurden
anschlieBend mit einem Derivatisierungsmittel (50 ul 0.4 M DMF-DMA in MTBE)
gemischt und direkt in das GC-MS injiziert.

Fur das Vergleichsexperiment zwischen LC und GC wurden Textilien und
Zahnseide geschnitten, eingewogen (500 mg) und nach der Zugabe des
Extraktionsmittels (5 ml MTBE oder Methanol, ohne IS) 10 Minuten ausgeschdttelt.
Danach folgte die Extraktion der Proben fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Ultraschallbad und Filtration. Um das Wachs von dem Extrakt der Zahnseide
abzutrennen, wurde die Probe nach der Extraktion fir 30 Minuten in den
Gefrierschrank gestellt. Im Anschluss wurde die Probe zentrifugiert und die feste
Phase entfernt. Die mit MTBE extrahierten Proben wurden mittels GC-MS und LC-
MS/MS analysiert. Die Methanol-Extrakte wurden ausschlielich mittels LC-MS/MS

gemessen.

Fur eine quantitative Analyse wurden die Extrakte nach der Filtration auf
mindestens drei Gefdlle mit je 180 ul aufgeteilt. Zu der Analyseprobe wurden 20 pl
MTBE und zu den aufgestockten Proben je 20 ul einer Standardlésung zugegeben. Die
Konzentration der Standardlésung wurde an die Konzentration von PFCA in der Probe

angepasst.

9.11. Die Derivatisierung von PFCA mit Benzylbromid

Die Derivatisierungsmethode mit Benzylbromid basiert auf der Beschreibung
von Orata et al. [63]. Die Probe (100 pug/ml PFCA-Gemisch) wurde in Aceton gelost.

AnschlieBend wurden 0.1 ml einer 100 mM Benzylbromidlésung in Aceton zugegeben
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und die Probe fur 15 Minuten bei 80 °C erhitzt. Das Aceton befand sich bei dieser
Temperatur in der Gasphase, was jedoch die Reaktion nicht beeinflusst hat. Im
Anschluss daran wurde die Probe unter leichtem Stickstoffstrom zur Trockne
eingedampft und in 0.5 ml Methylchlorid geldst. Die Messung der Probe erfolgte im
TIC-Modus. Sowohl die Injektionsbedingungen als auch die Messbedingungen waren
dieselben wie bei den mit BSTFA und DMF-DMA derivatisierten Proben (9.14.2).

9.12. Festphasenextraktion
9.12.1. SPE fur die Derivatisierung mit TMSIOH

Zuerst ist die feste Phase mit 2 ml 0.1% Methanol, dann 2 ml Methanol und zuletzt
2 ml destilliertem Wasser konditioniert worden. AnschlieBend wurde ein Liter
Wasserprobe mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 5 ml pro Minute mit Hilfe von
Vakuum durch die SPE-Kartusche geleitet. Danach wurde die Probe mit 2 ml Wasser,
2 ml 1% Ameisenséure in Aceton-Acetonitril (1:1, Vol./\VVol.) und 2 ml Methanol
gewaschen. Die absorbierten Analyten wurden dreimal mit 0.8 ml 0.1%
Ammoniumhydroxid in Methanol eluiert. Die Probe ist bis zur Trockne eingedampft

und dann mit 0.5 ml destilliertem Wasser aufgenommen worden.

9.12.2. Optimierte d-SPE fir die Derivatisierung mit TESIOH

Die SPE Phase (50 mg, Strata X-AW) wurde 30 Minuten in eine Wasserprobe
(250 ml + 1 ml 1 N HCI) eingelegt. Danach ist die feste Phase in eine leere SPE-
Kartusche mit Polyethylen-Fritte gegeben und mit 250 pl Aceton gewaschen worden.
Im néchsten Schritt wurde die Probe mit 250 pl NH4OH (0.1 % L6sung in Ethanol)
eluiert und das Eluat in ein Eppendorf Safe-Lock GeféaR uberflihrt. Zusétzlich wurde
die feste Phase mit 2 ml geséattigter NaCIl-L6sung eluiert, die dann ebenfalls in ein
Eppendorf Safe-Lock GefaR Uberfuhrt wurden. Im letzten Schritt wurde ein
Derivatisierungsverfahren mit dem, nach d-SPE erhaltenen angesduerten Extrakt

durchgefunhrt.

9.13. HPLC-UV

Die HPLC-Analyse wurde mit einem LaChrom HPLC-System mit L-7420
UV/Vis-Detektor durchgefuhrt. Getrennt wurde in einer Reprosil C18 S&aule mit einer
PartikelgréRe von 5 pm und den Abmessungen 150 mm x 4 mm. Die mobile Phase

war Methanol/Wasser mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 0.7 ml/min. Die
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gesamte Analysezeit betrug 15 Minuten. Die Analyten wurden bei einer Wellenlénge
von 222 nm detektiert. Die Gradienten der mobilen Phase sind in Tabelle 29
dargestellt. Das Injektionsvolumen im HPLC-System betrug 50 pl.

Tabelle 29 Gradienten der mobilen Phasen fiir HPLC-UV.

Zeit Wasser Methanol
0.00 20% 80%
2.00 20% 80%
18.00 0% 100%
19.00 20% 80%
22.00 20% 80%

9.14. GC-MS Agilent

Das GC-MS System, mit dem die meisten Untersuchungen durchgefiihrt
wurden, stammt von Agilent. Die Basisinformationen sind in Tabelle 30 aufgelistet.

Tabelle 30 Technische Informationen zu dem Agilent GC-MS System

GC-MS Agilent
GC-MS Gaschromatograph Agilent 7890B
System Ein lineares Quadrupol-Massenspektrometer Agilent 5977B
Software Mass Hunter Workstation Software

Mass Hunter Data Analysis (Messung)
Mass Hunter Qualitative Analysis B.07.00

Tragergas Helium 4.6; 1.0 ml/min

9.14.1. GC-MS Parameter fuir die TES Methode

Die GC-MS-Analyse wurde unter Verwendung eines Agilent Systems
durchgefuhrt, welches mit einer DB-5MS-Kapillarsdule (Agilent J&W Scientific, 30
m, 0,25 mm Innendurchmesser, Filmdicke: 0,25 um) ausgestattet war. Die Proben

wurden im Splitless-Modus injiziert.

Fur die Analyse der PFCA-Mischung mit der TES Methode begann der
Temperaturverlauf des GC-Ofens bei 40 °C fur 8 Minuten und stieg dann mit 5 °C/min
auf 80 °C. Danach wurde die Temperatur auf 320 °C erhoht. Die Gesamtanalysezeit
betrug 22.5 Minuten. Die Transferline wurde auf 320 °C eingestellt. Die injizierte

Menge hatte ein Volumen von 1 pl und die Temperatur des Injektors wurde auf 250°C

138



eingestellt. Alle Analysen wurden im GC-MS-Full-Scan-Modus (TIC, engl. Total lon
Current) im Bereich von m/z 50-650 und im SIM-Modus (engl. Selected lon
Monitoring) durchgefiihrt. Die im SIM-Modus gemessenen m/z-Werte fur einzelne
PFCA-Verbindungen sind in Tabelle 31 dargestellt.

Tabelle 31 Die Retentionszeiten und quantitative lonen fir die SIM-Messung der TES
Methode.

Analyt Retentionszeit [min] Quant. lonen [m/z]
PFPrA 8.69 249
PFBA 9.62 299
PFPA 10.59 349
PFHXA 11.65 399
PFHpA 12.85 449
PFOA 14.06 499, 319
PFNA 15.33 549, 369
PFDA 16.61 599, 419
PFUNDA 17.88 649, 469
PFDoDA 19.12 699, 519

9.14.2. GC-MS Parameter fur die DMF-DMA Methode

Die GC-MS-Analyse wurde unter Verwendung eines Agilent Systems
durchgefuhrt, welches mit einer HP-5MS-UI Kapillarsédule (Agilent J&W Scientific,

30 m, 0.25 mm Innendurchmesser, Filmdicke: 0.25 um) ausgestattet war.

Fur die Analyse der PFCA-Mischung mit der DMF-DMA Methode begann das
Temperaturprogramm bei 40 °C, welche fur 6.5 Minuten gehalten wurden. Danach
stieg die Temperatur mit 10 °C/min auf 100 °C und wurde anschlieRend mit 30 °C/min
bis auf 320 °C erhoéht und 5 Minuten gehalten. Die Gesamtanalysezeit betrug 24.83
Minuten. Die Transferline war auf 320 °C eingestellt. Die Proben wurden im Pulsed
Splitless Modus (35 psi 0.5 min, purge flow 100 ml/min 1.5 Minute) oder im Split-
Modus (1:5) gemessen. Die injizierte Menge betrug 1.4 ul und die Temperatur des
Injektors 275 °C. Alle Analysen wurden im GC-MS TIC-Modus im Bereich von m/z
50-850 und im SIM-Modus durchgefiihrt. Die im SIM-Modus gemessenen m/z-Werte
fiir einzelne PFCA-Verbindungen sind in Tabelle 32 dargestellt.
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Tabelle 32 Retentionszeiten und quantitative lonen fiir die DMF-DMA Methode.

Analyt Retentionszeit [min] Quant. lonen [m/z]
PFBA 6.491 226
PFPA 8.510 276
PFHXA 10.113 326
PFHpA 11.431 376
PFOA 12.558 426
PFENA 13.382 476
PFDA 13.962 526
PFUNDA 14.426 576
PFDoDA 14.803 626

9.14.3. GC-MS-NCI

In einem Eppendorf Safe-Lock Geféal3 aus Polypropylen wurde 1 ml PFOA-
Losung (5 pg/ml in Wasser) mit 100 pl 5M H2SOs gemischt, weiter eine 50 pl
Trimethylsilanol-Ldsung oder Triethylsilanol-Ldsung (10 mg/ml in Acetonitril) hinzu
gegeben und die Probe leicht geschittelt. AnschlieBend wurden 300 pl Heptan hinzu
pipettiert und die Probe fiir 60 Minuten ausgeschuttelt.

Die MS Spektren der PFOA Derivate nach der Reaktion mit TMSIOH und
TESIOH wurden auch bei der NCI (Negativ-lonen-Chemische lonisation)
aufgenommen. Zu diesem Zweck ist die El-lonenquelle durch eine Cl-lonenquelle im
GC-MS System (siehe 9.14.1) ersetzt worden. Als Reagenzgas fur PFOA-TMS wurde
Methan mit der Reinheit 4.5 (99.995%) verwendet. Fir die Analyse von PFOA-TES
wurde Methan durch Ammoniak 4.5 ersetzt, um das Filament des MS zu schiitzen. Der
Durchfluss des Reagenzgases wurde auf 2 ml/min eingestellt. Die Temperaturen der
lonenguelle und des Quadrupols betrugen 150 °C. Emission und Elektronenenergie
wurden auf 50 pA und 150 eV eingestellt, die Transferline auf 280 °C. Das
Temperaturprogramm war identisch zu dem in Punkt 9.14.1. Die NCI Spektren wurden

im TIC Modus im Bereich von m/z 50-650 aufgenommen.

9.14.4. GC-MS-PCI

Eine positive chemische lonisation wurde verwendet, um die Spektren der
PFOA Derivate nach der Reaktion mit DMF-DMA und DMF-DEA aufzunehmen.
Benutzt wurde ein Agilent GC-MS System mit Cl-lonenquelle und Methan (Reinheit
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4.5) als Reagenzgas. Der Durchfluss des Reagenzgases wurde auf 1 ml/min festgelegt.
Die Temperaturen der lonenquelle und des Quadrupols betrugen 250 °C und 150 °C.
Emission und Elektronenenergie wurden auf 50 pA und 150 eV eingestellt. Die
injizierte Menge hatte ein Volumen von 1 pl und die Temperatur des Injektors war auf
275 °C eingestellt. Die Injektionen wurden in einem Split-Modus (1:10) durchgefihrt.
Die Transferline wurde auf 280 °C eingestellt. Das Temperaturprogramm war
identisch zu dem in 9.14.2. Die Spektren wurden im TIC Modus im Bereich von m/z

50-850 aufgenommen.

9.15. GC-MS Varian

Ein Varian CP-3800 Gaschromatograph mit Varian Saturn 2200
Massenspektrometer wurde zur Untersuchung von Nebenprodukten der Reaktionen
von PFOA mit DMF-DMA bzw. DMF-DEA verwendet. Die Basisinformationen tber
das GC System sind in Tabelle 33 aufgelistet.

Tabelle 33 Technische Informationen zu dem Varian GC-MS System.

GC-MS Varian
GC-MS Gaschromatograph Varian CP-3800
System Massenspektrometer Saturn 2200 (lonenfalle)
Software MS Workstation SP1 Version 6.5
Trégergas Helium 4.6; 1.0 ml/min

Die Trennung erfolgte in einer J&W DB-WAXetr Saule (Agilent J&W
Scientific, 30 m, 0.25 mm Innendurchmesser, Filmdicke: 0.5 um). Die Injektion wurde
im Split Modus (1:10) durchgefiihrt. Die injizierte Menge betrug 1 pl und die
Temperatur des Injektors wurde auf 275 °C, die Temperatur der lonenfalle auf 180 °C
und die Temperatur der Transferline auf 220 °C eingestellt. Das Temperaturprogramm
begann bei 40 °C und wurde fiir 5 Minuten bei dieser Temperatur gehalten. Danach
stieg die Temperatur mit 10 °C/min auf 200 °C und wurde 10 Minuten gehalten. Die

Gesamtanalysezeit betrug 31 Minuten.

9.16. LC-MS/MS

Die LC-MS/MS Analysen von Abwasser- und Leitungswasserproben wurden
im Labor Limbach GmbH nach DIN 118 38407-42: 2011-03 [33] durchgefthrt. Es
wurde ein Shimadzu Nexera LC System mit der Sdule Sunshell C18 (2.1x100 mm)
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verwendet. Die mobile Phase bestand aus 20 mM Ammoniumformiat mit 0.1 Vol. %
Ameisenséure (A) und Methanol mit 0.1 Vol % Ameisensdure (B). Das System wurde
so programmiert, dass es einen linearen Gradienten mit einer anfanglichen
Zusammensetzung von 5 % B in A bis 95 % B in A hatte. Der Fluss durch die Saule
betrug 0.45 ml/min. Das Injektionsvolumen wurde auf 40 pl eingestellt. Ein Sciex
Triple Quadrupole 5500-Massenspektrometer wurde an das LC-System gekoppelt und
im ESI-Negativionenmodus betrieben.

Die LC-MS/MS Analysen von Textilien und Zahnseide-Extrakten wurden im
Labor Analytik Institut Rietzler GmbH nach DIN 38407-F42:2011-03 durchgefihrt.
Es wurde ein Shimadzu Nexera X2 System mit einem Massenspektrometer AB Sciex
QTrap 5500 verwendet. Die Trennung erfolgte in einer C18 Séaule Synergi Fusion-RP
von Phenomenex (150 x 2 mm, 4 um) mit Gradienten aus H20 (5 mmol Ammonium

acetat) und Methanol (0.05 % Essigsdure) mit einem Fluss von 0.3 ml/min bei 35 °C.

9.17. ESI-FT-ICR-MS

Fur die ESI Analyse wurde eine 10 mM PFOA-L&sung in Acetonitril hergestellt.
Zu diesem Zweck wurden 20.7 mg PFOA eingewogen und in 5 ml Acetonitril gelost.
AnschlieBen wurden 50 ul DMF-DMA in 1 ml Acetonitril gelést und diese Lésung
zehnfach verdinnt. Die Konzentration des Derivatisierungsmittel betrug 37.4 mM.
Danach wurden 500 ml PFOA-L&sung mit 500 ul DMF-DMA Lésung gemischt und

gemessen.

Ein  Bruker-Apex-Qe-Fourier-Transform-lonenzyklotronresonanz  (FT-ICR)-
Massenspektrometer (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland) wurde
verwendet, um die ESI-MS-Experimente durchzufiihren. Das Gerat ist mit einem
supraleitenden 9,4-T-Magneten und einer, von ESI zu MALDI umschaltbaren
lonenquelle (Dual-Source-MTP), ausgestattet. Der Massenanalysator dieses
Instruments umfasst einen Radiofrequenz (RF)-Hexapol (h1), einen massenselektiven,
linearen Quadrupol (Q), einen zweiten RF-Hexapol (h2) und eine Hochspannungs-
lonentransferstrecke, um lonen von h2 in die ICR-Zelle zu transferieren. Der RF-
Hexapol h2 wurde verwendet, um lonen fir 0,2 bis 2,0 Sekunden vor der ICR-
Massenanalyse zu sammeln (akkumulieren). Die lonen wurden unter Verwendung von
Standardeinstellungen angeregt und detektiert. Die Datenerfassung erfolgte im
Breitbandmodus mit 2 MB Datenpunkten. Typischerweise wurden 16 Transienten flr

ein Spektrum im Amplitudenmodus akkumuliert. Die externe Massenkalibrierung fir
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den Bereich m/z 200-1800 ist mit Agilent ES Tunemix (G2421A) [182,183]
durchgefiihrt worden. Die Massengenauigkeit betrug 1-2 ppm. Die Proben wurden als
Losungen mit < 103 M in Acetonitril injiziert und mittels ESI-MS im positiven und

negativen lonen-Modus untersucht.

Fur Tandem-MS-Experimente wurde das StoRgas Argon mit einem Durchfluss von
0.5 I/s in h2 eingelassen. Vorlaufer-lonen wurden im Quadrupol unter Verwendung
eines 8-u-Massenfensters ausgewdéhlt, um die gesamte Isotopenverteilung
einzubeziehen und dann durch Einstellen einer Kollisionsoffset-Spannung (3-10 V)
nach Bedarf in h2 hinein beschleunigt, um den gewiinschten Fragmentierungsgrad zu

erzielen.

Das Gerat wurde mit der Software Bruker ApexControl (V 3.0.0) gesteuert und die
Datenanalyse mit der Software Bruker DataAnalysis (V 4.3) durchgefihrt.

9.18. DART-FT-ICR-MS

Fur die DART Analyse wurde eine 10 mM PFOA-L&sung in Acetonitril hergestellt.
Zu diesem Zweck sind 20.7 mg PFOA eingewogen und in 5 ml Acetonitril gel6st
worden. Anschliefen wurden 50 pl DMF-DMA in 1 ml Acetonitril geldst und diese
Losung zehnfach verdinnt. Die Konzentration des Derivatisierungsmittels betrug
37.4 mM. Danach wurden 500 ml PFOA-L6sung mit 500 pul DMF-DMA Loésung

gemischt und gemessen.

Das Bruker Apex-Qe FT-ICR-Massenspektrometer wurde auch zur DART Analyse
verwendet. Der RF-Hexapol h2 wurde verwendet, um die lonen fiir 0,2-2,0 Sekunden
vor der ICR-Massenanalyse zu sammeln (akkumulieren). Die lonen sind unter
Verwendung der Standardeinstellung [184,185] angeregt und detektiert worden. Der
Bereich von m/z 200-2500 war ausgewahlt und pro Spektrum wurden 16 Transienten
akkumuliert. Die Breitbandspektren wurden mit 1 MB Datenpunkten aufgenommen.
Das Geréat wurde mit der Software Bruker ApexControl (V 3.0.0) gesteuert und die
Datenanalyse mit der Software Bruker DataAnalysis (V 4.0) durchgefihrt.

Die ESI-Quelle wurde durch die DART-SVP-lonenquelle (lonSense Inc., Saugus,
MA) ersetzt, die unter Verwendung des sogenannten Vapur-Interfaces anstelle des
ESI-Spruhkopfs an das ESI-Interface montiert wurde. Das Vapur-Interface bildet eine
zusétzliche Pumpstufe (Membranpumpe), um die Heliumgasbelastung des

Instruments wahrend des DART-Betriebs zu verringern. Die Substanzen wurden im
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DART-Transmissionsmodus unter Verwendung der OpenSource gemessen, d.h., ein
Einwegprobentrager, bei dem der Analyt von einem feinen Metalldrahtgitter
desorbiert wird, wurde verwendet [186,187]. Die externe Massenkalibrierung im
DART-Modus mit positiven und negativen lonen wurde unter Verwendung der
ionischen Flissigkeit 1-Butyl-3-methylimidazoliumtricyanomethanid als Lésung in

einer Konzentration von 1 mg/ml durchgefiihrt [188].

Die Massengenauigkeit betrug 2 ppm. Fir die DART-Analyse der Probe sind
Losungen mit < 103 M in Acetonitril verwendet und 3 pl der jeweiligen Losung auf
die Probentréger der Open Source aufgetragen worden. Die Temperatur der DART-

Quelle wurde auf 250 °C eingestellt.

Fur Tandem-MS-Experimente wurde das StoRgas Argon mit einem Durchfluss
von 0.6 I/s in h2 eingelassen. Vorldaufer-lonen wurden im Quadrupol unter
Verwendung eines  8-u-Massenfensters  ausgewdéhlt, um die gesamte
Isotopenverteilung einzubeziehen und dann durch Einstellen einer Kollisionsoffset-
Spannung (3—-10 V) in h2 beschleunigt.

9.19. LIFDI-TOF-MS

In LIFDI kann Acetonitril als Losungsmittel nicht verwendet werden, da es beim
Eintritt in das Vakuum einfriert und somit den Emitter nicht benetzen kann. Daher
wurde fur das LIFDI Experiment das Reaktionsgemisch (siehe 9.18) zehnfach in
Methanol verdinnt und in einem JEOL AccuTOF GCx-Flugzeitmassenspektrometer
(Jeol, Tokio, Japan) in Kombination mit einer neuartigen Liquid Injection Field
Desorption-lonenquelle (LIFDI) (Linden CMS, Weyhe, Deutschland) [189]

gemessen.

Ein aktivierter Wolframdrahtemitter (Typ LIFDI 413) auf Basis von 13 um Draht
wurde eingesetzt und bei einem Gegenelektrodenpotential von —10 kV betrieben. Das
Instrumenten-Tuning war im Feldionisationsmodus (FI) an dem Molekdil-lon von
Toluol (m/z 92), welches gasférmig Uber die Probentransferkapillare eingelassen
wurde, durchgefiihrt worden. Die externe Massenkalibrierung war im LIFDI-Modus
durchgefuhrt worden, indem eine Mischung von Polystyrolen gemessen wurde, die als
Losung in Toluol [190] zugefiihrt wurde. Somit konnte fiir nachfolgende Messungen
eine Massengenauigkeit von £ 0.05 u erreicht werden. Die Proben wurden als

Losungen in Methanol zugefiihrt und der Emitterheizstrom wurde von 0 mA auf
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30 mA/min erhéht, bis die Probe vollstandig verbraucht war. LIFDI-Spektren wurden
bei 1 Spektrum pro Sekunde aufgenommen. Die endgultigen LIFDI-Spektren
reprasentieren Akkumulationen der jeweiligen Periode der lonenbildung.

9.20. FTIR

Zur FTIR-Spektroskopie von PFCA und deren Derivaten wurde ein Nicolet iS5-
Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer (FTIR) (Thermo Scientific) mit einem
ID-5-Zubehdr verwendet. Die Messung wurde im Wellenzahlenbereich von 4000-650
cm! durchgefiihrt. Um PFAQO zu einem seiner Ammoniumsalze umzusetzen, wurde
PFOA (1 mg/ml in Acetonitril) mit einem zehnfachen molaren Uberschuss von

Tetrabutylammoniumhydroxid (TBAOH) gemischt.
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