


EICs der Immunsuppressiva (nur Quantifizierungsübergänge). Identifizierung von Tacrolimus mittels Quant/Qual-Verhältnis und 
des Spektrums der Produkt-Ionen.

Kalibriergerade von Tacrolimus.
Reproduzierbarkeitstest für Tacrolimus: 15 Blutproben wurden automa- 
tisch vorbereitet und analysiert, jede versetzt mit 3 ng/mL Tacrolimus.
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anschließende Zentrifugieren. Der Über-
stand wird in ein Autosamplervial über-
führt und daraus ein Aliquot entnommen 
und zur Analyse in das LC-MS/MS-Sys-
tem gegeben. Die LC-Methode ist opti-
miert, um Elutionszeiten von weniger als 
2,5 min. für die Immunsuppressiva und 
internen Standards zu erreichen.

Im positiven Elektronenspray-Modus 
bilden Immunsuppressiva bevorzugt Nat-
riumaddukte. Während der Methoden-
entwicklung stellte sich heraus, dass die 
LC-MS/MS-Methode mit Natriumace-
tat eine signifikant höhere Empfindlich-
keit und bessere Langzeitstabilität auf-
wies. Das ganze Verfahren wurde voll-
ständig validiert. Der festgelegte thera-
peutische Bereich für Everolimus, Siro-
limus und Tacrolimus in Vollblut betrug 
1-50 ng/mL (Cyclosporin A: 20-1000 
ng/mL). Es wurde eine sechsstufige Kali-

brierung für jede Verbindung ausgeführt. 
Die Kalibration verlief linear mit Korrela-
tionskoeffizienten > 0,99 für alle Verbin-
dungen über den gesamten Bereich. Die 
Methode zeigte darüber hinaus eine exzel-
lente Wiederholpräzision innerhalb eines 
Tages und von Tag-zu-Tag. Der Variati-
onskoeffizient lag bei Mehrfachinjektionen 
derselben Probe signifikant unter 10 Pro-
zent. Die Detektionslimits lagen um den 
Faktor 10 unter dem niedrigsten Kalibra-
tionsstandard.

Schlussfolgerungen

Das beschriebene System erlaubt eine auto-
matisierte Probenvorbereitung mit unmit-
telbar folgender LC-MS/MS-Analyse der 
Immunsuppressiva in Vollblut. Zusätzlich 
sind Probenverfolgung und kundenspezi-
fisches Berichtswesen Teil des Analysen-

prozesses. Die LC-MS/MS-Methode ist 
robust, präzise und richtig. Und sie hilft, 
Zeit und Kosten einzusparen. 
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Mit Schadstoffen belastetes Trinkwas-
ser birgt ein hohes Gesundheitsrisiko, 

das es durch stete Kontrolle auszuschlie-
ßen gilt. Zu den gefährlichen und damit zu 
überwachenden Kontaminationen zählen 
insbesondere flüchtige und schwerflüchtige 
organische Verbindungen meist anthro-
pogenen Ursprungs, darunter Pestizide, 
polyzyklische aromatische Kohlenwasser-
stoffe (PAK) oder polychlorierte Biphenyle 
(PCB), die über das Abwasser, die Land-
wirtschaft oder Verbrennungsprozesse in 
die Umwelt und damit in den Trinkwas-
serkreislauf gelangen können. Alle genann-
ten Verbindungen sind auf die eine oder 
andere Art kritisch zu bewerten, da sie auf 
den Menschen toxisch, karzinogen oder 
hormonaktiv wirken. Es steht daher außer 
Frage, dass mögliche Belastungen selbst in 
Mikro- oder Nanogrammmengen sensitiv 
nachzuweisen beziehungsweise sicher aus-
zuschließen sind. Ein Vorhaben, das hohe 
Anforderungen an den Anwender und das 
Analyseverfahren stellt.

Die ideale Extraktionstechnik

Die Frage steht im Raum, wie eine Probe 
zu behandeln ist, um die problematischen 
Analyten in der Weise zu extrahieren, 
dass man sie möglichst vollständig, sensi-
tiv und in einem Arbeitsgang zu packen 
bekommt, um möglichst effizient mit den 
vorhandenen Ressourcen an Zeit und Geld 
umzugehen. Auf der Suche nach der idea-

Wasseranalytik

(Nimm zwei)2

Mittels einer einfachen, aber wirkungsvollen Modifikation der Twister- 
Extraktionsmethode (SBSE) hat ein internationales Team von Applikations-
spezialisten den Nachweis polarer Pestizide mit niedrigem Ko/w und apolarer 
Pestizide mit hohem Ko/w für sehr niedrige Konzentrationen (sub-µg/L) aus  

wässrigen Proben optimiert. 

len Methode kam die Stir Bar Sorptive 
Extraction (SBSE) mit dem GERSTEL-
Twister in die engere Wahl. Die SBSE 
hatte sich in den zurückliegenden Jahren 
bereits in vielfacher Hinsicht zur Extrak-
tion und Analyse auch von Spuren orga-
nischer Komponenten aus Wasser, Boden, 
Nahrungsmitteln, Getränken und biolo-
gischen Matrices bewährt.

Der patentierte Twister, ein mit einem 
speziellen Sorbens beschichteter Rühr-
fisch, extrahiert die Analyten, während er 
die Probe durchmischt; im Anschluss daran 
wird der Twister der Probe entnommen, 
trocken getupft und in einer dafür vorge-
sehenen Desorptionseinheit (ThermalDe-
sorptionUnit, TDU) thermisch desorbiert, 
wobei die Analyten quantitativ auf den 
angeschlossenen Gaschromatographen 
überführt und im darin installierten PTV-
Injektor (KaltAufgabeSystem, KAS) cryo-
fokussiert und angereichert werden, um die 
Sensitivität der Messung und die chroma-
tographische Trennleistung zu erhöhen.

Die SBSE ist einfach zu handhaben 
und kommt ohne umfangreiche Proben-
vorbereitungsschritte aus. Die Thermode-
sorption ist vollständig automatisierbar. Der 
Twister verfügt gegenüber der SPME-Faser 
über ein sehr viel größeres Polymer- bezie-
hungsweise Sorptionsvolumen im Bereich 
zwischen 24 und 124 µL; das der SPME-
Faser liegt bei 0,5 µL. Die Konsequenz: 
Bei gleichzeitig guter Reproduzierbarkeit 
und hoher Wiederfindung weisen SBSE-

Weitere 
Informationen über 
die verschiedenen 

verfügbaren Twister-
Phasen erhalten Sie 

unter: www.gerstel.de/
de/twister.htm
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hohem Ko/w, auch im Bereich sehr nied-
riger Konzentrationen (sub-μg/L), in wäss-
rigen Proben in einem GC-Lauf verbessern  
( J. Sep. Sci. 2005, 28, 1083-1092). 

Erfolg auf ganzer Linie

Damit war belegt, dass sich die SBSE als 
Multirückstandsmethode eignet. Schon 
damals wurde weiteres Optimierungs-
potenzial offenkundig. Eine wichtige 
Erkenntnis war, dass der Einsatz der soge-
nannten Dual-SBSE die negativen Aus-
wirkungen des Salzes reduziert und die 
Wiederfindung hydrophiler Stoffe ver-
bessert. Die Güte der Methode wurde 
unterstrichen von einer guten Linearität 
(r2 > 0,9900) und einer hohen Sensitivität 
(Detektionslimit < 10 ng/L) für die meis-
ten Zielverbindungen. Einziger Wermuts-
tropfen: Es haperte noch an der Wieder-
findung, die zwischen 11 und 72 Prozent 
lag, bei stärker hydrophoben Verbindungen 
(log Ko/w > 6,0) sogar im Schnitt nur unter 
33 Prozent. 

Durch eine weitere Modifikation und 
Verbesserung der Dual-SBSE konnte das 
Defizit aus der Welt geschafft werden: Mit 
der neuen sequenziellen SBSE, die eben-
falls auf dem Einsatz zweier Twister basiert, 
ließen sich 80 Pestizide mit Wiederfin-
dungsraten zwischen 82 und 113 Prozent 
bestimmen ( J. Chromatogr. A 2008, 1200, 
72-79).

Sequenzielle SBSE in der Praxis

Vorgehensweise: Ein 10-mL-
Vial wurde mit 5 mL Probe 
befüllt, mit einem GER-
STEL-Twister (24 µL 
PDMS) bestückt und mit 
einer Schraubkappe verschlossen. 
Die SBSE mehrerer Proben wurde 
simultan bei Raumtemperatur für 60 
Minuten mit einer Rührgeschwin-
digkeit von 1500 U/min auf einem 
Multipositionsmagnetrührer ausge-
führt. Alle SBSE-Versuche erfolgten

Analysen in der Regel erheblich niedrigere 
Nachweisgrenzen (sub-ng/L) auf, vor allem 
für hydrophobe Verbindungen. Unterm 
Strich erwies sich der GERSTEL-Twister 
als attraktive Alternative zu den herkömm-
lichen Vorgehensweisen.

Definition der Wirksamkeit

Wie sich die Wiederfindung eines Ana-
lyten mit der SBSE, und zwar unter Ver-
wendung eines PDMS-Twisters, gestal-
tet, lässt sich mittels des jeweiligen 
n-Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizi-
enten (Ko/w) abschätzen. Der Ko/w ist ein 
dimensionsloser Wert, der das Verhältnis 
der Gleichgewichtskonzentration einer 
Chemikalie in einem Zweiphasensys- 
tem aus n-Oktanol und Wasser bei einer 
definierten Temperatur angibt. Ein Ko/w  
> 1 bedeutet, die Substanz löst sich eher in 
unpolaren Lösemitteln, ein Ko/w < 1 hin-
gegen weist auf eine bessere Löslichkeit 
in Wasser hin. Für den PDMS-Twister 
gilt: Hydrophobe gelöste Stoffe mit einem 
hohen Ko/w (log Ko/w > 4) lassen sich mit 
hoher Wiederfindung direkt extrahieren. 
Die Wiederfindung gelöster Stoffe höherer 
Polarität (log Ko/w < 4) lässt sich durch einen 
einfachen Zusatz von NaCl (20-30 %) ver-
bessern. Allerdings führt die Zugabe von 
Salz zu einer Abnahme der Wiederfin-
dung mancher stärker hydrophober Ana-
lyten. Indem man aber die SBSE mit zwei 
Twistern durchführt, wobei sich die Extrak-
tionsbedingungen unterscheiden, gelingt es, 
ein erheblich breiteres Spektrum chemisch 
divergenter Verbindungen nachzuweisen. 

Wie die Praxis zeigt, lässt sich die SBSE 
von hydrophilen Analyten aus wässrigen 
Matrices durch Zugabe von Salz optimie-
ren, jene von hydrophoben Komponenten 
durch organische Lösemittel wie Methanol.

Bereits in früheren Arbeiten, bei denen 
wir zwei Twister-Rührstäbchen in jeweils 
unterschiedlichen Medien einsetzten, 
konnten wir den Nachweis von insgesamt 
85 Pestiziden, darunter polare Pestizide mit 
niedrigem Ko/w und apolare Pestizide mit 

mit dieser Rührgeschwindigkeit, um 
einen Vergleich mit der Doppel-SBSE 
zu ermöglichen. Nach der ersten Extrak-
tion wurde das Rührstäbchen mit einer 
Pinzette entnommen, kurz in Wasser 
getaucht, getrocknet und in ein Ther-
modesorptionsröhrchen aus Glas über-
führt. Das Glasröhrchen wurde bis zur 
Analyse im geschlossenen Probentray des  
GERSTEL-MultiPurposeSamplers 
(MPS) aufbewahrt, auf dem die Proben-
vorbereitung automatisiert verlief.

Der Probe wurde NaCl (30 %) zugesetzt, 
ein zweites Rührstäbchen hinzugefügt und 
das Vial wieder verschlossen. Die folgende 
zweite Extraktion erfolgte unter den glei-
chen Bedingungen wie die erste: Nach einer 
Stunde wurde auch dieses Rührstäbchen 
mit einer Pinzette herausgenommen, kurz 
in Wasser getaucht, getrocknet und in das 
Glasröhrchen gesetzt, in dem sich schon 
das erste Stäbchen befand. Zum Schluss 
wurde das Glasröhrchen automatisiert in 
die ThermalDesorptionUnit (GERSTEL-
TDU) überführt. Eine weitere Probenvor-
bereitung war nicht erforderlich. Die bei-
den Rührstäbchen wurden desorbiert, 

indem die TDU, 
programmiert mit 
720 °C/min, von  
40 °C (0,5 min) auf 

Mit PDMS
beschichteter

 GERSTEL-Twister

GERSTEL-
Twister

GERSTEL-
Twister

30% NaCI

1 h@1500 U/min1 h@1500 U/min

mit Quarzwolle
gepackter

KAS-Glasliner

GC-Trennsäule

Thermal Desorption Unit (TDU)

KaltAufgabeSystem (KAS)

Schematische Darstellung 
der sequenziellen StirBar-
SorptiveExtraction (SBSE).

TIC und EICs von Pestiziden in Flusswasser, erhalten  
mit der sequenziellen SBSE-TD-GC-RTL-MS-Methode.
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280 °C (5 min) aufgeheizt wurde, bei einem Desorptionsfluss von 50 
mL/min. Als Trägergas wurde Helium eingesetzt. Die desorbierten 
Verbindungen wurden bei -100 °C auf einem mit Quarzwolle 
gepackten Liner im PTV-Injektor (KaltAufgabeSystem, GER-
STEL-KAS) für die anschließende GC/MS-Analyse cryofokussiert. 
Nach der Desorption wurde das KAS mit 720 °C/min von ‑100 °C auf  
280 °C (5 min) programmiert aufgeheizt, um die getrappten Ver-
bindungen auf die Trennsäule (HP-5 ms, 30 m x 0,25 mm ID, 
Filmdicke 0,25 µm, Agilent Technologies) zu überführen. Die Auf-
gabe erfolgte im Splitlosmodus mit einer Splitloszeit von 2 min.  
Die Ofentemperatur wurde programmiert aufgeheizt: mit 25 
°C/min von 70 °C (2 min) auf 150 °C, weiter mit 3 °C/min auf  
200 °C und abschließend mit 8 °C/min auf 300 °C; verwendet 
wurde die Retentionszeit-Locking-Datenbank von Agilent Tech-
nologies. Der Säulenvordruck war so eingestellt, dass Chlorpyri-
fos-Methyl bei einer konstanten Retentionszeit von 16,59 min 
eluierte. Das MS wurde im Scanmodus betrieben, mit Elektro-
nenstoßionisation (Elektronenbeschleunigungsspannung: 70 V). 
Der Scanbereich wurde auf m/z 58 bis 510 eingestellt, bei einer 
Scanrate von 3,20 Scans/s. 

Erfolgreicher Einsatz in der Praxis

Die Linearität der sequenziellen SBSE-Methode wurde über sechs 
Konzentrationsbereiche zwischen 20 und 1000 ng/L für 80 Pesti-
zide in Wasser geprüft. Für jeden Bereich wurden Doppelbestim-
mungen durchgeführt. Für alle gelösten Stoffe wurde eine gute 
Linearität erreicht, mit einem Korrelationskoeffizienten (r²) von 
über 0,99. Die Detektionslimits (LOD) wurden mit wiederhol-
ten Analysen angereicherten Wassers bestimmt, das mit jeweils 20 
ng/L der Analyten versetzt worden war (niedrigste Konzentration 
der Kalibrationskurven). Für 67 gelöste Stoffe wurden sehr niedrige 
LODs im Bereich von 2,1-10 ng/L erhalten – auch im Scanmo-
dus eines konventionellen Quadrupol-MS. Für 13 gelöste Stoffe 
lagen die LODs im Bereich von 11 bis 74 ng/L. 

Die Resultate der sequenziellen SBSE wurden schließlich mit 
denen der Dual-SBSE verglichen. Im Gegensatz zur Dual-SBSE 
liefert die sequenzielle SBSE eine ausgezeichnete Wiederfindung 
von mehr als 80 Prozent für 75 der nachgewiesenen Stoffe. Die 
Reproduzierbarkeit war gut, die RSDs lagen unter 10 Prozent, die 
Linearität (r²) lag bei über 0,99. 

Abschließend wurde die Methode mit Erfolg auf verschiedene 
Flusswasserproben angewendet, die für das Screening auf Pesti-
zidrückstände den japanischen Flüssen Tama und Tsurumi ent-
nommen worden waren. Die Bestimmung der Pestizide erfolgte 
mit sechs Wiederholungsanalysen oder Doppelanalysen mit 
Kalibrierungs-Standardaddition zwischen 20 und 100 ng/L. Elf 
Pestizide, die zu verschiedenen Pestizidarten gehören, wurden im 
Bereich von 7,2-52 ng/L bestimmt; die log Ko/w-Werte der detek-
tierten Pestizide lagen im Bereich von 2,79 (Fenobucarb) bis 5,40 
(Difenoconazol 1, 2). Darüber wurden mit dem Agilent-RTL-
Pestizid-Scanner Pestizide gefunden, aber nicht quantifiziert, die 
nicht zu den Zielanalyten gehörten, z. B. Propetamphos (log Ko/w 
2,50) und Isoprothiolan (log Ko/w 2,79). 

Weitere Informationen

Nobuo Ochiai, Kikuo Sasamoto, Hirooki Kanda, 
GERSTEL K.K., 2-13-18 Nakane, Meguro-ku, Tokyo, 152-0031 Japan; 

Edward Pfannkoch,  
GERSTEL Inc., 701 Digital Drive, Suite J, Linthicum, MD 21090, USA

Pirimicarb	 1.70	 19	 15	 74	 73	 9.6	 0.9995	 6.0
Dichlorvos	 1.90	 28	 8	 42	 44	 9.7	 0.9978	 6.1
Ethiofencarb	 2.04	 35	 8	 48	 39	 11	 0.9995	 5.0
Isoprocarb	 2.30	 49	 19	 80	 69	 8.7	 0.9947	 5.5
Fensulforthion	 2.35	 52	 18	 77	 79	 12	 0.9970	 6.5
Parathion-methyl	 2.75	 73	 95	 104	 109	 3.8	 0.9999	 9.6
Malathion	 2.75	 73	 85	 87	 98	 4.4	 0.9994	 8.0
Fenobucarb	 2.79	 75	 41	 90	 86	 8.7	 0.9994	 3.4
Benfuresat	 2.80	 75	 75	 94	 101	 4.3	 0.9994	 6.1
Mefenacet	 2.80	 75	 70	 92	 96	 10	 0.9981	 4.5
Methiocarb	 2.87	 78	 39	 102	 83	 13	 0.9962	 5.3
Thiometon	 2.88	 79	 85	 94	 96	 3.3	 0.9998	 12
Cyproconazol	 2.91	 80	 28	 92	 83	 4.1	 0.9987	 6.4
Etrimfos	 2.94	 81	 96	 92	 98	 5.3	 0.9997	 3.8
Triadimenol 1,2	 2.95	 81	 27	 91	 89	 6.6	 0.9985	 11
EPTC	 3.02	 83	 99	 101	 102	 4.8	 0.9999	 12
Quinalphos	 3.04	 84	 92	 89	 97	 3.0	 0.9985	 10
Dimethylvinphos	 3.16	 87	 66	 69	 82	 8.8	 0.9999	 4.2
Metolachlor	 3.24	 89	 82	 94	 96	 4.2	 0.9993	 8.1
Diethofencarb	 3.29	 90	 75	 94	 97	 5.4	 0.9990	 13
Fenitrothion	 3.30	 91	 95	 97	 102	 3.1	 0.9998	 4.0
Paclobutrazol	 3.36	 92	 31	 95	 85	 8.3	 0.9986	 4.7
Pyraclofos	 3.37	 92	 70	 89	 86	 5.4	 0.9972	 11
Quinomethionat	 3.37	 92	 80	 59	 100	 3.8	 0.9997	 3.6
Phenthoate	 3.47	 93	 89	 77	 96	 6.5	 0.9991	 7.2
Mycrobutanil	 3.50	 94	 60	 92	 90	 8.4	 0.9992	 6.7
Chlorpropham	 3.51	 94	 81	 99	 97	 6.9	 0.9997	 8.3
Thenylchlor	 3.53	 94	 83	 92	 99	 5.6	 0.9993	 3.1
Ethoprophos	 3.59	 95	 91	 94	 95	 6.1	 0.9999	 9.4
Edifenphos	 3.61	 95	 76	 72	 96	 12	 0.9983	 4.7
Fenarimol	 3.62	 95	 61	 93	 91	 5.2	 0.9974	 12
β-BHC	 3.68	 96	 46	 77	 85	 3.9	 0.9995	 5.3
δ-BHC	 3.68	 96	 66	 85	 90	 4.5	 0.9993	 8.0
Parathion 	 3.73	 96	 99	 94	 101	 2.9	 0.9995	 4.6
Butylat	 3.85	 97	 96	 70	 100	 5.4	 0.9999	 8.1
Diazinon	 3.86	 97	 96	 80	 98	 5.6	 0.9996	 3.4
Tebuconazol	 3.89	 97	 69	 96	 94	 7.7	 0.9986	 8.3
Thiobencarb	 3.90	 97	 99	 98	 103	 5.6	 0.9999	 4.9
Chlorobenzilate	 3.99	 98	 98	 88	 99	 6.0	 0.9996	 5.4
Bitertanol 1,2	 4.07	 98	 81	 57	 93	 11	 0.9940	 10
Fenthion	 4.08	 98	 94	 92	 97	 3.0	 0.9995	 3.6
Propiconazole 1,2	 4.13	 99	 97	 99	 101	 7.8	 0.9983	 6.8
E,Z-Chlorofenvinphos	 4.15	 99	 93	 80	 97	 5.3	 0.9996	 4.3
Prirmiphos-methyl	 4.20	 99	 94	 76	 94	 4.0	 0.9996	 3.9
E-Pyrifenox	 4.20	 99	 98	 100	 100	 4.5	 0.9993	 3.2
Z-Pyrifenox	 4.20	 99	 98	 100	 101	 6.6	 0.9997	 4.9
Terbufos	 4.24	 99	 89	 68	 89	 8.2	 0.9987	 2.1
Mepronil	 4.24	 99	 79	 104	 101	 5.8	 0.9995	 7.2
α-BHC	 4.26	 99	 85	 97	 95	 5.3	 0.9995	 3.4
γ-BHC (Lindane)	 4.26	 99	 82	 91	 93	 5.6	 0.9995	 5.3
Phosalon	 4.29	 99	 98	 85	 100	 10	 0.9986	 7.1
Pretilachlor	 4.29	 99	 97	 91	 106	 3.3	 0.9986	 2.1
EPN	 4.47	 100	 100	 86	 99	 8.1	 0.9986	 5.0
Tolclofos-methyl	 4.56	 100	 94	 88	 98	 3.6	 0.9997	 3.4
Esprocarb	 4.58	 100	 98	 86	 101	 5.0	 0.9997	 4.0
Pyrimidifen	 4.59	 100	 98	 74	 96	 6.7	 0.9977	 16
Tebufenpyrad	 4.61	 100	 100	 76	 100	 4.9	 0.9995	 5.7
Isofenphos	 4.65	 100	 96	 82	 99	 2.7	 0.9997	 3.9
Flutolanil	 4.65	 100	 91	 101	 103	 6.9	 0.9993	 7.1
Chlorpyrifos	 4.66	 100	 88	 71	 92	 4.4	 0.9997	 3.3
Flusilazole	 4.89	 100	 99	 99	 100	 6.9	 0.9995	 4.8
Pendimethalin	 5.18	 100	 96	 78	 98	 5.4	 0.9998	 5.3
Difenoconazole 1,2	 5.20	 100	 98	 73	 100	 9.0	 0.9939	 17
Pyridaben	 5.47	 100	 100	 57	 99	 2.9	 0.9976	 5.1
Cadusafos	 5.48	 100	 95	 81	 98	 6.2	 0.9996	 19
Pyriproxyfen	 5.55	 100	 96	 72	 99	 5.6	 0.9996	 4.2
Imibenconazole	 5.64	 100	 98	 60	 101	 9.3	 0.9999	 74
Prothiofos	 5.69	 100	 97	 60	 99	 5.0	 0.9996	 4.1
Cyfluthrin 1,2,3,4	 5.74	 100	 100	 58	 100	 3.4	 0.9971	 23
p,p-DDD	 5.87	 100	 96	 70	 98	 3.7	 0.9995	 2.6
p,p-DDE	 6.00	 100	 94	 51	 97	 3.8	 0.9999	 4.4
Cypermethrin 1,2,3,4	 6.38	 100	 100	 53	 96	 1.4	 0.9967	 40
Flucythrinate 1,2	 6.56	 100	 97	 50	 99	 2.4	 0.9951	 5.6
Fenvalerate 1,2	 6.76	 100	 100	 52	 99	 4.9	 0.9987	 14
Fluvalinate 1,2	 6.81	 100	 102	 52	 96	 6.7	 0.9989	 11
Cyhalothrin 1,2	 6.85	 100	 112	 58	 113	 10	 0.9965	 7.6
Tefluthrin	 7.19	 100	 97	 51	 100	 5.1	 0.9959	 7.4
Permethrin 1,2	 7.43	 100	 101	 54	 100	 5.6	 0.9983	 5.4
Silafluofen	 8.20	 100	 100	 53	 98	 1.4	 0.9989	 7.3
Halfenprox	 8.35	 100	 105	 54	 104	 2.6	 0.9995	 3.9

				         	Wiederfindung (%)					   
		  Theoretische
		  Wiederfindung			   SBSE	 Sequentielle			   LOD
Komponente	 log Kow	 (%)	 SBSE	 (w/NaCl)	 SBSE	 RSD (%)	 r2	 (ng/L)

Liste der mittels sequentieller SBSE bestimmten Pestizide.  
Detaillierte Informationen bietet die ,,AppNote 12|2OO8“ ,  

zu finden im lnternet unter: www.gerstel.de im Bereich der Applikationen.
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Biokraftstoff

Nachhaltig abgefüllt
Bei der Herstellung von Biodiesel fällt Glycerin an. Das Nebenprodukt muss aus dem biogenen Kraftstoff entfernt werden, 
da es den Dieselmotor beschädigen kann. Laut zugrunde liegenden EU- und US-Normen darf der Gehalt an freiem und  
Gesamtglycerin im Biodiesel gewisse Grenzwerte nicht überschreiten. Die Überprüfung dieser Grenzwerte erfolgt mittels 
GC/FID. Um die Durchführung der Analyse effizienter zu gestalten, erweist sich die Automatisierung der zeit- und arbeits- 

intensiven Probenvorbereitung als sinnvoll.

Biodiesel ist ein dem mineralischen Die-
selkraftstoff vergleichbarer Energieträ-

ger. Im Gegensatz zum konventionellen 
Dieselkraftstoff wird Biodiesel nicht aus 
Rohöl, sondern in aller Regel aus nach-
wachsenden Rohstoffen gewonnen: in den 
USA vorwiegend aus Sojaöl, hierzulande 
aus Raps beziehungsweise Rapsöl. Bio-
diesel zählt folgerichtig zu den erneuerba-
ren Energieträgern und erfüllt unter Ein-
haltung gewisser Kriterien den Aspekt der 
Nachhaltigkeit. 

Chemisch betrachtet, handelt es sich 
bei Biodiesel um Fettsäuremethylester 
(FAME). Eine exakte Unterscheidung des 
Endprodukts in der Nomenklatur erfolgt 
gemäß des eingesetzten Rohstoffs, wie 
die Bezeichnung Sojamethylester (SME) 
oder Rapsölmethylester (RME) verdeut-
licht. Ungeachtet der Art und Herkunft 
des zugrunde liegenden biogenen Roh-
stoffs: FAMEs entstehen durch Umestern 
von Fetten und Ölen (Triglyceriden). Im 
Verlauf der basisch oder sauer katalysier-
ten Reaktion wird der dreiwertige Alko-
hol Glycerin durch Methanol substituiert, 
um eine hinreichende Fließfähigkeit sowie 
einen ausreichenden Gefrierschutz des 
resultierenden Kraftstoffs zu gewähr-
leisten. 

Glycerin als störendes  
Nebenprodukt

Neben FAMEs beziehungs-
weise SME oder RME fällt 
bei der Biodieselproduktion 
sogenanntes Substandardgly-

von bis zu fünf Prozent Biodiesel (B-5) 
zu herkömmlichem Diesel sogar verpflich-
tend. Ob ein Fahrzeug letzten Endes rei-
nen Biodiesel oder einen rohölbasierten, 
mit biogenem Zusatz versehenen Kraft-
stoff tanken kann, hängt vom jeweiligen 
Dieselmotor ab.

Mehr Effizienz dank  
Automatisierung

Um sicherzustellen, dass Biodiesel frei 
von Glycerin ist, bedarf es einer geeig-
neten Analysenmethode. Die Europä-
ische Norm EN 14105 wie auch das 
amerikanische Gegenstück, die „ASTM 
Method D6584“, sehen zur Bestimmung 
des Gehalts an freiem und Gesamtglyce-
rin und an Mono-, Di- und Triglyceriden 
als Standard- beziehungsweise Referenz-
methode die Trennung und Quantifizie-
rung der Analyten mittels Gaschromato-
graphie (GC) und Flammenionisations-
detektion (FID) vor.

Um die Analyten bestimmen zu kön-
nen, müssen sie zunächst mittels Deriva-
tisierung in eine chromatographier- und 

detektierbare Form überführt werden. 
Von Hand eine mühsame, zeitauf-

wendige Arbeit, bemerkt Dr. 
John R. Stuff. Ziel war es, 

berichtet der Applikations-
chemiker der GERSTEL 
Inc. aus Baltimore, USA, 
den manuellen Arbeits-
aufwand und die Ana-
lysenzeit auf ein not-
wendiges Maß zu redu-

cerin (SSG) an, das sich aufgrund seiner 
spezifisch höheren Dichte als Rückstand 
absetzt. Dieses Nebenprodukt besteht aus 
Glycerin, Wasser, Katalysator, überschüs-
sigem Methanol und freien Fettsäuren. 
SSG ist giftig und brennbar, allerdings als 
Kraftstoff ungeeignet und als Begleitkom-
ponente im Biodiesel unerwünscht, weil 
SSG sedimentieren und den Kraftstoff-
filter verstopfen kann. Aus dem Biodiesel 
entfernt, lässt es sich aufbereiten und an 
anderer Stelle wieder dem Prozess der Bio-
dieselherstellung zuführen. Ebenso ist eine 
thermische Verwertung in Biogasanlagen 
möglich. SSG dient zudem als wichtiges 
Ausgangsprodukt zur Herstellung phar-
mazeutischen und industriell nutzbaren 
Glycerins. 

Biodiesel lässt sich in reiner Form als 
sogenannter B-100-Diesel in dafür ausge-
legten Aggregaten einsetzen oder als bio-
gener Zusatz in mineralischem Diesel ver-
wenden. In Deutschland ist mit Inkrafttre-
ten des Biokraftstoffquotengesetzes (Bio-
KraftQG) im Jahr 2007 die Beimischung 
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zieren, gleichzeitig den Probendurchsatz 
und die Flexibilität des Anwenders auf ein 
Maximum zu steigern. Zu diesem Zweck 
gingen Stuff und Kollegen dazu über, die 
Schritte der Probenvorbereitung nahezu 
eins zu eins auf einen Autosampler zu über-
tragen und mit der GC-Analyse zeitlich zu 
verschachteln. 

Zwei Spritzen für die  
Probenbehandlung

Zur Analyse verwendeten Stuff und Kol-
legen einen GC 6890 von Agilent Tech-
nologies mit FID.  Die automatisierte Pro-
benvorbereitung erfolgte auf der Dual-
Rail-Variante des MultiPurposeSamp-
lers (GERSTEL-MPS). Zur Ausführung 

Zur Analyse von freiem und Gesamtglycerin in Bio-
diesel gemäß der ASTM Method D6584 eingesetz-
tes GC/FID-System mit GERSTEL-DualRail-MPS. 

Chromatogramm eines Biodiesel-Standards.

Chromatogramm einer mit dem MPS-GC/FID 
untersuchten realen Biodieselprobe.

1.	 Zugabe von 100 µL Butantriol-Lösung  
	 als interner Standard 1

2.	 Zugabe von 100 µL Tricaprin-Lösung  
	 als interner Standard 2

3.	 Zugabe von 100 µL  
	 Derivatisierungsreagenz

4.	 Mischen (1 min)

5.	 Warten (15 min)

6.	 Verdünnen mit 8 mL Heptan

7.	 Mischen (1 min)

8.	 Probenaufgabe 1 µL On-column

der verschiedenen Probenvorbereitungs-
schritte, einschließlich Derivatisierung, 
und zum Handling der erforderlichen ver-
schiedenen Volumina wurde der MPS aus-
gestattet mit einer 10 µL-On-column- und 
einer 80-µL-Sideport-Spritze mit Dilutor-
Modul. Analysiert wurde eine in räumlicher 
Nähe zum Labor gekaufte Biodieselprobe. 
Die Quantifizierung erfolgte mit Butan-
triol und 1,2,3-Tricaproylglycerin (Tri-
caprin) als interne Standards, eine Fünf-
Punkt-Kalibrierung wurde mit in Pyridin 
gelöstem Glycerin, Monoolein, Diolein 
und Triolein erstellt. Gespült wurde mit 
Heptan, derivatisiert mit N-Methyl-N-
trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA). 

Darauf aus, die Zahl der manuellen 
Arbeitsschritte zu reduzieren, program-
mierten Stuff und Kollegen den Multi- 
PurposeSampler (MPS) für die automa-
tische Durchführung der Probenvorbe-
reitung. Die für das Prozedere erforderli-
chen Befehle Add, Move, Mix, Dilute und 
Inject ließen sich einfach per Mausklick 
aus einem Menü der MAESTRO-Steu-
ersoftware zusammenstellen und entspre-
chend den Erfordernissen variieren. Die  
MAESTRO-Steuersoftware arbeitet voll-
ständig integriert in die ChemStation-
Software von Agilent Technologies. „Der 
manuelle Arbeitsaufwand beschränkt sich 
letztlich auf die Einwaage von 100 mg 
Probe oder Standard in 10-mL-Head-
spacevials und deren Positionierung auf 
dem Probenteller des MPS“, erklärt John R. 
Stuff. Alle weiteren Schritte, vom Hinzufü-
gen des internen Standards und des Deriva-
tisierungsreagenz über Mixen, Inkubieren, 
Spülen und Probenaufgabe ins KAS, erfol-

gen voll automatisiert und intelligent zeit-
lich verschachtelt. Die vom MPS automa-
tisiert ausgeführten Arbeitsschritte sehen 
wie folgt aus: 
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Analysenbedingungen

KAS:	 On-column, 60 °C (0,05 min)
	 0,2 °C/s  230 °C (2 min)  
	 0,5 °C/s  380 °C (10 min)
Säule:	 10 m Rtx-Biodiesel TG (Restek), 	
	 ID = 0,32 mm, df = 0,1 µm
Trägergas:	Helium, 3 mL/min  
	 (konstanter Fluss)
GC-Ofen:	 50 °C (1 min)  15 °C/min   
	 180 °C  7 °C/min   
	 230 °C  30 °C/min  
	 380 °C (10 min)
FID: 	 380 °C

Die Proben lassen sich parallel zur GC-Analyse 
präparieren und punktgenau nach Ende des 
vorangegangenen Laufs ins System injizieren. Der 
Screenshot (MAESTRO-Sequence-Scheduler) 
illustriert die hohe Effizienz der Biodieselanalyse 
mittels MPS-GC/FID.

Für die Bearbeitung einer Probe benö-
tigte der MPS etwa 27 Minuten, die GC-
Laufzeit wiederum beträgt in Summe 38 
Minuten, einschließlich einer siebenminü-
tigen Abkühlphase. „Wir haben das System 
so getaktet“, sagt John R. Stuff, „dass wir 
einen optimalen Analysenverlauf gewähr-
leisten können.“ Mit anderen Worten prä-
pariere der MPS die Kalibrierlösung, dann 
die erste Probe, einschließlich Derivatisie-
rung und Injektion ins KAS. Die Vorbe-
reitung der nächsten Proben erfolge in der 
Art, dass sie immer dann aufzugeben ist, 
wenn der vorherige GC-Lauf einschließ-
lich Abkühlungsphase beendet und der 
GC für die nächste Trennung bereit ist. 
John R. Stuff ist zufrieden: „Die Mess- 
ergebnisse belegen eine sehr gute Lineari-
tät für die Standards und eine gute Wieder-
holbarkeit (RSD: 2,1 bis 3,5 Prozent) für 
die Biodieselprobe.“ Und dank der Auto-
matisierung ließen sich nun ein beträcht-
liches Maß an Arbeitszeit auf andere Pro-
jekte verwenden oder Analysen über Nacht 
und am Wochenende durchführen.

Weitere Informationen

GERSTEL-AppNote 1/2010,  
www.gerstel.de/pdf/p-gc-an-2010-01.pdf

Weitere Informationen

[1] www.aorc-online.org/home/
[2] www.turfclub.com.sg
Mehr über die Analyse von Dopingmit-
teln in Pferdeharn lesen Sie in einer der 
nächsten Ausgaben der GERSTEL Aktuell.

Von lahmen Gäulen  
und schnellen Pferden

Wenn hier-
zulande über 
s p o r t l i c h e 
Höchstleistun-
gen diskutiert 
wird, fällt frü-
her oder spä-
ter der Begriff 
„Doping“, und 
es werden die 
Namen von 
Größen aus Radsport oder Leichtathletik 
genannt, die ihr Trainingsprogramm um die 
Einahme verbotener, leistungssteigender 
Präparate erweitert haben. Keiner der Dis-
kutanten käme vermutlich auf die Idee, in 
diesem Zusammenhang auch an Tiere zu 
denken. Nicht so in Asien oder im Nahen 
Osten, wo etwa der Pferde- oder Kamel-
rennsport überaus beliebt und weitverbrei-
tet ist. Dabei steht nicht nur der Spaß im 
Fokus, sondern vor allen Dingen auch Geld, 
viel Geld – für den Sieger und den, der 
beim Wetten auf das richtige Pferd gesetzt 
hat. Ein Reitstall, der seinem Glück auf die 
Sprünge helfen und sich nicht alleine auf ein 
hinreichendes Training verlassen will, um 
aus einem lahmen Gaul ein blitzschnelles 
Pferd zu machen, findet probate Lösungen 
im Chemiebaukasten: Doping aber ist auch 
im Pferderennsport kein Kavaliersdelikt, son-
dern illegal, also verboten.

Will man über jeden Verdacht erha-
ben sein, führt kein Weg am Einsatz inst-
rumental-analytischer Mittel vorbei. Damit 
Dopingsünder im Tiersport aufzuspüren, hat 
sich die Association of Official Racing Che-
mists (AORC) [1] zur Aufgabe gemacht. Die 
AORC ist eine vergleichsweise kleine Verei-
nigung mit nur rund 100 Mitgliedern in 26 

Ländern, die 
turnusmäßig 
W o r k s h o p s 
abhält, um sich 
über neueste 
En tw i c k l un -
gen in puncto 
Dopingmittel 
und Analy-
senmethoden 
a u s z u t a u -

schen. In diesem Jahr trafen sich die Exper-
ten im „Turf Club“, einem der führenden 
Ausrichter von Pferderennen in Singapur [2]. 

Mit großem Erfolg präsentierte dort auch 
GERSTEL ein auf seiner Disposable Pipette 
Extraction (DPX) basierendes Verfahren 
zum Nachweis von Koffein und Diazepam 
aus Pferde-Urin. Unter Einbeziehung der 
Workshop-Teilnehmer wurde das Verfahren 
im Rahmen eines kleinen Wettbewerbes an 
dotierten Realproben getestet; sie wurden 
im Labor vor Ort extrahiert und per GC/MS 
vermessen. „Die Programmierung der DPX 
mittels der MAESTRO-Software erfolgte per 
TeamViewer-Fernsteuerung vom Ort des 
AORC-Meetings aus“, berichtet Dr. Oliver 
Lerch, im Foto neben Tan Surakanpinit von 
GERSTEL LLP, dem in Singapur ansässigen 
Schwesterunternehmen.

Dopinganalytik
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Das lesen Sie in unserer nächsten Ausgabe Im Internet

Apropos: Sollten 
Sie Fragen zu 
einem der 
Beiträge in dieser 
44. Ausgabe 
der „GERSTEL 
Aktuell“ haben 
oder ergänzende 
Informationen 
wünschen, 
freuen wir uns 
auf Ihre E-Mail an  
aktuell@gerstel.de.  
Umfangreiches Informationsmaterial über 
die Produkte und Systemlösungen des 
Unternehmens finden Sie wie gewohnt im 
Internet unter www.gerstel.de
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GERSTEL online: Hinweise zu Produkten, 
Terminen, Veranstaltungen und Applikati-
onen sowie weitere Informationen über 
das Unternehmen und seine kundenori-
entierten Lösungen finden Sie im Internet 
unter www.gerstel.de. Dort finden Sie u. a.  
auch die vorliegende GERSTEL Aktuell 44 
sowie viele weitere Ausgaben als PDF-
Datei zum Herunterladen.
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Dicke Luft?
Wenn Heim und Büro 

krank machen

DHS erleichtert Duftstoff-Profiling  
von Konsumgütern

Um dem Geruchsgeheimnis eines Produkts auf die Spur zu 
kommen, bedarf es analytischer Raffinesse und einer ausge-
feilten Analysentechnik. Wie sich herausgestellt hat, profitiert 
der Anwender bei der olfaktorischen Detektivarbeit von einer 
automatisierten Probenvorbereitung und einer Extraktionstech-
nik, die im Handumdrehen ein Maximum an Aufklärung bietet.

Effiziente LC-MS/MS-Pestizid- 
analyse von QuEChERS-Extrakten 

Pestizidrückstände in Lebensmitteln lassen sich sicher 
und sensitiv bestimmen. Zur GC/MS- bzw. LC/MS-Analyse 
gelangen zunehmend QuEChERS-Extrakte, die aufgrund ihrer 
hohen Matrixlast jedoch aufzureinigen sind. Die konventionelle 
manuelle Vorgehensweise ist mit zahlreichen zeit- und arbeits-
intensiven Schritten verbunden. Ihre Automatisierung erweist 
sich als sinnvoll und möglich. 

Auf der Spur rätselhafter Feenkreise

Für die Himba sind die Kreise im Boden der Wüste Namib 
nicht natürlichen Ursprungs. Sie gleichen auf geheimnisvolle 
Weise dem hierzulande seit Jahrhunderten bekannten Phäno-
men der Kornkreise, die mancher als Zeichen Außerirdischer 
interpretiert wissen möchte. Wissenschaftler der Universität 
von Pretoria in Südafrika haben es sich zum Ziel gesetzt, dem 
Geheimnis der mystischen Kreise in der Namib auf die Spur 
zu kommen – u. a. unter Einsatz des GERSTEL-Twisters und 
des GERSTEL-ThermalDesorptionSystems (TDS).


