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Abstract

The hyphenation of HPLC to benchtop NMR is described. Due to the NMR detection, a spectrally
resolved chromatogram is obtained providing direct access to chemical information. The aim of this
thesis is to increase sensitivity and, thus, allowing a wider range of users to benefit from the hyphenated
methodology.

This thesis is divided into three subject areas. First, the development and optimization of online and
onflow HPLC-NMR hyphenation is described, utilizing an 'H optimized benchtop NMR spectrometer
with a By field of By = 1.9 T (corresponding to a 'H Larmor frequency of 80 MHz). The method was
optimized on a model system of parabens (alkyl esters of para-hydroxybenzoic acid), which were
isocratically separated using liquid adsorption chromatography. By optimizing the NMR acquisition
method (nutation angle, repetition time, solvent suppression), injection parameters, signal averaging
during analyte elution through chromatographic filtering, and manual signal averaging, sensitivity
was increased by a factor of 123. After full optimization, the limit of detection (LOD) and the limit of
quantification (LOQ) are determined, expressed in terms of the injected analyte concentration. For
the methoxy signal of methyl paraben LOD = 0.010 g L™! and LOQ = 0.031 g L™! and for the aromatic
signals of pentyl paraben LOD = 0.038 g L™! and LOQ = 0.134 g L™! and are, thus, within the range of
published values of an online and onflow LAC-500 MHz NMR hyphenation.[|1]] Using the optimized
hyphenated methodology, a binary paraben mixture with a concentration of a factor 4 below the legal
limits in cosmetic products is analyzed with a SNR ~ 90 for each paraben. In a measurement with
chromatographically incomplete separation, the spectral resolution is used to resolve the individual
elution profiles separately.

The second part of this thesis deals with the development of a chromatographic method with a conti-
nuous sample injection with oscillating concentration profile to increase sensitivity, named Fourier
transformation liquid chromatography (FT-LC). The FT-LC was developed using size exclusion chroma-
tography (SEC) with polystyrene standards and UV detection. Additionally, it was applied to analyze a
binary paraben mixture in LAC-NMR. It is shown that the retardation in SEC and LAC is independent
of the injection method and the presence of an additional analyte. In the SEC with UV detection the
FT-LC increased the SNR per square root measurement time by a factor of 50 compared to conventional
injection. In LAC with NMR detection, however, the application of FT-LC only showed a sensitivity
increase by a factor of 1.6. This factor is lower because the sensitivity of the LAC-NMR with conventio-
nal injection method was already significantly increased by method optimization.

Finally, the development of a signal suppression method in NMR spectra is described. NMR spectra of
an analyte solution and neat solvent, each recorded separately under static conditions, are alternatingly
arranged in a data matrix. The analyte signals are filtered out of the spectra by Fourier transformation
along the arranged spectra. Although solvent suppression was already applied, the residual solvent
signals could be further reduced by a factor of 18 using the Fourier filtering (FF) method.

The methodologies are described in detail to facilitate the transfer of the optimized method to other
analyte or separation systems.






Zusammenfassung

Die Kopplung der HPLC mit einem benchtop NMR wird beschrieben. Dadurch wird ein spektral auf-
gelostes Chromatogramm erhalten, das direkten Zugang zu chemischen Informationen ermoglicht.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Sensitivitat zu steigern und damit diese Methodik einem breiteren
Anwenderspektrum zuganglich zu machen. Dafiir ist diese Arbeit in drei Themenbereiche unterteilt.
Zunichst wird die Entwicklung und Optimierung der online und onflow HPLC-NMR Kopplung be-
schrieben. Zur Kopplung wurde ein 'H optimiertes benchtop NMR Spektrometer mit einem By-Feld von
By = 1,9 T (entspricht einer 'H Larmorfrequenz von 80 MHz) verwendet. Die Methode wurde an einem
Modellsystem bestehend aus Parabenen (Alkylester der para-Hydroxybenzoesdure) optimiert, wobei die
Auftrennung in der liquid adsorption chromatography (LAC) unter isokratischen Bedingungen stattfand.
Indem die NMR Aufnahmemethode (Rotationswinkel, Wiederholzeit, Losungsmittelunterdriickung),
die Injektionsparameter sowie die Datenprozessierung optimiert wurden, konnte die Sensitivitit um
einen Faktor 123 gesteigert werden. Nach vollstandiger Optimierung wurde fiir das Modellsystem die
Detektions- (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ), bezogen auf die injizierte Konzentration, bestimmt.
Fiir das Methoxysignal von Methylparaben betrugen LOD = 0,010 g L™! und LOQ = 0,031 g L™! und
fiir die aromatischen Signale von Pentylparaben LOD = 0,038 g L™! und LOQ = 0,134 g L™! und liegen
damit im Bereich publizierter Werte einer online und onflow LAC-500 MHz NMR Kopplung.[1] Mit der
optimierten gekoppelten Methodik wurde demonstriert, dass eine bindre Parabenmischung, deren Kon-
zentration einen Faktor 4 unter der erlaubten Hochstmenge in kosmetischen Produkten liegt, mit einer
Sensitivitat von jeweils SNR ~ 90 analysiert werden konnte. Bei einer Messung chromatographisch
iiberlappender Signalen wurde die spektrale Auflésung verwendet, um die einzelnen Elutionsprofile
separat auszuwerten.

Der zweite Themenbereich behandelt die Entwicklung einer chromatographischen Methode mit konti-
nuierlicher Injektion eines oszillierenden Analytkonzentrationsprofils zur Steigerung der Sensitivitit,
genannt Fourier-Transformation liquid chromatography (FT-LC). Die FT-LC wurde in der size exclusion
chromatography (SEC) mit PS-Standards und UV Detektion etabliert und zusitzlich zur Analyse einer
bindren Parabenmischung in der LAC-NMR angewandt. Dabei wurde aufgezeigt, dass die Retardierung
in der SEC und der LAC unabhingig von der Injektionsmethode und der Anwesenheit eines weiteren
Analyten ist. Mit der FT-LC konnte in der SEC mit UV Detektion das SNR pro Quadratwurzel Messzeit
um einen Faktor 50 gesteigert werden. In der LAC mit NMR Detektion wurde allerdings nur eine Sensi-
tivitatssteigerung um einen Faktor 1,6 festgestellt. Dieser Faktor fallt geringer aus, da die Sensitivitat
der LAC-NMR mit konventioneller Injektionsmethode durch die Methodenoptimierung signifikant
gesteigert wurde.

Abschlieflend wird die Entwicklung einer Methode zur Signalunterdriickung in NMR Spektren beschrie-
ben, die unter statischen Bedingungen aufgenommen wurden. Hierfiir wurden NMR Spektren einer
Analytlosung und des Losungsmittels, mit dem die Analytlésung hergestellt wurde, abwechselnd in
einer Datenmatrix angeordnet. Die Analytsignale wurden aus den Spektren herausgefiltert, indem ent-
lang der Spektrenanordnung eine Fourier-Transformation durchgefiihrt wurde. Trotz bereits erfolgter
Losungsmittelunterdriickung konnte mit der Fourier-Filterung (FF) die verbleibenden Losungsmittelsi-
gnale um einen weiteren Faktor 18 reduziert werden.

Indem die entwickelten und optimierten Methoden im Detail beschrieben werden, wird ein Transfer
auf weitere Anwendungsgebiete und Fragestellungen erleichtert.
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1. Einleitung und Motivation

Magnetische Kernspinresonanz (NMR) Spektrometer gehéren zu den informationsreichsten Detektoren
fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und ermdéglichen einzigartige Einblicke in die
chemische Struktur der Analyten. Mit dem Aufkommen der benchtop NMR Spektrometer ist dieser Detektor
potentiell einem breiten Anwenderspektrum zugdnglich. Allerdings sind die Anwendungsmdoglichkeiten
derzeit aufgrund der begrenzten Sensitivitit der benchtop NMR Spektrometer stark eingeschrdnkt. Daher
werden in dieser Dissertation Methoden zur Sensitivitdtssteigerung in der HPLC-benchtop NMR Kopplung
unter Verwendung von protonierten HPLC Losungsmitteln entwickelt.

1.1.  Einfiihrung

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC) ist eine
Trennmethode zur Isolierung und Identifizierung von Analyten in Gemischen.[2] Bei der HPLC werden
die getrennten Analyten iiblicherweise anhand ihrer Retentionszeiten identifiziert, was einen Vergleich
mit Referenzmaterialien erfordert.[3] Zur Steigerung der Effizienz dieser Analytik wird an der Kom-
bination der HPLC mit Charakterisierungsmethoden geforscht, um die molekulare Auftrennung und
Charakterisierung in einem Messvorgang zu ermdglichen.[4-6]] Zu den informationsreichsten Detekto-
ren gehoren magnetische Kernspinresonanz- (nuclear magnetic resonance, NMR), Infrarot- (IR) sowie
Massenspektrometer (MS). Diese Detektoren erlauben Riickschliisse auf die chemische Struktur der
Analyten und ermoglichen somit die Identifizierung von Analyten unabhingig von der Retentionszeit.
Obwohl MS die hochste Empfindlichkeit aufweist, hat die HPLC-MS Kopplung mit Elektrosprayio-
nisation einige Nachteile, wie z. B. undefinierte Fragmentierung, Beschrankung auf fliichtige Puffer,
limitierten Molekulargewichtsbereich sowie losungsmittelabhangige Analytionisierung.[[7-10]. Diese
Nachteile gelten nicht fiir NMR Spektrometer. Die NMR Spektroskopie ermoglicht Einblicke in die
molekulare Struktur und ist unter bestimmten Einschrankungen bei den Messparametern quantitativ.
Der wesentliche Nachteil der NMR Spektroskopie ist jedoch die geringe Sensitivitat.

Die HPLC-NMR Kopplung wird haufig mit Hochfeld NMR Geraten durchgefiihrt, da eine hohe Emp-
findlichkeit erforderlich ist, um die niedrige Analytkonzentration nach der HPLC Trennung zu kom-
pensieren.[[11}|12] Seit etwa 2010 sind auf Permanentmagneten basierende Niederfeld benchtop NMR
Spektrometer kommerziell erhéltlich. Derzeit werden diese Geriate mit Magnetfeldstirken bis etwa
2,3 T (entspricht einer 'H Larmor Frequenz von 100 MHz) fiir 5 mm NMR Réhrchen und bis zu 2,9 T
(entspricht einer 'H Larmor Frequenz von 125 MHz) fiir schmale Kapillarréhrchen angeboten.[13H15] Im
Vergleich zu Hochfeld NMR Spektrometern benétigen benchtop NMR Spektrometer wesentlich weniger
Platz fur den Betrieb und haben deutlich geringere Anschaffungs- und Betriebskosten.[16, [17] Ein
weiterer Vorteil dieser Gerite ist das horizontale By-Feld, das den Einsatz gewundener Magnetspulen
ermoglicht, die einen Faktor 2 - 3 sensitiver sind als die in Hochfeld NMR Spektrometer verwendeten
Helmholtzspulen.[18] Die Sensitivitdt kann mit einem 'H-optimierten Probenkopf zusatzlich um den
Faktor 2 — 3 verbessert werden. Beide Sensitivitatssteigerungen werden in dieser Dissertation genutzt.
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Folglich erméglichen benchtop NMR Spektrometer potenziell einem breiteren Anwenderspektrum von
der NMR Methodik zu profitieren.

Die effizienteste Durchfithrung der HPLC-NMR Kopplung ist die online Kopplung mit einer NMR
Detektion unter onflow Bedingungen. Dabei wird von jeder Elutionsvolumeneinheit ein NMR Spektrum
aufgenommen, sodass das Chromatogramm spektral aufgel6st werden kann.[19} 20] Die begrenzte
Verweilzeit im NMR Detektionsvolumen, die Flusseffekte, die unvollstindige Prapolarisierung sowie
die Sensitivitat limitieren am starksten die Anwendung der HPLC-benchtop NMR Kopplung im onflow
Modus.[21} [22] Die Bestimmung gering konzentrierter Analyten wird zusitzlich durch die hohe 'H
Konzentration der protonierten Losungsmittel erschwert.[23]] Daher liegt der Schwerpunkt dieser
Arbeit auf der Entwicklung und Optimierung von Methoden zur Sensitivititssteigerung und Losungs-
mittelunterdriickung in der HPLC-benchtop NMR Kopplung.

Dazu werden zunichst in den Kapiteln [2| [3jund [4 die Grundlagen der HPLC, NMR und HPLC-NMR
Kopplung dargelegt. Nachfolgend werden in Kapitel [5| die in dieser Arbeit verwendeten Methoden
erlautert, bevor in Kapitel [6] die Etablierung und Optimierung der online und onflow Kopplung eines
'H optimierten 80 MHz benchtop NMR Spektrometers mit der HPLC beschrieben wird. Im Kapitel[7]
wird die Entwicklung einer neuen chromatographischen Methode behandelt, mit der zugleich die
Sensitivitat und Losungsmittelunterdriickung in der online und onflow HPLC-NMR Kopplung gesteigert
werden kann. AnschlieBend wird im Kapitel [8]eine Methode vorgestellt, die zur Losungsmittelunter-
driickung in unter statischen Bedingungen aufgenommenen NMR Spektren angewandt werden kann.
Diese Methode kann in offline HPLC-NMR Messungen mit Fraktionierung verwendet werden, um
Signale von Losungsmitteln oder Kontaminationen zu reduzieren. Abschlieffend werden im Kapitel [9)
die wichtigsten Ergebnisse der Arbeit zusammengefasst und im Kapitel [10] ein Ausblick auf mégliche
zukiinftige Entwicklungen gegeben.
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2. Grundlagender
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie ist eine vielseitige Trennmethode, die zur Aufreinigung, Cha-
rakterisierung und Quantifizierung molekularer Verbindungen in einer Probe verwendet wird. Dadurch ist
diese Methode ein unverzichtbares Werkzeug in der instrumentellen Analytik. Im folgenden Kapitel werden
die Grundlagen der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie erldutert, wobei der Schwerpunkt aufgrund
der breiten Anwendung auf der Gréffenausschlusschromatographie und der Adsorptionschromatographie
liegt.

2.1. Geschichte und Bedeutung der Fliissigkeitschromatographie

Die Geschichte der Fliissigkeitschromatographie (liquid chromatography, LC) begann Anfang des
20. Jahrhunderts. Damals beschrieb M. S. Tswett die Trennung von Pflanzenpigmenten auf einem
Cellulose Filterpapier unter Verwendung organischer Losungsmittel.[24, 25] Diese Methode nannte
er Chromatographie, welches zusammengesetzt ist aus den griechischen Wértern chroma (Farbe)
und graphein (schreiben) und dem deutschen Wort "Farbschreiben"gleichsteht. Die aufgetrennten
Substanzen auf der Cellulose nannte er Chromatogramm. Er folgerte, dass die Substanzen aufgrund
unterschiedlicher adsorptiven Wechselwirkungen mit der Cellulose aufgetrennt wurden. Diese Adsorp-
tionschromatographie (liquid adsorption chromatography, LAC) wurde in den darauf folgenden Jahren
weiter entwickelt.[25] Eine bedeutende Neuerung war der Einsatz von Glasréhren, welche mit dem
Adsorptionsmittel befiillt wurden.[26]] Die Probenlésung wird von oben auf das Adsorbens aufgegeben
und mittels unterschiedlichen Losungsmitteln durch die Saule transportiert. Da das Adsorptionsmittel
stationir bleibt, wird dieses als die stationire Phase bezeichnet, wihrend das Losungsmittel als mobile
Phase bezeichnet wird. Verglichen mit der urspriinglichen Beschreibung von M. S. Tswett verbleiben
die aufgetrennten Substanzen nicht mehr auf dem Adsorptionsmittel, sondern werden eluiert. Da die
mobile Phase lediglich durch Gravitation oder leichten Druck am Sauleneingang durch die stationére
Phase befordert wird, betrug die Messzeit mehrere Stunden und die Retentionszeiten der Analyten
waren schwer reproduzierbar. Aus diesem Grund wurde diese Methode zunéchst nur als Trennmethode
genutzt.[26] Die aus der Saule austretenden Eluate wurden fraktioniert und im Nachgang charakterisiert.
In den darauffolgenden Jahren wurden weitere stationidre Phasen entwickelt, welche Substanzgemische
mit unterschiedlichen Mechanismen auftrennten. In den 1950er Jahren wurden erstmals Trennver-
fahren beschrieben, die auf dem Prinzip des Grofienausschlusses beruhen. Diese wurden zunichst als
Gelfiltrationschromatographie und Gelpermeationschromatographie bezeichnet, spiter aber unter dem
Begriff Grof3enausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) zusammengefasst.[25|
27 Die stationdren Phasen fiir die SEC bestanden damals aus vernetzten Dextran-, Acrylamid- und Poly-
styrolgelen.[25} 28] Technische Verbesserungen ermdglichten schliefilich in den 60er Jahren den Einsatz
von Pumpen zum Transport der mobilen Phase durch die Sdule. Auflerdem wurde die Beschaffenheit
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der stationdren Phase zu sphérischen Partikeln mit geringer Groflenverteilung weiterentwickelt, was zu
einer héheren und reproduzierbareren Trennleistung fithrte.[19] Dadurch wurde die Messzeit erheblich
verkiirzt. Die Retentionszeit konnte nun zur Charakterisierung des Analyten verwendet werden. Zur
Bestimmung der Retentionszeit wurde hinter der Sdule ein Detektor installiert, der kontinuierlich die
physikalischen oder chemischen Eigenschaften der mobilen Phase maf und aufzeichnete. Der vom
Detektor aufgezeichnete Elutionsverlauf wird als Chromatogramm bezeichnet. Aufgrund des deutlich
héheren Probendurchsatzes wurde die Methode als Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, HPLC) bezeichnet.[26]

Heutzutage wird standardmaf3ig die HPLC durchgefiihrt, weshalb der Begriff LC und HPLC synonym
verwendet werden.[29] Die HPLC ist heute die am weitesten verbreitete Methode zur Trennung und
Analyse von Gemischen und hat erheblich zum Fortschritt der modernen Gesellschaft beigetragen.[19]
Durch die Vielzahl unterschiedlicher Trennmethoden, die hohe Empfindlichkeit verbunden mit der
Moglichkeit der quantitativen Bestimmung findet die HPLC in vielen Bereichen breite Anwendung.
Einige Bereiche davon sind die Pharmazie, Lebensmittelanalytik, Umweltanalytik, klinische Diagnostik
und chemische Industrie. Sie wird unter anderem zur Arzneimittelentwicklung, Qualitatskontrolle,
Protein- und Kohlenhydratforschung, Identifizierung von Verunreinigungen und in der Polymeranalytik
eingesetzt.[3]

2.2. Prinzipien der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die HPLC ist eine Methode zur Trennung von losbaren Stoffgemischen. Dies geschieht durch die
Verteilung der Analyten zwischen zwei, miteinander nicht mischbaren, Phasen. Eine Phase ist stationir
(stationdre Phase) und die andere mobil (mobile Phase). Moderne stationire Phasen bestehen haufig
aus spharischen, pordsen Partikeln in einer Saule. Die Molekiile diffundieren in die Poren der Partikel
und wechselwirken mit deren Oberflache. Die mobile Phase dient dazu, die gelste Probe durch die
stationdre Phase zu transportieren und besteht aus einem Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch.
Durch die Wechselwirkung zwischen den Analytmolekiilen und der stationédren Phase werden diese,
abhingig von der molekularen Beschaffenheit, zwischen den zwei Phasen verteilt. Zur Beschreibung
der Analytverteilung wird der in Gleichung|2.2.1]beschriebene Verteilungskoeffizient Kq verwendet,
welcher der Quotient aus der Analytkonzentration in der stationidren Phase cg,t und in der mobilen
Phase cyop ist,[30]]

Cstat

Kq = (2.2.1)

Cmob ‘
Der Ky hiangt von der Beschaffenheit der stationdren Phase und der mobilen Phase ab sowie von den

chemisch-physikalischen Analyteigenschaften. Eine thermodynamische Beschreibung des K3 Wertes
ist durch die Gibbs Helmholtz Gleichung gegeben,[31]

AG=AH-T-AS=-R-T-In(Ky), (2.2.2)

mit dem thermodynamischen Potential AG, der Enthalpie AH, der Entropie AS, der absoluten Tempe-
ratur T, und der idealen Gaskonstante R.[31] Durch Umstellen der Gleichung[2.2.2|nach K4 wird die

Gleichung erhalten,[31])
AS AH

ll’l(Kd) = ? - ﬁ (223)
Abhiéngig vom Einfluss von AH und AS auf die Trennung ist eine Einordnung der HPLC Methoden in
drei Kategorien moglich: (1) die Adsorptionschromatographie (liquid adsoprtion chromatography, LAC),
bei der die Trennung hauptsichlich durch die Enthalpie AH erfolgt, (2) die Gré3enausschlusschro-

matographie (size exclusion chromatography, SEC), bei der die Trennung hauptséchlich aufgrund der
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Entropie AS geschieht und (3) die Flissigchromatographie am kritischen Punkt (liquid chromatography
at critical conditions, LCCC), bei der AH/T = AS und AG somit Null ist.[31]]

Abhingig vom Ky Wert unterscheidet sich die Intensitat der Wechselwirkung des Analyten mit der Saule
(Retardierung). Aufgrund unterschiedlicher K4 Werte wird ein Analytgemisch in voneinander getrennte
Banden separiert. Sobald die Banden von der Séule eluieren, werden diese mit einem Detektor analysiert.
Die Zeit von der Probeninjektion bis zur Detektion des Maximums der jeweiligen Analytbande wird als
Retentionszeit bezeichnet.[[19] Falls der Detektor keine chemischen Informationen bereitstellt, erfolgt
die Charakterisierung des Analyten durch einen Vergleich der Retentionszeiten mit einem bekannten
Standard. Je mehr das Verteilungsgleichgewicht auf der Seite der stationdren Phase liegt, desto langer
wird der Analyt retardiert, wodurch die Retentionszeit zunimmt.

In einem realen chromatographischen System geschieht die Trennung immer sowohl durch AH als auch
durch AS. Daher wird zu Beschreibung des Retentionsvolumens V;.; sowohl der Verteilungskoeffizienten
fiir die SEC Ksgc als auch fiir die LAC Kpac verwendet, wie in Gleichung dargestellt,[10]

Viet = Vo + Vp - Ksec + Vitat - Kracs (2.2.4)

mit dem interpartikuldren Volumen V,, dem Porenvolumen V}, und dem fiir die Adsorption zur Verfii-
gungen stehenden aktiven Volumen der stationéren Phase V.
Der Zusammenhang zwischen dem Vit und der Retentionszeit t; ist durch die Flussrate der mobilen
Phase F gegeben, wie in Gleichung beschrieben,[11]]
Vi

tet = %et (2.2.5)
Neben der verwendeten HPLC Methode wird der Elutionsverlauf durch das Molekulargewicht der
Analyten beeinflusst. In Abbildung2.1]sind typische Elutionskurven als Funktion des Molekulargewichts
fir die LAC, SEC und LCCC skizziert. Da in dieser Arbeit die LAC und SEC verwendet wurden, wird
im Folgenden auf beide Methoden weiter eingegangen.
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Abbildung 2.1: Einfluss des Molekulargewichts auf das Retentionsvolumen fiir die Groflenausschlusschromatographie (SEC),
die Adsorptionschromatographie (LAC) und die Fliissigchromatographie am kritischen Punkt (LCCC). Fiir die LAC wurde
neben dem Verlauf fir eine isokratische Messung zusatzlich der Verlauf fiir eine Gradientenelution aufgezeigt. Bei der
Gradientenelution wird die Zusammensetzung der mobilen Phase wihrend der Trennung verdndert, um die Elutionsstérke zu
erhéhen. (22} 31]]
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2.2.1. Grundlagen der Adsorptionschromatographie

Die Trennung der Analyten in der idealen LAC erfolgt durch enthalpische Wechselwirkungen zwischen
dem Analyten und der stationdren Phase, wie z. B. Van-der-Waals Kréfte, Wasserstoffbriickenbindungen
sowie Dipol-Dipol und elektrostatische Wechselwirkungen.[32}[33] Wie in Abbildung[2.1]gezeigt, nimmt
in der LAC das Elutionsvolumen fiir Polymere mit dem Molekulargewicht zu. Dies ist darauf zuriick-
zufithren, dass mit zunehmender Kettenldnge die enthalpischen Wechselwirkungen zunehmen.[31]]
Aufgrund dessen wird diese Methode oft fiir die Trennung kleiner Molekiile angewandt. Die Ausbildung
der enthalpischen Wechselwirkungen hingt von den Analyteigenschaften sowie der Beschaffenheit der
stationdren und mobilen Phase ab. Die Fahigkeit der mobilen Phase, den Analyt von der stationdren
Phase zu l6sen wird Elutionsstarke genannt. Stationare Phasen fiir die LAC bestehen oft aus Partikeln
basierend auf Silicagel. Diese weisen unterschiedliche Modifikationen auf, wodurch die Polaritat der
stationdren Phase beeinflusst wird. Ist die Polaritat der stationaren Phase hoher als die der mobilen
Phase, wird von der Normalphasen (normal phase, NP)-LAC gesprochen. Ist der Polarititsunterschied
umgekehrt, wird von der Umkehrphasen (reversed phase, RP)-LAC gesprochen. Die hiufigste genutzte
HPLC Methode ist die RP-LAC, weshalb die Begriffe HPLC und RP-LAC oft synonym verwendet
werden.[26]] Bei der RP-LAC werden die Silanolgruppen (SiOH) der Silicagel-Partikel mit Organosilanen
umgesetzt, wobei die Modifizierung mit Cl-Si(CH3),C1s die am haufigsten gewdhlte Modifizierung
ist.[19] Bei der RP-LAC geschieht die Trennung aufgrund hydrophoben Wechselwirkungen (Van-
der-Waals Krifte).[32]] Deshalb nimmt die Retardierung zu, je unpolarer das Molekiil ist. Als mobile
Phase wird ein Losungsmittelgemisch bestehend aus Wasser und einem organischen Losungsmittel
verwendet, wobei die Elutionsstirke mit dem Gehalt an organischen Lésungsmitteln zunimmt. Die
Elutionsstarke des organischen Losungsmittels steigt mit abnehmender Polaritit an und kann aus
Tabellen in entsprechenden Fachbiichern entnommen werden (vgl. S. 228, Tabelle 10.1, in[[19])).

Bleibt die Losungsmittelzusammensetzung wahrend einer HPLC Messung konstant, wird von isokrati-
schen Bedingungen gesprochen. Da in der LAC, wie in Abbildung 2.1|gezeigt, das Retentionsvolumen
mit dem Molekulargewicht zunimmt, wird die Trennung oft durch Anpassung der Losungsmittel-
zusammensetzung wahrend des Trennvorgangs verbessert. Dies wird dann als Gradientenelution
bezeichnet.[19] Die Gradientenelution kann auch angewandt werden, um die Trennung von Analtyen
mit stark unterschiedlichen Polaritdten zu verbessern.[[19,|34] Dadurch werden die Gesamtmesszeit
reduziert und die Analytbanden fokussiert.[34]]

2.2.2. Grundlagen der GroRBenausschlusschromatographie

In der SEC werden Molekiile aufgrund ihres hydrodynamischen Volumens V;, durch partiellen steri-
schen Ausschluss in der stationdren Phase aufgetrennt. Die stationdren Phasen fiir die SEC bestehen
aus semirigiden partikuldren Materialien mit definierten Porengrofienverteilungen, im Bereich von
30 — 4000 A.[10] Fiir Proben in organischen Losungsmitteln werden dafiir beispielsweise Copolymere
aus Polystyrol und Divinylbenzol genutzt (styrene divinylbenzene copolymer, SDV), wohingegen fiir
wasserlosliche Proben hydrophile Polymere genutzt werden, wie z. B. Gele aus Polyacrylamid, Poly-
glycerylmethacrylat, Polyvinylalkohol oder Polystyrolsulfonat.[35}[36] Da die Molekiile aufgrund des
hydrodynamischen Volumens getrennt werden, wird diese Methode hauptséchlich fiir die Bestimmung
von Molekulargewichtsverteilungen von Makromolekiilen und Polymeren genutzt.[29] Bei idealer SEC
erfolgt die Trennung ausschliefSlich durch den Gréflenausschlussmechanismus, wie in Gleichung [2.2.6]
beschrieben wird,

Ky = Ksge. (2.2.6)

In Abhéngigkeit von Vj, ist unterschiedlich viel Porenvolumen V;, zuganglich, vgl. Gleichung[2.2.4] S.[9}
so dass mit abnehmenden V}, die Diffusionsstrecke und damit die Retentionszeit zunimmt. Ist V}, so

10
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klein, dass das gesamte V], zur Verfiigung steht, ist Ksgc = 1. Das Retentionsvolumen entspricht dann
der Summe aus V;, und dem interpartikuliren Volumen V; und ist maximal. Das Molekulargewicht bei
diesem V}, wird als Permeationsgrenze bezeichnet. Mit steigendem V;, steht weniger V,, zur Verfiigung,
weshalb die Retentionszeit fiir gréflere Molekiile abnimmt. Ist 1§, groler als die Porengréfle, so ist
K4 = 0, womit das Retentionsvolumen V; entspricht. Diese Molekiilgrofie wird als Ausschlussgrenze
bezeichnet. Eine effektive Trennung einer Probe in die Bestandteile findet somit statt, wenn die V},
innerhalb der Porengrofienverteilung liegen und somit 0 < Ksge < 1 gilt.

Zur Molekulargewichtsbestimmung einer Polymerprobe wird zuerst eine Molekulargewichtskalibrie-
rung erstellt. Hierfiir werden Polymer-Kalibrierstandards gemessen und das Molekulargewicht am
Peakmaximum M, gegen das entsprechende Retentionsvolumen V;; aufgetragen, wie in Abbildung
dargestellt. Fiir die Auswertung einer Probemessung wird mithilfe der Kalibrierung die Molekular-
gewichtsverteilung errechnet, gezeigt in Abbildung|2.2p.

(a) (b)
A : A
) E -9
= g
S _|e ? &
5=15. 3 5
g8 %; P2 Peak S
2 |3 'S | Auswertung / O
2 5 : 9 2
o : : =
2 |g E 2
g < g 2
o i : o
. : g
H H d D
Vo Vet Vo+V, log(Molekulargewicht)

Elutionsvolumen [mL]

Abbildung 2.2: Darstellung einer Molekulargewichtsbestimmung mittels SEC. (a) Eine Molekulargewichtskalibrierung wird
erstellt, indem von verschiedenen Polymerstandards das Molekulargewicht am Peakmaximum M, gegen das Elutionsvolumen
aufgetragen wird. Beispielhaft ist ein Chromatogramm einer SEC Messung eines Polymerstandards mit markierten M,
gezeigt. Die Permeationsgrenze kann durch den negativen Systempeak definiert werden. Der Systempeak entsteht durch
die Elution von gelosten Luftbestandteilen, wie HzO, N2 und O3.[37] (b) Zur Molekulargewichtsbestimmung wird der
Peak im Chromatogramm ausgewahlt (schwarze, gestrichelte Linie in (a)) und mithilfe der Molekulargewichtskalibrierung
das Elutionsvolumen in das entsprechende Molekulargewicht umgerechnet. Die Molekulargewichtsverteilung wird durch
unterschiedliche Gréflen beschrieben. Eingezeichnet ist das Zahlenmittel Mn, Gewichtsmittel Mw und das “Z” Mittel MZ des
Molekulargewichts.[10]
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Zur Charakterisierung der Molekulargewichtsverteilung wird oft das Zahlenmittel M,,, das Gewichts-
mittel My, und das “Z” Mittel M, der Molekulargewichte sowie der Dispersitatsindex D herangezogen,
die mit den Gleichungen [2.2.7,2.2.8] [2.2.9|und [2.2.10| berechnet werden,[38]

2(Nj - My)

T - N, (2.2.7)
T é((lj\\f;l—i\]\f)) (2.2.8)
T % (2.2.9)

b 1\_% (2.2.10)

wobei N; die Anzahl der einzelnen Polymerketten mit dem jeweiligen Molekulargewicht A und D ein
Maf fiir die Uneinheitlichkeit von M, und My, ist.

2.3. Bandenverbreiterung und die Van-Deemter Kurve

Fir die Probenanalyse mittels HPLC wird typischerweise ein kleines Probenvolumen im Bereich von
ca. 10 - 1000 pL in die Saule injiziert.[19] Wie in Abbildung [2.3|dargestellt, kann dieses Injektionssignal
als rechteckiges Konzentrations-Volumen-Profil dargestellt werden, wobei die Hohe der Probenkonzen-
tration und die Breite dem Injektionsvolumen entspricht.[39]] Die blau eingezeichnete Fliche (Integral)
entspricht der injizierten Masse.

s 4 S
© ©
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Abbildung 2.3: Die Bandenverbreiterung beschreibt das Phanomen der Verbreiterung des rechteckigen Konzentrationsprofils
der injizierten Probenlésung wihrend der HPLC Trennung. Die Verbreiterung innerhalb der Saule wird fiir Konzentrationen im
linearen Konzentrationsbereich sowie fiir isokratisch und isotherm aufgenommene Messungen durch die Van-Deemter Kurve
beschrieben (siehe Abbildung[2.4). Zur Charakterisierung der Bandenverbreiterung wird die Bodenhdhe H mit Gleichung[2.3.2]
in Verbindung mit Gleichungbestimmt. Dafiir wird das Retentionsvolumen Vet, die Halbwertsbreite FWHM und die
Séaulenldnge L ausgewertet.[[40]

Die reale Form des Injektionssignals weicht von dieser idealisierten Darstellung ab und wird von der
Flussrate, dem Injektionsvolumen und der Viskositat der mobilen Phase beeinflusst.[19] Nach der
Injektion wird das Injektionssignal durch Diffusionsprozesse verbreitert. Die Bandenverbreiterung ist
ein wichtiger Parameter in der HPLC, da diese sich negativ auf die chromatographische Auflésung und
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2.3. Bandenverbreiterung und die Van-Deemter Kurve

die Empfindlichkeit auswirkt. Die Bandenverbreiterung wird durch die theoretische Bodenzahl N und
die Bodenhohe H charakterisiert, wie in den Gleichung[2.3.1]und [2.3.2 dargestellt,

174 2
N=555[—=_] , (2.3.1)
FWHM
L
H==, 232
N (2.3.2)

mit dem Retenstionsvolumen V., der Halbwertsbreite FWHM (full width at half maximum) und der
Saulenlange L.

Die Bandenverbreiterung tritt sowohl auflerhalb als auch innerhalb der Saule auf.[41} 42] Die Banden-
verbreiterung auflerhalb der Siule entsteht durch unterschiedliche Stromungsgeschwindigkeiten des
laminaren Flussprofils sowie durch radiale Diffusion im Totvolumen des Injektors, der Kapillaren, den
Kapillarverbindungsstiicken und der Detektorflusszellen.[|19}|43] Die Bandenverbreiterung innerhalb
der Séule ist abhéngig von der Flussrate F und wird durch die Van-Deemter Gleichung|2.3.3|beschrieben
und erfolgt durch die Eddy Diffusion A, der Langsdiffusion B und den Stoffaustauschphédnomenen C,[28,
29]

B
H:A+I?+C-F. (2.3.3)
Der von Van-Deemter beschriebene Zusammenhang zwischen der Bodenhéhe H und der Flussrate F

ist in Abbildung 2.4 dargestellt.[30] Die Van-Deemter Kurve in Abbildung 2.4 besitzt bei der Flussrate
Fopt ein Minimum Hpp, bei welcher die chromatographische Bande am schmalsten ist.

5
o A
e
He}
.C
C
[0
°
o
oM
Hmin
A
B/F
+ =
Fopt Flussrate [mL/min]

Abbildung 2.4: Beschreibung des Zusammenhangs zwischen der Bandenverbreiterung und der Flussrate anhand der
Van-Deemter Gleichung[2.3.3] Die Bodenhéhe H ist ein Maf fiir die Bandenverbreiterung und steht durch Gleichungen[2.31]
und [2.3.2)in direktem Zusammenhang zur chromatographischen Peakbreite. Wesentlich fiir die Bandenverbreiterung ist
die Eddy Diffusion A, die Langsdiffusion B, und die Stoffaustauschphdnomene C. Die Van-Deemter Kurve besitzt bei einer
Flussrate Fopt €in Minimum, bei welchem die Bandenverbreiterung minimal ist.[30]

Die Eddy Diffusion beschreibt die Bandenverbreiterung aufgrund der unterschiedlichen Diffusionswege
der Analytmolekiile durch die porésen Partikel in der Sdule. Die Langsdiffusion beschreibt die Ban-
denverbreiterung aufgrund der brownschen Molekularbewegung, wodurch Analytmolekiile entlang
der Siule diffundieren. Die Stoffaustauschphidnomene treten beim Ubergang von Analytmolekiilen
zwischen der stationédren und der mobilen Phase auf. Hierbei entsteht die Bandenverbreiterung durch
die stark unterschiedlichen Stromungsgeschwindigkeiten zwischen der stationidren und der mobilen
Phasen. Die Stoffaustauschphidnomene hingen von der Diffusionszeit ab, welche die Analytmolekiile
bendtigen um zwischen den Phasen zu wechseln.
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2. Grundlagen der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Voraussetzung fiir die Giiltigkeit der Van-Deemter Gleichung ist, dass die HPLC Messung unter isokra-
tischen und isothermen Bedingungen aufgenommen wird und das die Probenkonzentration im linearen
Konzentrationsbereich liegt. Unter dem linearen Konzentrationsbereich wird der Probenkonzentrati-
onsbereich verstanden, in welchem der Verteilungskoeffizient in Gleichung S.[8} konstant ist.[|10,
43)

2.4. Detektioninder HPLC

Detektoren messen chemische oder physikalische Eigenschaften der eluierenden Fraktionen. Ein
Detektor erzeugt ein Voltsignal, das mit einem Analog-Digital-Wandler (analog to digital converter,
ADC) digitalisiert und als Funktion des Elutionsvolumens als Chromatogramm dargestellt wird. Der
ideale HPLC Detektor besitzt eine hohe Sensitivitit und Selektivitit. Zudem sollte er robust, quantitativ,
nicht destruktiv und anwenderfreundlich sein, mit einem weiten linearen Bereich. Der lineare Bereich ist
der Bereich, in dem das Detektorsignal linear mit der Analytkonzentration ansteigt, wie in Abbildung|2.5]
dargestellt.

LOL Linearer Fit

" Detektor

/_ Signal

Signal

—>»>
Linearer Bereich Konzentration

Abbildung 2.5: Definition des linearen Bereichs eines konzentrationsabhéngigen HPLC Detektors. Im linearen Bereich steigt
das Signal linear mit zunehmender Konzentration an und wird von der Bestimmungsgrenze (LOQ) und der Linearititsgrenze
(LOL) begrenzt. Der ideale Detektor sollte einen moglichst weiten linearen Bereich besitzen.[[29}/30]

Der lineare Bereich ist abhangig vom Detektor sowie von den Analyteigenschaften.[30]] Im linearen
Bereich steigt das Detektorsignal linear mit zunehmender Probenkonzentration an und wird von der
Bestimmungsgrenze (limit of qunatification, LOQ) und der Linearitatsgrenze (limit of linearity, LOL)
begrenzt. Die LOL ist die Konzentration, bei der das Detektorsignal eine Abweichung von tiber 5 % von
der linearen Zunahme zeigt.[29}|30] Die untere Grenze ist durch das LOQ gegeben. Das LOQ ist die
Probenkonzentration, bei der ein Signal-zu-Rausch Verhaltnis (signal to noise ratio, SNR) von SNR = 10
erhalten wird.

HPLC Detektoren kénnen in zwei Kategorien eingeteilt werden: (1) universelle und (2) selektive
Detektoren. In Tabelle 2.1 sind hiufig genutzte Detektoren aufgelistet.[[19}[29,|31] Universaldetektoren
messen die Eigenschaften der mobilen Phase, wohingegen selektive Detektoren Informationen tiber die
chemische Identitat der Analytmolekiile bereitstellen.

Der UV/VIS Detektor und der Brechungsindexdetektor (refractive index, RI) wurden in der vorliegenden
Arbeit genutzt, weshalb im Folgenden auf die Funktionsweise dieser Detektoren eingegangen wird.
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2.4. Detektion in der HPLC

Tabelle 2.1: Hiufig verwendete HPLC Detektoren, unterteilt in universelle und selektive Detektoren, mit typischen Nachweis-
grenzen (limit of detection, LOD) und Groflen der linearen Konzentrationsbereiche.[19; 29} |31]

Selektiv Universell

Detektor LOD Linearitit | Detektor LOD Linearitit
UV/VIS pg - ng 10* DRI* ng - ug 103
Fluoreszenz  fg - pg 10° Lichtstreuung ng - pg 10°

MS? fg - pg 10°

FTIR? ng - ug 103

@ Massenspektrometrie, ® Fourier-Transformation Infrarot Spektroskopie, ¢ Differentialbrechungsindex (differen-
tial refractive index)

2.4.1. Funktionsweise eines UV/VIS Detektors

Die UV/VIS Detektion basiert auf der Adsorption von elektromagnetischer Strahlung im ultravioletten
(UV) und sichtbaren (visible, VIS) Bereich von etwa 190 — 600 nm.[44] Im UV/VIS Detektor durchliuft
das Eluat eine Flusszelle, die mit der UV/VIS Strahlung durchstrahlt wird. Die Absorption der Strahlung
basiert auf dem Lambert Beer’schen Gesetz, welches in Gleichung dargestellt ist,

I
A=log (70) =€-c-d, (2.4.1)

mit der Absorption A, der Anfangsintensitat der Strahlung Iy, der Strahlungsintensitit nach Durchgang
der Flusszelle I, dem Extinktionskoeffizient €, der Konzentration ¢, und der Weglange durch die Fluss-
zelle d.[44]

Die Verwendung eines UV/VIS Detektors ist wegen seiner hohen Empfindlichkeit (typischer LOD
im pg — ng Bereich, siehe Tabelle [2.1)), seines grofien linearen Bereichs, seiner Robustheit und seiner
relativ geringen Anschaffungs- und Betriebskosten weit verbreitet.[45] Fiir die Detektion ist es notwen-
dig, dass der Analyt ein Chromophor besitzt, das UV oder sichtbares Licht absorbiert. Chromophore
konnen Beispielsweise ein aromatisches System, eine Doppelbindung oder Carbonylgruppe sein.[46]
Die UV/VIS Detektion liefert daher nur begrenzte chemisch selektive Informationen. Neben dem Vor-
handensein von Chromophoren ist eine Voraussetzung fiir den Einsatz eines UV/VIS Detektors, dass
das Losungsmittel bei der verwendeten Wellenlange moglichst nicht absorbiert.[47]]

2.4.2. Funktionsweise eines Brechungsindexdetektor

Ein Differentialbrechungsindex (DRI) Detektor misst Anderungen des Brechungsindexes der mobilen
Phase. Wenn sich die Zusammensetzung der mobilen Phase verandert, beispielsweise durch die Elution
vom Analyten, dndert sich der Brechungsindex. Der Brechungsindex ist definiert als der Unterschied
der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum vy, zu der im Medium i, v;, wie in Gleichung dargestellt,

Vo

o (2.4.2)

ny =

Wie in Gleichung beschrieben ist die Anderung des Brechungsindexes bei der Probenelution
abhingig von der Probenkonzentration,[35]

ni ¢ =no+ (ni — ng) - ci, (2.4.3)

15



2. Grundlagen der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

mit dem Brechungsindex n; . bei der Elution der Substanz i mit der Konzentration c;, dem Brechungs-
index der mobilen Phase nj, dem Brechungsindex der Probe i, n;. Die Differenz von n; . und ny wird
mittels zwei Flusszellen, einer Mess- und einer Referenzelle, gemessen. Wihrend die Referenzzelle
mit der mobilen Phase mit konstanter Losungsmittelzusammensetzung befiillt ist, wird die Messzelle
kontinuierlich mit dem Eluat durchflossen. Beide Flusszellen werden mit derselben Lichtquelle durch-
strahlt. Andert sich durch die Analytelution der Brechungsindex in der Messzelle, andert sich somit
der Austrittswinkel des Lichtes aus des Messzelle, welches mittels Photodioden in ein Detektorsignal
umgewandelt wird.[35]

Der DRI Detektor ist somit ein universeller Detektor, der Informationen iiber die mittlere Elektronen-
dichte bereitstellt. Die Voraussetzung fiir die Anwendung des DRI Detektors ist, dass der Brechungsindex
des Losungsmittels von dem des Analyten unterschiedlich ist. Die Anwendbarkeit eines DRI ist auf
isokratische HPLC Messungen beschrankt. Zudem ist die Detektionsmethode relativ unempfindlich
(typischer LOD im Bereich ng - pg, siehe Tabelle S.[15). Zudem ist der DRI Detektor anfillig fiir
Temperatur- und Druckschwankungen.[29]
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3. Grundlagen der magnetischen
Kernspinresonanzspektroskopie

Die NMR Spektroskopie ist eine leistungsstarke Methode, welche in vielen unterschiedlichen Bereichen
eingesetzt wird, darunter in der Analytik, Medizin, Forschung und Industrie. Bei dieser Methode werden
Kernspiniibergdnge in Molekiilen beobachtet, wodurch Informationen iiber die molekulare Struktur, Dyna-
mik und deren Quantitdt sowie iiber intermolekulare Wechselwirkungen zugdanglich werden. In diesem
Kapitel werden die grundlegenden Konzepte der NMR Spektroskopie dargelegt. Ein Schwerpunkt liegt auf
benchtop NMR Spektrometer, da diese Gerdte im Vergleich zu Hochfeld NMR Spektrometern giinstiger,
platzsparender und benutzerfreundlicher sind, was sie fiir ein breiteres Anwenderspektrum zugdnglich
macht.

3.1. Geschichte und Bedeutung der NMR-Spektroskopie

Die NMR Spektroskopie wurde Mitte des 20. Jahrhunderts zum erstem Mal von Felix Bloch und Edward
Purcell experimentell untersucht.[48||49] Damals wurde erkannt, dass Atomkerne in einem Magnetfeld
elektromagnetische Strahlung absorbieren und dass die Frequenz, bei der die Strahlung absorbiert wird
(Resonanzfrequenz), von den chemischen Bindungen des Kerns abhangt.[50] Die Verdnderung der
Resonanzfrequenzen wurde als chemische Verschiebung bezeichnet und wurde neben der Spin-Spin
Kopplung bereits in den 1950er Jahren genutzt, um molekulare Strukturen aufzuklaren. Damals wurde
die continuous wave (CW) Methode verwendet, bei der jede Resonanzfrequenz einzeln gemessen wurde.
Da diese Methode eine relativ lange Messzeit benétigte und eine geringe Empfindlichkeit aufwies,
wurde diese in den 1960er Jahren durch die gepulste Fourier-Transformation (FT)-NMR Spektroskopie
abgelost.[51]] Bei der FT-NMR Spektroskopie wird ein multifrequenter Puls eingestrahlt und das gesamte
Spektrum auf einmal gemessen. Dadurch ist die FT-NMR Methode wesentlich schneller und empfind-
licher als die CW-NMR Methode, weshalb NMR Messungen heute iiberwiegend mit der FT-NMR
Methode aufgenommen werden.[52] Daher werden nachfolgend die Begriffe NMR und FT-NMR syn-
onym verwendet.

Bis in die 1970er Jahre besaflen die NMR Spektrometer Magnetfeldstirken von maximal 2,1 T, was
einer 'H Larmorfrequenz von etwa 90 MHz entspricht. Nach heutigen Maf3stiben handelte es sich
damals um geringe Magnetfeldstarken, weshalb diese NMR Spektrometer als Niederfeld NMR Spek-
trometer einzustufen sind. Mit der Einfithrung supraleitender Magneten in den 1970er Jahren stiegen
die Feldstdrken signifikant an.[50, 53] Supraleitende Magneten werden heutzutage standardméafig in
Hochfeld NMR Spektrometern verwendet und sind, stand 2024, mit Feldstdrken von bis zu 28 T (1,2 GHz
'H Larmorfrequenz) erhiltlich.[54] Mit dem Anstieg der Magnetfeldstirke nahm die Empfindlichkeit
zu, wodurch die Messung von *C Kerne erméglicht wurde.[55] In den 1980er Jahren wurden unter-
schiedliche mehrdimensionale NMR Experimente entwickelt, wodurch eine weitere Charakterisierung
der Wechselwirkungen zwischen Atomkernen durch chemische Bindungen oder durch den Raum
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3. Grundlagen der magnetischen Kernspinresonanzspektroskopie

vorgenommen werden konnte. Zusitzlich konnten chemische Austauschprozesse genauer untersucht
werden.[50] Dariiber hinaus wurden erste Versuche zur Kopplung der NMR Spektroskopie mit der
HPLC beschrieben.[50,56]] In den 1990er Jahren wurden kryogen gekiihlte Spulen entwickelt, die in
Probenkopfen eingesetzt werden kénnen. Dadurch wird das thermische Rauschen deutlich reduziert,
was die Empfindlichkeit um einen weiteren Faktor 3 - 5 steigert.[57]

Aufgrund der technologischen Verbesserungen im Magnetdesign und der Elektronik wird seit den
2010er Jahren eine stetige Zunahme der Verwendung der deutlich kompakteren und giinstigeren Nieder-
feld NMR Spektrometern beobachtet.[13] Diese werden mit Permanentmagneten betrieben und sind mit
Feldstirken von bis zu 2,3 T (100 MHz 'H Larmorfrequenz) fir 5 mm NMR Roéhrchen und von bis zu 2,9 T
(125 MHz 'H Larmorfrequenz) fiir kleinere Kapillarschlduche erhaltlich.[13,/14] Da diese NMR Gerite
auf einer Laborbank betrieben werden kénnen, werden diese auch als benchtop NMR Spektrometer
bezeichnet. Wahrend die Bezeichnung "Niederfeld NMR Spektrometer" sowohl diese kompakten NMR
Spektrometer als auch die ersten NMR Spektrometer aus den Jahren 1950 — 1970 einschlief3t, bezieht
sich "benchtop NMR Spektrometer" auf die modernen kompakten NMR Spektrometer. Aufgrund dieser
Eindeutigkeit wird daher im Folgenden die Bezeichnung benchtop NMR Spektrometer verwendet.
Die NMR Spektroskopie ist heute die vielseitigste und aussagekriftigste spektroskopische Methode
zur Aufklarung und Quantifizierung molekularer Strukturen und Dynamiken.[50] Die untersuchten
Proben kdnnen dabei feste, fliissige oder gasférmige Aggregatzustinde aufweisen.[29] Aufgrund des
nicht-invasiven Charakters und der Einzigartigkeit der Information, findet die NMR Spektroskopie
breite Anwendung in den Bereichen der Physik, Chemie, Biologie und Medizin.[58]

3.2. Beschreibung des Phinomens der magnetischen Kernspinresonanz

Das Phianomen der Kernspinresonanz basiert auf der Wechselwirkung von Atomkernen in einem starken
Magnetfeld mit einer elektromagnetischen Strahlung. Atomkerne bestehen aus Protonen und Neutronen
und abhéngig von der Zusammensetzung des Atomkerns ergibt sich eine Kernspinquantenzahl I, wie

in Tabelle [3.1] dargestellt.[59} [60]

Tabelle 3.1: Zusammenhang zwischen der Atomkernzusammensetzung und der Kernspinquantenzahl I.[59,|60]

Zahl Protonen Zahl Neutronen I Isotop
Gerade Gerade Null 12¢ 16 329
Ungerade Ungerade Ganzzahlig ’H, “N
Ungerade Gerade/ Null Halbzahlig 'H, ©°N, °F, 3P
Gerade Ungerade Halbzahlig Bc, 170

Die Kernspinquantenzahl I kann null, halbzahlig oder ganzzahlig sein. Nur Atomkerne mit einer
Kernspinquantenzahl ungleich null sind NMR aktiv. Fiir solche Atomkerne bildet sich ein magnetisches
Moment /i aus, wie in Gleichung beschrieben,[61]

f=y-h-I, (3.2.1)

mit dem gyromagnetischen Verhiltnis y, der reduzierten Planck-Konstante 7 und dem Operator des
Bahndrehimpulses I .[60] In Tabelle|3.2|sind die Eigenschaften der wichtigsten NMR-aktiven Isotopen
zusammengefasst.[60} 62] Die moglichen Orientierungen des magnetischen Moments ji wird durch die
Magnetquantenzahl m; beschrieben und kann die Werte in Gleichung annehmen, [[60]

m=11-1,...,—I (3.2.2)
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3.2. Beschreibung des Phanomens der magnetischen Kernspinresonanz

Tabelle 3.2: Eigenschaften der wichtigsten Isotope fiir die NMR Spektroskopie.[60} |62]
Isotop Natiirliche Hiufigkeit [%] Spin y [MHz T™!]

'H 99,98 1/2 42,58
’H 0,02 1 6,54
10 18,83 3 4,58
g 81,17 3/2 13,66
Bc 1,11 1/2 10,71
4N 99,64 1 3,08
BN 0,36 1/2 4,32
F 100,00 1/2 40,06
29Si 4,70 1/2 8,46
Sip 100,00 1/2 17,24

Somit konnen die magnetischen Momente /i insgesamt 2 - I + 1 Ausrichtungen annehmen. Da in der
Arbeit ausschlieBlich 'H Kerne mittels NMR Spektroskopie untersucht wurden, wird im Folgenden auf
'H Kerne eingegangen.

Ein 'H Kern besitzt, wie in Tabelle angegeben, einen Kernspin von I = 1/2. Die Magnetquantenzahlen
fiir [ = 1/2 sind m = +1/2, —1/2. Wird ein 'H Kern in ein statisches Magnetfeld By gebracht, so richten
sich die magnetischen Momente /i entlang (m = +1/2) oder entgegen (m = —1/2) den Feldlinien aus,
was zu einer Aufspaltung der Energieniveaus beider Zustande fiihrt, wie in Abbildung gezeigt.

(a) (b) (c) (d)

Energie 4 BoA BoA z Mo,

Mo A

Hin =412 B i
Hin =112 = ><

A =-1/2

A Energie
Kein B,

m=+1/2
B,-Feldstarke

Abbildung 3.1: Energieaufspaltung aufgrund der unterschiedlichen Magnetquantenzahlen m des Kernspins, abhingig
von der By-Feldstirke.[62]] .Das magnetische Moment /i eines Atomkerns mit m = +1/2 prizediert im By-Feld mit der
Larmorfrequenz v, auf einem Kegelmantel (blau eingefarbt) um die Feldlinie.[60]] .Aufgrund der Energieaufspaltung, gezeigt
in . )l gibt es einen Uberschuss der j mit m = +1/2, wodurch sich eine makroskopische Magnetisierung Mo entlang des
By-Feldes, der z-Achse, ausbildet.[50] |(d . )| Darstellung der Mo im rotierenden Koordinatensystem. Die Auslenkung von Mo um
den Winkel § erfolgt durch die Einstrahlung eines weiteren Magnetfeldes By mit der Pulsdauer £,.[50]

Die Energiedifferenz AE zwischen den beiden Energieniveaus nimmt mit der Stirke des anliegenden
By-Feldes zu. Mit der Gleichung kann AE als Funktion des By-Feldes berechnet werden,[[60]

AE="h-y - B,. (3.2.3)

Die magnetischen Momente Ji prazedieren mit der Larmorfrequenz v, auf einer Kegelfunktion, die
entweder parallel (m = +1/2) oder antiparallel (m = —1/2) zu den By-Feldlinien ausgerichtet ist,
wie in Abbildung skizziert.[60] Die Larmorfrequenz hingt von der By-Feldstarke ab und ist mit
Gleichung berechenbar,[62]]

v, =y - By. (3.2.4)

19



3. Grundlagen der magnetischen Kernspinresonanzspektroskopie

Aufgrund der unterschiedlichen Energieniveaus der beiden moglichen Orientierungen ergibt sich ein
Besetzungsiiberschuss fiir die energiedrmere m = +1/2 Orientierung. Dieser Besetzungsiiberschuss
kann mit Gleichung berechnet werden,[63]

Nm:+1/2 AE
—— = exp kBT s

- (3.2.5)
mit der Populationsanzahl N, der Boltzmannkonstante kg und der absoluten Temperatur T in Kelvin.
Aus Gleichung|[3.2.5)in Kombination mit Gleichung[3.2.3|ist ersichtlich, dass der Populationsunterschied
mit der By-Feldstirke zunimmt. Beispielhaft liegt bei einem Magnetfeld von 1,88 T (entspricht fiir 'H
Kerne v;, = 80 MHz) und 300 K ein Uberschuss von 0,0013 % im energiedrmeren Ny, - 412 Zustand vor,
wohingegen es bei 28,2 T (entspricht fiir 'H Kerne vy, = 1,2 GHz) und 300 K 0,0192 % sind.

Durch den Besetzungsunterschied bildet sich nach Gleichung ein makroskopischer Magnetisie-
rungsvektor M, entlang der By-Feldrichtung aus, welcher schematisch in Abbildung gezeigt ist.[50,
64]

n
M, = Z fi. (3.2.6)
i=1
Je groBBer der Populationsunterschied, desto grofer ist M, und damit letztlich auch das NMR Messsignal.

Die zeitlich abhéngige Prazession von A_;Io(t) im statischen By-Feld wird durch die Bloch-Gleichungen
beschrieben,[64]

M (1) My (0) cos(wrt) — My (0) sin(wyt)
]\710(1?) = My(t) |=[ My(0)cos(wrt) + My(0) sin(wrt) |, (3.2.7)
M,(1) M,(0)

mit o, = 27V,

Fiir die weitere Diskussion wird M, im rotierenden Koordinatensystem betrachtet. Zur Umorientierung
von M, wird ein, mit w;, oszillierendes, Magnetfeld B; fiir die Pulsdauer t, senkrecht zum By-Feld
eingestrahlt. Dadurch wird ein Drehmoment auf M, ausgeiibt und die Ausrichtung geindert, wie in
Gleichung veranschaulicht wird,[65]

- M By cos(wrt) 2my(MyBy + M, By sin(wit))
d_: =2my || My |x| —Bisin(wrt) || = 2my(M,B; cos(wrt) — MyBy) . (3.2.8)
M, By 2y (—MyBy sin(wrt) — MyB; cos(wrt))

In Abbildung ist dies illustriert fiir den Fall, dass das B;-Feld entlang der x-Achse eingestrahlt wird.
Der Rotationswinkel von My wird durch Gleichungbeschrieben und hangt von der B;-Feldstirke
und der Pulslénge ¢, ab,

B =2my Byt (3.2.9)

Nachdem M, um den gewiinschten Winkel f§ von der z-Achse (By-Feld Richtung) in die x,y-Ebene
ausgelenkt ist, wird das B;-Feld wieder ausgeschaltet. In der x,y-Ebene befindet sich eine Detektionss-
pule, in der durch die Prazession von M, eine Spannung durch Induktion erzeugt wird. Das gemessene
Volt-Signal oszilliert daher und besitzt die maximale Intensitat, wenn M, komplett in der x,y-Ebene
ist.[[66]]

Der Zusammenhang des Signal-zu-Rausch Verhéltnisses (SNR) eines NMR Signals mit der By-Feldstéirke
ist in Gleichung [3.2.10] dargestellt,[67} [68]

SNR B(a;/z . )/5/2 ns’? ¢, (3.2.10)

wobei ns die Anzahl der Messungen (number of scans) und ¢ die Probenkonzentration ist. Wie aus
Gleichung[3.2.10hervorgeht, steigt das SNR proportional zur Quadratwurzel der Anzahl der Scans. Dies
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3.2. Beschreibung des Phanomens der magnetischen Kernspinresonanz

ist darauf zuriickzufiihren, dass durch die Signalmittelung das stochastische Rauschen proportional zur
Quadratwurzel der Anzahl der Scans abnimmt. Da die Anzahl der Scans durch die Messzeit begrenzt
ist, wird zur Abschétzung der Empfindlichkeit einer NMR Methode das SNR der NMR Messung auf die
Quadratwurzel der Messzeit normiert.

Nach dem B;-Puls finden Relaxationsprozesse statt, wodurch sich M, entlang der z-Achse wieder
aufbaut und in der x,y-Ebene abnimmt. Daher nimmt das NMR Signal mit zunehmender Messzeit ab.
Das abnehmende Messsignal wird deshalb auch als freier Induktionszerfall (free induction decay, FID)
bezeichnet.

3.2.1. Visualisierung eines NMR Experiments als Pulssequenz

Die Beschreibung der experimentellen Durchfithrung einer NMR Messung wird Pulssequenz genannt.
Der Ablauf einer Pulssequenz kann durch das Aneinanderreihen graphischer Elemente veranschaulicht
werden.[50] Beispielhaft ist in Abbildung die Pulssequenz einer einfachen 'H NMR Messung
dargestellt.

\ tp }deac{ taq trd
I T T

Abbildung 3.2: Visualisierung einer Pulssequenz fiir 'H Kerne. Die Wiederholzeit #, beschreibt die Gesamtdauer der Pulsse-
quenz (eines Scans) und ist die Summe aus der Pulsdauer ¢, (fiir § = 90°, t, = 9 ps), der Totzeit tgeaq von 100 ps zwischen dem
Puls und dem Beginn der Datenaufnahme, der Datenaufnahmezeit taq zwischen 0,26 und 4,0 s sowie einer Wartezeit am Ende
t,q von 0,1 s, die zur Verarbeitung der Daten benoétigt wird.

Der B;-Puls, dargestellt als schwarzes Rechteck, mit der Dauer t, rotiert M, um B, entsprechend
Gleichung S.[20] Nach einer kurzen Totzeit t4eoq beginnt die Datenerfassung des FIDs mit der
Dauer t,q. Die Totzeit wird benétigt um Artefakte durch das abklingende B -Feld in der Detektionsspule
zu vermeiden. Es folgt eine kurze Wartezeit am Ende t,4, die zur Datenverarbeitung benétigt wird.
Die Gesamtdauer der Pulssequenz entspricht der Wiederholzeit ¢,. Die einmalige Durchfithrung der
Pulssequenz wird Scan genannt.

3.2.2. Relaxationsmechanismen in der NMR Spektroskopie

Wird die M, durch einen B;-Puls aus dem Gleichgewicht gebracht, finden Relaxationsprozesse statt, die
longitudinale Relaxation (auch Spin-Gitter Relaxation oder T; Relaxation genannt) und die transversale
Relaxation (auch Spin-Spin Relaxation oder T, Relaxation genannt). Die T; Relaxation beschreibt den
Wiederaufbau von A_;Io entlang der z-Achse (in Richtung des By-Felds) und die T, Relaxation beschreibt
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den Verlust der Phasenkohirenz der ji, was zu einer Abnahme der transversalen Magnetisierung A_;Ix,y
fithrt. Um dies zu beschreiben wird Gleichung[3.2.8] S.[20] zu Gleichung erweitert,[[65]]

- 21y (MyBy + M, B, sin(wrt)) — 7=
M,
Be| memesoo-me g L e

27y (—MyBy sin(wrt) — MyB; cos(wrt)) — MZ+1M°

Nachfolgend wird auf die T; und T, Relaxation unter statischen Messbedingungen genauer eingegan-
gen.

3.2.2.1. Longitudinale Relaxation, T;

Durch Einstrahlung des B;-Feldes werden die Besetzungsunterschiede der Energieniveaus verandert,
wodurch sich die Auslenkung von M, andert.[50] Die Beschreibung der Besetzungsunterschiede der
Energieniveaus ist in Gleichung[3.2.5] S.[20] enthalten. Die T; Relaxation beschreibt den Wiederaufbau
von M, entlang der z-Achse. Der zeitabhingige Anteil von M, entlang der z-Achse M, kann mit
Gleichung[3.2.12| beschrieben werden,[50]

| = | (1 ~exp (—Ti)) (32.12)

1
mit der longitudinalen Relaxationszeit T;. In Abbildung ist die Auslenkung von M, in die x,y-Ebene
mit anschlieBender Relaxation skizziert. Der zeitabhingige Wiederaufbau von M, entlang der z-Achse

ist in Abbildung dargestellt. Nach einem f = 90° Puls ist fiir eine fast vollstandige Relaxation
(> 99%) eine Wartezeit von t > 5 - Ty erforderlich.[50]]

(a) (b)

1.
0,81 2
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(o)}
1= 06 =
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Zeit (YT,)

Abbildung 3.3: .Dlrekt nach einem f = 90° Puls bei t = 0 s befindet sich die Mo in der x,y-Ebene und entspricht somit der
transversalen Magnetlslerung My - Die T1 Relaxation fithrt zum Riickgang der My y und zum Wiederaufbau der longitudi-

nalen Magnetisierung MZ,[SO] .Darstellung des zeitlichen Wiederaufbaus von M, relativ zur Mo, beschrieben durch die
Zeitkonstante Tj in Gleichung|3.2.12][50]

Bei der Relaxation wird Energie von den angeregten 'H Kernen iiber oszillierende Magnetfelder
an die Umgebung abgegeben. Dieser Energietibertrag ist am effektivsten, wenn die Frequenz der
oszillierenden Magnetfelder der Larmorfrequenz v;, entspricht. Die Magnetfelder entstehen durch
die magnetische Dipol-Dipol Wechselwirkung, Anisotropie der chemischen Verschiebung, skalare
Kopplung, Spin-Rotation Wechselwirkung, quadrupolare Mechanismen sowie Paramagnetismus.[50]]
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Durch molekulare Bewegungen oszillieren diese, wobei hauptsichlich die rotatorische Bewegung in
der Groflenordnung von vy, liegt. Fiir 'H Kerne in fliissigen Proben stellt die homonukleare Dipol-Dipol
Wechselwirkung den wichtigsten T; Relaxationsmechanismus dar.[50]] Die Bestimmung von T; erfolgte
in dieser Arbeit mittels der inversion recovery Pulssequenz, die in Abschnitt[5.5] S.[50] naher beschrieben
wird.

3.2.2.2. Transversale Relaxation, T,

Durch das eingestrahlte B;-Feld werden die magnetischen Momente der 'H Kerne in Phasenkohirenz
gebracht. Die T; Relaxation beschreibt den Verlust der Phasenkohérenz der magnetischen Momente,
wodurch die transversale Magnetisierung M, .y abnimmt. Durch den Riickgang von Mxy nimmt der FID
exponentiell ab, wobei der Riickgang durch die T, Zeitkonstante nach Gleichung 3.2.13|beschrieben

wird, [69]
1 1 1

— =+ .
T; T, T;as,

(3.2.13)

Der Riickgang der transversalen Magnetisierung ]\_;IX,y ist schematisch in Abbildung gezeigt und
erfolgt durch zwei Prozesse: (1) einem Energieaustausch zwischen zwei Kernen mit unterschiedlichen
Magnetquantenzahlen m (natiirlicher transversaler Relaxationsprozess, beschrieben durch die Zeit-
konstante T;) und (2) durch Magnetfeldinhomogenitaten, die zu unterschiedlichen Larmorfrequenzen
fithren, beschrieben durch die Zeitkonstante T, ap,. Die maximale Lange von T; entspricht T;.

(a) (b)
t=5 T2 t=0s Zeit Frequenz

|Mx yl =
—| \—FwWHM
1T (=

Abbildung 3.4:Die T, Relaxation fithrt zum Verlust der Phasenkohérenz der magnetischen Momente, wodurch das mit
der Periode T oszillierende NMR Signal exponentiell abnimmt, gezeigt in[(b)}[50] Nach der Auswertung des FIDs mittels
Fourier-Transformation (FT) wird eine Lorentzfunktion bei der Larmorfrequenz v, erhalten. Die Halbwertsbreite (FWHM)
der Lorentzkurve ist inverse proportional zur T, Zeitkonstante und kann mit der Gleichung berechnet werden.[69]

X

Nach der Datenaufnahme wird der FID mittels Fourier-Transformation ausgewertet. Wie in Abbil-
dung skizziert, wird aufgrund des exponentiellen Abfalls des FIDs eine Lorentzkurve mit dem
Maximum bei vy, erhalten. Eine weiterfithrende Diskussion der Fourier-Paare von wichtigen Funktionen
in der NMR Spektroskopie ist in Abschnitt[3.3] S.[25] enthalten. Die Breite der Lorentzkurven, gemessen
als die Halbwertsbreite (FWHM) ist, wie in Gleichung 3.2.14 gezeigt, invers zur T, Zeit. Mit der FWHM
lasst sich mit der Gleichungen die Breite der Lorentzkurve bei 0,55 % der Peakhohe berechnen,[52,
69]

FWHM = -, (3.2.14)

- T,
Breit€@0,55% =FWHM - 13,5, (3.2.15)
(3.2.16)
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Diese Relation ergibt sich aus der Definition der Lorentzkurve in Gleichung3.3.15] S.[27] Die Hohe bei
0,55 % wird ausgewertet, da dies der Hohe der !*C Satelliten eines Chloroformsignals entspricht.

Die Bestimmung von T, erfolgte in dieser Arbeit mittels der Carr-Purcell-Maiboom-Gill (CPMG) Puls-
sequenz, die im Abschnitt[5.5] S.[50] erldutert wird.

3.2.3. Ursprung der chemischen Verschiebung

In einem Molekiil besitzen die 'H Kerne abhingig von der chemischen Umgebung unterschiedliche
Larmorfrequenzen v. Der Grund hierfir ist, dass in einem By-Feld lokale, bewegungsgemittelte Elek-
tronenwolken durch Induktion ein lokales Magnetfeld o erzeugen, das dem By-Feld entgegengesetzt
ist. Das daraus resultierende, effektive lokale magnetische Feld Bj, lasst sich durch Gleichung|[3.2.17]
berechnen,[62]]

Bioc = Bo(1 - 0). (3.2.17)

Mit dem in Gleichung [3.2.18| geltenden Zusammenhang ergeben sich durch die von o abhéngigen By,
unterschiedliche vy, [62]]
VL =¥ - Bloc- (3.2.18)

Uber die Abhingigkeit der v, von der lokalen chemischen Umgebung ist es méglich, aus den unter-
schiedlichen vy, der 'H Kerne eines Molekiils Informationen iiber dessen molekulare Struktur oder
intermolekulare Wechselwirkungen zu gewinnen. Hierfiir wird die Verschiebung von vy, auch chemi-
sche Verschiebung § genannt, relativ zu einem internen Standard referenziert. Ein hiufig verwendeter
interner Standard ist Tetramethylsilan (TMS), das aufgrund der symmetrischen Struktur 12 chemisch
dquivalente 'H Kerne (gleiche chemische Umgebung) und damit ein intensives Singulett Signal besitzt.
Die chemische Verschiebung &; eines 1H Kerns i relativ zu TMS, wird mit Gleichungberechnet,[SO,
70, [71]

VL,i — VL, TMS

8§ = (3.2.19)

VL, TMS
Standardméflig wird § in ppm (parts per million) angegeben, da die Unterschiede zwischen v ; und
v, ms im Hz — kHz Bereich liegen und vi, tms im MHz Bereich ist. Durch die Definition in Glei-
chung ist die chemische Verschiebung § unabhingig von der By-Feldstédrke. Die Position der
NMR Signale im NMR Spektrum ist nur abhéngig von der lokalen chemischen Umgebung. Fiir typische
chemische Verschiebungen funktioneller Gruppen wird auf die Fachliteratur verwiesen.[46, 47|]

3.2.4. Strukturinformationen durch die Spin-Spin Kopplung

Neben der chemischen Verschiebung werden Informationen iiber die Molekiilstruktur durch die Kopp-
lung der Kernspins iiber kovalente Bindungen erhalten. Dieses Phinomen wird Spin-Spin Kopplung
oder auch J-Kopplung genannt. Dabei werden Informationen iiber die Orientierung der Kernspins
(m = £1/2) der 'H Kerne iiber die Bindungselektronen ausgetauscht. Die Kopplung fiihrt zu einer
Veranderung der v, um eine Kopplungskonstante von J [Hz], deren Wert in Hz unabhingig vom
By-Feld ist.[62] Dadurch kommt es zu spezifischen Kopplungsmustern (Aufspaltung von NMR Signalen
in Multipletts), die Riickschliisse iiber die Anzahl und Distanz der Kopplungspartner zulassen. Bei der
Kopplung eines 'H Kerns mit n chemisch dquivalenten, benachbarten 'H Kernen wird ein NMR Signal
erhalten, das ein Kopplungsmuster von n + 1 Signalen aufweist.[62]
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3.3. Definition der Fourier-Transformation und der diskreten
Fourier-Transformation

Der aufgenommene FID wird mittels Fourier-Transformation (FT) ausgewertet. Dabei wird das Signal
von der Zeitdoméine in die Frequenzdomine umgewandelt. Die FT zwischen dem Fourier-Paar der
Zeit f(t) und Frequenz F(w) fiir kontinuierliche Funktionen ist in den Gleichungen und
definiert,[64]

F(w) = /wf(t) - exp (—iwt) dt, (3.3.1)
£(1) = % /_ " F(0) - exp (iof) do, (33.2)

mit der imaginiren Einheit i und der Kreisfrequenz w. In Gleichung ist der Zusammenhang

zwischen w und der Frequenz v gegeben,
®

V= (3.3.3)
Der digitalisierte FID ist keine kontinuierliche Funktion, sondern ein diskreter Datensatz, bestehend
aus N Datenpunkten, die in einem zeitlichen Abstand von t4,, (dwell time) aufgenommen respektive
integriert werden. Das Produkt aus N und 4y, ergibt die FID Aufnahmezeit t,q (acquisition time).
Zur FT eines solchen Datensatzes wird die diskrete Fourier-Transformation (DFT) in Gleichung[3.3.4]

genutzt,[64]

N-1
F(O) = = 3" f) exp (~iorkjta) (33
k=0
N-1
FG) =" F(k) exp (iorkjtay) , (33.5)
k=0

mit der Anzahl an komplexen Datenpunkten in der Zeitdoméne N sowie der Grundfrequenz w¢, mit
wf = 27T [taq = 27/ (Nt4w). Die komplexen spektralen Komponenten F(k) sind dabei stets ein ganzzah-
liges Vielfaches von wf (Fx = F(w¢k), mitk = 0,...,N — 1) und das komplexe Zeitsignal, f(j), ein
Vielfaches von t4y (fj = f(jtaw), mit j = 0,..., N — 1). Bei der DFT wird angenommen, dass sich der
diskrete Datensatz periodisch wiederholt.[64]

Um bei der Anwendung der DFT die Rechenzeit zu reduzieren, wurde der fast Fourier transform (FFT)
Algorithmus entwickelt.[72,73]] Bei der FFT wird ein Datensatz in kleinere Datensitze zerteilt, wobei
jedes separat einer DFT unterzogen wird, wodurch die Anzahl an nétigen Rechenoperationen von
N? auf Nlog,(N) reduziert wird.[72] Aufgrund der Funktionsweise des FFT Algorithmus ist es erfor-
derlich, dass der diskrete Datensatz 2" Datenpunkte besitzt.[64, |72]. Ein neuerer Algorithmus ist der
fastest Fourier transform in the west (FFTW) Algorithmus, der einen Datensatz auch in kleine Fragmente
spaltet, wobei die jeweiligen Fragmentgrofien variieren und auf die Computerarchitekturen angepasst
werden.[74] Durch die variable Grée der Datenfragmente kann der FFTW Algorithmus auch fiir
Datensétze mit einer beliebigen Anzahl an Datenpunkten angewandt werden. Der FFTW Algorithmus
wird derzeit in der Datenprozessierungssoftware MATLAB verwendet.[75]]
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3.3.1. Eigenschaften der Fourier-Transformation

Eine komplexe spektrale Frequenzkomponente F(w) mit F(w) = R(w) +1 - I(w) kann durch die Euler
Relation in Gleichung in Sinus- und Kosinusanteile dargestellt werden,

F(w) = M(w) exp (ip) = M(w)(cos (¢) +1 - sin (¢)), (3.3.6)

mit dem Betragsquadrat der komplexen Zahl M (Magnitude) und der Phase ¢, die aus Gleichungen3.3.7
und erhalten werden,[76}77]

M(®) = VR(0)? + I(w)>. (3.3.7)

R@) (3.3.8)

¢(w) = arctan (

In der NMR Spektroskopie entspricht R(w) bzw. cos(¢) dem Absorptionssignal und I(w) bzw. sin(¢)
dem Dispersionssignal.

Ein reales NMR Signal besteht aus einer Uberlagerung mehrerer spektraler Komponenten. Eine Uberla-
gerung von Wellenfunktionen kann anhand des Superpositionsprinzips berechnet werden.[78]] Das
Superpositionsprinzip besagt, dass die Uberlagerung von Wellenfunktionen die Summe der einzelnen
Wellen ist. Im Fall der Uberlagerung zweier Wellen s; und s,, mit gleichem w, aber unterschiedlichen ¢,
kann die Magnitude M, , und Phase ¢;, s, der resultierenden Sinuskurve mit den Gleichungen [3.3.9
und berechnet werden,[78]]

M, s, = \/Mfl +MZ +2- M, - M, - cos (¢s, — ¢s,), (3.3.9)

I, + 1, ) _ arctan ( M, - sin ((psl) + M;, - sin ((pSZ) (33.10)

= t
(Psl, S2 arctan (Rsl + R52 M51 - COS (q)sl) + ]\/IS2 - COS (QUSZ)

mit s; = M, - sin (wf + @5, ) und s = M, - sin (0t + ¢5,).
Der Zusammenhang zwischen dem Zeitversatz einer Sinuswelle und der resultierenden Phase ist in

Gleichung aufgezeigt,[[79]

f(t-2) F(_)T F(w) - exp (—iwz) . (3.3.11)

Die FT ist eine lineare Operation. Das bedeutet, dass eine Superposition von Zeitsignalen auch einer
Superposition der Fourier-transformierten entspricht, wie in Gleichung 3.3.12| dargestellt, |64 [76]

a-f(t)+b-g(t)=a-F(w)+b-G(w). (3.3.12)

Zusatzlich besagt das Faltungstheorem, dass die Faltung zweier Funktionen gleich dem Produkt der
Fourier-transformierten entspricht, siehe Gleichung|3.3.13}[80]

[

H(w):F(a))*X(w):/ F(@)-X(0-3)do FT %(f(t)-x(t)), (3.3.13)

—00

wobei * eine Faltung der Funktionen bedeutet. Das Faltungstheorem bildet die Grundlage fir die
Anwendung der Apodisierungsfunktionen, die im Abschnitt S.|28| naher diskutiert werden. Um
den Effekt der Apodisierungsfunktionen auf das NMR Spektrum zu verstehen, sind in den Gleichun-
gen - die fiir die NMR Spektroskopie wichtigsten Fourier-Paare aufgelistet.[64]
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« Sinuswelle exp(iwt) F(_)T Delta-Peak (6) bei @

/00 exp (iot) exp (—iwt) dt = 276(w — @) (3.3.14)

(5]

« Exponentialfunktion g Lorentz

°° t 1
—— —iwt)dt = ————— 3.3.15
Lol e ionai= 6319
e GauB FT Gauf
«—>

00 tz . 1/ CO2O'tz
exp | —— | exp(—iwt)dt = (2m) '“orexp |- (3.3.16)

oo 207 2

« Halbseitiger Gauf} F(_)T Gauf} mit dispersivem Anteil

00 t2 1 2 2 .
‘/0 exp (—27‘2) exp (—iwt) dt = (271)1/205 exp (_a) o ) {1 +erf (1201)—7;)} (3.3.17)

t

« Symmetrische Rechteckfunktion [, ..., f] g Sinc

to . ¢
/ exp (—iwt) dt = p T (wh) (3.3.18)
—t w

Fiir eine Rechteckfunktion [0, .. ., t]

sin (wty) . cos(wty) — 1
+1

ty
/ exp (—iwt) dt = (3.3.19)
0

W
Aus dem Faltungstheorem in Gleichung und den Fourier-Paaren der Sinus- und Exponentialfunk-
tion in den Gleichungen [3.3.14{und 3.3.15| folgt, dass in einem NMR Spektrum bei den Frequenzen der
Zeitsignale Lorentz-férmige Signale auftreten, wie bereits in Abbildung 3.4b} S.[23] skizziert.

In einem Spektrum entspricht der Datenpunktabstand, auch spektrale Auflésung Av genannt, dem
inversen der Datenaufnahmezeit t,q, wie in Gleichung beschrieben,[77 ]

1 1 Sy
AV = — = = —,
tag taw'N N

(3.3.20)

mit der Datenabtastrate s;. Die spektrale Breite wird von der Nyquist Frequenz vnyq begrenzt, siehe

Gleichung [3.3.21}[29]

1 Sy
VWyq=—" = —. 3.3.21
Nyq 2t 2 ( )

Der Wert von vnyq muss sorgféltig gewéhlt werden, da vnyq die hochste eindeutig messbare Frequenz
in f(t) begrenzt.[29]
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3.4. Datenprozessierungin der NMR Spektroskopie

Phasierung Nach dem Anregungspuls muss vor der FID Datenaufnahme eine kurze Zeit (im pus
Bereich) gewartet werden, um Artefakte im NMR Spektrum durch das abklingende B;-Feld in der Spule
zu vermeiden. Diese Wartezeit wird als dead time oder acquisition delay bezeichnet und fithrt nach
Gleichung S.26] zu einem frequenzabhingigen Phasenversatz der prazedierenden makrosko-
pischen Magnetisierung M. Zudem besitzt die Empfingerspule eine konstante Phase, die zu einem
zusitzlichen konstanten Phasenversatz von M, fiithrt. In einem NMR Spektrum werden typischerweise
die Realanteile der Frequenzkomponenten dargestellt. Wie in Gleichung S.[26] beschrieben, resul-
tiert ein Phasenversatz in einer Anderung der Amplituden von Real- und Imaginirteil. Um moglichst
hohe, symmetrische und schmale Signale zu erhalten, ist es daher wichtig eine Phasenkorrektur durch-
zufuhren, die den Realanteil maximiert. Der konstante Phasenversatz wird mit einer Phasenkorrektur
nullter Ordnung ¢, und der frequenzabhéngige Phasenversatz mit der Phasenkorrektur erster Ordnung
@1 angepasst. Somit ergibt sich fir die gesamte Phasenkorrektur @ fiir die Frequenzkomponente vy

Gleichung|[3.4.1][81]82]

D =g+ @1 - Wk (3.4.1)

Zero filling Wihrend der Datenaufnahme in der NMR Spektroskopie nimmt der FID exponentiell ab.
Da das Rauschen nahezu konstant bleibt, nimmt der relative Informationsgehalt mit zunehmender
Aufnahmedauer ab.[50] Zur Verbesserung der spektralen Auflosung Av, ist es tiblich, an das Ende
des FIDs weitere Datenpunkte mit dem Wert Null anzuhdngen. Dadurch wird die Aufnahmezeit ohne
zusitzlichen Zeitaufwand kiinstlich verlangert. Dieser Prozess wird zero filling (zf) genannt. Durch
das Hinzufiigen von Nullen wird der Informationsgehalt zwischen dem Real- und dem Imaginérteil
vermischt, was zu einer SNR Verbesserung von maximal 2'/? fiihrt.[83, |84] Dieser Effekt wird bis
zu einem zf von Faktor 2 beobachtet. Ein weiteres Hinzufiigen von Nullen fiithrt lediglich zu einer
genaueren Darstellung der Signale durch die hohere Datenpunktdichte, jedoch nicht zu einer Erhohung
des Informationsgehalts.[84, 85]]

Apodisierung Ist der FID wihrend der Datenaufnahme nicht auf Null abgeklungen, entsteht durch
das zf eine Stufe zwischen dem Ende des FID und den angefiigten Nullen. Diese Stufe fithrt durch die FT
zu Sinc-Artefakten, wie in Gleichung S. beschrieben ist. Um dies zu vermeiden, wird der FID
nach dem zf mit einer Apodisierungsfunktion multipliziert, was gleich einer Faltung der Fourier-Paaren
ist. Dadurch wird der Zahlenwert der letzten Datenpunkte des FID reduziert, sodass keine Stufe durch
das zf entsteht und somit keine Sinc-Artefakte auftreten.[50] Zuséatzlich kann das Rauschen durch
Apodisierungsfunktionen reduziert werden.[50] Zur Rauschreduktion hiufig verwendete Apodisie-
rungsfunktionen sind die Exponentialfunktion oder die halbseitige Gau3funktion. Die mathematischen
Definitionen dieser Funktionen sowie deren Fourier-Paaren sind in Gleichung|[3.3.15] S.[27} und Glei-
chung S.[27] aufgelistet. Indem der FID mit diesen Funktionen multipliziert wird, wird der FID
entsprechend der Intensitdt der Apodisierungsfunktionen gewichtet. Dadurch wird der hintere Teil des
FIDs, der verglichen zum vorderen Teil des FIDs ein niedriges SNR besitzt, weniger stark gewichtet,
was zu einer Verringerung des Rauschens im NMR Spektrum fithrt. Wie beim Faltungstheorem in
Gleichung S.[26] beschrieben, beeinflusst die Wahl der Apodsierungsfunktion auch die spatere
Peakform im NMR Spektrum, insbesondere falls die Faltfunktion breiter als die natiirliche Linienbreite
ist.[64]
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3.5. Benchtop NMR Spektrometer

3.5.1. Einordnung und Vorteile von benchtop NMR Spektrometer

Seit der Einfithrung der NMR Spektrometer wurde kontinuierlich daran gearbeitet, die Feldstarke zu
erhohen, da mit steigender Feldstérke die Sensitivitat (SNR o Bg/ ? siehe Gleichung S.[20) und
die Auflésung (By o< v, siehe Gleichungen[3.2.4 S.[19] und[3.2.19] S.[24) zunimmt. Die notwendigen
technischen Bedingungen, um solch hohe By-Felder zu erreichen, fithren jedoch zu einigen bedeu-
tenden Nachteilen: (1) hohe Kosten in der Anschaffung und im Betrieb, (2) hoher Platzbedarf fir das
Spektrometer und die dazugehorende Infrastruktur, (3) starke magnetische Streufelder, (4) ein hohes
Maf} an erforderlicher Expertise.[55] Infolgedessen blieb die Zuganglichkeit der NMR Spektroskopie
lange Zeit auf Forschungslabore oder grof3e Industriebetriebe beschrankt.[[13]]

Seit etwa 14 Jahren werden benchtop NMR Spektrometer auf der Basis von Permanentmagneten kom-
merziell angeboten.[[13]] Durch die Verwendung von Permanentmagneten werden keine fliissigen
Kryogene benétigt. Dadurch weisen diese Gerite deutlich geringere By-Feldstirken auf, sind aber
wesentlich kompakter gebaut (20 — 80 kg) und deutlich giinstiger in Anschaffung und Betrieb.[15}86]]
Aktuell werden benchtop NMR Spektrometer mit By-Feldstarken von bis zu 2,9 T angeboten, womit
diese als Niederfeld NMR Gerite einzuordnen sind. Verglichen mit Hochfeld NMR Spektrometern sind
benchtop NMR Spektrometer deutlich giinstiger in Anschaffung und Betrieb. Zusétzlich ist die Steuerung
benutzerfreundlicher, sodass eine Bedienung der benchtop NMR Spektrometer von Nicht-Experten
moglich ist. Aufgrund der geringen By-Feldstarken besitzen benchtop NMR Spektrometer, verglichen
zu Hochfeld NMR Spektrometern, eine reduzierte Sensitivitat und Auflésung.[15,[55] Daher ist eine
Analyse komplexer, niedrig konzentrierter Proben mit benchtop NMR Spektrometern nur begrenzt mog-
lich.[13]] Dennoch werden benchtop NMR Spektrometer aufgrund der besseren Zugénglichkeit vermehrt
in der Uberwachung von chemischen Reaktionen oder biologischen Prozessen, in der Lebensmittel-
oder Pharmaindustrie zur Qualitdtskontrolle und Profiling, sowie in Bildungseinrichtungen zur Lehre
verwendet.[[13,[15} 55|

3.5.2. Technische Aspekte von benchtop NMR Spektrometern

Die Permanentmagnete der benchtop NMR Spektrometer bestehen aus Samarium-Cobalt (SmCo) oder
Neodym-Eisen-Bor (NdFeB) Legierungen und sind stabil im Temperaturbereich von 20 — 30 °C.[[13} |87,
88| Die By-Felder von Permanentmagneten sind empfindlich gegeniiber Temperaturschwankungen,
weshalb die Permanentmagnete mit einer Kombination aus einem Peltierelement und Ventilatoren mit
einer Prazision von 0,05 K temperiert werden.[|89]] Die Magnete in benchtop NMR Spektrometern sind
in einem Halbach angeordnet, gezeigt in Abbildung 3.5a[90]

Aufgrund der zylindrischen Anordnung iiberlagert das Magnetfeld in der Mitte konstruktiv und
auflerhalb der Anordnung destruktiv.[91,92] Infolgedessen ist das Streufeld der benchtop NMR Spek-
trometer mit < 2 mT sehr gering.[22, 93] Die Verwendung der Halbach Anordnung erlaubt die Ver-
wendung gewundener Spulen, die einen Faktor 3 sensitiver sind als die in der Hochfeld NMR tiblichen
Helmholtz-Spulen.[|18}[19}[94] Die Halbach Anordnung ist fir die Kopplung mit der HPLC vorteilhaft,
da Flusszellen vertikal hindurchgefiihrt werden konnen. Dabei liegt das By horizontal, wie in Abbildung
gezeigt.

Um Verdnderungen in der Larmorfrequenz aufgrund By-Feldverdnderung auszugleichen, sind NMR
Spektrometer mit einem Lock-System ausgestattet. Dabei wird parallel zur Probe ein Referenzsignal
gemessen und die Verdnderung in der Frequenz der Locksonde genutzt, um das By-Feld durch eine
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Abbildung 3.5: Die Halbach Anordnung der Permanentmagneten fithrt zu einem homogenen By-Feld in der Mitte der
zylindrischen Anordnung und zu einem geringen Streufeld (< 2 mT) auf3erhalb der Anordnung. Modifiziert nach Danieli et al.
2014.[90] Die Probe und die externe 1°F-Locksonde befinden sich im horizontalen By-Feld.[22]

weitere Spule zu korrigieren. Hochfeld NMR Spektrometer verwenden typischerweise einen inter-
nen Deuterium-Lock, da dieser eine prazise Korrektur des By-Feldes erlaubt.[62]] Dafiir ist es notig
deuterierte Losungsmittel zur Probe hinzuzugeben.[52, 62]] Die meisten benchtop NMR Spektrometer
besitzen externe ’F-Locksonden, welche es ermoglichen, Proben ohne die Zugabe von deuteriertem
Lésungsmittel zu messen. Die F-Locksonde ist verschlossen und befindet sich im Spektrometer neben
der Probe im homogenen Bereich des By-Feldes. Dies ist bei der Kopplung mit der HPLC von Vorteil,
weil protonierte Losungsmittel giinstiger sind als die deuterierte Alternative.
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4. Grundlagen und Durchfithrung der HPLC-NMR
Kopplung

Die Kombination von HPLC und NMR stellt eine Methode dar, mit der Analytmischungen in einer einzigen
Messung getrennt und gleichzeitig NMR spektroskopisch charakterisiert werden koénnen. In diesem Kapitel
werden verschiedene Ausfithrungen der HPLC-NMR Kopplung erldutert, wobei der Schwerpunkt auf
onflow HPLC-NMR Messungen liegt. Dabei werden auch Effekte aufgezeigt, die bei nicht-statischen NMR
Messungen auftreten. Anschlieflend wird die Datenstruktur von onflow HPLC-NMR Messungen betrachtet
und das Konzept der Bilinearitdt solcher Datensdtze diskutiert.

4.1. Bedeutungder HPLC-NMR Kopplung

Bei der HPLC-NMR Kopplung wird eine Probe chromatographisch aufgetrennt und anschlieffend
mittels NMR gemessen, wodurch von den separierten Probenbestandteilen wichtige strukturelle und
stereochemische Informationen aus der chemischen Verschiebung, den Kopplungsmustern und den In-
tegralen der NMR Signale gewonnen werden.[19] NMR Spektrometer sind universelle, nicht-destruktive
und quantitative Detektoren.[[19; [95]] Obwohl die Kopplung der HPLC mit der NMR Spektroskopie
eine der leistungsfahigsten Methoden zur chemischen Charakterisierung komplexer Proben darstellt,
wird diese Methode nur sehr begrenzt eingesetzt, wie Abbildung [4.1a] skizziert.[9,[11] Abbildung
zeigt die Anzahl der wissenschaftlichen Publikationen auf dem Gebiet der HPLC-NMR Kopplung und
Abbildung deren thematische Verteilung

Die erste Kopplung der HPLC mit einem NMR Spektrometer wurde 1978 von Watanabe und Niki
durchgefiihrt.[56]] Die Forscher beschrieben die online Kopplung eines 60 MHz NMR Spektrometers mit
der HPLC, wobei die Messungen unter stop flow Bedingungen stattfanden. Die erste onflow HPLC-NMR
Messung wurde ein Jahr spiter von Bayer et al. unter Verwendung eines 90 MHz NMR Spektrometers
durchgefiihrt.[97]] Die erste onflow HPLC-NMR Messung mit einem NMR Spektrometer mit supra-
leitenden Magneten wurde 1980 von Haw et al. beschrieben.[98] Dennoch blieben die Anzahl an
wissenschaftlichen Publikationen pro Jahr gering, siehe Abbildung Dies liegt vermutlich an den
hohen Kosten und der geringen Empfindlichkeit der NMR Spektrometer sowie an der technischen
Umsetzung der gekoppelten Methodik.[9,19] Partielle Abhilfe dieser Nachteile versprechen benchtop
NMR Spektrometer. Aufgrund ihrer geringen Grofle und Kosten ist eine Anschaffung dieser attraktiver
als die eines Hochfeld NMR Spektrometers.[99-H101] Obwohl die Markteinfithrung der benchtop NMR
Gerite aktuell etwa 20 Jahre zurtck liegt, werden diese bisher kaum als HPLC Detektoren verwendet,
siche Abbildung Grund dafiir ist vermutlich die geringe Sensitivitit dieser Geréte, was den Bedarf
an Methoden zur Verbesserung der Sensitivitat verdeutlicht. Erste Publikationen zur HPLC-benchtop

! Die Darstellung soll einen groben Uberblick iiber die wissenschaftliche Entwicklung auf dem Gebiet der HPLC-NMR geben.
Aufgrund der sehr eng gefassten Suche werden nicht alle Publikationen in diesem Bereich erfasst, weshalb die tatséchlichen
Populationszahlen hoher liegen sollte.
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Abbildung 4.1:Anzahl an Publikationen im Zeitraum von 1978 bis 2023 fiir die HPLC-NMR Kopplung im Allgemeinen
sowie die HPLC-benchtop NMR Kopplung im Speziellen. Die Uberschriften der Publikationen in der Datenbank von Web of
Science wurden mit folgenden Begriffen durchsucht.[96] Fiir die HPLC-NMR Kopplung: (HPLC OR "liquid chromatography"
OR SEC OR "size exclusion chromatography") AND (NMR OR "nuclear magnetic resonance") AND (hyphenation OR coupling
OR "online detector”). Fir die HPLC-benchtop NMR Kopplung: (HPLC OR "liquid chromatography" OR SEC OR "size exclusion
chromatography") AND (NMR OR "nuclear magnetic resonance") AND (hyphenation OR coupling OR "online detector") AND
("low field" OR "medium resolution"OR "MR" OR "benchtop")[(b)] Thematische Einordnung der Publikationen zur HPLC-NMR
Kopplung in@ Die Kategorisierung wurde von Web of Science l'ibernommen.

NMR Kopplung wurden 2011 und 2012 von Cudaj et al. und spater im Jahr 2018 von Hopfner et al. und
2019 von Botha et al. verdffentlicht.[20| Die Forscher analysierten Polymere und nutzten fiir
die Auftrennung die SEC, wobei ein Fokus der Arbeiten stets auf der Verbesserung der Sensitivitat lag.
Im Bereich LAC-benchtop NMR Kopplung wurde bisher noch keine Publikationen gefunden.

Im Folgenden werden mogliche technische Umsetzungen der HPLC-NMR Kopplung behandelt.
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4.2. Umsetzung der Kopplung eines NMR Spektrometer mit der HPLC

Die Kopplung eines NMR Spektrometers mit HPLC kann auf unterschiedliche Weise realisiert werden.
Drei Moglichkeiten sind in Abbildung aufgefiihrt.[[11} |19} (103} |106]

(a) (b)
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Abbildung 4.2: Mégliche Durchfithrungen der HPLC-NMR Messungen. |(a)| Online und onflow: Das Eluat wird direkt durch das
NMR geleitet und gemessen. Der Detektor 1 kann vor oder nach dem NMR platziert sein. @ Online und stop flow: Sobald der
Analyt im Detektionsbereich des NMRs ist, wird durch ein stop flow Ventil der Fluss umgeleitet. Die Analytbande wird im NMR
unter stationdren Bedingungen gemessen. |(c)| Offline: Mit einem Fraktionssammler werden die einzelnen Analytfraktionen
getrennt gesammelt. Nach einer eventuellen Probenaufarbeitung werden die Fraktionen statisch, z. B. in 5 mm NMR Rohrchen,
gemessen.[11}19,|103]

Bei jedem Aufbau wird neben dem NMR Spektrometer die Verwendung eines weiteren Detektors (De-
tektor 1) empfohlen, der eine hohe Empfindlichkeit besitzt und eine Vielzahl an Analyten detektieren
kann. Geeignet hierfiir ist ein UV- oder DRI Detektor.[19,[66]] Bei der online und onflow Kopplung (Abbil-
dung [4.2a) werden die eluierenden Analytfraktionen direkt durch das NMR Spektrometer geleitet und
dabei gemessen. Der Detektor 1 kann dabei vor oder nach dem NMR Spektrometer installiert werden
und dient zur Aufnahme eines vollstandigen Chromatogramms.[[103|] Dieser Ansatz stellt die effizien-
teste Umsetzung der Kopplung dar, da keine weiteren Arbeitsschritte oder Probenaufarbeitung fiir die
NMR Messung erforderlich sind.[19]] Dieser Ansatz wird in der vorliegenden Arbeit verwendet. Durch
die begrenzte Messzeit ist die Sensitivitat, verglichen mit den anderen Durchfithrungen, am geringsten.
Um die Sensitivitit zu verbessern, wird der von der HPLC kommende Volumenfluss durch ein stop flow
Ventil umgeleitet, sobald sich die Analytbande im Detektionsvolumen des NMR Spektrometers befindet.
Die NMR Messung erfolgt anschlieffend unter stationiren Bedingungen.[11]] Dieser online aber stop
flow Ansatz ist in Abbildung [4.2b| dargestellt. Der Detektor 1 befindet sich bei diesem Aufbau vor dem
stop flow Ventil und dient dazu die Analytelution festzustellen. Nach einem definierten Zeitversatz, der
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benétigt wird damit die Analytbande von Detektor 1 in das Detektionsvolumen des NMR Spektrometers
gelangt, wird das stop flow Ventil betétigt. Dieser Ansatz wird verwendet, wenn eine ldngere Messzeit
benétigt wird, um somit die Sensitivitat zu steigern. Verglichen zur onflow Messung erfordert diese
Durchfithrung ein zusétzliches stop flow Ventil sowie eine Kalibrierung des Zeitversatzes zwischen dem
Detektor 1 und der NMR Flusszelle. Zusétzlich kann mit dieser Methode nur eine begrenzte Anzahl an
Analytfraktionen pro HPLC Messung gemessen werden. Falls mehrere Analytbanden von Interesse sind,
kann das stop flow Ventil auch gegen ein Fraktionssammler ausgetauscht werden, wie in Abbildung
gezeigt.[19,/107] Die Fraktionen konnen nach der HPLC Trennung zur stationidren NMR Messung unter
Verwendung der HPLC Pumpe in die NMR Flusszelle geleitet werden (nicht dargestellt). Alternativ
kann nachtréglich eine Aufarbeitung der Fraktionen erfolgen. Die NMR Messung wird dann offline
in NMR Rohrchen durchgefiihrt. Mégliche Probenaufarbeitungsschritte sind Aufkonzentrierung und
Loésungsmittelaustausch der protonierten mit deuterierten Losungsmitteln, beispielsweise durch eine
Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) oder Losungsmittelverdampfung.[7, |8l |19]

Die Geometrie der NMR Flusszelle hat einen wesentlichen Einfluss auf die chromatographische Auf-
l6sung und die spektroskopische Sensitivitat. Daher ist es notwendig, das Detektionsvolumen der
Flusszelle, das typischerweise zwischen 60 und 500 pL liegt, an die jeweiligen chromatographischen und
spektroskopischen Bedingungen anzupassen.[[11] Typische Flusszellengeometrien sind in Abbildung[4.3]
dargestellt. Oft sind die Flusszellen fiir Hochfeld NMR Spektrometer U-Férmig (Abbildung [4.3a) und
fiir benchtop NMR Spektrometer linear (Abbildung [4.3b).[21} [103]
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Abbildung 4.3: Typische Flusszellengeometrien fiir Hochfeld und benchtop NMR Spektrometer. Bei onflow Messungen
werden die 'H Kerne bereits im Magnetfeld vor der Detektionsspule pripolarisiert, angedeutet inBei der Flusszellen-
geometrie sind der Offnungswinkel des Konus a sowie das Volumen der aktiven Region V., wichtige Parameter.[103] Die
Parameter der in dieser Arbeit verwendeten Flusszellen sind in Tabelle S.[77} zusammengefasst.

4.3. Phanomene bei onflow NMR Messungen

Bei NMR Messungen unter onflow Bedingungen verbleibt der Analyt nur fiir ein paar Sekunden
in der NMR Detektionsspule. Die effektive Verweilzeit r hangt vom Detektionsvolumen V.. (siehe
Abbildung [4.3b), und der Flussrate F ab und kann mit Gleichung berechnet werden,[21]]

Veoil

r=— (4.3.1)
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4.4. Losungsmittel und Lésungsmittelunterdriickungsmethoden

Durch die begrenzte Verweilzeit in der Detektionsspule wird effektiv die T} und T, Relaxation der

Kernspins verkiirzt, wie in Gleichung und dargestellt,[21]

1 1 1

=4, (4.3.2)
Tl Tl T

1 1 1 1

=—+ + - (4.3.3)
T; Tz, ABy T

T,
Die Reduzierung der Relaxationszeiten ermdglicht eine schnellere Datenaufname (kiirzere Wiederholzeit
t; der Pulssequenz), aber auch eine Verbreiterung der NMR Signale (siehe Gleichung S.[23).
Fiir eine quantitative Bestimmung mehrerer NMR Signale mit unterschiedlichen T; Zeiten ist es wichtig,
dass die in das Detektionsvolumen flieSende 'H Kerne vollstédndig polarisiert sind. Dies ist gegeben,
wenn diese eine Verweilzeit in dem Prapolarisierungsvolumen von t, = 5 - T; der lingsten T; Zeit
besitzen.[11}[95] Falls dies nicht gegeben ist, ist es erforderlich eine Konzentrationskalibrierung fiir
jedes Signal zu erstellen.[[11]]

Bei HPLC-NMR Messungen wird mit unterschiedlichen Lésungsmitteln, Temperaturen, pH-Werten
und Konzentrationen gearbeitet. All diese Paramater fithren zu Veranderungen in den intermolekularen
Wassertstoffbriickenbindungen und als Folge zu einer Verdnderung der chemischen Verschiebung.[[108]
Daher sollte versucht werden, onflow HPLC-NMR Messungen unter isothermen und isokratischen

Bedingungen durchzufiihren.[109)]

4.4. Losungsmittel und Losungsmittelunterdriickungsmethoden

Durch den externen F-Lock ist es méglich fiir die HPLC-NMR Kopplung protonierte Losungsmittel
zu nutzen. Diese sind wesentlich ginstiger als deuterierte Aquivalente. Die Wahl eines geeigneten
Losungsmittels fiir die mobile Phase ist wichtig, da protonierte Losungsmittel als intensive und breite
Signale im NMR Spektrum erscheinen und potentiell mit den Analytsignalen iiberlagern und so eine
Auswertung dieser erschweren.[[11] Um den Signaliiberlapp zu reduzieren ist es ratsam Losungsmittel
zu wihlen, die nur ein einziges NMR Signal (am besten ein Singulett) mit einer anderen chemischen
Verschiebung als die des Analyten aufweisen. Gingige HPLC Losungsmittel mit einem Singulett NMR
Signal sind in Tabelle |4.1| zusammengefasst.[19,110]

Tabelle 4.1: Zusammenfassung von fiir die HPLC-NMR Kopplung geeignete Losungsmittel. Die aufgefithrten Losungsmittel
besitzen ein Singulett NMR Signal. Die jeweiligen chemische Verschiebungen § und Siedepunkte (Sdp) sind angegeben. Die
tatséchliche chemische Verschiebung kann abweichen, abhéngig von der Losungsmittelzusammensetzung, der Temperatur
und dem pH-Wert.[[19}/110]

Losungsmittel & [ppm] Sdp [°C] H Losungsmittel 6 [ppm] Sdp [°C]

Aceton 2,224 56,3 Dichlormethan 5,300 40,0
Acetonitril 2,064 81,6 Dimethylsulfoxid 2,714 189.,0
Chloroform 7,267 61,2 Methanol 4,79, 3,34%¢ 64,7
Cyclohexan 1,43° 80,7 Wasser 4,794 100,0

@ gemessen in D,O (pH = 7),  gemessen in CDCls, € in einer biniren Mischung mit H,O iiberlagert das -OH
Signal des Methanols mit dem H,O Signal, wodurch nur ein Singulett der -CH; Gruppe erscheint.

Bei einer HPLC-NMR Messungen mit protonierten Lésungsmitteln muss aufgrund der hohen 'H Kon-
zentration die Empfangerverstarkung im Vorverstiarker verringert werden, was die Genauigkeit der
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Digitalisierung von NMR Signalen verringert und auch dazu fithren kann, dass schwache Analytsignale
beziiglich der Intensitét nicht aufgelést werden.[111] Zusatzlich verursachen die intensiven und breiten
Losungsmittelsignale Instabilitaten der Basislinie im NMR Spektrum aufgrund des Totzeitproblems.
[64] Das Totzeitproblem beschreibt das Auftreten von Sinc-Artefakten aufgrund der Rekonstruktion der
ersten Datenpunkte des FIDs. Die Amplitude der Sinc-Artefakten skaliert proportional zur Signalflache
bei der jeweiligen Frequenz.[64, 112} |113] Um diese Effekte zu reduzieren werden Lésungsmittelunter-
driickungsmethoden angewandt. Durch die Anwendung spezieller Pulssequenzen ist es moglich die
Losungsmittelsignale im NMR Spektrum erheblich zu reduzieren und somit eine bessere Digitalisierung
und stabilere Basislinien zu erreichen.[11]]

Es gibt eine Vielzahl an Losungsmittelunterdriickungsmethoden, die fiir die HPLC-NMR Kopplung
geeignet sind.[11,113} 114] Zwei populdre Methoden sind die Prasaturierung (PRESAT) und die water
suppression enhanced through Ty effects (WET).[[114, [115] Bei der PREAST Methode wird das Losungs-
mittel durch einen langen Puls mit niedriger Amplitude saturiert. Dies entspricht einer Gleichbesetzung
der unterschiedlichen Energieniveaus der Spinzustande.[11] Die Pulssequenz ist in Abbildung[5.9] S.
visualisiert. Diese Pulssequenz zeichnet sich vor allem durch deren geringen Komplexitat aus. Nachteilig
ist, dass fiir die Saturierung der Losungsmittelsignale ein relativ langer Saturierungspuls (im Sekun-
denbereich) benotigt wird. Etwas komplexer, aber dafiir deutlich schneller ist die WET Pulssequenz,
bei der vor dem Anregungspuls nacheinander vier selektive Pulse mit unterschiedlichen Rotations-
winkeln eingestrahlt werden, wobei nach jedem Puls ein Spoil-Puls folgt, der die Phasenkohérenz der
transversalen Magnetisierung zerstort. Nach der Pulssequenz sind die magnetischen Momente der
Losungsmittelkerne zerstreut und bilden somit direkt nach der Anwendung keine makroskopische
Magnetisierung aus. Mit WET kann eine Losungsmittelunterdriickung innerhalb 50 bis 100 ms erreicht
werden, weshalb diese Methode fiir die online und onflow HPLC-NMR Kopplung besonders geeignet
ist.[11,/113,[116] Ein Nachteil der WET Methode ist, dass fiir die Erzeugung der selektiven Pulse und
der Spoil-Pulse spezielle Gradientenspulen erforderlich sind.

4.5. Datenstrukturin der onflow HPLC-NMR Kopplung und das Konzept der
Bilinearitat

Bei onflow HPLC-NMR Messungen wird fiir jede Elutionsvolumeneinheit ein NMR Spektrum gemes-
sen, um ein spektral aufgelostes Chromatogramm zu erhalten. Ein simuliertes spektral aufgelostes
Chromatogramm ist in Abbildung zu sehen, wobei das NMR Spektrum insgesamt § = 1,2,...,K
Datenpunkte besitzt und entlang des Elutionsprofils t = 1,2, ..., J Spektren vorhanden sind. Die ] NMR
Spektren befinden sich in einem 2D Datenfeld, die als Matrix angesehen werden kann.[[117,(118] Durch
diese Anordnung ist es moglich Datenverarbeitungsmethoden entlang der NMR und HPLC Dimension
anzuwenden, auf die in Abschnitt[5.8] S.[53] weiter eingegangen wird.

Im simulierten spektral aufgelosten Chromatogramm Abbildung skaliert das Analytsignal propor-
tional zur Analytkonzentration und besitzt eine konstante (konzentrationsunabhangige) chemische
Verschiebung und Linienform. Ein solcher Datensatz wird als bilinear bezeichnet.[[117]] Fiir einen bili-
nearen Datensatz kann das Signal x, 5, zu dem Zeitpunkt ; fiir die chemische Verschiebung &y durch
Gleichung beschrieben werden,[117]

X5, = Ok - . (4.5.1)

Um Gleichung fir alle § und t Werte zu verallgemeinern wird die Matrix und Vektorschreibweise

verwendet. Die Matrix X entspricht dem Produkt des Spaltenvektors f und dem Zeilenvektor 5, wie in
Gleichung und in Abbildung dargestellt,[117, [119]

X=7-3. (4.5.2)
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Abbildung 4.4: Simuliertes spektral aufgelostes Chromatogramm dargestellt als Konturdiagramm undals Matrix.[[117]
Bei jeder Elutionszeit t ist ein NMR Spektrum § vorhanden.

Die Matrix X hat entsprechend J Zeilen und K Spalten. Fiir bilineare Daten ist es moglich, mit der
Matrix X und dem Zeit-Konzentrationsprofil der HPLC oder dem Analytspektrum, die entsprechende
fehlende Information (Analytspektrum oder Zeit-Konzentrationsprofil) zu bestimmen, indem das lineare
Gleichungssystem nach der fehlenden Information aufgelst wird.[[117]

Obwohl die Intensitit der Analytsignale in NMR Spektren proportional zur Analytkonzentration ist,
ist ein realer HPLC-NMR Datensatz nur teilweise bilinear. Durch Rauschen, Veranderungen der NMR
Linienform und Drifts in der chemischen Verschiebung werden Zahlenwerte erhalten, die nicht aus
dem Produkt in Gleichung erklart werden konnen. Diese Residuen werden mit einer Fehlermatrix
E beschrieben.[103} |118]] Demnach gilt fiir einen realen HPLC-NMR Datensatz Gleichung

Xyeal = X +E. (4.5.3)
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5. Verwendete Methoden

In diesem Kapitel wird der experimentelle Aufbau der onflow LAC-NMR Kopplung sowie von NMR
Messungen ohne chromatographische Separation beschrieben. Zudem werden die notwendigen Schritte
zur Vorbereitung des NMR Spektrometers sowie verschiedene Methoden zur Erhohung der Sensitivitdit
erldutert. Weiterhin wird auf die Pulssequenzen eingegangen, die zur Bestimmung von Relaxationszeiten
und zur Losungsmittelunterdriickung verwendet wurden. Zusdtzlich werden Datenprozessierungsmethoden
beschrieben, die zur Auswertung der NMR Datensdtze ohne und mit chromatographischer Separation
verwendet wurden.

5.1. Aufbau der onflow LAC-NMR Kopplung

Der verwendete Aufbau fiir die LAC-NMR (80 MHz) Kopplung ist in Abbildung[5.1|dargestellt und basiert
auf dem Aufbau fir die SEC-NMR (62 MHz) Kopplung, der in fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe
Wilhelm et al. beschrieben wurde.[22, 103104, 113] Weitere technische Informationen zum LAC-NMR
Aufbau inklusive der verwendeten Chemikalien, Gerate und Siaulen sind im Anhang|A] S. aufgelistet.
Zur Probeninjektion wurde ein manuelles Injektionsventil mit den Injektionsvolumina V; = 20, 100, 500
und 1000 ¢ L genutzt. In Abschnitt[6.3.3] S.[81] wird detaillierter auf den Einfluss des Injektionsvolumens
auf die LAC-NMR Messung eingegangen. Fiir LAC-NMR Messungen wurde eine semipréparative Cig
Saule (250 x 10 mm Innendurchmesser) genutzt. Im Vergleich zu einer analytischen LAC Saule mit einem
Innendurchmesser von 4,6 mm ist die Querschnittsflaiche um ein Faktor 4,5 groler, so dass bei gleicher
Trennleistung ein Faktor 4,5 mehr Analyt injiziert werden kann und somit die Sensitivitat der NMR
Detektion verbessert wird.[22]] Zudem ist der Peak im Volumen verbreitert, wodurch die Verdiinnung in
der NMR-Flusszelle reduziert und die Messzeit verlangert wird.[22] In Kapitel [7] wird die Entwicklung
einer chromatographischen Methode beschrieben, die Fourier-Transformation liquid chromatogrpahy
(FT-LC) genannt wird. Diese wurde in der SEC etabliert mit einer analytischen SDV Séule (300 X
8 mm Innendurchmesser). Die Temperatur des Siulenofens betrug, sofern nicht anders spezifiziert,
26,5°C, was der Temperatur der NdFeB-Permanentmagneten des 80 MHz benchtop NMR Spektrometers
entsprach.[89] Bei dem in Abbildung 5.1 gezeigten Aufbau befand sich ein UV Detektor vor der Saule
(UV Detektor 1) und nach der Saule neben dem 80 MHz NMR Spektrometer zwei weitere Detektoren
(UV Detektor 2, DRI Detektor). Der UV Detektor 1 wurde ausschliefSlich fiir die Methodenentwicklung
der FT-LC verwendet (siche Abschnitt S.[106). Die Messungen in dieser Arbeit wurden in der
Regel bei einer Flussrate von 1 mL min~! durchgefiihrt. Eine Untersuchung des Einflusses der Flussrate
auf LAC-NMR Messungen ist in Abschnitt S.[79] enthalten. In vorherigen Arbeiten wurden
etwa 20 unterschiedliche Flusszellengeometrien hergestellt und entsprechend der spektroskopischen
Sensitivitat und der chromatographischen Auflosung in der SEC-NMR (62 MHz) Kopplung optimiert.[22,
103] Dabei konnten Botha et al. zeigen, dass die Flusszelle Nummer 9 (flow cell, FC-9, die Bezeichnung
wurde von Botha et al. itbernommen) die hochste spektroskopischen Sensitivitét bei gleichzeitig bester
chromatographischer Auflosung besaf3.[103]] In Tabelle S.|77} sind die Spezifikationen der Flusszelle
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(a)

HPLC
Lésungsmittel

80 MHz '"H NMR
mit Flusszelle

Entgaser &
Saule &
Pumpe Saulenofen
UV Detektor 1
(Optional, fiir FT-LC) W
{ UV Detektor 2
DRI Detektor f

v

Lésungsmittelabfall Injektionsventil

(b)

Courtesy of KIT / Mr. Markus Breig

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des verwendeten Aufbaus fir die onflow LAC-NMR Kopplung und inein Bild
des Aufbaus im Labor (Urheberrecht Markus Breig/KIT). Eine quaterniare Pumpe mit integriertem in-line Entgaser konnte
mit bis zu vier Losungsmittelreservoirs genutzt werden. Im Anschluss an die Sdule befanden sich neben dem 80 MHz NMR
Spektrometer noch zwei weitere Detektoren, ein UV Detektor (UV Detektor 2) und ein DRI Detektor. Vor der Saule befand sich
ein UV Detektor (UV Detektor 1), der nur fiir die Methodenentwicklung der Fourier-Transformation liquid chromatogrpahy
(FT-LC) verwendet wurde, die in Kapitel[7] S. niher beschrieben wird.
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5.1. Aufbau der onflow LAC-NMR Kopplung
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Abbildung 5.2:Verg1eich der NMR Spektren eines 80 MHz (*H optimiert, Magritek) und eines 400 MHz (Bruker) NMR
Spektrometer. Gemessen wurde eine 1 % (v/v%) Ethylbenzol und eine 30 g L ™! Polystyrol (Mp =75,5kg mol~1) in CDCl3 Losung.
Die Messungen wurden jeweils mit einem 90° Puls und 4 Scans (FID) aufgenommen. Die Spektren wurden basislinienkorrigiert
und apodisiert mit einem 1 Hz Exponentialfilter. Das Rauschen wurde als einfache Standardabweichung eines signalfreien
Bereichs berechnet. Die 400 MHz NMR Messungen wurden von Dr. Vera Gottstein durchgefithrt. Modifiziert nach Matz
et al. 2022.[120] [(b)| Bestimmung der Detektionsgrenzen in der SEC-NMR Kopplung. Verwendet wurden ein 62 MHz (alt,
in Rot) und ein 80 MHz NMR Spektrometer (neu, in Blau), beide waren 'H optimiert und von der Firma Magritek. Eine
Konzentrationsreihe eines Polystyrol-Standards (M, = 30300 g mol™!, D = 1,03) in protoniertem THF wurde mit der bereits
optimierten SEC-NMR Methodik zusammen mit Dr. Carlo Botha analysiert. Genutzt wurde eine semipréparative linear M SDV
Saule (300 x 20 mm Innendurchmesser) mit einem Injektionsvolumen von V; = 500 pL und eine Flussrate von F = 1 mL min~1.
Weitere Informationen zu dieser Analyse sind auf S. 202 der Dissertation von Dr. Carlo Botha zu finden.[22] Das 80 MHz
ist im mittel etwa ein Faktor 3 sensitiver, was neben der hoheren Feldstirke vermutlich an einer Detektionsspule mit mehr
Windungen liegt.
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aufgefiihrt. Im selbigen Abschnitt wird zudem der Einfluss der Flusszellengeometrie auf die LAC-NMR
(80 MHz) Kopplung beschrieben. Ahnlich zur SEC-NMR (62 MHz) Kopplung zeigte FC-9 auch in der
LAC-NMR (80 MHz) Kopplung eine hohe spektrale Sensitivitat bei geringer chromatographischer
Bandenverbreiterung, weshalb diese fiir weitere LAC-NMR (80 MHz) Messungen eingesetzt wurde.
Zur Einschatzung der Sensitivitat des 80 MHz NMR Spektrometers (Magritek) ist in Abbildung ein
Vergleich mit einem 400 MHz NMR Spektrometer (Bruker) gezeigt. Gemessen wurde eine 1 % (v/v%)
Ethylbenzol und eine 30 g L™ Polystyrol (PS, M, = 75,5 kg mol~') Losung in CDCl3 mit 4 Scans, einer
FID Aufnahmezeit von 6,5 s und einer Wiederholzeit von 15,0 s. Das in Abbildung|5.2a|gezeigte Spektrum
einer Losung bestehend aus 1 % Ethylbenzol in CDCIl; wird allgemein als Referenz zur Einschatzung
der Sensitivitat fiir benchtop NMR Spektrometer genutzt.[121] Die PS-Lésung wurde gemessen, da
die PS-Signale aufgrund der unterschiedlichen Stereochemie innerhalb einer Polymerkette in ppm
verbreitert sind.[[122] Die Spektren wurden mit einer 1 Hz Exponentialfunktion bearbeitet. Bei der
1 % Ethylbenzollosung ist das 400 MHz NMR Spektrometer um einen Faktor 20 sensitiver und bei der
30 g L™! PS-Lésung nur um einen Faktor 5, was auf die Streuung der isotropen chemischen Verschiebung
in ppm zuriickzufiihren ist. In Abbildung[5.2b|sind LOD und LOQ Werte der SEC-NMR Kopplung gezeigt
unter Verwendung eines 62 MHz und eines 80 MHz NMR Spektrometers (beide 'H optimiert). Analysiert
wurde eine Konzentrationsreihe von Polystyrol (M, = 30300 g mol™!, P = 1,03) in Tetrahydrofuran
(THF) entsprechend der Beschreibung von Botha et al.[22] Es wurden jeweils 500 pL injiziert. Die
NMR Detektion erfolgte mit einem 90° Puls und einem T; Filter zur Losungsmittelunterdriickung
(Pulssequenz: 1-Puls-Spoil). Die LOD und LOQ Werte wurden sowohl fiir die aromatischen meta/para
Protonen als auch fiir die ortho Protonen von Styrol bestimmt. Fiir weitere Details zur SEC-NMR
Methodik wird auf die Dissertation von Dr. Carlo Botha verwiesen.[22]] Das 80 MHz NMR Spektrometer
ist im Mittel um etwa einen Faktor 3,0 sensitiver als das 62 MHz NMR Spektrometer. Da SNR « Bg/ 2
(siehe Gleichung[3.2.10] S.[20) wurde jedoch nur eine Sensitivitatssteigerung um den Faktor 1,5 erwartet.
Da die Sensitivitidt mit dem Detektionsvolumen zunimmt, deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass sich
im 80 MHz NMR Spektrometer eine Detektionsspule mit mehr Windungen befindet als im 62 MHz
NMR Spektrometer.[[112}|123]]

5.2. NMR Messungen ohne chromatographische Separation

Fiir die spektroskopische Charakterisierung des Modellsystems sowie zur Optimierung der NMR Daten-
aufnahmeparameter wurden NMR Messungen ohne chromatographische Separation unter statischen
und unter onflow Bedingungen durchgefiihrt. Der instrumentelle Aufbau fiir statische NMR Messungen

ist in Abbildung und fiir onflow NMR Messungen in Abbildung skizziert.

Statische NMR Messungen Bei statischen NMR Messungen, gezeigt in Abbildung wurde die
Probe in NMR Rohrchen mit einem Innendurchmesser von 4,09 mm und einem Auflendurchmesser von
4,95 mm gefillt und manuell in den NMR Probenkopf eingebracht. Im Gegensatz zu Hochfeld NMR
Messungen rotierte das NMR Réhrchen wahrend der Messung nicht, sondern blieb statisch. Weitere
Informationen zu den NMR Rohrchen sind im Anhang S. zu finden.

Onflow NMR Messungen Bei onflow NMR Messungen wurde ein zirkularer Aufbau verwendet. Dieser
entsprach dem LAC-NMR Aufbau ohne Detektoren und chromatographische Saule. Die geloste Probe
wurde mit der HPLC Pumpe zuerst durch den Entgaser, dann durch das NMR und letztlich wieder zuriick
ins Reservoir geleitet. Wahrenddessen wurden NMR Messungen der flieBenden Probe aufgenommen.
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5.3. Experimenteller Ablauf zur Aufnahme von 1D NMR Spektren und Spektrenmatrizen

(a) (b)
Statisch Onflow

Entgaser &
Pumpe

Abbildung 5.3: Durchfithrung der NMR Messungen ohne chromatographische Separation. Bei statischen NMR Messungen
wurde die Probe in ein NMR Réhrchen mit einem Innendurchmesser von 4,09 mm gefiillt und ohne vorherige Entgasung
gemessen. Bei onflow NMR Messungen wurde die Probelésung bei 1 mL min~! mit der HPLC Pumpe zuerst durch einen
in-line Entgaser und anschlieffend durch die Flusszelle im NMR Spektrometer gepumpt. Die Probel6sung wurde nach der
NMR Messung zuriick in das Reservoir der Probelésung geleitet. Die Spezifikationen der verwendeten NMR Rohrchen sind in

Anhang S. und die der NMR Flusszelle (FC-9) in Tabelle S.[77} aufgefiihrt.

Dadurch ist es méglich, die auftretenden Flusseffekte (siehe Abschnitt[4.3] S.[34), die begrenzte Prépolari-
sationszeit sowie den O, Gehalt der mobilen Phase einer LAC-NMR Messung bestmoglich nachzubilden.
Da das paramagnetische O, die Relaxation der 'H Kerne beeinflusst,[50] werden damit dhnliche Rela-
xationszeiten erhalten wie bei der NMR-Detektion wihrend einer LAC-NMR-Messung. Die verwendete
NMR Flusszelle (FC-9) ist in Tabelle S.|77, genauer spezifiziert. Sofern nicht anders angegeben,
wurden onflow NMR Messungen bei einer Flussrate von 1 mL min~! durchgefiihrt, da diese Flussrate
auch fir LAC-NMR Messungen verwendet wurde.

5.3. Experimenteller Ablauf zur Aufnahme von 1D NMR Spektren und
Spektrenmatrizen

Bei klassischen 1D NMR Experimenten wird ein einzelnes Spektrum aufgenommen, das zur Auswertung
genutzt wird. Der experimentelle Ablauf ist in Abbildung[5.4a] skizziert. Die Probe wird entsprechend
der gewiinschten Anzahl an Scans (nrScans) gemessen und der FID jeder Messung wird zunéchst
separat in einer Matrix zwischengespeichert. Die Matrix besitzt die Grofie nrScans X npts, wobei
npts die Anzahl an Datenpunkte pro FID ist. Die Dauer zwischen zwei aufeinanderfolgenden Scans
entspricht der Wiederholzeit ¢, der Pulssequenz. Nachdem die gewiinschte Anzahl an Scans erreicht ist,
werden alle FIDs in der temporar erstellten Matrix gemittelt, sodass ein gemittelter FID erhalten wird.
Um ein Spektrum zu erhalten wird der gemittelte FID in einem weiteren Datenprozessierungsschritt
Fourier-Transformiert.

Dieser experimentelle Ablauf wurde fiir die HPLC-NMR Kopplung modifiziert, da mehrere zeitdiskrete
NMR Spektren aufgenommen werden miissen, um eine zeitliche Auflosung des spektralen Chromato-
gramms zu erhalten. Der modifizierte Ablauf ist in Abbildung illustriert. Dafiir wurde der Ablauf
in Abbildung um den Parameter der gewiinschten Anzahl an Spektren (nrSpecs) erweitert, wobei
jedes Spektrum wiederum mit einer gewiinschten Anzahl an Scans aufgenommen werden kann. Ent-
sprechend der Anzahl an Spektren wird der Ablauf in Abbildung5.4a] wiederholt und der gemittelte FID
in einer Matrix abgespeichert, die die Grofie nrSpecs X npts besitzt. Um eine genaue Zuordnung des
chromatographischen Elutionsvolumens zum NMR Spektrum zu erméglichen, wird der Messzeitpunkt
zu Beginn der Aufnahme des jeweiligen FIDs gespeichert und zusammengefasst als eine Datenpunktliste
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(a)
Aufnahme eines FIDs
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Start Furd =1, 2,..., nrSpecs Vektor mit Messzeitpunkten

1) Speicherung des Messzeitpunkts
in Vektor

2) Beginn Loop-Funktion 2
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3) Speicherung des FIDs in Matrix
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Abbildung 5.4: Experimenteller Ablauf zur Aufnahme Von 1D NMR Spektren undvon mehreren aufeinanderfolgenden
gemessenen 1D NMR Spektren, die in Form einer FID-Matrix ausgegeben werden. [(a)| Bei einem 1D NMR Spektrum wird die
Probe entsprechend der Anzahl der Scans (nrScans) gemessen. Die FIDs werden in einer Matrix zwischengespeichert und falls
n > 1 gemittelt, sodass ein einziger FID erhalten wird. [(b)]Um mehrere NMR Spektren hintereinander aufzunehmen, wurde
die Pulssequenz in[(a)] durch eine weitere Loop-Funktion erweitert. Entsprechend der gewiinschten Anzahl von Spektren
(nrSpecs), wird der Ablauf zur Aufnahme eines (eventuell signalgemittelten) FIDs wiederholt und in einer separaten Matrix
gespeichert. Zusétzlich wird eine Datei mit den Messzeitpunkten erhalten, an denen die Aufnahme der jeweiligen nrSpecs
begonnen hat.

(Vektor) ausgegeben. Der Zeitabstand zwischen zwei signalgemittelten FIDs entspricht dem Produkt
aus der Anzahl der Scans und der Wiederholzeit der Pulssequenz. Um eine hohe Zeitauflésung der
chromatographischen Trennung zu erreichen, wurden die FIDs tiblicherweise mit einem einzigen Scan
aufgenommen, wodurch der Zeitabstand zwischen zwei FIDs in der FID-Matrix der Wiederholzeit der
Pulssequenz entsprach.

Der experimentelle Ablauf in Abbildung wurde auch zur Optimierung der NMR Aufnahmeparame-
ter genutzt, da die Sensitivitdt aufgrund der kurzen Wiederholzeiten unter steady state Bedingungen
beurteilt werden musste. Um sicherzustellen, dass sich die Gleichgewichtsmagnetisierung eingestellt
hat, wurden mindestens die ersten fiinf FIDs bei der Datenauswertung verworfen.

46



5.4. Vorbereitung fiir die NMR Messung

5.4. Vorbereitung fiir die NMR Messung

5.4.1. Aquilibrierungszeit des NMR Spektrometers

Der NdFeB-Permanentmagnet des 80 MHz benchtop NMR Spektrometer wird mit einer Kombinati-
on aus einem Peltierelement und Liftern auf 26,50°C temperiert. Durch das Einfithren eines 5 mm
NMR Rohrchens bei statischen NMR Messungen oder einer NMR Flusszelle bei onflow NMR oder
LAC-NMR Messungen wird das thermische Gleichgewicht des Magneten gestort. Abbildung[5.5] zeigt
die Magnettemperatur sowie die Frequenzkorrektur des °F Locks nach Einfiihrung eines 5 mm NMR
Rohrchens fiir eine statischen NMR Messung oder einer NMR Flusszelle fiir eine onflow NMR Messung.
Durch die Flusszelle wurde kontinuierlich THF mit 1 mL min~! gepumpt, wobei die Temperatur des
THFs der Raumtemperatur von etwa 20°C entsprach.
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Abbildung 5.5: Magnettemperatur und Frequenzkorrektur des !°F Locks nach Einfiihren eines|(a)|5 mm Rohrchens oder
[(B)] einer Flusszelle, bei t ~ 0 min. [(a)] Nach dem Einfiihren des NMR Réhrchens war das thermische Gleichgewicht des
Magneten nur geringfiigig gestdrt, sodass der Frequenzdrift vom Lock ausgeglichen werden konnte. [(b)] Durch die Flusszelle
wurde THF mit einer Temperatur von etwa 20°C und einer Flussrate von 1 mL min~! gepumpt. Als Folge des kontinuierlichen
Volumenflusses war das thermische Gleichgewicht des Magneten stérker gestort, sodass der Lock den Frequenzdrift nicht
mehr ausgleichen konnte, was zu den Stufen in der Frequenzkorrektur fithrte. Etwa 400 min nach Einbauen der Flusszelle
war der Magnet wieder im thermischen Gleichgewicht. Dieses Experiment wurde durch die Ideen von Dr. Michael Pollard
angeregt.

Nach dem Einbringen eines 5 mm NMR Rohrchens in das NMR Spektrometer war das thermische
Gleichgewicht des Magneten nur geringfiigig gestort. Wie in Abbildung zu sehen, ist der ma-
ximale Betrag der Frequenzkorrektur etwa 70 Hz (rechte y-Achse). Da das Locksystem in der Lage
ist solche Stérungen auszugleichen, geniigt fiir statische NMR Messungen nach dem Einbringen der
Probe eine Wartezeit von etwa 5 — 10 min zum Temperieren der Probe, um thermische Konvektion in
der Probenldsung zu reduzieren. Nach dem Einbringen der NMR Flusszelle in das NMR Spektrometer
nahm die Magnettemperatur zunachst um etwa 0,003°C ab, wie in Abbildung [5.5b|zu sehen ist. Die
Magnettemperatur sank, da das kontinuierlich durch die Flusszelle flieBende THF eine Temperatur
von etwa 20°C hatte und daher Warme vom Magneten abfiithrte. Durch diese Storung des thermischen
Gleichgewichts veranderte sich die Stirke des By-Feldes so stark, dass der Lock die Frequenzanderung
nicht mehr ausgleichen konnte. Dies resultierte in zwei Stufenfunktionen in der Aufzeichnung der
Lockfrequenzkorrektur bei etwa 100 und 350 min. Erst nach etwa 400 min hatte sich erneut ein ther-
misches Gleichgewicht im NMR Magneten eingestellt. Bei einer LAC-NMR Messung wird die Sdule
auf 26,5°C temperiert. Jedoch kiihlt die mobile Phase vor der NMR Detektion ab, da die Sdule mit
der NMR-Flusszelle durch einen etwa 50 cm langen Polytetrafluorethylen (PTFE)-Schlauch (0,25 mm
Innendurchmesser) verbunden ist und die Temperatur der Raumluft 20°C betriagt. Daher wurde um

47



5. Verwendete Methoden

ein thermisches Gleichgewicht des NMR Magneten fiir onflow NMR und LAC-NMR Messungen zu
gewihrleisten, die Flusszelle am Vortag eingebaut. Somit wurde wihrend einer LAC-NMR Messung
das thermische Gleichgewicht des NMR Magneten lediglich von Fluktuationen der Raumtemperatur
beeinflusst, die vom Locksystem ausgeglichen werden konnten.

Vorldufige Erkenntnisse von Dr. Michael Pollard deuten darauf hin, dass der in Abbildung ge-
zeigte Effekt auch beim Veréndern der Flussrate auftritt, wobei das Ausmaf} der Stérung des thermi-
schen Gleichgewichtes von der Flussartendnderung abhéngt. Dieser Effekt wird minimiert, indem der
PTFE-Schlauch zwischen der Saule (temperiert auf 26,5°C) und der NMR Flusszelle isoliert wird, um
den Temperaturgradient zwischen der mobilen Phase und dem NMR Magneten zu verringern.

5.4.2. Shimmen

Zur Verbesserung der By Magnetfeldhomogenitat befindet sich im NMR Probenkopf neben der rf Spule
ein Shimsystem. Dieses besteht aus mehreren stromdurchflossenen Spulen, durch die lokale Magnetfel-
der generiert werden. Das 80 MHz NMR Spektrometer besitzt die folgende Shims entsprechend den
Legendre Polynomen: x, y, z, 7%, zx, zy, X*-y?, Xy, z°, 2%, 7°y, 2(x?-y?), zxy, x°, y°. Die Optimierung der
Shims erfolgte iterativ mit Hilfe eines Algorithmus. Hierbei wurde die FWHM und die Breite bei 0,55 %
des hochsten Peaks im Spektrum minimiert. Anschlieend wurde der '°F Lock relativ zu diesem Signal
kalibriert.

Die Ersteinstellung der Shims erfolgte an jedem Messtag mit dem von Magritek bereitgestellten Shim-
Standard bestehend aus 5 % H;O in D,0 in einem NMR Rohrchen unter statischen Bedingungen.
Die FWHM des H,O Signals war dabei stets unter 0,5 Hz und bei 0,55 % der Peakhthe unter 20 Hz.
Anschlieflend wurde das Messgefafy (R6hrchen oder Flusszelle) in das NMR eingebracht, erneut auf
das Losungsmittelsignal geshimmt und referenziert. In Tabelle [5.1| sind die chemischen Verschiebun-
gen und typischen FWHM-Werte der im Hauptteil dieser Arbeit verwendeten Losungsmittel und
Loésungsmittelmischungen aufgelistet.

Tabelle 5.1: Chemische Verschiebung § und typische Halbwertsbreiten (FWHAM) der NMR Signale (80 MHz) unter statischen
und onflow Bedingungen fiir die in dieser Arbeit verwendeten Losungsmittelsysteme.

Losungsmittel 6 [ppm] FWHM;atisch [Hz] FWHM; i min-t [Hz]?
Acetonitril 2,10 2,3 1,1
Aceton/Wasser (60/40 v/v%) 4,79/2,43b 2.3/2,6 1,3/2,6

@ Unter onflow Bedingungen ist die Linienbreite aufgrund der Entgasung geringer. ® da § von der Losungsmittel-
zusammensetzung abhingt und das § von Wasser auf 4,79 ppm gesetzt wurde, weicht die chemische Verschiebung
5 des Acetons in der Wasser Mischung von dem § des reinen Acetons, in Tabelle S.[35| ab.

5.4.3. Manuelle Kalibrierung der Empfangerverstarkung

Der detektierte FID wird durch einen Analog-Digital-Wandler (ADC) digitalisiert.[50] Dabei wird
die Spannung vom FID in einem festgelegten Spannungsbereich digitalisiert. Das genutzte 80 MHz
NMR Spektrometer besitzt nach Herstellerangaben einen 16 bit ADC, wodurch dieser einen festen
Spannungsbereich mit 2!°-1 Werten digitalisieren kann.[50] Ist die Spannung des FIDs geringer als
der Spannungsbereich des ADC, wird nur ein Teil der 2'°-1 Digitalisierungsfenster genutzt. Dies
kann dazu fithren, dass Signale mit geringen Intensititen ungenau oder, wenn die Intensitéten kleiner
als die Halfte eines Digitalisierungsfenster sind, gar nicht digitalisiert werden.[111]] Ist dagegen die
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5.4. Vorbereitung fiir die NMR Messung

Spannung des FIDs grofler als der Digitalisierungsbereich des ADCs, wird der Teil des FIDs mit der
zu hohen Spannung abgeschnitten und nur der Teil digitalisiert, der im Spannungsbereich des ADCs
liegt. Dieses Phanomen wird in der Literatur als FID clipping bezeichnet und fithrt zu Sinc-Artefakten
im NMR Spektrum.[50]] Beide Szenarien fithren zu einer geringeren Qualitdt der Spektren und sind
daher zu vermeiden. Die Spannung des FIDs wird an den Digitalisierungsbereich des ADCs angepasst,
indem diese durch einen Vorverstarker amplifiziert wird.[124] Die Empfangerverstarkung (receiver gain,
rxgain), die erforderlich ist, um die Spannung des FIDs an den Spannungsbereich des ADC anzupassen,
hingt vom Rotationswinkel des Pulses, der Konzentration von 'H Kernen und der Verwendung von
Losungsmittelunterdriickungsmethoden ab. Daher ist es notwendig fiir jede verwendete Pulssequenz
den jeweiligen rxgain zu kalibrieren. Dies geschah entsprechend der Beschreibung von Botha et al.[22,
103]] Der rxgain wurde schrittweise erhoht bis Sinc-Artefakte durch das FID clipping auftraten. Der
fir spatere NMR Messungen verwendete rxgain war 6 dB unter dem rxgain, bei dem gerade noch
keine Sinc-Artefakte zu sehen waren. In Abbildung[5.6]ist beispielhaft eine rxgain Kalibrierung am
Shim-Standard (5 % H,O in D,O) fiir einen 90° Puls gezeigt.
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Abbildung 5.6: Manuelle Kalibrierung der Empfingerverstirkung (receiver gain, rxgain), beispielsweise gezeigt am
Shim-Standard (5 % H20 in D,0) fiir einen 90° Puls. Die NMR Spektren wurden bei unterschiedlichen rxgains gemes-
sen und lediglich phasiert und basislinienkorrigiert. [(@)] Die Signalintensitit des Wassersignals, [b)] das Rauschen und [[c)|das
SNR wurden bestimmt. [(a)] Das Signal steigt bis zu rxgain = 43 dB an. Fiir rxgains tiber 43 dB ist die Spannung des FIDs grofier
als der Digitalisierungsbereich des ADC, wodurch es zum FID clipping kommt. [[b)] Bis zu rxgain = 25 dB nimmt das Rauschen
ab, da die Basislinie durch immer kleiner werdende Digitalisierungsfenster genauer digitalisiert werden kann. Fiir die rxgains
tiber 25 dB wird auch das Rauschen amplifiziert. [[c)| Die zuvor beschriebenen Effekte iiberlagern beim SNR. Der verwendete
rxgain liegt 6 dB unter dem rxgain, bei welchem der FID gerade noch vollstindig digitalisiert werden kann.

Die Signalintensitit des Wassersignals nimmt aufgrund der Amplifizierung der Spannung des FIDs bis
zu einem rxgain von 43 dB zu. Im Gegensatz dazu nimmt das Rauschen in Abbildung zuerst bis zu
einem rxgain von 25 dB ab und dann fiir rxgains iiber 25 dB zu. Die Abnahme des Rauschens entsteht
durch die zunehmend genauere Digitalisierung des Analogsignals. Ein héherer rxgain verstarkt nicht
nur das Signal, sondern auch das Rauschen. Dieser Effekt zeigt sich in der Zunahme des Rauschens fiir
rxgains tiber 25 dB. Beim SNR in Abbildung[5.6c|iiberlagern beide Effekte, sodass das SNR fiir rxgain
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iiber 25 dB nicht mehr ansteigt. In diesem Beispiel wére der fiir spatere NMR Messungen genutzte
rxgain 43 dB — 6 dB = 37 dB.

In Abschnitt S. werden unterschiedliche NMR Aufnahmemethoden verglichen, die sich im
Pulswinkel, in der Wiederholzeit, dem Zusatz von Gadolinium(IIl) als Relaxationsreagenz und der
Verwendung von Lésungsmittelunterdriickung unterscheiden. In Tabelle Anhang S. sind
die dafiir verwendeten rxgains zusammengefasst. Fiir eine Probe mit protoniertem Losungsmittel betrug
der verwendete rxgain fir einen 90° Puls ohne Lésungsmittelunterdriickung 19 dB und 43 dB mit
Loésungsmittelunterdriickung.

5.5. Methoden zur Bestimmung der Relaxationszeiten

Fiir die Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit (T;) wurde die inversion recovery (IR) Pulssequenz
und fir die transversale Relaxationszeit (T;) die Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) Pulssequenz
verwendet. Die IR Pulssequenz ist in Abbildung und die CPMG Pulssequenz in Abbildung
dargestellt. Im Folgenden wird auf beide Pulssequenzen und die Auswertung der erhaltenen Spektren
niher eingegangen.

(a) (b)

TEX
T adll, t. T T |t
' M | ! M
UUV = n UVV

[u

Abbildung 5.7: Die inversion recovery (IR) Pulssequenz wurde fir die T; Bestimmung genutzt und die Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) Pulssequenz fiir die T, Bestimmung.[50]

5.5.1. Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit

Die inversion recovery (IR) Pulssequenz (Abbildung|[5.74d) besteht aus einem f = 1805 Puls, der zuerst
die makroskopische Magnetisierung M, auf die —z-Achse ausrichtet. Nach einer Wartezeit 7, in der
M, wieder entlang der +z-Achse relaxiert, folgt ein f§ = 905 Puls, der M, in die x,y-Ebene ausrichtet.
Anschlieflend erfolgt die Datenaufnahme mit der Dauer t,¢. Die Intensitét des detektieren Signals ist
proportional zum Betrag der in die x,y-Ebene ausgelenkten Magnetisierung M,, deren Abhiangigkeit

von 7 von Gleichung[5.5.1] beschrieben wird, [50]
- - T
|Me| = [ Mo (1 — 2exp (—?)) : (5.5.1)
1

Die Pulssequenz wird mit variierenden 7 wiederholt. Die Signalintensitat der NMR Spektren werden
gegen 7 aufgetragen. Durch die Anpassung der Daten mit Gleichung wird T fiir jede spektrale
Komponente erhalten.
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5.6. Verbesserung der Empfindlichkeit durch Steigerung der Signalakkumulation

5.5.2. Bestimmung der transversalen Relaxationszeit

Um die T, Relaxationszeit zu messen, wurde die CPMG Pulssequenz angewandt (siehe Abbildung
S. . Zuerst wird My mit einem B = 903 Puls in die x,y-Ebene ausgelenkt. Nach einer Wartezeit ¢
in dem die magnetischen Momente auffachern folgt ein f = 180y Refokussierungspuls. Dadurch
wird der Einfluss von Magnetfeldinhomogenititen und Pulsungenauigkeiten auf die T; Bestimmung
ausgeglichen, sodass der Riickgang der transversalen Magnetisierung nur durch die T, Relaxation
stattfindet. Mit steigender Anzahl an Echos n nimmt die Amplitude des FIDs ab. Die Aufnahme von
Spektren erfolgt mit unterschiedlichen n. Durch Auftragen der Spektren gegen 27 - n wird ein Datensatz
erhalten, in dem die abnehmenden Signalintensititen mit der Gleichung|5.5.2]angepasst werden kénnen,
um die T, Relaxationszeit zu bestimmen.

> > 2T-n
M| = | M| exp |- | (5.5.2)
2

5.6. Verbesserung der Empfindlichkeit durch Steigerung der
Signalakkumulation

Die Sensitivitit in einem NMR Spektrum wird durch Signalmittelung verbessert. Gleichung S.
beschreibt, dass das SNR proportional zur Quadratwurzel der Anzahl der gemittelten Scans (ns'/?)
steigt und somit von der Messzeit t;, abhangt. Zur Bewertung der Sensitivitit einer NMR Methode
wird daher das SNR - tr:ll/ 2 herangezogen. Daher ist ein Ansatz zur Sensitivitatssteigerung bei NMR
Messungen die Wiederholzeit der Pulssequenz t, zu reduzieren, sodass mehr Spektren in derselben
Messzeit t;, akkumuliert werden kénnen und somit das SNR - t,;l/ 2
wird aufgrund der unvollstandigen T; Relaxation eine Gleichgewichtsmagnetisierung M, gemessen,
wobei die Intensitat des Messsignals proportional zum Betrag von M, ist. Die |M,| - t; Y2 fiir einen 90°
Puls kann mit der Gleichungfi'lr unterschiedliche ¢, - T1_1 Verhiltnisse berechnet werden.[125] Der

berechnete Verlauf von |]\7IZ| . 12 fiir verschiedene t, - T,! Verhéltnisse ist in Abbildungrelativ

zu t, = 5,0 - Ty gezeigt.[125]]

M) _ M| b

tl/z = tlT 1- exp —i . (561)
T r

verbessert wird. Fur t, < 5,0 - T

Da |A_;IZ| proportional zur Signalintensitit und damit auch zum SNR des NMR Spektrums, entspricht die
Darstellung dem theoretischen SNR - ¢, 2 Dje Funktion ist in Abbildung dargestellt und besitzt
fir t, = 1,3 - T} ein Maximum mit einer Sensitivitatsteigerung um einen Faktor von etwa 1,4.

Um die Sensitivitit weiter zu erhdhen, wurden Rotationswinkel von < 90 verwendet. Somit konnte
die Signalakkumulation pro Zeiteinheit weiter gesteigert werden. Der optimale Rotationswinkel Sy
fiir ein bestimmtes ¢, - T,! Verhéltnis wird Ernst Winkel genannt und wird anhand Gleichung
berechnet.[51] Mit Gleichungwird |]\7IZ| und mit Gleichung die |A—;Iz| -t 12 fiir unterschiedliche
Popt bestimmt.
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Abbildung 5.8: Betrag der Gleichgewichtsmagnetisierung |A7IZ| und |]\712| b 172 Mfﬁr einen 90° Puls und|(b)| fiir den Ernst

Winkel Sopt, relativ zu einem 90° Puls mit t; = 5,0 - T1. Der Verlauf von |A7IZ| und |]\7Iz| . tr_l/z ist fﬁrin Gleichung(3.2.12

S. und Gleichung sowie fiir in den Gleichungen und beschrieben.[51} |125]]. Da |A_;IZ| proportional

zur Intensitit des NMR Signals ist, entspricht der Verlauf von |]\712| . /2 dem des theoretischen SNR - o Y2 und wird zur

Abschiatzung der Sensitivitit herangezogen.

Die Werte fiir |1\7IZ| und |]\7IZ| -t 12 fisr verschiedene Popt sind in Abbildung relativ zu einem 90°
Puls mit t, = 5,0 - T; dargestellt.[51}[125H127]

cos (Bopt) = exp (_%) (5.6.2)
1 = gy 1208 o) - 5im () (5.63)

1 — cos (ﬁopt)
IM,| |Mo| (1~ cos (Bopt)) - sin (Bopt) (5.6.4)

T cos (o)’

" (~1n (cos (fop) T3))
Abbildung @ verdeutlicht, dass mit abnehmenden fp,; das |]\7IZ| abnimmt (linke y-Achse). Da nach
Gleichung|[5.6.2 mit kleinerem f,p auch t, abnimmt, werden aber mehr FIDs pro Zeiteinheit gemittelt,
sodass das |]\_/)IZ| b 2 effektiv ansteigt (rechte y-Achse). Daher nimmt mit abnehmenden f,; die
Sensitivitat stetig zu und ist maximal um einen Faktor von ca. 1,6 hoher als die Referenz von f = 90°
mit ¢, = 5,0 - T;. Der Ernst Winkel hingt von der Wiederholzeit der Pulssequenz ab, welche die FID
Aufnahmezeit t,q einschliefit. Da, wie in Gleichung S.[27] gezeigt, die Aufnahmezeit invers
zur spektralen Auflésung ist, hingt der minimale Ernst Winkel von der gewiinschten spektralen
Auflosung ab. Fiir weitere Informationen zu den verwendeten Ernst Winkel wird auf Abschnitt

S.[73] verwiesen.

5.7. Losungsmittelunterdriickung durch Prasaturierung, PRESAT

In dieser Arbeit wurde mit einem 'H optimierten 80 MHz NMR Spektrometer ohne designierte
z-Gradientenspulen gearbeitet. Daher ist die Auswahl an Pulssequenzen zur Losungsmittelunter-
driickung auf solche ohne Gradienten beschrankt. In dieser Arbeit wurde eine Losungsmittelunter-
driickung durch die Prasaturierung (PRESAT) Pulssequenz erreicht. Diese Pulssequenz ist in Abbil-
dung [5.9 gezeigt und in Abschnitt S.[35] niher erldutert. Durch einen amplitudenmodulierten
Saturierungspuls konnten bis zu maximal drei Losungsmittelsignale simultan gesattigt werden. Zwi-
schen dem Saturierungspuls und dem Anregungspuls befand sich ein Spoil-Puls. Der Gradient G des
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Spoil-Pulses wird durch die linearen x-Shim Spulen erzeugt und betragt nach Informationen des Her-
stellers etwa 0,02 T m™!. Der Spoil-Puls zerstért die restliche transversale Magnetisierung, die fiir den
Fall, dass t;, < T5, die Phase des FIDs beeinflussen wiirde.[[128-131]]

0,1 ms

t,q=026-4,0s

Abbildung 5.9: Fir die Losungsmittelunterdriickung wurde die Prasaturierung (PRESAT) Pulssequenz verwendet. Ein am-
plitudenmodulierter Saturierungspuls konnte bis zu drei Losungsmittelsignale simultan unterdriicken. Zwischen dem Sa-
turierungspuls und dem Anregungsimpuls befand sich ein Spoil-Puls. Der Gradient G fiir den Spoil-Puls entsprach nach
Herstellerangaben etwa 0,02 T m~! und wurde durch die linearen x-Shim Spulen erzeugt. Die angegebenen Zeiten der
Pulssequenzkomponenten entsprechen den Zeiten nach der in Abschnitt S.|67} beschriebenen Optimierung.

5.8. Datenprozessierungsmethoden

Der Umfang der angewandten Datenprozessierungsmethoden hing davon ab, ob die NMR Spektren mit
oder ohne chromatographischer Separation aufgenommen wurden. Samtliche Prozessierungsschritte
sind in Abbildung 5.10|zusammengefasst. Bei NMR Spektren, die ohne chromatographischer Separati-
on aufgenommen wurden, wurden folgende Prozessierungsschritte durchgefiihrt: (1) zero filling und
Apodisierung, (2) Phasierung sowie (3) eine Basislinienkorrektur. Bei einem Datensatz mit chroma-
tographischer Separation folgten daraufhin noch (4) eine Filterung der Chromatogramme bei jeder
chemischen Verschiebung, (5) eine Referenzsubtraktion, (6) eine Identifizierung der Analytpeaks sowie
(7) eine Basislinienkorrektur der Chromatogramme.[22] Im Weiteren werden die einzelnen Schritte
niher erklart.

5.8.1. Prozessierung der NMR Spektren ohne chromatographischer Separation

Die Datenprozessierungsschritte fiir NMR Spektren ohne chromatographischer Separation in Abbil-
dung|[5.10| wurden bereits in Abschnitt[3.4] S.[28] niher erldutert. In dieser Arbeit wurden als Apodisie-
rungsfunktionen eine halbseitige Gaufifunktion oder eine abfallende Exponentialfunktion verwendet,
die mathematisch in Abschnitt S.[25] definiert sind. Zero filling (zf) wurde mit unterschiedlichen
Faktoren durchgefithrt, mindestens jedoch mit einem Faktor von zwei. Der jeweilige zf Faktor hing
von der Datenpunktanzahl des NMR Spektrums ab und wird in Abschnitt S.[61] weiter disku-
tiert. Im selbigen Abschnitt sind auch die Wahl der Apodisierungsparameter weiter beschrieben. Eine
Phasenkorrekturen nullter und erster Ordnung wurden separat fiir jedes Spektrum durchgefithrt. Die
Basislinienkorrektur der NMR Spektren wurde mit einem Polynom dritter Ordnung durchgefiihrt.
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Abbildung 5.10: Datenprozessierungsschritte zur Bearbeitung von NMR Datensatzen mit und ohne chromatographischer
Separation.

5.8.2. Datenprozessierung der NMR Spektren mit chromatographischer Separation

Globale Phasenkorrektur Abbildung veranschaulicht, dass bei Datensatzen einer LAC-NMR
Messung zuerst dieselben Prozessierungsschritte angewandt wurden wie bei Datensitzen, die ohne
chromatographischer Separation aufgenommen wurden. Aufgrund der Grofle der Datensitze (typi-
scherweise zwischen 1000 und 2000 NMR Spektren pro Datensatz) war es aber nicht moglich jedes
Spektrum individuell zu phasieren. Daher wurde fiir LAC-NMR Datensitze eine globale Phasenkor-
rektur verwendet. Hierfiir wurden zunéchst die Phasenkorrekturen nullter und erster Ordnung an
einem NMR Spektrum durchgefiihrt. Diese Phasenkorrekturwerte wurden im Anschluss dann fiir alle
Spektren verwendet.

Chromatographische Filter Nach der Bearbeitung der NMR Spektren, folgte die Datenprozessierung
entlang der chromatographischen Dimension. Wie in Abbildung S.[37} beschrieben, besteht ein
LAC-NMR Datensatz aus einer Matrix aus Spektren, die bei einem bestimmten Elutionsvolumen aufge-
nommen wurden. Aufgrund der spektralen Auflosung der NMR Spektren wird somit fiir jede chemische
Verschiebung ein Chromatogramm erhalten. Zur Verbesserung des SNR wurden die Chromatogramme
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mit Fensterfunktionen gefaltet. Im Unterschied zur Apodisierung, bei der die Faltung im Frequenz-
raum geschieht, wird hier die Faltung im Zeitraum durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Anwendung
verschiedener Fensterfunktionen sind in Abschnitt[6.3.4] S.[85] zusammengefasst.

5.8.2.1. Numerische Losungsmittelunterdriickung: Referenzsubtraktion und chromatographische
Basislinienkorrektur

Eine Reduzierung der Losungsmittelsignale und Basislinieninstabilitdten wurde durch die Referenz-
subtraktion und der chromatographischen Basislinienkorrektur erreicht.[22} 103, 104] Diese Schritte
werden unter dem Begriff numerische Losungsmittelunterdriickung zusammengefasst. Mit der Kom-
bination beider Methoden war es moglich, die Losungsmittelsignale um etwa einen Faktor 100 zu
reduzieren, wobei die Peaks der Analyten nicht oder nur geringfiigig beeinflusst wurden. Der jeweilige
tatsichliche Unterdriickungsfaktor hiangt von der Datenqualitit (Lock Stabilitat, Verdnderungen der
Form der Losungsmittelsignale) und der gewahlten Referenzregion ab. In Abbildung ist der Effekt
der numerischen Losungsmittelunterdriickung dargestellt.

(a) (b) «
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Abbildung 5.11: Effekt der numerischen Losungsmittelunterdriickung. Inist eine isokratische LAC-NMR Messung gezeigt,
bei der als mobile Phase eine bindre Mischung aus Aceton und Wasser (60/40 v/v%) verwendet wurde. Wahrend der Daten-
aufnahme erfolgte eine Losungsmittelunterdriickung durch PRESAT. In@ist derselbe Datensatz nach der numerischen
Losungsmittelunterdriickung gezeigt, wobei die Farbskala beibehalten wurde (PRESAT + numerische Unterdriickung). Die
jeweiligen Spektren bei einer Elutionszeit von 20 min sind in zu sehen. Mit der numerischen Losungsmittelunterdriickung
koénnen Losungsmittelsignale zusétzlich um etwa einen Faktor 100 reduziert werden.

Ein weiterer Vorteil der numerischen Losungsmittelunterdriickung ist, dass Verunreinigungen im
Losungsmittel oder konstant auftretende Signale in den NMR Spektren (Artefakte, 1*C Satelliten der
Losungsmittel) ebenso reduziert werden. Im Anschluss werden beide Schritte néher erldutert, jedoch
wird fiir eine tiefergehende Diskussionen dieser Methoden auf vorherige Arbeiten der Arbeitsgruppe
verwiesen.[6} |22, (103} 104} [132]]

Referenzsubtraktion Bei der Referenzsubtraktion wird ein gemitteltes NMR Spektrum eines variablen
Bereichs ohne Analytelution (Referenzregion) von allen anderen Spektren abgezogen. Im Beispiel in
Abbildung[5.11] wurde zur Berechnung des Referenzspektrum die Spektren im Elutionsbereich zwischen
5 und 10 min gemittelt. Die Subtraktion des Referenzspektrums erfolgte mit einer konstanten Intensitét.
In der SEC-NMR Kopplung sind Félle beschrieben, bei denen das Referenzspektrum zusétzlich durch
Multiplikation mit einem Faktor an den Maximalwert des Messspektrums angepasst wurde.[22] Darauf
wurde verzichtet, da hauptsédchlich mit einem bindren Lésungsmittelsystem aus Aceton und Wasser
(60/40 v/v%) gearbeitet wurde und die Losungsmittelsignale wihrend der Analytelution durch das in der
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Probe geldste O; unterschiedlich beeinflusst wurden, wodurch eine Skalierung des Referenzspektrums
zu keiner verbesserten Losungsmittelunterdriickung fiihrte.

Um eine hohe zeitliche Auflésung der chromatographischen Dimension zu erhalten, wird empfohlen,
die NMR Spektren mit einer kurzen FID Aufnahmezeit zu messen, um die Wiederholzeit der Pulssequenz
moglichst gering zu halten. Dies fiithrt zu einer geringen spektralen Auflosung und damit zu einer
ungenauen Darstellung der NMR Linienformen. Um Subtraktionsartefakte zu reduzieren, ist es ratsam,
zero filling durchzufithren.[103]

Peakidentifizierung und chromatographische Basislinienkorrektur Nach der Referenzsubtraktion
erfolgt zunichst die Identifizierung der Analytelutionsbereiche, um diese bei der anschlielenden
chromatographischen Basislinienkorrektur auszuschlieffen. Zur Identifizierung der Analytpeaks wurde
der 2D Datensatz nach Signalen, deren Intensitit einem Vielfachen (typischerweise einen Faktor 6)
des Rauschwertes entsprachen, durchsucht. Alle gefundenen Peaks wurden mit einer interaktiven
Auswahl manuell spezifiziert.[22, 103} |104]] Bei der anschlieenden Basislinienkorrekturroutine, in
vorherigen Arbeiten auch Driftkorrektur genannt, wurden die Chromatogramme bei jeder chemischen
Verschiebung basislinienkorrigiert. Hierzu wurde die Basislinie jedes Chromatogramms mit einem
Polynom erster Ordnung angepasst, wobei die Elutionsbereiche der Analyten ausgeschlossen wurden.
Die erhaltene Anpassungsfunktion wird dann vom kompletten Chromatogramm abgezogen.
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6. Ergebnisse und Diskussion zur LAC-NMR Kopplung

Fiir die Methodenentwicklung der LAC-NMR Kopplung wurde zundchst ein Modellsystem bestehend aus
Alkyl-estern der 4-Hydroxybenzoesdure spektroskopisch und chromatographisch charakterisiert. Fiir die
Verbesserung der Sensitivitit in der NMR Detektion, wurden die NMR Aufnahmeparameter optimiert,
Losungsmittelunterdriickung angewandt und der Einsatz von Gadolinium(Ill) als Relaxationsreagens
untersucht. Hierfiir wurden zundchst NMR Messungen unter statischen und onflow Bedingungen ohne
chromatographische Separation durchgefiihrt.

Anschliefsend wurde in der gekoppelten Analytik die Auswirkung chromatographischer Parameter auf die
Trennleistung und Sensitivitdt untersucht. Nach der Datenerfassung wurden die Effekte der Signalmittelung
und Filterung entlang der chromatographischen Dimension analysiert.

Mit den optimierten Parametern wurden in Applikationsbeispielen die Sensitivitdt und Vorteile der chemisch
selektiven Detektion demonstriert. Dazu wurden Parabene bei Konzentrationen weit unterhalb der zuldssigen
Hochstmengen in Kosmetika sowie Polystyrol-Oligomere analysiert. Zusdtzlich wurde bei einer LAC-NMR
Messung mit chromatographisch iiberlappenden Peaks die spektrale Auflosung genutzt, um die Substanzen
chromatographisch aufzulosen.

Die in diesem Kapitel diskutierten Ergebnisse wurden teilweise in einem von mir verfassten Artikel (abrufbar
unterhttps://pubs.acs.org/articlesonrequest/AOR- SHGENWPQS2GNR7YXYYPB|) verdffentlicht.[133]

6.1. Definition und Charakterisierung des Modellsystems

6.1.1. Beschreibung des verwendeten Modellsystems: Parabene

Fiir die Methodenentwicklung und -optimierung der LAC-NMR (80 MHz) Kopplung wurden die Alkyl-
ester (Methyl- bis Pentylester) der 4-Hydroxybenzoesiure verwendet. Diese Molekiile werden unter
dem Namen Parabene zusammengefasst und finden, bis auf Ausnahme des Pentylesters, als Konser-
vierungsstoffe in kosmetischen Produkten Verwendung.[[134] Im Weiteren werden diese Molekiile
entsprechend der Estergruppe als Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl- und Pentylparaben bezeichnet. Die
Molekiilstrukturen sind in Abbildung [6.1| dargestellt.

6.1.2. Chromatographische Methodenentwicklung und Charakterisierung des Modellsystems

Die Methodenentwicklung wurde unter isokratischen Bedingungen durchgefiihrt. Dafiir wurde zunéichst
zur Auftrennung des Modellsystems eine LAC Methode entwickelt. Die mobile Phase bestand aus einer
bindren Mischung aus Aceton und Wasser (60/40 v/v%). Eine semipraparative C;g Saule (250 X 10 mm)
wurde auf 26,5°C temperiert und bei einer Flussrate von 1 mL min~! genutzt. Unter diesen Bedingungen
erfolgte die Auftrennung aller Parabene innerhalb 60 min. Fir weitere Informationen zur Saule wird auf
den Anhang S. verwiesen. Beide Losungsmittel wurden gewihlt, da diese im NMR Spektrum
jeweils als Singuletts erscheinen und nicht giftig sind. In Abbildung |6.1|ist eine Uberlagerung von
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Chromatogrammen des UV Detektors von Parabenmischungen mit den injizierten Konzentrationen
von 0,1, 0,01 und 0,001 g L™! je Paraben gezeigt. Die Detektionswellenlinge des UV Detektors betrug
A =210 nm. Die Parabenlosungen wurden mit der mobile Phase hergestellt.

1F Meéhylgzgaben Ethylparaben c=01gL" |4
3 (0) OCH2CH3 S e = 0,01 g L-1

108" ——-—c=0,001gL"|]
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Abbildung 6.1: Chromatographische Trennung von Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl- und Pentylparaben im linearen Konzentra-
tionsbereich der LAC Séule. Die Chromatogramme dreier Messungen sind gezeigt. Die Probenkonzentration betrug jeweils
0,1, 0,01 oder 0,001 g L™! pro Paraben. Pro Messung wurden 20 pL injiziert und die Auftrennung erfolgte unter isokratischen
Bedingungen (Aceton/Wasser 60/40 v/v%), bei 26,5°C und einer Flussrate von 1 mL min~!. Die UV Detektionswellenlinge
wurde auf A = 210 nm gesetzt. Die Chromatogramme wurden jeweils auf den Peak von Methylparaben normiert. Die Uberla-
gerung der Chromatogramme bestatigt, dass die analysierten Konzentrationen im linearen Konzentrationsbereich der Saule
liegen, in dem die Elutionsszeiten und Peakbreiten unabhéngig von der Konzentration sind.

Von jeder Parabenmischung wurde ein Volumen von 20 pL injiziert. Zur besseren Vergleichbarkeit
der Chromatogramme wurden diese auf den Methylparabenpeak normiert. Wie in Abbildung|6.1]zu
erkennen ist, bleibt die Peakform und die Elutionszeit der Parabene fur die unterschiedlichen Konzen-
trationen konstant. Dies zeigt, dass die in Abschnitt[2.2] S.[8] beschriebenen Verteilungskoeffizienten der
Analyten konstant sind und die analysierten Konzentrationen somit im linearen Konzentrationsbereich
der Saule liegen.[31] Bei isokratischen Messungen wurde die mobile Phase nicht in der Mischkammer
der quaterndren HPLC Pumpe, sondern héndisch mit Messzylindern vorgemischt. Somit sollte eine
Volumenkontraktion, die durch den Mischvorgang wahrend der HPLC Trennung entstehen wiirde, ver-
mieden werden, da diese potentiell zu einer Zunahme von Flussinstabilitdten und zur Luftblasenbildung
fihren konnte und somit die NMR Detektion beeintrachtigen konnte. Das Chromatogramm der LAC
Analyse der Parabenmischung mit einer Konzentration von jeweils 0,1 g L™! wurde zur Bestimmung
der in Tabelle[6.1|aufgelisteten Retentionszeiten und FWHM verwendet.

Zunichst wurde die Loslichkeitsgrenze der Parabene in einer Aceton/Wasser Mischung (60/40 v/v%)
bestimmt. Dafiir wurden Mischungen aller Parabene in jeweils gleicher Konzentration hergestellt.
Bei einer Paraben-Konzentration von ca. 60 g L™! (entspricht einer Gesamtparabenkonzentration von
300 g L™!) konnte eine Phasenseparation beobachtet werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
die Maximalkonzentration pro Paraben auf 50 g L™! begrenzt. Sofern es nicht anders angegeben ist,
wurden die Parabenlésungen stets mit einer Aceton/Wasser Mischung (60/40 v/v%) angesetzt.
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6.1. Definition und Charakterisierung des Modellsystems

Tabelle 6.1: Retentionszeit und Halbwertsbreite (FWHM) der Parabenpeaks des Chromatogramms der Messung mit 0,1 g L™!
injizierter Parabenkonzentration, gezeigt in Abbildung[6.1] Genutzt wurde eine semipréparative Cig Saule (250 X 10 mm),
eine Flussrate von 1 mL min~! und ein Injektionsvolumen von 20 yL.

Analyt Retentionszeit [min] FWHM [min]
Methylparaben 20,1 0,4
Ethylparaben 24,1 0,5
Propylparaben 30,8 0,7
Butylparaben 41,4 1,0
Pentylparaben 57,7 1,4

6.1.3. Spektroskopische Charakterisierung des Modellsystems

In Abbildung|6.2|sind die jeweiligen 80 MHz NMR Spektren der Parabene mit einer Konzentration von
30 g L™! in einer Aceton/Wasser Mischung (60/40 v/v%) gezeigt. Die Losungen wurden mit deuterierten
(in schwarz) und protonierten (in grau) Losungsmitteln hergestellt. Die NMR Messungen wurden mit
einem 90° Puls ohne Lésungsmittelunterdriickung, mit einer FID Aufnahmezeit von t,q = 4,1 s, einer
Verweilzeit von tgy, = 500 s, einer Wiederholzeit von t, = 15,0 s und mit 4 Scans unter statischen
Bedingungen aufgenommen. Nach der Datenaufnahme wurden keine Apodisierung und kein zero
filling durchgefiihrt um die urspriingliche spektrale Auflésung und Selektivitat zu erhalten. Die alipha-
tischen Signale von Methyl- bis Pentylparaben erscheinen im Bereich zwischen 1,00 und 4,40 ppm und
iiberlagern mit den intensiven Losungsmittelsignalen von Wasser bei 4,79 ppm und von Aceton bei
2,43 ppm. Die aromatischen Signale der Parabene erscheinen im Bereich zwischen 6,50 und 8,50 ppm
und tiberlagern nicht mit den Losungsmittelsignalen. Da die ortho (zwischen 8,00 und 8,50 ppm) und
meta (zwischen 7,00 und 7,50 ppm) Signale jeweils in Dubletts aufgespalten sind, sind insgesamt vier
Signale zu sehen, die in ihrer Intensitit jeweils einem Proton (*H) entsprechen. In Abbildung ist
die aromatische Region zwischen 6,50 und 9,00 ppm vom Methylparabenspektrum vergroflert gezeigt.
Aufgrund der geringen Intensitiat und der Separation vom Losungsmittel wurden die aromatischen
Signale zur Methodenentwicklung herangezogen. Zur Beurteilung der Empfindlichkeit der untersuch-
ten Methoden wurde das arithmetische Mittel des SNR der vier aromatischen Signalen bestimmt. Als
Rauschen (noise) wurde die einfache Standardabweichung o des signalfreien Bereichs zwischen 10,00
und 12,00 ppm verwendet, der zuvor mit einem Polynom erster Ordnung basislinienkorrigiert wurde.
Jedes Dublett der aromatischen Signale hat eine Kopplungskonstante von J = 8,8 Hz. Um die Dubletts
aufzultsen, war daher eine spektrale Auflésung von mindestens 4,4 Hz erforderlich, was einer FID
Aufnahmezeit von mindestens 1 / 4,4 Hz = 0,23 s entsprach. In dieser Arbeit wurden deshalb FID
Aufnahmezeiten von mehr als 0,23 s gewéhlt.

6.1.3.1. Wahl der NMR Datenaufnahme- und Prozessierungsparameter

Fiir eine effiziente Datenprozessierung eines LAC-NMR Datensatzes ist es vorteilhaft die FIDs wahrend
der Messung mit moglichst wenig Datenpunkten aufzunehmen, um die Rechenzeit bei der Datenauswer-
tung zu verkiirzen. Deshalb wurden alle FIDs mit einer Verweilzeit von tgy, = 500 ps aufgenommen, was
in einer ausreichend grofien spektralen Breite von 25,0 ppm resultierte. Die spektrale Breite entspricht
dem doppelten der Nyquist Frequenz von vnyq = 1/(2 - 0,0005 s - 80 MHz) = 12,5 ppm, da Real- und
Imaginarteil des FIDs eine Unterscheidung positiver und negativer Frequenzen erméglicht. Die Sender-
und Empfangerfrequenz wurden auf 6,0 ppm gesetzt. Die Gesamtzahl der Datenpunkte betrug stets
2" Punkte und variierte abhéngig von der FID Aufnahmezeit zwischen 512 und 8 192 (entspricht FID
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Abbildung 6.2: NMR Spektren (80 MHz, 'H optimiert) VonMethyl-,@Ethyl-,Propyl-,Butyl- und|(e)| Pentylparaben
mit je 30 g L™! in einem deuterierten (in schwarz) und protonierten (in grau) Lésungsmittelgemisch aus Aceton/Wasser
(60/40 v/v%). Die Messungen wurden unter statischen Bedingungen mit einer FID Aufnahmezeit von tyq = 4,1 s, einer
Verweilzeit von tgy, = 500 us, einer Wiederholzeit von t; = 15,0 s und 4 Scans aufgenommen. Um einen Eindruck der
nativen spektralen Auflosung, Selektivitat und Sensitivitat zu geben wurde auf Apodisierung und zero filling verzichtet. Die
aliphatischen Signale der Parabene erscheinen zwischen 1,00 und 4,40 ppm und iiberlagern mit den Losungsmittelsignalen
(Wasser bei 4,79 ppm, Aceton bei 2,43 ppm), was eine prizise Auswertung dieser erschwert.[135] Die aromatischen ortho
und meta Signale, zwischen 6,50 und 8,50 ppm, von Methylparaben vergrofert gezeigt in[(f)] iiberlagern kaum mit den
Losungsmittelsignalen. Da die Signalintensitat einem Proton entspricht, besitzen diese eine geringe Sensitivitat und wurden
daher fiir die Methodenoptimierung ausgewertet. Das SNR wurde als arithmetisches Mittel der vier Signale bestimmt. Um ein
Dublett der aromatischen Signale mit einer Kopplungskonstante von J = 8,8 Hz aufzulésen, ist eine spektrale Auflosung von
Av = 4,4 Hz nétig. Dies entspricht nach Gleichung S. einer minimalen FID Aufnahmezeit von tgq = 0,23 s.

Aufnahmezeiten zwischen 0,26 und 4,10 s). Nach der Datenaufnahme wurde die spektrale Auflosung
aller Spektren einander angeglichen, indem die Gesamtzahl der Datenpunkte mit zero filling auf 16 k
aufgefiillt wurde. Um das Auftreten von Sinc-Artefakten durch das zero filling zu vermeiden, war
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6.1. Definition und Charakterisierung des Modellsystems

aufgrund der teilweise sehr kurzen FID Aufnahmezeit von 0,26 s eine relativ starke Apodisierung not-
wendig. In dieser Arbeit wurde, wenn es nicht anders angegeben wird, als Apodisierungsfunktion eine
halbseitige Gauf3funktion (siehe Gleichung S.[27) mit einer Standardabweichung von o = 0,07 s
gewihlt, was zu einer Signalverbreiterung von 1/(2x - 0,07) = 2,3 Hz fithrte.[22] Trotz der relativ
starken Apodisierung war somit sichergestellt, dass die Dubletts der aromatischen Signale auflosbar
blieben. Die Totzeit (Wartezeit zwischen dem Anregungspuls und der Datenerfassung) wurde von den
vorherigen Arbeiten in der SEC-NMR Kopplung tibernommen und betrug t4e,q = 100 ps.[103]] Nach der
NMR Datenerfassung wurde eine zusatzliche Wartezeit von t,4 = 0,1 s fiir die Datentibertragung und
-speicherung angefiigt.

6.1.3.2. Kalibrierung der B;-Pulslange

Bei einer NMR Messung wird die maximale Signalintensitat bei einem 90° Puls erhalten. Die exakte
Pulslénge ist abhdngig vom Analyt und Losungsmittel sowie der Pulsamplitude.[50] Fiir die aromati-
schen Signale einer 30 g L™! Propylparabenlsung in protoniertem Aceton/Wasser (60/40 v/v%) wurde
die Pulslange fiir einen 90° Puls unter statischen und onflow Bedingungen bestimmt. Dazu wurden
Spektren mit einem Scan in Abstinden von 30 s aufgenommen und dabei die Pulslange in 1 us Schrit-
ten erhoht. Die Pulsamplitude von 0 dB wurde konstant gehalten, was nach Herstellerangaben der
maximalen Leistung in der B;-Spule von 1 mW entsprach.[[136]] Fiir jedes Spektrum wurde das Integral
der aromatischen Signale bestimmt und in Abbildung 6.3|abhingig von der Pulsldnge aufgetragen.

- T :
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X Onflow
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[ »
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Abbildung 6.3: Bestimmung der Pulslinge fiir einen 90° und 180° Puls an einer 30 g L™! Propylparabenlésung bei einer
Amplidute von 0 dB unter statischen (in Blau) und onflow (in Rot) Bedingungen. Das Integral der aromatischen Signale wurde
fiir verschiedene Pulsldngen bestimmt und jeweils auf das Maximum normiert.

Die Integrale in Abbildung [6.3| wurden jeweils auf das Maximum normiert und anschlieflend mit
Gleichung angepasst wobei die Anpassungsparameter in Tabelle [6.2| zusammengefasst sind.

. tp — s
I=Iy+A- exp(—tp/te) - sin |7 | (6.1.1)

mit der Amplitude A, der Pulsldnge ¢, der Zeitkonstante . bis die Exponentialfunktion auf 1/e abgefallen
ist, einem Zeitversatz des Sinus f; sowie der Periode T.
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Tabelle 6.2: Parameter der Anpassungsfunktionen in Abbildung Die Parameter sind in Gleichung definiert.
Statisch  Onflow

Iy 0,131 0,179
A 0,897 0,919
Te 271,254 81,550
ts 0,789 0,978
T 16,893 15,607

Da beim Anschalten des B;-Feldes zuerst das elektromagnetische Feld aufgebaut werden muss (gate
delay), kann es vorkommen, dass die Pulslange eines 180° Pulses nicht exakt dem Doppelten der
Pulslange eines 90° Pulses entspricht sondern etwas langer ist.[112]] Daher wurde neben der Pulslénge fiir
einen 90° Puls zusitzlich die eines 180° Pulses bestimmt. Hierfiir wurde von den Anpassungsfunktionen
das Maximum (Pulslédnge fiir einen 90° Puls) und der Nulldurchgang (Pulslange fiir einen 180° Puls)
bestimmt. Fur die aromatischen Signale von Propylparaben betrug die Pulslinge fiir einen 90° Puls
unter statischen Bedingungen 9,1 ys und unter onflow Bedingungen 8,5 us. Die Pulsldnge fiir einen
180° Puls war fiir statische Bedingungen 18,5 us und fir onflow Bedingungen 17,8 us und liegt somit
bei etwa dem Doppelten der 90° Pulslange. Im Fortgang wurde fiir NMR Messungen unter statischen
und onflow Bedingungen fiir einen 90° Puls eine Pulsldnge von 9,0 us bei einer Amplitude von 0 dB
verwendet.

6.1.3.3. Bestimmung der Relaxationszeiten des Modellsystems fiir statische und onflow Bedingungen

Die longitudinale und transversale Relaxationszeiten wurden fiir die aromatischen Signale der Parabene
mit 30 g L™! unter statischen (T;, T3) und onflow (bei 1 mL min™?, T, T,) Bedingungen bestimmt. Die T;
und T;" wurden mit der IR Pulssequenz und die T; und T, mit der CPMG Pulssequenz bestimmt. Beide
Pulssequenzen sind detailliert im Abschnitt[5.5} S.[50} beschrieben. Fiir die Bestimmung von T; und T}
der Parabene und des Wassers wurde die Wartezeit zwischen dem 90° und 180° Puls von 0,50 — 5,00 s
in linearen Schritten von 0,15 s variiert. Insgesamt wurden 30 Schritte mit jeweils 4 Scans gemessen,
wobei die Wiederholzeit zwischen zwei Scans 15,00 s betrug. Fiir Aceton wurde die Wartezeit von
1,00 — 15,50 s in linearen Schritten von 0,50 s variiert. Insgesamt wurden 29 Schritte gemessen, mit je
4 Scans und einer Wiederholzeit von 30,00 s pro Scan. Fiir die T; und T Bestimmung mit der CPMG
Pulssequenz wurden 30 Schritte gemessen. Fiir die Parabene und das Wasser bestand jeder Schritt aus
250 Echos mit einer Dauer von 1 ms zwischen den Pulsen. Jeder Schritt wurde mit 4 Scans und einer
Wiederholzeit pro Scan von 15,00 s gemessen. Fiir Aceton wurden aufgrund der lingeren T, und T}
Zeiten die Anzahl der Echos pro Schritt auf 500 und die Wiederholzeit auf 30,00 s erhéht, wahrend die
anderen Einstellungen konstant gehalten wurden. Jede Messung wurde dreimal wiederholt, was zu
Standardabweichungen der bestimmten Relaxationszeiten von unter 0,10 s fithrte. Die Mittelwerte sind
in Tabelle [6.3| aufgelistet.

Fiir eine Probe mit i Komponenten mit T; ; Zeiten muss entschieden werden, fiir welche Komponente
die NMR Aufnahmeparameter optimiert werden. Die Gleichgewichtsmagnetisierung M, normiert auf
die Quadratwurzel der Wiederholzeit f, 2 héangt von der jeweiligen T; Zeit ab, wie ausfiihrlich in
Abschnitt S.[51] diskutiert ist. Um fiir alle Parabene eine gute Empfindlichkeit zu erhalten wurde
jeweils von den T und den T}" Zeiten des Modellsystems das arithmetische Mittel gebildet, was T = 2,0 s
und T}" = 1,7 s ergab. Da dies der T; bzw. T Zeit von Propylparaben entsprach wurde dieses fiir die
nachfolgenden Versuche verwendet.
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Tabelle 6.3: Longitudinale (T7) und transversale (T;) Relaxationszeiten der verwendeten Parabene (aromatischen Protonen)
und Losungsmittel unter statischen (Nicht entgast, T1, Tz) und onflow Bedingungen (entgast, T;", T,). Die Parabene wurden
jeweils in einer Konzentration von 30 g L™! in einer Aceton/Wasser Mischung (60/40 v/v%) gemessen. Zur Messung unter
onflow Bedingungen wurde der zirkuldre Aufbau in Abbildung S.|45] mit einer Flussrate von 1 ml min~! verwendet.
Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133)]

Statisch Onflow, 1 mL min™!
Tls] Tls]|Ti[s] T3]
Methylparaben 2,3 2,0 1,9 1,5
Ethylparaben 2,2 1,9 1,8 1,5
Propylparaben 2,0 1,8 1,7 1,4
Butylparaben 2,0 1,7 1,7 1,3
Pentylparaben 1,7 1,5 1,5 1,3
Aceton 4,5 4,1 3,0 2,3
Wasser 2,0 1,8 1,6 1,4

6.1.3.4. Charakterisierung des NMR Detektionsbereichs

Wie in den Gleichungen[4.3.2Jund[4.3.3] S.[35] beschrieben, berechnet sich T;" und T bei einer gegebenen
Flussrate F aus der Verweilzeit 7 im NMR Detektionsvolumen V.o und der T; Zeit beziehungsweise
der T, Zeit. Voraussetzung fiir die Berechnung ist, dass neben der verdnderten Flussrate alle anderen
Bedingungen (wie z.B. der Gehalt an paramagnetischem O;) konstant sind. Diese Bedingung ist
bei den Relaxationszeiten in Tabelle nicht erfiillt, da die Probenlésung beim zirkularen Aufbau
(Abbildung S.[45) vor den NMR Messungen entgast wurde, wihrend bei den statischen NMR
Messungen (Abbildung S.[45) die Probenlésung ohne vorheriges Entgasen gemessen wurde. Um
das Vi genauer zu bestimmen, wurde mit dem zirkuldren Aufbau die T} der aromatischen Signale
einer 30 g L™! Propylparabenlésung bei den Flussraten F = 0, 1,00, 2,00 und 3,00 mL min~! gemessen.
Da die T} Zeiten in der Einheit Sekunde angegeben werden und das NMR Detektionsvolumen im pL
Bereich liegt, ist F in Abbildungin uL s~ angegeben (F = 0, 16,67, 33,33 und 50,00 L s™!). Durch
Ersetzen von 7 in Gleichung S.[35 mit Gleichung[4.3.1} S.[34] und dem Umstellen nach T;" wird die

Gleichung hergeleitet,
1

1 F >
= 4 =
T Veoil

T = (6.1.2)
die in Abbildung[6.4 genutzt wurde, um die T} anzupassen. Aus der Anpassungsfunktion wurde ein
effektives Detektionsvolumen von Vo = 88,50 uL erhalten. Bei einer Flussrate von F = 16,67 uL s™!
(=1 mL min~1!) entspricht dieses V. einer effektiven Verweilzeit von 7 = 88,50/16,67 = 5,31 s. Wie in
Tabelle S.[77| beschrieben, betrégt der Innendurchmesser der verwendeten Flusszelle (FC-9) 4,23 mm.
Demnach entspricht das effektive Detektionsvolumen V,; einem effektiven Detektionsbereich L
von Leoil = 88,50 mm?/(r-(4,23 mm/2)?) = 6,30 mm.

65



6. Ergebnisse und Diskussion zur LAC-NMR Kopplung
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Abbildung 6.4: Longitudinale Relaxationszeiten (T;") der aromatischen Protonen von Propylparaben (30 g L™ Lin Aceton/Wasser
60/40 v/v%) bei unterschiedlichen Flussraten F. Zur Anpassung der T;" Zeiten wurde Gleichung genutzt. Entsprechend
der Anpassungsfunktion besitzt das 80 MHz NMR ein Detektionsvolumen V4 von V1 = 88,50 pL. Bei einer Flussrate von
16,67 uL g1 (=1ml min_l) entspricht das einer Verweilzeit 7 von 7 = 88,50/16,67 s = 5,31 s. Die NMR Messungen wurden mit
dem in Abbildung S.[45} beschriebenen zirkuldren Aufbau durchgefiihrt. Da die Propylparabenlésung dabei entgast
wurde, war die T;" Zeit bei F = 0 pL s~1 mit Tl* opLs " 2,7 s langer als die Tj unter statischen Bedingungen in Tabelle
mit 77 =2,0s.
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6.2. Steigerung der Sensitivitiat der NMR Detektion

6.2.1. Optimierung der Losungsmittelunterdriickungseffizienz der PRESAT Pulssequenz

Die LAC-NMR Messungen wurden mit protonierten Losungsmitteln durchgefiihrt. Wie in Abschnitt[4.4}
S.[35] und in Abschnitt S.[48] weiter ausgefiihrt ist, wird durch die Anwendung von Lésungsmittel-
unterdriickungsmethoden die spektrale Qualitit und die Sensitivitit verbessert. In bisherigen Arbeiten
in der SEC-NMR Kopplung konnte aufgrund den kurzen T; Zeiten der Polymere (T, Polymer ~ 200 —
500 ms) das Losungsmittel durch einen T; Filter unterdriickt werden.[113] In der LAC-NMR Kopplung
ist dies nicht moglich, da aufgrund der geringen Molekiilgrofle des Analyten T, analyt & T1, Losungsmittel
entspricht. Aufgrund dessen musste eine andere Methode zur Losungsmittelunterdriickung herangezo-
gen werden.

Da das verwendete 80 MHz NMR Spektrometer keine designierte Gradientenspulen besafy, waren die
anwendbaren Pulssequenzen zur Losungsmittelunterdriickung auf solche beschrankt, die nicht auf
Feldgradienten basieren. Eine der populérsten Losungsmittelunterdriickungsmethoden, die ohne Feld-
gradienten auskommt ist die Prasaturierung (PRESAT). Die Vor- und Nachteile der PRESAT Pulssequenz
sind in Abschnitt[4.4] S.[35] und die experimentelle Beschreibung in Abschnitt[5.7] S.[52] beschrieben.

Um von der chromatographischen Elutionsspur schnellstméglich Spektren aufzunehmen, wurde zu-
néichst die Dauer der PRESAT Pulssequenz optimiert. Ziel war es, die Wiederholzeit zu reduzieren und
gleichzeitig eine gute Losungsmittelunterdriickung zu erzielen. Dafiir wurde die Dauer und Amplitude
des Saturierungspulses variiert. Folgende Amplituden wurden untersucht: -85, -75, -65, -45 und -25 dB,
was nach Herstellerangaben etwa 3 pW, 30 pW, 0,3 nW, 30 nW und 3 yW entsprach.[[136]] Bei jeder
Amplitude wurden folgende Pulsdauern des Saturierungspulses tg,; untersucht: 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
3,0, 3,5, 4,0, 4,5 und 5,0 s. Als Probe wurde eine 30 g L! Propylparabenldsung in einer Aceton/Wasser
Mischung (60/40 v/v%) genutzt und unter statischen und onflow (1 mL min~!) Bedingungen bei kon-
stanter Empfangerverstarkung von 22 dB gemessen. Es wurden zwei Sattigungsfrequenzen festgelegt,
eine fiir Aceton bei 2,43 ppm und eine fiir Wasser bei 4,79 ppm. Die Integrale der aromatischen Signale
von Propylparaben (Ipp) sowie die der Losungsmittel (Iaceton, Iwasser) Wurden bestimmt und sind in
Abbildung fiir statische und in Abbildung fiir onflow Messungen dargestellt. In Abbildung
und [6.5d| wurde die jeweilige Losungsmittelunterdriickungseffizienz ausgewertet, indem das Verhaltnis
von Ipp Zu Ipceton UNd zu Iyyasser bestimmt und anschlieBend auf die Quadratwurzel der Dauer des Satu-
rierungspulses tslat2 normiert wurde. Die Integrale der Losungsmittelsignale waren bei einer Amplitude
von -85 dB deutlich intensiver als bei den hoheren Amplituden. Die intensiven Losungsmittelsignale
beeinflussten die Bestimmung der Ipp, weshalb diese fiir -85 dB leicht {iberbestimmt wurden. In Abbil-
dung und [6.5d]ist zu sehen, dass die Ipp fiir die Messungen mit den Amplituden -45 und -25 dB
abnehmen, was auf eine partielle Saturierung des Propylparabens hindeutet. Dies liegt vermutlich
an der hohen Leistung des Saturierungspulses. Deshalb wurden fiir die Bewertung der Effizienz der
Losungsmittelunterdriickung in Abbildung und die Messungen, die mit einer Amplitude tiber
-65 dB aufgenommen wurden, ausgeschlossen. Wie aus Abbildung und hervorgeht, wurde
fiir eine Pulsdauer von tg: = 1,0 s bei -65 dB eine gute Losungsmittelunterdriickungseffizienz sowohl
fiir statische als auch fiir onflow Messungen erzielt. Fiir kiirzere Pulsdauern nimmt die Robustheit der
Losungsmittelunterdriickung ab, was zu den starken Variationen der Losungsmittelintegrale fiir die
Pulsdauern von tg = 0,1 s und tg, = 0,5 s fithrte. In den weiteren Experimenten wurde daher fir den
Saturierungspuls eine Pulsdauer von tg,; = 1,0 s verwendet. Wie im Abschnitt S. diskutiert,
betrug die kiirzeste verwendete FID Aufnahmezeit t,q = 0,26 s. Mit der zusétzlichen Wartezeit von
tya = 0,1 s fiir die Datenverarbeitung und -speicherung, betrug die kiirzestmogliche Wiederholzeit fir
die PRESAT Pulssequenz t, = 1,4 s.
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Abbildung 6.5: Optimierung der Dauer ts,t und der Amplitude des Saturierungspulses unter statischen und onflow
Bedingungen. Eine 30 g L™! Propylparabenlsung in Aceton/Wasser (60/40 v/v%) wurde analysiert. Die Integrale
der aromatischen Signale von Propylparaben (Ipp) und der Losungsmittelsignale (Iaceton, Iwasser) Wurden bestimmt und
jeweils auf das hochste Iyasser normiert, gezeigt in (@) und[(c)] Bei einer Amplitude von -85 dB wird keine Lésungsmit-
telunterdriickung erreicht. Aufgrund der Uberlagerung mit den intensiven Losungsmittelsignalen wurden Ipp fiir -85 dB
uberbestimmt. Unter statischen und onflow Bedingungen ist zu erkennen, dass fiir die Amplituden -45 und -25 dB die Ipp als
Folge der Saturierung abnehmen, weshalb diese Amplituden bei der Bewertung der Effizienz der Losungsmittelunterdriickung
in|(b) undausgeschlossen wurden. Um die Effizienz der Losungsmittelunterdriickung zu bewerten, wurde das Verhaltnis
der Integrale von Analyt-zu-Losungsmittel gebildet und auf die Quadratwurzel der Saturierungspulsdauer (tsla/tz) normiert,

gezeigt in ()] fiir statisch und[(d)]fiir onflow. Fiir eine Pulsdauer von 1,0 s bei -65 dB wird durchweg eine gute Losungsmittel-
unterdriickungseffizienz erreicht.
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Abbildung 6.6: NMR Spektren einer 30 g L~! Propylparabenlsung in einer Aceton/Wasser Mischung (60/40 v/v%), aufgenom-
men ohne und mit PRESAT unter statischen Bedingungen. Beide Spektren wurden auf die mittlere Intensitat der aromatischen
Signale von Propylparaben normiert. Durch PRESAT nimmt die Amplitude der Sinc-artigen Basislinienfluktuationen ab, was
in der Vergréflerung im Bereich zwischen 10 bis 16 ppm sichtbar ist.

In Abbildung|6.6|ist ein Spektrenvergleich einer 30 g L™! Propylparabenlésung mit und ohne PRESAT
unter statischen Bedingungen gezeigt. Die Spektren in Abbildung[6.6|wurden auf die mittlere Intensitat
der aromatischen Signale von Propylparaben normiert. Durch die Anwendung von PRESAT ist die
Intensitit des Acetonsignals um den Faktor 60 und die des Wassersignals um den Faktor 40 reduziert.
Eine ghnliche Losungsmittelunterdriickung wird auch unter onflow Bedingungen erhalten, wobei die
Qualitit der Losungsmittelunterdriickung stark von der Magnetfeldhomogenitit und -stabilitat abhangt.
In der Vergréfierung in Abbildung[6.6ist die Basislinienregion zwischen 10,0 und 16,0 ppm zu sehen.
Fiir beide Spektren sind Fluktuationen in der Basislinie zu erkennen, wobei die Instabilitit zunimmt,
wenn PRESAT nicht angewendet wird. Die Basislinienfluktuationen entstehen hauptsiachlich durch
das Totzeitproblem.[64] Das Totzzeitproblem beschreibt ein Phianomen, das aufgrund der Totzeit (¢4eaq)
zwischen dem Anregungspuls und dem Start der FID Aufnahmezeit zustande kommt. Durch diesen
Zeitversatz kommt es zu frequenzabhingigen Phasenunterschieden, die durch die Phasenkorrektur
erster Ordnung (siehe Gleichung S.[28) berichtigt werden. Durch die Anwendung dieser Pha-
senkorrektur bekommt jede Frequenzkomponente einen sin(wtgeaq)/@-Term, die in Sinc-Artefakten
fiir jede Frequenzkomponente resultierten. Die Breite der Sinc-Artefakte ist invers proportional zu
tdead Und die Amplitude linear zu der Signalintensitdt an der jeweiligen Frequenz w. Daher zeigen
die Sinc-Artefakte eine besonders starke Auspragung fiir intensive und breite Signale, wie es fiir die
Losungsmittelsignale der Fall ist. Werden die intensitven Losungsmittelsignale unterdriickt nimmt
daher auch die Amplitude der Sinc-Artefakte ab. Weitere Ursachen die zu Basislinieninstabilititen
fithren sind das nichtlineare Verhalten des Analogfilters, das zu einem frequenzabhéngigen Phasenfehler
fithrt, die Riickfaltung der dispersiven Anteile aulerhalb des Spektrums in das Absorptionsspektrum,
die verzogerte Datenaufnahme aufgrund der Ansprechzeit der Elektronik und das magneto acoustic
ringing.[[137H140]
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6.2.2. Anwendung des Ernst Winkels zur Steigerung der Sensitivitat

Durch die Signalmittelung skaliert das SNR eines NMR Spektrums proportional zur Quadratwurzel
der Anzahl der gemittelten FIDs (Scans), wobei die Anzahl der Scans durch die Gesamtmesszeit t;,
begrenzt wird.[[141] Zur Beurteilung der Sensitivitit einer NMR Methode wird deshalb das SNR - tn_ﬂl/ 2
betrachtet. Werden NMR Spektren mit einem einzigen Scan aufgenommen, entspricht die Wiederholzeit
der Pulssequenz t, der Gesamtmesszeit t,.

Um quantitative Bedingungen bei der Aufnahme von NMR Spektren zu erhalten, muss die Probe
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Scans vollstindig relaxiert sein. Um bei einem f = 90° Puls eine
Relaxation von > 99 % zu erhalten, muss eine Wiederholzeit von t, > 5 - T} gewahlt werden.[141]
142] Wie in Abschnitt S. beschrieben ist, wird zur Steigerung der Sensitivitit jedoch eine
Wiederholzeit von t, < 5 - Ty gewiahlt, um mehr Signal pro Zeiteinheit zu akkumulieren. Dadurch bildet
sich eine Gleichgewichtsmagnetisierung M, aus, die fiir verschiedene ; - T,! Verhéltnisse in Abbil-
dung[5.8a] S.[52] skizziert ist. In einer Probe haben chemisch verschiedene Protonen oft unterschiedliche
T; Zeiten. Wird bei der NMR Messung einer solchen Probe eine Wiederholzeit gewahlt die kiirzer ist
als das Fuinffache der langsten Ty Zeit, werden fiir die NMR Signale unterschiedliche Signalintensita-
ten pro Proton erhalten. Fir diesen Fall wire es fiir eine quantitative Bestimmung erforderlich eine
Konzentrations-Kalibrierung zu erstellen. Eine solche Kalibrierung ist auch fiir quantitative Bestimmun-
gen unter onflow Bedingungen erforderlich, da die in das Detektionsvolumen flieBenden Protonen eine
unterschiedliche Prapolarisierung aufweisen konnen. Fiir eine vollstdndige Prépolarisierung miisste
die Verweilzeit im Préapolarisierungsvolumen 5 - T; betragen.[11]]

Fir einen f = 90° Puls mit einer Wiederholzeit von ¢, = 1,3 - T} wird das SNR - ¢, 2 relativ zu einer
Wiederholzeit von t, = 5,0 - T; theoretisch um den Faktor 1,4 verbessert (siehe Abbildung S. .
Wird der Ernst Winkel f,,; verwendet (Bop: < 90°) kann das SNR - t, U2 relativ zu einem Rotations-
winkel von = 90° mit einer Wiederholzeit von t, = 5,0 - T; um maximal einen Faktor 1,6 verbessert
werden (siehe Abbildung S. , wobei das SNR - t, 2 it kleiner werdendem Popt zunimmt.
Um die Sensitivitdtssteigerung durch die Anwendung des Ernst Winkels zu quantifizieren, wurden
unterschiedliche f,,; unter onflow Bedingungen (1 mL min ™) bei konstanter Empféngerverstirkung
von 22 dB gemessen. Als Probe wurde eine Propylparabenlésung (30 g L™! in Aceton/Wasser 60/40 v/v%)
verwendet. Die Messungen wurden ohne Losungsmittelunterdriickung durch PRESAT aufgenommen,
da die minimale Wiederholzeit aufgrund des 1,0 s langen Saturierungspulses auf t, = 1,4 s limitiert war,
was nach Gleichung|[5.6.2} S.[52] mit der T;" von Propylparaben in Tabelle[6.3] S.[65} von T} = 1,7 s einem
Ernst Winkel von Bt = 62° entsprach. Bei Messungen ohne PRESAT betrug die minimale Wiederholzeit
lediglich t, = 0,4 s (0,26 s Datenaufnahme und etwa 0,1 s Wartezeit am Ende), wodurch Ernst Winkel
bis zu Bopt = 35° messbar waren und somit eine héhere Sensitivitit erhalten wird. Sowohl die mittlere
Intensitat I der aromatischen Signale von Propylparaben, als auch das daraus bestimmte SNR wurden
jeweils auf ¢, 2 hormiert und sind in Abbildung |6.7| gezeigt.

Sowohl T - t, 1/2 als auch SNR - t 12 rurden jeweils auf den hochsten Wert normiert. Die Sensitivi-
tatssteigerung wurde relativ zu der Referenzmessung mit f = 90° und ¢, = 5,0 - T; (Kreissymbol in
Abbildung } bewertet. Die I -, /2 nahm um den Faktor 1,6 zu, was mit den Angaben aus der Literatur
fur statische NMR Messungen iibereinstimmt.[125] Dagegen nahm das SNR - t, /2 4um den Faktor
2,1 zu und war damit etwas hoher als erwartet. Diese Uberbestimmung ist darauf zuriickzufiithren,
dass mit gréflerem Ernst Winkel die absolute Intensitit der Losungsmittelsignale ansteigt und damit,
aufgrund des Totzeitproblems (siehe Abbildung S.[69), auch die Amplituden der Sinc-artigen Ba-
sislinienfluktuationen ansteigen. Obwohl die Basisliniensektion, die zur Berechnung des Rauschens
genutzt wurde, separat mit einem Polynom erster Ordnung basislinienkorrigiert wurden, fithrten diese
Basislinienfluktuationen zu einem héheren Rauschwert. Deshalb nimmt in Abbildungdas SNR-t. 1z
(rechte y-Achse) mit zunehmenden Ernst Winkel starker ab als das I - ¢, 172 (linke y-Achse).
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Abbildung 6.7: Quantifizierung der Sensitivititssteigerung durch die Anwendung des Ernst Winkels fopt, relativ zu f = 90°
mit t; = 5,0 - T1. Die Messungen wurden ohne PRESAT bei konstanter Empfangerverstarkung aufgenommen. Der kleinste
Popt betrug 35° und wurde nach Gleichung5.6.2] S.[52] durch die kiirzeste Wiederholzeit von t; = 0,4 s begrenzt. Die zur
Quadratwurzel der Wiederholzeit normierten Intensitat I - ¢, Y2 sowie das daraus bestimmte SNR - t Y2 wurden mit
Gleichung 5.6.41 S. angepasst. Mit zunehmendem fopt nahm das Rauschen zu, weshalb das SNR - ¢, Y2 stirker abnimmt

als-t, /2 und damit eine groflere Abweichung von der Anpassungsfunktion zeigt. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Aufgrund der Abhangigkeit des ermittelten Rauschwertes vom Rotationswinkel wurde das I - ¢, 1z
mit R? = 0,905 gut durch die Gleichung S.52} beschrieben, im Gegensatz zum SNR - ¢, Y2 mit
R* = 0,483.

Wenn eine Losungsmittelunterdriickung angewendet wird, nimmt die Amplitude der Basislinienfluk-
tuationen ab (siehe Abbildungl6.6] S.[69). Daher wird erwartet, dass fiir eine solche Messreihe das Profil
des SNR - t, /2 dem des I - t !/2 shnlicher ist und somit eine maximale Verbesserung um etwa den
Faktor 1,6 erzielt wird. Wie bereits zu beginn dieses Abschnitts beschrieben ist, war mit PRESAT fiir
Propylparaben der kleinst mogliche Ernst Winkel S, = 62°. Entsprechend der Anpassungsfunktion

furl-t. Y2 in Abbildungwéire fiir diesen f,p die Sensitivitdt um den Faktor 1,5 - 1,6 gesteigert.

6.2.3. Reduzierung der Wiederholzeit durch paramagnetic relaxation enhancement, PRE

Um die Sensitivitdit der NMR Messung zu steigern, wird die T; Zeit des Analyten durch die Zugabe von
paramagnetischen Metallionen reduziert. Diese Methode wird paramagnetic relaxation enhancement
(PRE) genannt.[|143|[144]] Paramagnetische Metallionen besitzen ungepaarte Elektronen, die ein etwa
660-mal hoheres gyromagnetisches Verhiltnis haben als 'H Kerne. Die ungepaarten Elektronen erzeu-
gen, wie in Gleichung S. beschrieben, starke, oszillierende magnetische Momente, welche die
T, und T, Relaxation der 'H Kerne iiber einen magnetischen dipolaren Relaxationsmechanismus for-
dern.[145] Der Einfluss auf die T und T, Relaxation héngt von der Reorientierungszeit 7, zwischen dem
magnetischen Moment des 'H Kerns und von dem paramagnetischen Metall ab, wie in Gleichung

S.[71] beschrieben ist,[[146]

1 1 1
—_=— 4 —, (6.2.1)
Tc Te Tr

mit der Relaxationszeit des Elektronenspins 7. und der Rotationskorrelationszeit des gelosten Molekiils
;. Die Reduzierung von Ty und T; hat zwei gegenlaufige Effekte. (1) Durch die Verkiirzung von Ty wird
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eine schnellere Datenerfassung erméglicht, was zu einer Steigerung des SNR fiihrt. (2) Durch die Redu-
zierung der T, kommt es nach Gleichung[3.2.14] S.[23] zu einer Verbreiterung der NMR Signale, wodurch
das SNR verringert wird. Daher gilt, je starker die Reduktion von T im Vergleich zu T;, desto héher ist
die Steigerung der Sensitivitat durch PRE. Die T; Reduktion ist maximal, wenn 7. dem Inversen der
Larmorfrequenz entspricht, also 1/v;, = 7. ~ 1078 s. Je linger 7., desto stirker wird T, verringert. Um
T, stirker zu reduzieren als To, wird daher empfohlen 7. < 107! s zu wihlen.[145] Fiir kleine Molekiile
ist diese Bedingung relativ einfach zu erfiillen, da 7, ~ 1071° s ist.[50, 145, 147]. Fiir Makromolekiile
nimmt hingegen mit zunehmender Molekiilgré8e auch 7, zu. Daher ist es fiir die Anwendung von PRE
bei Makromolekiilen wichtig, paramagnetische Metallionen mit kurzer 7. zu wéhlen, wie beispielsweise
Nickel(IT) (Ni?*) oder Cobalt(Il) (Co?*), die beide ein 7. von 7. ~ 107!3 — 1071° s besitzen.[[146]

Eines der effizientesten Metallionen fiir PRE ist Gadolinium(III) (Gd**) mit einem paramagnetischen
Moment von 10,8 Bohr-Magneton (= 1,00 - 1072% J T~1).[146] Verglichen mit Ni** oder Co®* hat Gd** ein
langes 7. von etwa 7. ~ 107° — 107° s, weshalb Gd** nur fiir die Anwendung bei kleinen Molekiilen
mit kurzer 7, geeignet ist.

Die Abhingigkeit von T; und T, von der Gd>* Konzentration (c(Gd*") in [g L™!]) ist in den Gleichun-

gen und beschrieben,[148]
1

, 6.2.2
Til +ry, - ¢(Gd*) (622)

Tl, obs =

1
Ty, obs = , (6.2.3)
o % +rr, - ¢(Gd™)

mit der T; Relaxivitat rr, und der T, Relaxivitat rr, in [L g~! s7!]. Die Relaxivitit ist ein Maf} fiir
die Effektivitat des Relaxationsreagens auf den Relaxationsprozess. Gleichung beschreibt den
Zusammenhang zwischen der Halbwertsbreite (FWHM,ps) und der ¢(Gd**) und ergibt sich aus Glei-

chung S.[23] durch Einsetzen von T;, obs aus Gleichung in T,

.
FWHMyps = FWHM, + —=% - ¢(Gd*), (6.2.4)
I

wobei FWHM, die FWHM bei c¢(Gd**) = 0 g L™ ist.

Zur Untersuchung des Potentials von PRE fiir die Sensitivitatssteigerung in der LAC-NMR Kopplung
wurde in diesem Abschnitt eine 30 g L™! Propylparabenlosung mit verschiedenen c(Gd**) hergestellt
und unter statischen Bedingungen gemessen. Die ¢(Gd**) betrug zwischen 0,0006 und 6,0 g L™!. Die
T3, obs und FWHM,,s der aromatischen Signale von Propylparaben wurden fir jedes ¢(Gd*>") bestimmt
und sind in Abbildung [6.8] dargestellt.

Die T;, obs und FWHM,ps wurden mit den Gleichungen und|[6.2.4]angepasst. Um die potentielle
Sensitivititssteigerung durch die Zugabe von Gd** abzuschitzen, wurde die Quadratwurzel des Faktors
der Ti-Reduktion durch den Faktor der FWHM-Zunahme dividiert. Die daraus resultierende schwarze
Kurve in Abbildung entspricht dem theoretischen SNR - ¢, 12 Bej ¢(Gd®") ~ 0,3 g L™! wird eine
maximale potentielle Sensitivititssteigerung um den Faktor 1,4 erwartet. Das Ti, ops bei dieser ¢(Gd>")
ist Ty, obs & 0,35 s. Fiir einen 90° Puls mit einer Wiederholzeit von t, = 1,3 - T wiirde somit ¢, = 0,5 s
betragen. Da dies bereits nahe am kiirzesten ¢, von 0,4 s liegt (siche Abschnitt[6.1.3.1} S.[61), ist keine
weitere signifikante Sensitivitatssteigerung durch die Anwendung des Ernst Winkels moglich.

Wird die PRESAT Pulssequenz zur Losungsmittelunterdriickung angewandet, ist die potentielle Sensiti-
vititssteigerung durch die Zugabe von Gd** geringer, da die minimale Wiederholzeit t, = 1,4 s ist. Fiir
die Kombination von PRE mit PRESAT sollte daher c¢(Gd**) so gewihlt werden, dass die Wiederholzeit
ty = 1,3 - Tq, obs = 1,4 s entspricht. Dies wére der Fall fiir T; ops = 1,1 s, was fiir die aromatischen Protonen
von Propylparaben bei ¢(Gd**) = 0,05 g L™! erhalten wird. Bei dieser ¢(Gd**) wird eine potentielle
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Abbildung 6.8: Bestimmung der T; (T, obs) und der FWHM (FW MH,},s) der aromatischen Protonen von Propylparaben
bei unterschiedlichen Gd** Konzentrationen (c(Gd>*)), gemessen unter statischen Bedingungen. Die 11, obs und FWMH,pe
wurden mit Gleichung [6.2.2)und Gleichung [6.2.4 angepasst. Indem die Quadratwurzel des Reduktionsfaktors von Ty gps
durch den Steigerungsfaktor von FWHMy,s dividiert wird, kann eine Vorhersage tiber die potentielle Sensitivitatssteigerung

(theoretisches SNR - t, Y 2 schwarze Linie) getroffen werden. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Sensitivitatssteigerung um einen Faktor von 1,2 erwartet. Die tatsachliche Sensitivitatssteigerung wird
im Abschnitt S.|73} diskutiert. Es wird sich aber zeigen, dass die Zugabe von Gd>" in eine geringere
Effizienz der Losungsmittelunterdriickung resultiert, da es auch die Relaxation der Losungsmittel
fordert. Im Vergleich zur PRESAT Messung ohne Gd** erhoht die Zugabe von Gd** somit die Intensitt
der Losungsmittelsignale und damit auch die Amplitude der Basislinienfluktuationen, wodurch der
ermittelte Rauschwert zunimmt. Ein weiterer Nachteil der Anwendung von PRE in der LAC-NMR
Kopplung ist der zusatzliche Arbeitsaufwand und Chemikalienverbrauch, da die T - und T>-Relaxivitdten
fiir jedes Molekiil charakterisiert werden miissen und die mobile Phase vor der NMR Detektion mit dem
jeweiligen Metallion versetzt werden muss. Die potentielle Sensitivitdtssteigerung um den Faktor 1,4
rechtfertigt den damit verbundenen zusétzlichen Arbeitsaufwand somit in der Regel nicht. Deshalb wird
PRE als eine ungeeignete Methode zur Anwendung in der LAC-NMR fiir Analyten mit T; ~ T, beurteilt.
Fiir Analyten mit T} >> T, wird jedoch davon ausgegangen, dass eine grofiere Sensitivititssteigerung
erzielt werden kann und somit die Anwendung von PRE potentiell sinnvoll ist.

6.2.4. Vergleich der relativen Sensitivitiat unterschiedlicher NMR Aufnahmemethoden

In den vorhergehenden Abschnitten wurden Methoden zur Sensitivitatssteigerung wahrend der NMR
Detektion untersucht, die auf der Reduktion der Wiederholzeit basieren. Ziel war es nun diese Methoden
ohne und mit Losungsmittelunterdriickung durch PRESAT unter statischen und onflow Bedingungen
beztiglich der Sensitivitit zu vergleichen. Als Referenzmessung wurde ein = 90° Puls mit einer
Wiederholzeit von ¢, = 5,0 - T; (NMR Aufnahmemethode 1) herangezogen. Eine Zusammenfassung der
Parameter der untersuchten NMR Aufnahmemethoden ist in Tabelle (6.4 gegeben.
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6. Ergebnisse und Diskussion zur LAC-NMR Kopplung

Tabelle 6.4: Untersuchte NMR Aufnahmemethoden zur Steigerung der Sensitivitit. Die Auswertung der Methoden ist in
Abbildungenthalten. Die Parameter wurden fiir die 71 und T;* Werte von Propylparaben aus Tabelle S.|65} berechnet.
Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]]

Statisch Onflow
Methode PRESAT p[°] te [s] BI°] te [s] taq [s] c(Gd®") [gL™]
1 - 90 5-T; =10,0 90 5-17=90 4,1 0
2 - 90 1,3-T1 =26 90 1,3-T =24 2,0 0
3 - 334 0,4 35¢ 0,4 0,3 0
4 + 90 1,3-T; =26 90 1,3-T =24 1,0 0
5 + 60 1,4 62¢ 1,4 0,3 0
6 - 90 1,3 Ty obs = 0,5 0,3 ~ 0,3
7 + 90 13- Tj ops = 1,4 0,3 ~ 0,05

¢ Zur Berechnung der Ernst Winkel wurde Gleichung[5.6.2] S.[52} genutzt.

Zur Berechnung der Parameter ¢, und S fiir die Aufnahmemethoden 1 - 5 wurde fiir Messungen
unter onflow Bedingungen die T;" Zeit und fiir Messungen unter statischen Bedingungen die T; Zeit von
Propylparaben aus Tabelle S.[65, verwendet. Fiir die Aufnahmemethoden 6 und 7 mit Gd** Zusatz
basierte die Berechnung auf den T; .5 Zeiten, die aus der Anpassungsfunktion in Abbildung S.
fiir die jeweiligen ¢(Gd**) erhalten wurden. Fiir jede Aufnahmemethode und jede Messbedingung (sta-
tisch, onflow) wurde die Empfangerverstarkung manuell kalibriert, entsprechend der Beschreibung in
Abschnitt[5.4.3] S.[48] Die verwendeten Empfangerverstiarkungen sind in Anhang[B.3] S. aufgefiihrt.
Die Aufnahmemethoden 1 — 5 wurden unter statischen und onflow Bedingungen verglichen, wahrend
die Aufnahmemethoden 6 und 7 (mit Gd** Zusatz) nur unter statischen Bedingungen gemessen wurden.

Das SNR wurde fiir die aromatischen Signale einer 30 g L™! Propylparabenlésung (Aceton/Wasser
60/40 v/v%) bestimmt und auf ¢, /2 normiert. Die SNR - . /2 sind in Abbildung Verglichen.

Das hochste SNR - &, 1/2 wurde fur Aufnahmemethode 5 erzielt, die eine Kombination aus PRESAT und
Ernst Winkel war. Verglichen zur Referenzmessung (Aufnahmemethode 1) war das SNR - t, Y2 um etwa
einen Faktor 30 hoher. Dies iibersteigt der im Abschnitt[6.2.2] S.[70] erwarteten Verbesserung um einen
Faktor von 1,5 - 1,6. Diese Diskrepanz ist vor allem auf den unterschiedlichen Rauschwert zurtickzu-
fithren, der aufgrund der fehlenden Losungsmittelunterdriickung bei Aufnahmemethode 1 und der
daraus resultierenden intensiveren Basislinienfluktuationen hoher bestimmt wird. Ein weiterer Grund
ist, dass die Empfangerverstarkung fiir Aufnahmemethode 5 aufgrund der Losungsmittelunterdriickung
deutlich hoher gewihlt werden konnte als fiir Aufnahmemethode 1 (43 dB fiir Aufnahmemethode 5
und 19 dB fiir Aufnahmemethode 1). Bei Aufnahmemethode 7 mit PRESAT fiihrte die Zugabe von
Gd®* zu einer schnelleren Relaxation der Lésungsmittelkerne und damit zu hoheren Signalinten-
sititen der Losungsmittel, sichtbar in Abbildung und Infolgedessen war das SNR - t, 172
niedriger als bei der gleichen Methode ohne Gd** Zusatz (Aufnahmemethode 4). Die relativen Losungs-
mittelsignalintensitaten entsprechen aufgrund der unterschiedlichen T; (Tabelle S.[65) nicht der
Losungsmittelzusammensetzung von 60/40 v/v% Aceton/Wasser. Da die Wiederholzeit anhand der T;
bzw. T;" Zeit von Propylparaben berechnet wurde, war die Gleichgewichtsmagnetisierung fiir Wasser
aufgrund der dhnlichen T; Zeit zu Propylparaben grofier als die Gleichgewichtsmagnetisierung fiir
Aceton, was eine deutlich langere T; Zeit besaf3.

Tabelle [6.5] zeigt eine Bewertung der untersuchten Aufnahmemethoden aus Tabelle [6.4] basierend auf
den Ergebnissen aus Abbildung|6.9und deren praktischen Durchfiithrbarkeit.
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Abbildung 6.9: Sensitivititsvergleich der in Tabelle|6.4|aufgefiihrten NMR Aufnahmemethoden an einer 30 g L™! Propylpara-
benldsung. Die Empféingerverstirkung wurde fiir jede Pulssequenz manuell kalibriert und ist in Anhang[B.3] S.[177} aufgelistet.
Die Spektren wurden entsprechend dem in Abbildung[5.4b} S.[46] beschriebenen experimentellen Ablauf mit einem Scan
aufgenommen, wobei die ersten fiinf Spektren verworfen wurden, um die Gleichgewichtsmagnetisierung zu erhalten. Die
Sensitivitat wurde in anhand des SNR der aromatischen Signalen von Propylparaben, normiert auf t,} / 2 bewertet. Zur
Bewertung der Losungsmittelunterdriickung inl@l undwurde das Verhéltnis der Losungsmittelsignalintensitaten (Iaceton,
Iasser) zu der mittleren Signalintensitit von Propylparaben (Ipropylparaben) bestimmt. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Tabelle 6.5: Bewertung der NMR Aufnahmemethoden aus Tabelle Die Farbkodierung ist wie folgt: Weif3 = sehr gut,
Hellgrau = gut, Dunkelgrau = schlecht, Schwarz = sehr schlecht.Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Methode

Geschwindigkeit

Einfachheit

Sensitivitat

Fur die LAC-NMR Kopplung wurden drei wichtige Kriterien ermittelt: (1) die Geschwindigkeit, mit
der die chromatographische Elutionsspur abgetastet werden kann (entspricht der Wiederholzeit t,),
(2) der erforderliche Aufwand fiir den Anwender bezogen auf die Probenvorbereitung und Berech-
nungen (Einfachheit) und (3) die Sensitivitit, gemessen als SNR - t, 12 Aufnahmemethode 5 hat eine
Wiederholzeit von t, = 1,4 s, was eine gute Zeitauflosung des chromatographischen Elutionsprofil
ermoglicht. Die Sensitivitat ist aufgrund der Kombination von PRESAT und Ernst Winkel am héchsten.
Der zusitzliche Aufwand fiir die Berechnung des Ernst Winkels nach Gleichung S.[52] wird als
gering eingeschatzt. Aufgrund der hohen Sensitivitit, der Einfachheit und der schnellen Wiederholzeit

wurde die Aufnahmemethode 5 fiir die nachfolgenden LAC-NMR Experimente ausgew4hlt.
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6.3. Etablierung der LAC-NMR Kopplung

6.3.1. Flusszellen Optimierung

In vorangegangen Arbeiten zur onflow SEC-62 MHz NMR Kopplung wurden etwa 20 verschiedene
NMR Flusszellen (flow cells, FCs) hergestellt und beziiglich der chromatographischen Auflésung und
spektroskopischen Sensitivitit verglichen.[22,[103] Wie in Abbildung[5.1] S.[42] dargestellt, sind die
Flusszellen linear und gehen vertikal durch das benchtop NMR Spektrometer. Der aktive Bereich der
Flusszelle ist in Abbildung S. hervorgehoben und ist definiert als die mittlere Region der
Flusszelle mit vergroflertem Innendurchmesser. In diesem Abschnitt wird der Einfluss der Lange des
aktiven Bereichs Ly, auf die Prapolarisierung beschrieben, um die Sensitivitat zu steigern. Durch eine
Vergrofierung des aktiven Bereichs wird potentiell die Prapolarisierungszeit verlangert, wodurch sich
eine groflere Magnetisierung M, ausbildet und somit zu intensiveren NMR Signalen fiihrt.[114] Der
Aufbau von A7IZ hangt von der Ty Zeit ab.[[11] Da die T; Zeit von Polymeren typischerweise im Bereich
200 - 500 ms liegt, ist eine kiirzere Zeit fiir eine vollstdndige Prapolarisierung erforderlich als bei
kleinen Molekiilen deren T; Zeit im einstelligen Sekundenbereich liegt, wie bei den hier verwendeten
Parabenen (siehe Tabelle S.[65).[103} [113] Deshalb wird die optimale Flusszelle fir die SEC (die
Flusszelle Nummer 9, FC-9, siehe Tabelle mit einer Lange des aktiven Bereichs von Lyky = 15 mm
mit der FC-10 mit Lykyjy = 18 mm verglichen. Die FC Bezeichnungen und Spezifikationen wurden aus
der Publikation von Botha et al. ibernommen und sind in Tabelle zusammengefasst.[[103] Der
Innendurchmesser des aktiven Bereichs war bei FC-9 4,23 mm und bei FC-10 4,24 mm. Durch das 3 mm
langere Laktiv von FC-10, besafl FC-10 ein um 42 pL vergrofiertes aktives Volumen Vi, und somit eine
um 42 pL/ (1000 uL/60 s) = 2,5 s verlangerte Prapolarisierungszeit.

Vor den LAC-NMR Messungen wurden die Positionen der Flusszellen im 80 MHz benchtop NMR
Spektrometer entsprechend der Beschreibung von Botha et al. manuell kalibriert, um die maximale
Signalintensitit zu erhalten.[22]] Die Position-Kalibrierungen sind in Anhang S. aufgefiihrt.
Die LAC-NMR Messungen wurden mit zwei Injektionsvolumina V; durchgefiihrt. Pro Flusszelle wurden
100 pL und 1000 pL einer 30 g L™! Propylparabenlésung injiziert. Die Daten wurden entsprechend der
Beschreibung in Abschnitt[5.8.2] S.[54} prozessiert, wobei zum Erhalten der originalen Elutionsprofilen
keine Fensterfunktionen zur chromatographischen Filterung verwendet wurden.

Abbildung zeigt den Ausschnitt des spektralen Chromatogramms der Elution von Propylparaben
aus der LAC-NMR Messung mit FC-9 und V; = 1000 pL. Die Elutionsprofile der lokalen Maxima der
aromatischen Signale von Propylparaben sind in Schwarz eingezeichnet. Diese wurden gemittelt, um
ein gemitteltes Elutionsprofil zu erhalten, siche Abbildung[6.10b] Die gemittelten Elutionsprofile zeigen
eine dreieckige Peakform, was darauf hinweist, dass eine Konzentrationsiiberladung vorlag.[2]] Die
Konzentrationsiiberladung tritt auf, wenn die Analytkonzentrationen so hoch sind, dass der Vertei-
lungskoeffizient, also das Verhiltnis der Analytkonzentrationen zwischen stationirer und mobiler
Phase (siehe Abschnitt S.[8), unter isothermen Bedingungen nicht mehr konstant ist.[149| [150]
Infolgedessen baut sich eine Analytfront auf, die schneller durch die Saule flief3t, was zu dreieckigen
Peaks mit verringerter Retentionszeit fithrt.[2,|151] Im Vergleich zu den V; = 100 pL Messungen sind bei
den V; = 1000 yL Messungen die Konzentrationen am Peakmaximum weniger verdiinnt, wodurch die
Retentionszeiten als Folge ausgeprégterer Konzentrationsiiberladungsphédnomene stiarker verkiirzten
sind.
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Abbildung 6.10: Vergleich von FC-9 und FC-10 anhand der NMR Elutionsprofile der aromatischen Signale von Propylparaben
(30 g L™! injizierte Konzentration, 100 und 1000 pL Injektionsvolumen). Die Spezifikationen der Durchflusszelle sind in
Tabelle [6.6| zusammengefasst. Exemplarische Darstellung der Elutionsprofile der aromatischen Signale von Propylparaben
im spektral aufgelosten Chromatogramm (Spetkren nicht gemittelt) von FC-9 mit 1000 yL injiziertem Volumen. Aus den
Elutionsprofilen der vier Signale (schwarz gefirbt) wurde das mittlere Elutionsprofil gebildet, die in [(b)]dargestellt sind. Die
gemittelten Elutionsprofile sind auf das Maximum des Elutionsprofil von FC-9 mit 1000 yL injiziertem Volumen normiert. Die
Auswertung der Flussprofile ist in Tabelle[6.7 enthalten. Mit der FC-9 mit einer Linge des aktiven Bereichs von Lyyy = 15 mm
wird bereits eine vollstindige Prapolarisiung erhalten. Modifiziert nach Matz et al. 2024,

Von jedem gemittelten Elutionsprofil in Abbildung|[6.10b| wurde die Peakhdhe (Intensitit) und die Halb-
erwerbsbreite (FWHM) bestimmt und sind in Tabelle [6.7| aufgefiithrt. Die Intensititen und die FWHM
der jeweiligen Injektionsvolumina sind fir beide FCs dhnlich, was zeigt, dass keine messbare zusatzliche
Verdinnung (Bandenverbreiterung) fiir FC-10 stattfand, trotz des zusitzlichen Vi, von 42 pL. Dies
liegt vermutlich an den deutlich gréfieren Peakbreiten. Fiir V; = 100 pL betragt das FWHM ~ 80 s, was
bei einer Flussrate von 1 mL min~! 1300 pL entspricht. Das zusitzliche Vi, von 42 uL betrigt damit
nur etwa 4 % des FWHM Voluments.

Um den Einfluss des zusétzlichen V., auf die Prapolarisierung zu untersuchen, wurden zunichst
die Elutionsprofile der Integrale der aromatischen Signale bestimmt. Diese Elutionsprofile wurden
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dann erneut integriert, wodurch die Integralwerte (Integral) in Tabelle [6.7| erhalten wurden. Fiir jedes
untersuchte Injektionsvolumen sind die Integrale der FCs dhnlich. Dies bestatigt, dass das zusétzliche
Vaktiv Zu keiner messbaren Verbesserung der Prapolarisierung fiihrt. Fiir das in dieser Arbeit verwendete
80 MHz NMR Spektrometer wird bei einer Flussrate von F = 1 mL min~! die maximale Pripolarisierung
bereits mit der FC-9 erhalten mit Lty = 15 mm. Daher wurde FC-9 weiterhin verwendet, da durch das
geringere aktive Volumen geringfiigig schmélere Elutionsprofile erhalten werden und um eine bessere
Vergleichbarkeit zu fritheren Arbeiten zu gew#hrleisten.

6.3.2. Effekt der Flussrate auf LAC-NMR Messungen

Nach Van-Deemter existiert fiir jeden Analyten in der HPLC eine optimale Flussrate, bei der die chroma-
tographische Bandenverbreiterung minimal und die Konzentration am Peakmaximum somit maximal
ist.[43] Dies gilt jedoch nur, wenn die analysierten Analytkonzentrationen im linearen Konzentrati-
onsbereich der Saule liegen. Bei der Messung héherer Analytkonzentrationen wird die Peakverbreite-
rung bei unterschiedlichen Flussraten aufgrund Saulentiiberladungsphdnomenen nicht mehr von der
Van-Deemter Beziehung beschrieben.[[149)]

Fiir onflow NMR Messungen existiert eine optimale Flussrate bei der die maximale Signalflache erhalten
wird.[[114, 152] Diese ist abhéngig von dem Verhéltnis der Wiederholzeit der Pulssequenz zur T; Zeit
des Analyten, sowie der Pripolarisierung der 'H Kerne, die in das Detektionsvolumen Vo stromen
und die angeregten 'H Kerne verdriangen. Zur Analytdetektion in der gekoppelten Analytik ist jedoch
das SNR entscheidend. Unter onflow Bedingungen nehmen die effektiven Relaxationszeiten (T}, T,')
mit steigender Flussrate ab (vgl. Gleichungen - S.[34). Dadurch ergeben sich fiir das SNR
zwei gegensitzliche Effekte. Durch die Verringerung von T}, gezeigt in Abbildung S.[66} kann die
Wiederholzeit der Pulssequenz reduziert werden und somit schneller NMR Spektren aufgenommen wer-
den, wodurch das SNR proportional zur Quadratwurzel des Faktors der T}" Verringerung steigt. In den
Gleichungen [6.3.1] - ist dieser Zusammenhang in Abhéngigkeit von der Flussrate F beschrieben,

*

T )
SNR o  [—22mkmin (6.3.1)
Tl, X mL/min

T*

1, 0 mL/min
o 1 , (6.3.2)
S S
Tl,OmL/min Veoil
TF . - F
1, 0 mL
o 4 [1 4+ L omb/min (6.3.3)
Vcoil

Ein negativer Effekt auf das SNR hat die Verringerung der T Zeit, da nach Gleichung[3.2.14] S.[23] die
FWHM der NMR Signale dadurch zunehmen. Die Auswirkung auf das SNR ist invers proportional zum
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Faktor der FWHM Zunahme. Die FW HM nimmt mit der Flussrate zu. Der Einfluss der FW HM Zunahme
auf das SNR ist in Abhéngigkeit von der Flussrate F in den Gleichungen|6.3.4] - formuliert,

1

FWHM, mL/min

o FWHMo mtjmin (6:3.5)
FWHMX mL/min

1
7T,

2*,0mL/min
oc —Lommn (6.3.6)

—
7Ty X mijmin

T .
o ;;X mL/min ’ (6.3.7)

2, 0 mL/min

1

1 F

+

o TZ*, 0 mL/min Veoil (638)
T ’
2, 0 mL/min
1
o . (6.3.9)
1 + 2, 0 mL/min
Veoil

In einer HPLC-NMR Messung tiberlagern diese Effekte, weshalb die optimale Flussrate abhangig von
den Analyteigenschaften (Relaxationszeiten, Retentionszeit), der Konzentration und der NMR Aufnah-
memethode ist.

Zur Uberpriifung ob die bisher verwendete Flussrate von F = 1 mL min™! fiir das verwendete Mo-
dellsystem geeignet ist, wurden 100 uL einer 30 g L™! Propylparabenlésung mittels LAC-NMR bei
unterschiedlichen Flussraten gemessen. Fiir die NMR-Detektion wurde die NMR Aufnahmemethode 4
in Tabelle S.[74] verwendet, wobei ein Spektrum mit einem Scan aufgenommen wurde. Die Wieder-
holzeiten der Pulssequenz basierten auf den T;" Zeiten, die fiir die unterschiedlichen Flussraten mit
der Anpassungsfunktion in Abbildungl6.4] S.[66] ermittelt wurden. Die Datenprozessierung erfolgte
entsprechend der Beschreibung in Abschnitt S.[61} ohne die Anwendung chromatographischer
Filter. Von den aromatischen Signalen wurde, wie in Abbildung S.[76] veranschaulicht, das gemit-
telte Elutionsprofil bestimmt. Die gemittelten Elutionsprofile von Propylparaben sind in Abbildung
dargestellt. Die hochste Flussrate betrug F = 3 mL min~! da der maximal zulissige Druck der Sdule
von 150 Bar erreicht wurde. Die Chromatogramme zeigen eine Zunahme des Elutionsvolumens mit
zunehmender Flussrate. Die Veranderung der Retardierung wird auf die Temperaturdnderung innerhalb
der Saule zuriickgefiihrt. Die Temperatur des Saulenofens von 26,5°C lag deutlich iiber der Tempe-
ratur der mobilen Phase, die der Raumtemperatur von 20°C entsprach. Durch eine Verdnderung des
Volumenflusses wird das thermische Gleichgewicht innerhalb der Saule verindert, was die Starke der
adsorptiven Wechselwirkung zwischen dem Analyten und der Saule beeinflusst. Das Chromatogramm,
das mit einer Flussrate von F = 3 mL min~! aufgenommen wurde, zeigt die geringste NMR Intensitit.
Die maximale NMR Intensitat ist einen Faktor 1,5 hoher und wird fiir das Chromatogramm erreicht, dass
mit einer Flussrate von F = 1 mL min~! aufgenommen wurde. Dies bestitigt, dass fiir das verwendete
Modellsystem und S#ule bei einer Flussrate von F = 1 mL min~! eine gute Empfindlichkeit erhalten
wird.
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Abbildung 6.11: Auswirkung der Flussrate auf das NMR Elutionsprofil von Propylparaben. Bei unterschiedlichen Flussraten
wurden 100 pL einer 30 g L™! Propylparabenlésung injiziert und das gemittelte Elutionsprofil der aromatischen Signale
bestimmt. Bei einer Flussrate von 1 mL min~! wird die maximale NMR Signalintensitit erhalten.

6.3.3. Auswirkung des Injektionsvolumens und der Signalmittelung auf die Sensitivitat

Eine Methode zur Erhohung der Sensitivitat der HPLC-NMR Kopplung besteht darin, eine grofiere
Menge des Analyten in das System einzubringen. Dies kann durch Injektion einer Losung mit hoherer
Konzentration und/oder eines gréfieren Probenvolumens erreicht werden.[42,|153,/154] Beide Varianten
kénnen zu Sauleniiberladungsphanomenen fithren, die in Konzentrations- und Volumeniiberladung
unterschieden werden.[2} [149] Wie bereits im Abschnitt[6.3.1] S.[76] erldutert, resultiert die Konzentrati-
onsiiberladung zu veranderten Verteilungskoeffizienten der Analyten und somit zu dreieckigen Peaks
mit verringerter Retentionszeit.[2] Die Volumeniiberladung tritt auf, wenn das Injektionsvolumen
grofier ist als die inhdrente chromatographische Peakverbreiterung, wodurch Peaks mit einem Plateau
anstatt eines Maximums erhalten werden.[33]] Die Analytkonzentration auf dem Plateau entspricht
der injizierten Konzentration. Anders als bei der Konzentrationsiiberladung ist bei reiner Volumen-
tiberladung der Verteilungskoeffizient konstant.[?2, [153] Beide Sduleniiberladungsphinomene fithren zu
verbreiterten Peaks, wodurch die chromatographische Auflosung verringert wird. Zudem kénnen die
Sauleniiberladungsphinomene iiberlagern und so zu komplexen Peakformen fithren.[155] Durch die
Injektion groflerer Volumina wird die Sensitivitat beziiglich der Nachweisgrenze fiir eine gegebene
injizierte Konzentration verbessert, da die Verdiinnung am Peakmaximum reduziert und die Messzeit
des Analytpeaks verlangert wird. Die verringerte chromatographische Auflésung kann dabei teilweise
mit der spektralen Auflésung der NMR Detektion ausgeglichen werden, wie in Abschnitt S.
gezeigt wird.

Eine Mischung aus Methyl-, Propyl- und Pentylparaben (jeweils 30 g L™!) wurde mit den Injektionsvo-
lumina von V; = 20, 100, 500 und 1000 pL analysiert. Die Datenprozessierung wurde ohne chromato-
graphische Filter durchgefiihrt, um die originalen Elutionsprofile zu erhalten. Die Auswirkungen der
Anwendung chromatographischer Filter wird in Abschnitt S.[85] beschrieben. Fiir jedes spektral
aufgeloste Chromatogramm wurde das gemittelte Elutionsprofil der aromatischen Parabensignale,
analog zur Beschreibung in Abbildung S.[78] bestimmt. Das gemittelte Elutionsprofil der Messung
mit V; = 20 pL besaf3 fiir den niedrigsten Peak (Pentylparaben) ein SNR von etwa 5. Zur genaueren
Charakterisierung der Peakform wurde das Rauschen aller gemittelten Elutionsprofile durch einen
Tiefpassfilter reduziert. Die Grenzfrequenz, d. h. die hochste Frequenz, oberhalb der alle Frequenzen
gleich Null gesetzt werden, entsprach dem Kehrwert des Drittels der FWHM des schmalsten Peaks
der Messreihe. Der schmalste Peak war der Methylparabenpeak aus der V; = 20 uL. Messung mit einem
FWHM von etwa 30 s, was einer Grenzfrequenz von 1/(30/3) = 0,1 Hz entsprach. Die Hohe I und das
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6. Ergebnisse und Diskussion zur LAC-NMR Kopplung

FWHM jedes Parabenpeaks wurden bestimmt. Fiir jedes Paraben p und Injektionsvolumen V; wurde
der Verdiinnungsfaktor DF; ,, am Peakmaximum nach Gleichung bestimmt,

Ii,p'Vi
Aip

DF,, = (6.3.10)
mit der Intensitdt am Maximum des jeweiligen Parabenpeaks I; , und der Peakfliche A; ,. Das Ver-
haltnis von A; , und V; entspricht der Intensitit des als Rechteck angenommenen Injektionsprofils vor
der chromatographischen Separation. Bei der Berechnung der DF; , wurde von einer vollstindigen
Wiederfindung der Parabene ausgegangen, d. h. die Flache des Injektionsprofil entspricht der Flache
des detektierten Signals, die proportional zur injizierten Masse ist.

In Abbildung sind die gemittelten Elutionsprofile der aromatischen Signale zu sehen und in
Abbildung die nach Gleichung berechneten Verdiinnungsfaktoren.
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Abbildung 6.12: Charakterisierung der Chromatogramme fiir unterschiedliche Injektionsvolumina. |(a)| Gemittelte Elutions-
profile der aromatischen Signale nach Anwendung eines Tiefpassfilters mit einer Grenzfrequenz von 0,1 Hz, normiert auf
den Methylparabenpeak der V; = 1000 L Messung. [(b)] Die nach Gleichung|[6.3.10] bestimmten Verdiinnungsfaktoren und die
FWHM fiir jeden Parabenpeak und jedes Injektionsvolumen. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Die chromatographische Auflésung nimmt mit steigendem Injektionsvolumen ab (siehe Abbildung[6.12a).
Durch Erhéhung des Injektionsvolumens von 20 auf 1000 gL nimmt die Peakhdhe fiir Methylparaben
um den Faktor 16, fiir Propylparaben um den Faktor 12 und fiir Pentylparaben um den Faktor 8 zu,
eingezeichnet in Abbildung Das FWHM nimmt umgekehrt zur Elutionsreihenfolge zu und ist
am hochsten fiir Pentylparaben, gefolgt von Propyl- und dann Methylparaben. Das zeigt, dass Kon-
zentrationsiiberladungsphinomene mit zunehmender Retentionszeit des Analyten zunehmen. Beim
Chromatogramm der V; = 1000 uL Messung ist die Peakhohe von Methyl-, Propyl- und Pentylparaben
um den Faktor 0,67, 0,32 bzw. 0,14 verdiinnt. Daher kann die Peakh6he in anderen Fillen durch Injekti-
on groflerer Volumina weiter erhoht werden. Um eine Basislinienseparation zwischen Methyl- und
Propylparaben beizubehalten, wurden keine grofieren Injektionsvolumina als V; = 1000 pL untersucht.
Um die Sensitivitat weiter zu erhhen, wurden die NMR Spektren entlang des chromatographischen
Peaks gemittelt. Das in Abbildung gezeigte Elutionsprofil fiir V; = 1000 yL wurde verwendet,
um den Elutionsbereich (in Minuten) zu bestimmen, innerhalb dessen die NMR Spektren gemittelt
wurden. Der zu mittelnde Elutionsbereich wurde anhand der Intensitit des Elutionsprofils definiert.
Die gewahlten Intensitéten begannen bei 5 % der Peakhdhe und wurden immer in 5 %-Schritten erhdht,
bis das nicht-gemittelte NMR Spektrum beim Peakmaximum (100 % der Peakhdhe) erreicht war. Fir
jedes gemittelte Spektrum wurde das SNR bestimmt und auf das SNR;,y, des nicht-gemittelten NMR
Spektrums bei 100 % der Peakhéhe normiert. In Abbildung sind die normierten SNR fiir die drei
Parabene der V; = 1000 gL Messung gezeigt.
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Abbildung 6.13: Sensitivititssteigerung durch Signalmittelung entlang des chromatographischen Peaks. Auswirkung der
Mittelung der NMR Spektren entlang des chromatographischen Peaks auf das spektrale SNR, exemplarisch gezeigt an der
Vi = 1000 pL Messung. Die Konzentration pro Paraben entsprach 30 g L™!. Die Spektren wurden oberhalb unterschiedlicher
Peakhohen gemittelt und das SNR auf das SNR des nicht-gemittelten NMR Spektrums bei 100 % der Peakhohe (SNRraw)
normiert. Oben rechts ist ein typischer chromatographischer Peak gezeigt, bei dem wichtige Peakhohen markiert sind, iiber
denen die NMR Spektren gemittelt wurden. In@ ist das spektrale SNR der Parabene fiir die gemittelten NMR Spektren
(iber 50 % der Peakhohe) fiir die verschiedenen V; gezeigt. Fiir V; = 1000 yL wird die hochste SNR erhalten, da aufgrund der
Peakbreite am meisten Spektren gemittelt werden. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Bei einer Mittelung der Spektren {iber 50 % der Peakhohe erhohte sich jeweils das SNR fiir Methyl-,
Propyl- und Pentylparaben um die Faktoren 6, 11 und 16. Das zeigt, dass der Effekt der Signalmittelung
mit der Peakbreite zunimmt, da der Konzentrationsgradient um das Peakmaximum geringer ist. Werden
die Spektren unter 50 % der Peakhohe gemittelt bleibt das SNR der gemittelten NMR Spektren von
Methyl- und Propylparaben ungefahr konstant, wihrend es bei Pentylparaben deutlich abnimmt.

Die Beobachtung, dass das SNR des gemittelten Spektrums bis zu einer Peakhthe von etwa 50 %
zunimmt, wird durch die folgende Uberlegung gestiitzt. Vereinfacht kann die Mittelung der NMR
Spektren entlang des chromatographischen Peaks als die Mittelung zweier Spektren angesehen werden.
Das Spektrum am Peakmaximum hat das SNRy,, = S/N. Das zweite Spektrum hat eine um den
Faktor a reduzierte Signalintensitét S bei gleichem Rauschen N. Werden zwei Spektren mit gleicher
Signalintensitit (a = 1) gemittelt, so erhoht sich das SNR im gemittelten Spektrum theoretisch um
21/2 ~ 1,414. Wird jedoch das Spektrum vom Peakmaximum mit einem Spektrum gemittelt, das nur
Rauschen N enthilt (a = 0), betragt das Rauschen N/21/2 und das Signal (S+0-5)/2 = S/2. Das SNR des
gemittelten Spektrums wire dann (5/2)/(N/2/?) ~ 0,707 - SNR;.y. Gesucht ist nun das Spektrum mit
der Signalintensitét a - S, bei dem eine Mittelung gerade keine Verbesserung des SN R,y mehr bringt,
d.h. SNRyaw = SN Rgemittelt- Mit diesen Uberlegungen kann die Gleichung formuliert werden,

S_ S+aS (63.11)
N 921/2.N° e

Durch Kiirzen von S und N in Gleichung und anschliefSendes Umformen nach a ergibt sich

Gleichung6.3.12]
a=2"%-1~0414. (6.3.12)

Diese Uberlegung zeigt also, dass eine Mittelung der Spektren zu einer Verbesserung des SNR fiihrt, so-
lange die Signalintensitat des zweiten Spektrums 41 % der Intensitat des Spektrums des Peakmaximums
besitzt. Dieser Wert liegt in der Nihe des Wertes von 50 %, der in Abbildung[6.13a] ermittelt wurde.

In Abbildung ist das SNR der gemittelten Spektren (Mittelung der NMR Spektren tiber 50 %
der jeweiligen Peakho6hen) fiir die unterschiedlichen V; gezeigt. Die Steigerung des SNR nimmt mit
der Peakbreite zu, da damit auch der Zeitbereich, in dem die NMR Spektren gemittelt werden, groler
wird. Bei der Messung mit V; = 1000 pL sind die Peaks am breitesten, wodurch die SNR Steigerung
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am grofiten ist. Durch die angewandte Signalmittelung wurde das SNR der V; = 1000 pL Messung im
Vergleich zur V; = 20 yL Messung um den Faktor 22 — 28 gesteigert. Gegeniiber des Sensitivitatszuwachs
ohne Signalmittelung (Abbildung [6.12b] Verbesserung um den Faktor 8 — 16) ist ersichtlich, dass die
Sensitivitat pro injizierter Konzentrationseinheit durch die Signalmittelung zusatzlich um etwa einen
Faktor von 2 zunimmt.

Wihrend das Injizieren grofierer Probenvolumina eine effektive Methode darstellt die Sensitivitat pro
injizierter Konzentrationseinheit zu steigern, nimmt die Sensitivitat pro injizierter Masseneinheit ab. Bei
der Messung mit V; = 1000 L wird relativ zu V; = 20 L ein Faktor 50 mehr Analyt injiziert, wihrend das
SNR nur um den Faktor 22 - 28 zunimmt. Es wird angenommen, dass das optimale Injektionsvolumen
fur die hochste Sensitivitit pro injizierter Masseneinheit dann erhalten wird, wenn die FWHM des
chromatographischen Peaks dem effektiven NMR Detektionsvolumen (siehe Abschnitt S.
etwa 89 uL) entspricht. Somit wiirde jede Elutionsvolumenfraktion mit einer Konzentration von tiber
50 % der Konzentration des Peakmaximums zum NMR Signal beitragen. Dies wire dquivalent zu der
Signalmittelung tiber 50 % der Peakhdhe.

Zur Abschitzung der absoluten Sensitivitéitssteigerung durch Erh6hung des Injektionsvolumens und
Anwendung der Signalmittelung, sind in Abbildung die NMR Spektren der V; = 20 uL. Messung bei
100 % Peakhohe (nicht gemittelt) mit den gemittelten Spektren der V; = 1000 yL Messung (Mittelung
iiber 50 % der Peakh6he) verglichen. Das SNR der aromatischen Signale ist fiir Methyl-, Propyl- und
Pentylparaben jeweils um die Faktoren 76, 144 und 168 erhoht. Da fiir das verwendete Modellsystem
eine ausreichende chromatographische Auflosung vorlag, wurden die folgenden Messungen mit einem
Injektionsvolumen von V; = 1000 pL durchgefiihrt.

(a) (b)

SNR20 pL, raw — =23 x 76 SNR20 L, raw — =10 x 144

Aww%h

SNR1OOO L, gemittelt — =1740 ' ' ECH?? SNR1000 L, gemittelt — = 1440 o O(CHZ)ZCHS

8 6 4 2 0
d [ppm] 4 [ppm]
(c)
SNR1g00 i gemitor = 840 O O(CH,)4CHs
SNR2O pL, raw — =5 _) x 168 é
OH
8 6 4 2 0
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Abbildung 6.14: Vergleich der NMR Spektren der LAC-NMR Messungen mit verschiedenen Injektionvolumina V;. Gezeigt

ist das Spektrum vom Peakmaximum der Messung mit V; = 20 pL (SNRy4) und das gemittelte Spektrum (Mittelung der
Spektren tiber 50 % der Peakhdhe) der V; = 1000 uL Messung. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]
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Im obigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Sensitivitit in der LAC-NMR Kopplung durch eine Vergré-
Berung des Injektionsvolumens und der Anwendung der Signalmittelung erheblich verbessert werden
kann. Allerdings fihrt die Signalmittelung zu einem Verlust der chromatographischen Auflésung im
gemittelten Bereich. Eine geringere chromatographische Auflésung ist problematisch bei (1) chroma-
tographisch tiberlappenden Peaks und (2) wenn Informationen tiber die Peakform benétigt werden.
(1) Bei tiberlappenden Peaks muss die Signalintensitit fir die Signalmittelung angepasst werden, sodass
nur Spektren von den reinen Komponenten gemittelt werden. Wie Abbildung zeigt, wurde bereits
bei einer Mittelung der NMR Spektren iiber 80 % der Peakhohe eine grofle Verbesserung des SNR
erzielt. Daher konnen signifikante SNR Verbesserungen auch fiir chromatographisch iiberlappende
Peaks erzielt werden, wenn die NMR Spektren um das Peakmaximum gemittelt werden. (2) Wenn
Informationen tiber die chromatographische Peakfliche oder die spektrale Entwicklung von Signalen
wihrend der Peakelution von Interesse sind, kann eine Signalmittelung angewendet werden, bei der
aufeinanderfolgende Spektren innerhalb einer festen Fensterbreite gemittelt werden. Bei dieser fortlau-
fenden Signalmittelung wird die Datenpunktdichte entlang des chromatographischen Peaks reduziert,
ahnlich zur Datenreduktion beim oversampling.[156] Dies kann entweder wihrend der Datenaufnahme
durch Erhéhen der Anzahl der Scans pro Spektrum oder wihrend der Datenprozessierung erfolgen. Der
Nachteil dieses Ansatzes ist, dass das Peakprofil geringfiigig modifiziert wird. Diese Methode kann auch
bei der SEC-NMR Kopplung verwendet werden, wenn z. B. die prozentuale Monomerkonzentration in
einer Copolymerkette als Funktion des Elutionsvolumens bestimmt werden soll.[[103}(104]

Im Abschnitt[6.3.5] S.[88] wird gezeigt, dass die Sensitivitatssteigerungen durch die Signalmittelung und
der chromatographischen Filterung nicht multiplikativ sind, da wihrend der chromatographischen
Filterung ebenso eine Signalmittelung stattfindet. Die hier vorgenommene manuelle Signalmittelung
zeigt erst eine signifikante SNR Steigerung fiir Mittelungsbereiche die mindestens einen Faktor 1,5
grofler sind als die Fenstergrofie der Faltfunktion.

6.3.4. Chromatographische Filterung durch Fensterfunktionen

Digitale Filter wurden angewandt, um das SNR der Daten zu verbessern. Datensétze von der HPLC-NMR
Kopplung konnen in zwei Richtungen gefiltert werden: entlang der spektralen Achse (Apodisierung,
Faltung in der Frequenzdomaine) und entlang der chromatographischen Achse (chromatographische
Filterung, Faltung in der Zeitdoméne).[103}104] Bei der chromatographischen Filterung werden die
Chromatogramme bei jeder chemischen Verschiebung mit einer Fensterfunktion gefaltet. Dabei werden
die Datenpunkte innerhalb des Fensters gemittelt, wobei die Anzahl an gemittelten Datenpunkten
mit der Fenstergrofie variiert werden kann. Bei der Mittelung werden die Datenpunkte entsprechend
der Intensitét der Fensterfunktion gewichtet. Nach der Mittelwertbildung wird das Fenster um einen
Datenpunkt verschoben und die Mittelwertbildung erneut durchgefiihrt. Dies wird fiir den gesamten
Datensatz wiederholt.[29] Das gefaltete Signal hat somit die gleiche Anzahl an Datenpunkten wie das
urspriingliche Signal. Um einen Zeitversatz der Signale zu vermeiden, werden Fenstergréfien mit einer
ungeraden Anzahl an Datenpunkten gewahlt.[156] Durch die Anwendung chromatographischer Filter
wird das Rauschen reduziert und die Signale verbreitert, was zu einer Reduktion der Signalintensitét
fithrt. Die Reduktion des Rauschens hangt von der jeweiligen Frequenz ab: hochfrequentes Rauschen
nimmt schneller mit steigender Fenstergrofie ab, wohingegen niederfrequentes Rauschen langsamer
abnimmt. Das Ausmaf} der Peakverbreiterung wird vom Verhiltnis zwischen Peakbreite und Fenster-
funktion bestimmt. Daher gibt es fiir jeden Peak eine optimale Fensterbreite, bei der das SNR maximal
ist. Typischerweise ist diese kleiner als die Basisbreite des zu glittenden Peaks.[[156]
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An Datenséitzen von der SEC-NMR (62 MHz) Kopplung wurde in vorangegangenen Publikationen
folgende Glattungsfunktionen entlang der chromatographischen Dimension untersucht: (1) Rechteck,
(2) Gaufl sowie (3) Tukey.[103]] Diese Funktionen wurden nun zur Anwendung in der LAC-NMR
(80 MHz) untersucht. Die verwendeten Fensterfunktionen sind in Abbildung|6.15] visualisiert.

Rechteck _ _ _GauR Tukey
N =49 oc=8 L=49,a=05
11 2 <>
a i 4 \ Ee]
- t ] ’ \ :
8 0,8 , \
= \
206 ) \
Q
c N \
So4r | iy \
P \
H \
02 |i.,0 N
i AN
a Rt

o

0 10 20 30 40 50
Anzahl an Datenpunkte

Abbildung 6.15: Darstellung der verwendeten chromatographischen Fensterfunktionen. Die Fensterbreite der Rechteckfunktion
N und die der Tukey-Funktion L entspricht der Basisbreite. Die Tukey-Funktion ist in Gleichung definiert und
besitzt zusitzlich einen a-Wert, der die Form der Ubergangsbereiche zwischen dem flachen Mittelteil und die durch zwei
Kosinusfunktionen abfallenden Seiten beschreibt. Die Fensterbreite der Gau3funktion wird tiber die Standardabweichung o
definiert. Die Bezeichnung der Parameter wurde von fritheren Arbeiten tibernommen.[22, 103} |104] Modifiziert nach Matz et
al. 2024.[133]

Die mathematische Definition der Rechteckfunktion ist in Gleichung(3.3.19] S.[27] und die der Gauf3-
funktion in Gleichung|3.3.16] S.[27] angegeben. Die Tukey-Funktion ist in Gleichung|6.3.13| definiert.

cos(z—’i[x—"%]), 0< x<“7L
f(x) =11, < x<L-% (6.3.13)
cos(i—’i[x—L+“7L]), L—“TLS x< L

mit der Datenpunktliste x, mit der Gesamtlidnge L (Anzahl an Datenpunkten, Fenstergrofie) sowie dem
Parameter @, der dem Verhaltnis aus der Lénge des kosinusverjiingten Abschnitts zur Fenstergrofie L
entspricht, mit 0 < o < 1.[22}|75} 157 Far ¢ = 0 wird die Rechteckfunktion und fir a = 1 wird eine
Hann-Funktion erhalten. Die Tukey-Funktion wurde fir o = 0,25, 0,50 und 0,75 untersucht. Gegentiber
der Rechteckfunktion ist die Gauffifunktion und die Tukey-Funktion mit & > 0 stetig und stetig diffe-
renzierbar.

Da der Effekt der Peakverbreiterung vom Verhaltnis der Peakbreite zur Fensterfunktion abhingt, wurde
Methylparaben als schmalster chromatographischer Peak des Modellsystems fiir die folgenden Versuche
ausgewihlt. Zwei Methylparabenlosungen mit 30 g L™! und 0,78 g L™! wurden mit der LAC-NMR
Kopplung gemessen. Der Datensatz der 30 g L™! wurde entlang der chromatographischen Achse mit
der Rechteckfunktion, der Gaufunktion und der Tukey-Funktion (mit & = 0,25, 0,50 und 0,75) gefaltet.
Da mit der Tukey-Funktion (a = 0,75) maximales SNR der aromatischen Signale erhalten wurde, wurde
nur die Tukey-Funktion mit a = 0,75 auf den Datensatz der 0,78 g L™! Messung angewandt. Um eine
Verschiebung der Elutionszeiten des Methylparabenpeaks zu vermeiden, wurden ausschliellich Fenster-
groflen mit einer ungeraden Anzahl an Datenpunkten (Spektren) verwendet. Die kleinste Fenstergrofie
bestand aus drei Datenpunkten. Die Wiederholzeit der verwendeten NMR Aufnahmemethode 5 betrug
t; = 1,4 s (siehe Tabelle S.[74). Somit entsprach die minimalen Fenstergréfe 3 - 1,4 = 4,2 s. Diese
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wurde immer um 4 Datenpunkte (entspricht 5,6 s Elutionszeitschritte) vergrofiert. Nach jeder Filterung
wurde vom gemittelten Elutionsprofil der aromatischen Signale das FWHM (FW HMyprc) sowie vom
NMR Spektrum am Peakmaximum das spektrale SNR bestimmt. Zur Bestimmung der SNR Steigerung
wurde dieses auf das SNR ohne chromatographische Filterung (SNR;,y) normiert. Das normierte SNR
gegen das FWHMpypyc ist in Abbildung aufgetragen.
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Abbildung 6.16: Auswertung der Effektivitat der chromatographischen Fensterfunktionen, die in Abbildung abgebildet
sind. Diese wurden mit unterschiedlichen Fensterbreiten auf die Datensitze der LAC-NMR Messungen einer 30 g L™! (schwarz)
und einer 0,78 g L™! (grau) Methylparabenlésung angewandt. Vom gemittelten Elutionsprofil der aromatischen Signale wurde
das FWHM (FWHMgprc) und vom NMR Spektrum am chromatographischen Peakmaximum das spektrale SNR bestimmt.
Das SNR wurde auf das SNR ohne Filterung (SN Ryay) normiert. Bei der 30 g L™! Messung zeigen die Fensterfunktionen
bei kleinen Fenstergrofen einen dhnlichen SNR Anstieg und FWHM Verbreiterung (siehe schwarze gestrichelte Linie bei
FWHMS30 g/1, raw + 10%), wobei das maximale SNR fiir die Tukey-Funktion mit & = 0,75 und L = 228,2 s erhalten wurde. Um
die optimale Fensterbreite dieser Funktion fiir den schmalsten Peak des Modellsystems zu bestimmen, wurde zusétzlich
die 0,78 g L~! Messung ausgewertet. Das maximale SNR wurde fiir L = 82,6 s erhalten mit einer FWHM Zunahme des
chromatographischen Elutionsprofils um 20 % (siehe graue gestrichelte Linie). Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]]

Die Konzentration von 0,78 g L™! wurde gewihlt, da das SN R4y, mit 11 noch iiber der Bestimmungs-
grenze (LOQ, SNR = 10) lag und somit eine zuverldssige Auswertung des Datensatzes moglich war. Bei
LAC Messungen mit DRI Detektion wurde beobachtet, dass die Retentionszeit und die FWHM von
Methylparaben bei Konzentrationen unter 3,1 g L™! verglichen mit der Konzentration bei 0,012 g L™!
um weniger als 10 % variierten. Diese Auswertung ist in Anhang S. dargestellt. Dies zeigt,
dass bei einer Konzentration von 0,78 g L™! nur wenig bis keine Konzentrationsiiberladung auftrat und
somit die schmalst-moégliche chromatographische Peakform erhalten wurde.

Alle Fensterfunktionen zeigen ein dhnliches Verhalten, mit einem starken SNR Anstieg bis zu einem
Faktor von etwa 5 bei gleichzeitig nur geringer Zunahme des FWHM um den Faktor 1,1 (siehe schwarze
gestrichelte vertikale Linie). Fiir den 30 g L™! Datensatz wurde das héchste SNR mit dem Tukey-Filter
(¢ = 0,75 und L = 228,2 s) erreicht, wobei das SNR um den Faktor 7 und das FWHM um den Faktor 1,8
zunahmen. Beim Datensatz der 0,78 g L' Messung und dem Tukey-Filter (a = 0,75) wurde fiir L = 82,6 s
das maximale SNR erhalten. Mit diesen Parametern war SNR um einen Faktor 6 und das FWHM um
einen Faktor 1,2 erhéht (siehe graue gestrichelte Linie). Die SNR Zunahme war bei der 30 g L™! Messung
hoher, da das Elutionsprofil breiter war (FWHMS3g g1, raw= 80 s gegeniiber FWHM); 73 g1, raw = 60 s). Je
breiter das Elutionsprofil, desto hoher ist die maximal mogliche SNR Verbesserung, da die Peakverbrei-
terung vom Verhaltnis zwischen Fenstergrofie und FWHM abhingt, die Rauschreduzierung jedoch nur
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von der Fenstergrofle.

Mit dem Tukey-Filter (¢ = 0,75 und L = 82,6 s) wurde fiir den schmalsten chromatographischen
Peak des Modellsystems eine FWHM Zunahme um den Faktor 1,2 erhalten (siehe graue gestrichel-
te Linie). Dementsprechend sollte die Peakverbreiterung fiir die anderen Parabene (da diese breite-
re Elutionsprofile aufweisen) fiir alle Konzentrationen geringer sein. Daher wurde nachfolgend die
Tukey-Fensterfunktion mit a = 0,75 und L = 82,6 s verwendet.

6.3.5. Bestimmung der Sensitivitatsgrenzen der LAC-NMR Kopplung fiir Parabene

Zur Beurteilung der Sensitivitat einer Methode wird die Nachweisgrenze (LOD, SNR = 3) und die
Bestimmungsgrenze (LOQ, SNR = 10) herangezogen. Diese Kenngrofien konnen sich dabei auf die
Menge an injiziertem Analyt oder auf die injizierte Konzentration beziehen.[29] Die Optimierung der
LAC-NMR Kopplung hatte als Ziel, die Sensitivitit pro injizierter Konzentrationseinheit zu verbessern,
weshalb diese im Folgenden bestimmt wurde. Eine Konzentrationsreihe einer Mischung bestehend aus
Methyl- und Pentylparaben wurden analysiert, jeweils mit den Konzentrationen von ¢ = 0,012, 0,049,
0,20, 0,78, 3,10, 12,5 und 50,0 g L™!. Die hdchste Konzentration wurde auf 50,0 g L™! begrenzt, um die
Loslichkeit sicherzustellen (siehe Abschnitt S.[59). Die Prozessierung der LAC-NMR Daten wurde
entsprechend der Beschreibung in Abschnitt[5.8.2] S.[54 durchgefithrt, wobei zur chromatographischen
Filterung die Tukey-Fensterfunktion mit a = 0,75 und L = 82,6 s genutzt wurde. In Abschnitt
S.[850 wurde gezeigt, dass mit diesen Parametern fiir Methylparaben im linearen Konzentrationsbereich
das maximale SNR erhalten wird. Neben der chromatographischen Filterung wurde Signalmittelung
angewandt. Dabei wurden die Spektren tiber 50 % der Peakhthe gemittelt. Fiir weitere Informationen
zur Auswirkung der Signalmittelung auf das SNR wird auf Abschnitt S.[81] verweisen. Die
Elutionsbereiche fiir die Signalmittelung wurden abhéngig von der injizierten Konzentration auf
zwei Arten bestimmt. Fiir Konzentrationen ¢ > 3,1 g L™! bei denen das Pentylparabenspektrum
am Peakmaximum ein SNR > 100 besaf}, wurden die Elutionszeiten direkt am Elutionsprofil der
aromatischen Signale abgelesen. Fiir Konzentrationen ¢ < 3,1 g L™! wurde das DRI Chromatogramm
verwendet, wobei die Elutionszeitverzogerung und die Peakbreitendifferenz zwischen NMR und DRI
zuvor bestimmt wurden. Die Bestimmung des SNR erfolgte vor der Signalmittelung vom Spektrum am
Peakmaximum sowie nach der Signalmittelung vom gemittelten Spektrum. In Abbildung|6.17ist das
SNR fiir das gemittelte aromatische Signal (entspricht einem einzelnen Proton) und des Methoxysignals
(entspricht drei Protonen) der Spektren am Peakmaximum (nicht gemittelt, grau) und der gemittelten
Spektren (schwarz) dargestellt.

Fiir eine Abschétzung der LOD und LOQ Werte wurden in Abbildung die SNR mit angewandter
Signalmittelung im linearen Konzentrationsbereich mit Gleichung angepasst,

SNR=a-c, (6.3.14)

mit dem Saklierungsfaktor a, der injizierten Analytkonzentration ¢ in g L™! und dem Exponent b, der
fiir einen idealen linearen Zusammenhang b = 1 annimmt. Der lineare Konzentrationbereich wurde
basierend auf den FWHM der Elutionsprofilen nach der chromatographischen Filterung definiert. Als
Grenzwert wurde ein Anstieg des FWHM um 10 % gegeniiber der niedrigsten analysierten Konzentra-
tion von 0,012 g L™! gewihlt. Die Auswertung ist in Anhang S. aufgefiihrt. Fiir Methylparaben
lagen die Konzentrationen bis zu 3,1 g L™! und fiir Pentylparaben bis zu 0,78 g L™! im linearen Konzentra-
tionsbereich. Bei hoheren Konzentrationen war der SNR Anstieg pro injizierter Konzentrationseinheit
nicht mehr linear, da die Peakverbreiterung aufgrund der Konzentrationsiiberladungsphianomene und
der chromatographischen Filterung variierte. Die Anpassungsparameter und die daraus bestimmten
LOD und LOQ Werte sind in Tabelle [6.8| zusammengefasst. Fiir Methylparaben waren a = 341,5 und
b = 1,028 und fiir Pentylparaben a = 66,1 und b = 0,951. Beide Anpassungsfunktionen beschreiben die
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Daten mit R* = 0,996 sehr gut. Mit den Anpassungsgleichungen wurden die Nachweisgrenze (LOD,
SNR = 3) und die Quantifizierungsgrenze (LOQ, SNR = 10) pro injizierter Konzentrationseinheit be-
stimmt. Fiir das Methoxysignal von Methylparaben betrug LOD = 0,010 g L™! und LOQ = 0,031 g L™}
und fiir die aromatischen Signale von Pentylparaben LOD = 0,038 g L™! und LOQ = 0,134 g L.
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X ) . 1
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Abbildung 6.17: Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) bezogen auf die Injektionskon-
zentration fiir Methyl- und Pentylparaben bei einem Injektionsvolumen von 1000 L. Das SNR des NMR Spektrums am
Peakmaximum ist in Grau (nicht gemittelt) und das SNR der gemittelten Spektren ist in Schwarz (Signalmittelung tiber
50 % der chromatographischen Peakhohe) eingezeichnet. Die Messungen im linearen Konzentrationsbereich wurden fiir die
Anpassung mit Gleichung[6.3.14] verwendet. Die Anpassungsparameter sowie die LOD und LOQ Werte sind in Tabelle[6.8]
zusammengefasst. Modifiziert nach Matz et al. 2024.[133]

Tabelle 6.8: Parameter der Anpassungsgleichung aus Abbildung und der daraus bestimmten LOD und LOQ Werte,
bezogen auf die injizierte Konzentration unter Verwendung eines Injektionsvolumens von 1000 pL. Modifiziert nach Matz et
al. 2024.[133]

| a b LOD[gL™'] LOQ[gL™]

Methylparaben (-OCHs) 341,5 1,028 0,010 0,031
Pentylparaben (aromatische 'H) | 66,1 0,951 0,038 0,134

Der Vergleich des SNR zwischen den gemittelten (schwarz) mit den nicht-gemittelten Spektren (grau)
zeigt, dass die Signalmittelung auf Methylparaben keinen Einfluss hat. Dagegen unterscheiden sich bei
Pentylparaben die SNR zwischen gemittelten und nicht-gemittelten Spektren ab einer Konzentration
von ¢ = 0,78 g L™!, wobei der Unterschied mit steigender injizierter Konzentration zunimmt. Fiir die
Messung von 50,0 g L™! ist das SNR des gemittelten Spektrums um einen Faktor 2 hoher als das SNR
des nicht-gemittelten Spektrums vom Peakmaximum. Dies zeigt, dass die im Abschnitt S.
und Abschnitt S.[85] beschriebenen SNR Verbesserungen aufgrund der Signalmittelung und
chromatographischer Filterung sich teilweise gegenseitig kompensieren.

Bei der Anwendung chromatographischer Filter werden Fensterfunktionen mit einer definierten Fens-
tergrofle mit dem Chromatogramm gefaltet. Wahrend der Faltung wird die Fensterfunktion in einzelnen
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Schritten iiber die Datenpunkte des Chromatogramms geschoben. Bei jedem Schritt wird ein entspre-
chend der Fensterfunktion gewichteter Mittelwert der Datenpunkte innerhalb des Fensters berechnet.
Aufgrund dieser bereits erfolgten Mittelung fiihrt eine weitere Mittelung im Bereich der Fenstergrofe,
wie es bei der Signalmittelung entlang des chromatographischen Peaks der Fall ist, zu keiner zusétzli-
chen SNR Erhéhung. Fiir die 50,0 g L™! Messung ist die FWHM von Methylparaben mit FWHM = 106 s
nur geringfiigig grofler als die Tukey-Fenstergrofie von L = 82,6 s, wiahrend fiir Pentylparaben die
FWHM = 460 s um den Faktor 5 grof3er ist. Aufgrund des deutlich groieren Bereichs fiir die Signalmit-
telung wird eine zusétzliche SNR Verbesserung um den Faktor 2 erzielt. Fiir Pentylparaben beginnt
eine Verbesserung des SNR durch die Signalmittelung ab einer Konzentration von etwa 0,78 g L™1.
Bei dieser Konzentration ist das SNR des gemittelten Spektrums um den Faktor 1,6 hoher als das SNR
des nicht-gemittelten Spektrums vom Peakmaximum. Die FWHM von Pentylparaben bei 0,78 g L™}
betragt 124,6 s und ist somit ein Faktor von 124,6 /82,6 s = 1,5 grofier als die Tukey-Fenstergrofle.
Dies zeigt, dass die Signalmittelung entlang des chromatographischen Peaks trotz zuvor erfolgter
chromatographischer Filterung eine effiziente Methode zur Erh6hung des SNR ist, wenn der Peak
eine FWHM aufweist, die mindestens um den Faktor 1,5 breiter ist als die gewahlte Fenstergrofie
der chromatographischen Filterfunktion. Zudem verdeutlichen diese Ergebnisse, dass es wahrend der
Datenaufnahme einer HPLC-NMR Messung ratsam ist, die Spektren mit einem Scan pro Spektrum
aufzunehmen, da die Signalmittelung wihrend der chromatographischen Filterung erfolgt und somit
Rohdaten mit maximaler chromatographischer Auflosung vorliegen.

Brkljaca et al. fithrten in der LAC-NMR (500 MHz) Kopplung auch LOD Studien mit Methylparaben
durch.[1] Die LOD Werte hiangen von der SNR Definition ab. Von den Autoren wird nicht eindeutig
beschrieben wie das SNR definiert wurde. Es wird davon ausgegangen, dass das SNR mit der einfa-
chen Standardabweichung berechnet wurde und somit ein Vergleich zuléssig ist. Beschrieben werden
LAC-NMR (500 MHz) Messungen unter onflow und isokratischen Bedingungen. Als mobile Phase wurde
eine binire Mischung aus protoniertem Acetonitril und deuteriertem Wasser (50/50 v/v%) verwendet.
Weiter wurde eine Flussrate von 0,8 ml min~!, ein Injektionsvolumen von 50 pL, eine analytische
Cig Séule (150 X 4,6 mm Innendurchmesser) und eine NMR Flusszelle mit einem aktiven Volumen von
60 uL gewahlt. Die NMR Spektren wurden mit 4 Scans und einer Wiederholungszeit pro Scan von
3,0 s aufgenommen, wobei der Rotationswinkel nicht angegeben ist. Eine Losungsmittelunterdriickung
wurde durch die WET Pulssequenz (siehe Abschnitt S. erreicht. Die Spektren wurden mit
einer Linienverbreiterung von 0,5 Hz prozessiert, wobei die Apodisierungsfunktion nicht spezifiziert
ist. Unter diesen Bedingungen wird eine Nachweisgrenze von LOD =2,3 pg fiir das aromatische 'H
von Methylparaben beschrieben, was einer injizierten Konzentration von LODsgg vy, = 0,046 g L1
entspricht. In diesem Artikel wurden die LAC-NMR (80 MHz) Messungen mit einer bindren Mischung
aus protoniertem Aceton/Wasser (60/40 v/v%), einer Flussrate von 1 ml min~?, einem Injektionsvolumen
von 1000 pL, einer semipraparativen Cyg Saule (250 X 10 mm Innendurchmesser) und mit einer NMR
Flusszelle mit einem aktiven Volumen von 211 pL durchgefiihrt. Die NMR Detektion erfolgte mit
einem Scan pro Spektrum, wobei ein Ernst Winkel von 62° mit einer Wiederholungszeit von 1,40 s
verwendet wurde. Zur Losungsmittelunterdriickung wurde die PRESAT Pulssequenz genutzt. Die
Datenprozessierung erfolgte mit einer eine Linienverbreiterung von 2,3 Hz (Gauf}), einer numerischen
Losungsmittelunterdriickung, einer HPLC Basislinienkorrektur sowie einer chromatographischen
Filterung und manuellen Signalmittelung. Unter diesen Bedingungen wurde ein LOD fiir das aroma-
tische 'H von Pentylparaben von LODg py;, = 0,038 g L™! bestimmt. Dieser Wert liegt sogar etwas
unter dem LOD der LAC-NMR (500 MHz) Kopplung, der fiir ein aromatisches 'H von Methylparaben
LODsgo mu = 0,046 g L™! betrug. Dieses Ergebnis unterstreicht das Potenzial der Methodenoptimierung,
da unter den gleichen Bedingungen ein 500 MHz NMR Spektrometer als Detektor eine deutlich hohere
Empfindlichkeit aufweisen sollte.
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6.4. Applikationsbeispiele der LAC-NMR (80 MHz) Kopplung

6.4.1. Parabenanalyse unter relevanten Konzentrationen und Auflosung chromatographisch
iliberlappender Peaks

Parabene werden als Konservierungsmittel in kosmetischen Produkten verwendet. In der Européischen
Union betragt die maximale Konzentration aller Parabene im kosmetischen Endprodukt 0,8 w/w%,
wobei die maximale Konzentration eines einzelnen Parabens 0,4 w/w% nicht tibersteigen darf.[134]
Zur Demonstration méglicher Anwendungsmoglichkeiten wurde eine Mischung aus Methyl- und
Ethylparaben hergestellt und mit der LAC-NMR (80 MHz) Kopplung analysiert. In der Mischung war
die Konzentration pro Paraben 1 g L~1 (0,1 w/w%), was einer Gesamtparabenkonzentration von 2 g L!
(0,2 w/w%) entsprach und damit um einen Faktor 4 unter der zuldssigen Hochstkonzentration lag.[134]
Die LAC-NMR Analyse wurde mit den in Abschnitt[6.2] S.[67] und Abschnitt[6.3] S.[76] optimierten
Parametern durchgefiihrt und ist in Abbildung ausgewertet. Zusitzlich ist in Abbildung
die Analyse einer Methyl- und Ethylparabenmischung mit jeweils 50 g L™! (entspricht einer Gesamt-
parabenkonzentration von 100 g L™!) dargestellt. Die spektral aufgeldsten Chromatogramme sind
als Konturdiagramm dargestellt. Die NMR Spektren der jeweiligen Peakmaxima sind iber dem Kon-
turdiagramm gezeigt. Rechts ist das gemittelte Elutionsprofil der aromatischen Signale sowie das
analytspezifische Elutionsprofil des Methoxysignals (-OCHj3 bei 4,07 ppm) von Methylparaben und die
des Methylsignals (-CHj; bei 1,48 ppm) von Ethylparaben gezeigt. Fiir die Messung der Probe mit einer
Gesamtparabenkonzentration von 2 g L™! (in Abbildung ist die Retentionszeit von Methylparaben
20,4 min und fiir Ethylparaben 24,2 min. Anhand charakteristischer NMR Signale kénnen die Peaks
Methylparaben (Singulett der -OCH3 Gruppe bei 4,07 ppm) und Ethylparaben (Triplett der R-CHj
Gruppe bei 1,48 ppm) zugeordnet werden. Das Wassersignal ist bei 4,79 ppm und das Acetonsignal ist
bei 2,44 ppm sichtbar. Da die Form und Position der Losungsmittelsignale wahrend der Analytelution
aufgrund der veranderten chemischen Umgebung variieren, erscheinen im Spektrum aufgrund der
numerischen Lésungsmittelunterdriickung negative Subtraktionsartefakte.[103] Obwohl der rechte *C
Satellit von Aceton teilweise mit dem Methylsignal von Ethylparaben tiberlagert, ist dieses dennoch
deutlich als Triplett zu erkennen. Das -OCH,- Signal von Ethylparaben ist nicht sichtbar, da dieses
aufgrund der Nihe zur Wasserresonanz durch PREAST unterdriickt wird. Fiir die aromatischen Signale
beider Parabene ist SNR ~ 90 und erlaubt somit potentiell eine Quantifizierung. Fiir eine Quantifizie-
rung der Parabene wire fiir die jeweiligen Signale die Erstellung einer Konzentrations-Kalibrierung
erforderlich, wie in Abschnitt S.[70] erlautert.

Bei der LAC-NMR Messung mit einer Gesamtparabenkonzentration von 100 g L™! (in Abbildung
sind die chromatographischen Peaks aufgrund der Konzentrationsiiberladung zu kiirzeren Elutionszei-
ten (18,4 bzw. 21,1 min) verschoben und verbreitert, wodurch sie tiberlappen. Das gemittelte SNR der
aromatischen Signale von Methylparaben betragt SNR = 3100 und das von Ethylparaben SNR = 1500.
Unter Nutzung der spektralen Auflsung der NMR Detektion konnen die Parabene trotz der chromato-
graphischen Uberlappung aufgelost werden. Hierfir werden die analytspezifischen Elutionsprofile der
-OCHj; Gruppe von Methylparaben bei 4,07 ppm und der -CH; Gruppe von Ethylparaben bei 1,48 ppm
betrachtet, wie auf der rechten Seite der Abbildung|6.18b|zu sehen ist.
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Abbildung 6.18: Spektral aufgelostes Chromatogramm der LAC-NMR (80 MHz) Analyse einer Mischung aus Methyl- und
Ethylparaben mit einer Parabenkonzentration Von 1+1gL™!und|(b)[50 + 50 g L. Die Konturdiagramme sind auf das
Maximum in der 2D-Ebene normiert und mit 20 Linien in Intensitatsabstinden von 0,05, beginnend ab einer Intensitit von
0,05, dargestellt. Uber dem Konturdiagramm sind die 'H NMR Spektren vom jeweiligen chromatographischen Peakmaximum
gezeigt. Die aromatischen Signale wurden zur Berechnung der in den Konturdiagrammen gezeigten SNR genutzt. Rechts ist
jeweils das gemittelte Elutionsprofil der aromatischen Signale (in Schwarz) sowie das Elutionsprofil von -OCHj3 bei 4,07 ppm
(in Blau) und das von -CHj3 bei 1,48 ppm (in Rot) dargestellt. Die Mittelung der NMR Spektren wurde in@nicht angewandt,
da die chromatographische FWHM mit FWHM = 90 s etwa der Fenstergrofie des Tukey-Filters von L =82,6 s entsprach,
sodass keine Sensitivititssteigerung erhalten worden wire. In[(b)] wurde aufgrund der chromatographischen Uberlappung auf
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6.4.2. Oligomeranalyse von Styrol beziiglich der Taktizitat mittels LAC-NMR (80 MHz)

Im Jahr 1998 beschrieben Pasch et al. die Analyse der Taktizitiat von Styrololigomeren mit der onflow
LAC-NMR (500 MHz) Kopplung.[122]] Im Gegensatz zu den bisher verwendeten reinen Parabenstan-
dards handelt es sich bei einer Polymerprobe immer um eine Mischung von Ketten mit unterschiedlicher
Anzahl an Monomeren, deren Linge durch den Polymerisationsgrad n charakterisiert wird. Befinden
sich im Polymerriickgrat chirale Zentren, unterscheiden sich Polymerketten zusatzlich in der Taktizitét.
Bei einem Polymer mit einer Kettenlinge aus n Monomeren kénnen potentiell 2"~! Stereoisomere
vorkommen.[[158,[159] Zur Polymeranalyse wird grundsatzlich die SEC genutzt (siche Abschnitt[2.2.2]
S.[10), da bei der LAC die Retentionszeit etwa linear mit n zunimmt.[31] Da Oligomere aber sehr kleine
n aufweisen ist eine Auftrennung mit der LAC moéglich.

Pasch et al. verwendeten die LAC zur Separation eines Polystyrol (PS)-Standards mit einem Molekular-
gewicht am SEC Peakmaximum M, von M, = 530 g mol ™" in die einzelnen PS-Oligomere. Dabei wurde
protoniertes Acetonitril als mobile Phase und eine analytische C1g Sdule (250 X 4 mm Innendurchmesser)
verwendet. Pasch et al. beschrieben die Auftrennung der PS-Probe in die einzelnen PS-Oligomeren
bis zu einem Polymerisationsgrad von n = 7. Durch die onflow NMR (500 MHz) Detektion konnten
anschlieSend Informationen tiber die Taktizit4t der Oligomere mit n = 2 bis 4 gewonnen werden. Eine
ghnliche Analyse wurde in der vorliegenden Arbeit mit der onflow LAC-NMR (80 MHz) Kopplung
vorgenommen. Ein PS-Standard mit M, = 682 g mol™' wurde auf einer semipraparativen Cyg Saule
(250 x10 mm Innendurchmesser) mit Acetonitril als mobile Phase aufgetrennt.

Zunichst wurde die Léslichkeitsgrenze des PS-682 g mol™! Standards in Acetonitril bestimmt, die bei
etwa ¢ = 60 g L™! lag. Zum Lésen wurde die Probe eine Stunde lang auf 35°C erhitzt. In Abbildung
ist ein NMR Spektrum des PS-682 g mol~! Standards mit ¢ = 60 g L™! in Acetonitril zu sehen, wobei
das Acetonitrilsignal bei 2,05 ppm durch die PRESAT Pulssequenz unterdriickt wurde.

T
Acetonitril

-CH- & -CH,-

13C
aromatische 'H
2%

J\ N

130

———— —
Integral = 1,000 ‘ ‘ ‘ Integral = 0,193
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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Abbildung 6.19: NMR Spektrum eines Polystyrol (PS)-Standards mit M, = 682 g mol~!, mit ¢ = 60 g L™! in protoniertem
Acetonitril, aufgenommen unter statischen Bedingungen mit 4 Scans mit einer Wiederholzeit von t, = 20,0 s und einer
FID-Aufnahmezeit von t44 = 6,6 s und einer Verweilzeit t4,, = 200 ps. Bei der Datenprozessierung wurde eine 1 Hz exponentielle
Apodisierung angewandt. Das Signal von Acetonitril bei 2,05 ppm wurde durch die PRESAT Pulssequenz unterdriickt. Die
Struktur eines anionisch polymerisierten PS mit sekundérem Butyllithium als Initiator ist gezeigt. Die Zuordnung der Signale
basierte auf Pasch et al.[122] Der mittlere Polymerisationsgrad n kann aus den rot markierten Integralen der zwei -CHjs
Gruppen der Isobutylgruppe und den aromatischen 'H berechnet werden und ist 7 = (1,000/5)/(0,193/6) = 6.
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Tabelle 6.9: T; Relaxationszeiten der aromatischen und Methylsignale einer 60 g L™! Polystyrollosung (682 g mol~!) Losung
in Acetonitril, bestimmt mit der inversion recovery Pulssequenz.

Chemische Gruppe T [s]

aromatische '"H 1,4
-CH; 1,0

Pasch et al. wihlten einen anionisch polymerisierten PS-Standard, der mit sekunddrem Butyllithium
initiiert wurde.[122]] Der mittels LAC-NMR (80 MHz) analysierte PS-Standard wurde vom selben Her-
steller (Polymer Standards Service, Mainz, Deutschland) bezogen und im NMR Spektrum erscheinen
ebenfalls Signale bei chemischen Verschiebungen, die von Pasch et al. den Methylsignalen (-CHs)
der Isobutylgruppe zugeordnet wurden. Der mittlere Polymerisationsgrad n wurde zudem aus den in
Abbildung rot markierten Integralen berechnet und entsprach dem erwarteten mittleren Polymeri-
sationsgrad von n = (1,000/5)/(0,193/6) = 6. Daher wird angenommen, dass der verwendete PS-Standard
ebenfalls durch anionische Polymerisation mit sekundarem Butyllithium hergestellt wurde. Die Zuord-
nung der NMR Signale zu den chemischen Gruppen in Abbildung[6.19 basierte auf der Beschreibung
von Pasch et al.[122] Da das Acetonitrilsignal mit den Signalen der -CH- und -CH;- Gruppen des PS und
der Isobutylgruppe iiberlagerte, war nur eine Auswertung der aromatischen Signale des PS zwischen
6,5 und 8,0 ppm und der Methylsignale der Isobutylgruppe zwischen 0,5 und 1,0 ppm moéglich.

Die aromatischen 'H besitzen die grofite spektrale Separation zum Losungsmittelsignal, weshalb diese
am wenigsten von diesem beeintrichtigt sind. Daher wurden die aromatischen 'H zur Kalibrierung des
90° Pulses genutzt. Die Kalibrierung der Pulslidnge unter statischen Bedingungen ist in Anhang
S. gezeigt. Die Pulsdauer fiir einen 90° Puls betrug 8 pys. Mit der kalibrierten Pulslange wurde die
T, Zeit von den beiden Signalen mit der inversion recovery Pulssequenz unter statischen Bedingungen
bestimmt. Dabei wurde die Wartezeit zwischen dem 90° und dem 180° Puls von 1 bis 5000 ms in
linearen Schritten von 263 ms mit insgesamt 20 Schritten aufgenommen, wobei von jedem Schritt 4
Scans gemessen wurden. Die T; Zeiten sind in Tabelle [6.9] aufgelistet.

Der Fokus der LAC-NMR Methodenoptimierung lag auf der Steigerung der Sensitivitét. In Abschnitt[6.2.2]
S.[70l wurde gezeigt, dass durch ein Verkiirzen der Wiederholzeit der Pulssequenz die Sensitivitat ver-
bessert werden kann. Als Folge wurde die Aufnahmezeit méglichst kurz gew#hlt, wodurch die spektrale
Aufl6sung abnahm. Zum Verbessern der spektralen Auflésung wurde zero filling angewandt. Um das
Auftreten von Sinc-Artefakten zu vermeiden, war eine relativ starke Apodisierung von 2,3 Hz (Gaufl)
notwendig, die die Selektivitat des NMR Spektrums aufgrund der Linienverbreiterung reduzierte. Bei
der hier durchgefiihrten Analyse der Taktizitit ist dies hinderlich, da fiir die Auswertung der Fein-
struktur der NMR Signale sowohl eine hohe spektrale Auflésung, als auch eine hohe Selektivitat im
NMR Spektrum erforderlich ist. Folglich wurde die Aufnahmezeit von 0,26 s auf 2,0 s erhéht, womit
die spektrale Auflosung ohne zero filling 0,5 Hz entsprach. Damit war die spektrale Auflésung hoch
genug, um J-Kopplungskonstanten von iiber 1 Hz aufzulésen. Durch das zero filling wurde eine Stufe im
FID erzeugt, die durch die Apodisierung entfernt werden musste. Da eine Reduzierung der spektralen
Selektivitdt durch die Apodisierung nicht erwiinscht war wurde auf die Anwendung von zero filling
und Apodisierung verzichtet. Fiir die LAC-NMR (80 MHz) Analyse wurden 1000 uL der 60 g L™! Poly-
styrollosung injiziert. Die NMR Datenaufnahme erfolgte mit einem f =90° Anregungspuls und einem
Scan pro Spektrum. Eine Losungsmittelunterdriickung wurde mit der PRESAT Methode erreicht, wobei
die Saturierungsfrequenz auf das Maximum des Acetonitrilsignals bei 2,05 ppm gesetzt wurde. Mit
dem ts,; = 1,0 s langen Saturierungspuls, der t,q = 2,0 s langen Aufnahmezeit sowie der erforderlichen
Wartezeit von etwa t,q = 0,1 s fir die Datenverarbeitung und -speicherung ergab sich somit eine Wie-
derholzeit der Pulssequenz von 3,2 s. Die Wiederholzeit entsprach etwa dem dreifachen der gemessenen
T; Zeiten aus Tabelle[6.9] Der Datensatz der LAC-NMR Messung wurde wie in Abschnitt[5.8.2] S.
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beschrieben verarbeitet.

In Vorversuchen wurde festgestellt, dass bei einer Sdulentemperatur von 26,5°C und einer Flussrate
von 1 mL min~! fiir die Separation der PS-Oligomere bis n = 7 etwa 240 min erforderlich war. Um
die Messzeit zu verringern und die PS-Peaks zu fokussieren, wurde die Sdulentemperatur um 10°C
auf 36,5°C erhoht. Bei dieser Saulentemperatur und bei einer Flussrate von 1 mL min~!
Auftrennung der PS-Oligomere bis n = 7 innerhalb 140 min erreicht. Pasch et al. nutzten einen Gra-
dienten der Flussrate, um die Messzeit zu reduzieren. Darauf wurde verzichtet, da dies bei dem 80
MHz Spektrometer das thermische Gleichgewicht des NMR Magneten gestort hétte und somit die
Stabilitdt des Locks negativ beeinflusst hatte. Siehe hierzu die Diskussion im Abschnitt S.
In Abbildung|[6.20]ist das DRI Chromatogramm sowie die spektral aufgelésten Chromatogramme der
aromatischen und Methylsignale der PS-682 g mol~! Messung zu sehen.
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Abbildung 6.20: Auswertung der LAC-NMR (80 MHz) eines PS-Standards mit M, = 682 g mol~!. Hierfiir wurden 1000 yL
einer 60 g L™! PS-Losung injiziert. Die NMR Datenaufnahme erfolgte mit einem f = 90° Puls, einer Datenaufnahmezeit von
2,0 s, einer Wiederholzeit pro Scan von 3,2 s und einem Scan pro Spektrum. Losungsmittelunterdriickung wurde durch die
PRESAT Methode und numerisch wihrend der Datenprozessierung erreicht. Gezeigt ist das DRI Chromatogramm und die
spektral aufgeldsten Chromatogramme im Bereich der aromatischen Signale zwischen 6,5 und 7,5 ppm und der Methylsignale
zwischen 0,5 und 1,1 ppm. Die Konturdiagramme wurden auf die maximale Intensitat des kompletten 2D Datensatzes
normiert und wurden mit 50 Konturlinien in Intensitatsschritten von 0,001 a.u., beginnend ab einer Intensitat von 0,001
a.u., erstellt. Die Oligomerauftrennung bis n = 7 ist gezeigt. Fir die Oligomere mit n > 2 wurde aufgrund der steigenden
Anzahl an Stereoisomeren mehrere chromatographische Peaks pro Oligomer erhalten. Die Elution von Oligomeren mit n > 7
wurde ebenfalls beobachtet. Diese sind nicht dargestellt, da sie weder chromatographisch aufgetrennt noch mit dem NMR
Spektrometer detektiert werden konnten. Die Retentionszeit des jeweilig ersten Peakmaximums ist angegeben. Eine genauere
Betrachtung NMR Spektren der Oligomere mit n = 1 bis 4 ist in Abbildung gezeigt.

Der Vergleich der Chromatogramme mit der Arbeit von Pasch et al. erlaubt eine Zuordnung der Peaks
zu PS-Oligomeren n = 2 — 7. Zusétzlich wurde in der hier durchgefithrten Messung ein weiterer Peak
bei 29,4 min detektiert, der dem Polymerisationsgrad n = 1 zugeordnet wurde. Im DRI Chromatogramm
wurde die Elution von PS-Oligomere mit n > 7 beobachtet. Diese konnten aber weder chromatogra-
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phisch aufgelost noch spektroskopisch detektiert werden. In Abbildung sind fiir die PS-Oligomere

mit n = 1 — 4 die NMR Spektren an den chromatographischen Peakmaxima dargestellt.
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Abbildung 6.21: NMR Spektren der PS-Oligomere mit einem Polymerisationsgrad von n = 1 — 4, entnommen bei den in
Abbildung dargestellten chromatographischen Peakmaxima. Fiir jedes gezeigte Elutionsvolumen wurden jeweils von den
aromatischen Signalen (6,5 - 7,5 ppm, entspricht fiinf Protonen) und den Methylsignalen (0,5 — 1,0 ppm, entspricht sechs

Protonen) die relativen Integrale bestimmt, die in Tabelle ausgewertet sind. Mit Zunahme von n nimmt die Breite des
aromatischen Signals zu.
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Fiir die jeweiligen Oligomere sind die relativen Integrale angegeben, die zur Berechnung der Integral-

verhéltnisse Iyy in Tabelle mit Gleichung verwendet wurden,

Integralmethyl

f Integralyromatisch " (641)
mit dem relativen Integral des aromatischen Signals (6,5 — 7,5 ppm) Integralaromatisch und dem relativen
Integral des Methylsignals (2 X -CH3 ,0,5 — 1,0 ppm) Integralyethyl sowie dem Polymerisationsgrad n.
Das relative Integral des aromatischen Signals entspricht fiinf Protonen und das des Methylsignals
sechs Protonen.[[122]] Das Integralverhiltnis sollte daher idealerweise dem Protonenverhéiltnis von
IvH, ideal = 6/5 = 1,2 entsprechen. Die berechneten Integralverhéltnisse Iyy in Tabelle liegen im
Bereich zwischen 1,2 und 1,59 und sind damit tendenziell grofier als Ivy, igeal- Dies war erwartet, da die
Ty Zeit der Methylprotonen kiirzer ist als die der aromatischen Protonen, wie in Tabelle [6.9| ersichtlich
ist. Da eine Wiederholzeit t; < 5T} , onatische ' fUT €ine héhere Sensitivitat gewihlt wurde, wurde fiir
die Methylprotonen aufgrund der schnelleren Relaxation eine héhere Gleichgewichtsmagnetisierung
M, erhalten. Die experimentellen Werte stimmten also gut mit den Erwartungen iiberein.

Tabelle 6.10: Integralverhaltnisse Iy der relativen Integrale der aromatischen Signale und der Methylsignale der in Ab-
bildung dargestellten Oligomerspektren mit dem Polymerisationsgrad n. Die Integralverhéltnisse wurden mit der
Gleichungberechnet und sollten unter quantitativen Bedingungen dem Protonenverhiltnis von Iy igeal = 6/5 = 1,2
entsprechen. Tendenziell sind die Iy grofier, was darauf zuriickzufithren ist, dass das Integral der Methylprotonen aufgrund
der kiirzeren T; Zeit (vgl. Tabelle uiberbestimmt wurde.

Elutionszeit [min] n Iyy
294 1 1,20
31,6 2 1,59
39,2 3 144
40,6 3 1,25
48,5 4 1,25
49,5 4 1,32
50,6 4 1,22
51,6 4 1,21

Die Methylsignale des Spektrums mit n = 1 bei einer Elutionszeit von 29,4 min in Abbildung
entsprechen einem Dublett und einem Triplett, allerdings ist die Feinstruktur aufgrund der geringen
Feldstarke nicht auflgsbar. Die Feinstruktur wird mit steigenden n zunehmend komplexer, wie bei den
PS-Oligomeren mit n = 2 - 4 in Abbildung|[6.21p - d zu sehen ist.

Fir das PS-Oligomer mit n = 2 bei einer Elutionszeit von 31,6 min wurde ein einzelner Peak erhalten
wobei theoretisch zwei Stereoisomere vorliegen sollten. Das NMR Spektrum in Abbildung[6.21b zeigt
bei den aromatischen Signalen zwei zusétzliche Signale bei etwa 7,2 ppm. Dies zeigt, dass zwei Stereoiso-
mere vorhanden sind, die chromatographische Selektivitat aber nicht ausreicht um diese aufzutrennen.
Dies stimmt mit der Beobachtung von Pasch et al. {iberein.

Fiir n > 2 wird eine Aufspaltung der chromatographischen Peaks beobachtet, wobei die chromatographi-
sche Peakaufspaltung mit steigendem n zunimmt. Fiir das PS-Oligomer mit n = 3 liegen theoretisch vier
Stereoisomere vor. Da allerdings nur eine Auftrennung in zwei chromatographische Peaks mit nahezu
gleicher Intensitat bei etwa 39,2 und 40,6 min (Abbildung erhalten wurden, ist davon auszugehen,
dass je Peak zwei Stereoisomere enthalten waren. In Abbildung sind jeweils die NMR Spektren
vom Peakmaximum gezeigt. Die Spektren unterscheiden sich in der Peakform der aromatischen Signale
und der Methylsignale. Eine weitergehende Analyse der Stereoisomerenzusammensetzung ist hier
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jedoch nicht mehr méglich. Fiir das PS-Oligomer mit n = 4 in Abbildung[6.21d ist eine Analyse der Ste-
reoisomerenzusammensetzung noch komplexer, da neben der Zunahme an méglichen Stereoisomeren
auch die chromatographische Auftrennung abnahm. Wie in Abbildung[6.20|zu sehen ist, geniigt die
chromatographische Trennleistung gerade noch um die Peakmaxima aufzutrennen, wobei grofie Teile
der Peaks iiberlagern. Aufgrund der unvollstindigen chromatographischen Auftrennung entsprechen
die in Abbildung gezeigten NMR Spektren Mischungen mehrerer Stereoisomere. Qualitativ kann
jedoch festgestellt werden, dass die Breite der aromatischen Signale aufgrund der zunehmenden Anzahl
an Stereoisomeren zunimmt (heterogene Linienverbreiterung). Wahrend fiir n = 1 ein einziges schmales
Signal bei 7,4 ppm erhalten wird, sind die aromatischen Signale der Stereoisomere fiir das PS-Oligomer
mit n = 7 in einem Bereich zwischen 7,5 und 6,6 ppm verteilt.

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass mittels LAC-NMR qualitative Einblicke in die Stereochemie
von PS-Oligomeren gewonnen werden kénnen, wobei eine detaillierte Analyse aufgrund der geringen
spektralen Auflosung nur eingeschrankt méglich war. Die Sensitivitit der LAC-80 MHz Kopplung
reichte aus, um die PS-Oligomere bis zu n = 7 zu detektieren. Wiren die zu untersuchenden NMR
Signale spektral besser aufgelost worden, wire eine quantitative Analyse moglich gewesen. Daher
konnte ein mogliches Anwendungsgebiet der LAC-NMR Kopplung die Bestimmung der Monomerver-
teilung in oligomeren Copolymeren sein. In der SEC-NMR (62 MHz) Kopplung wurde bereits von Botha
et al. gezeigt, dass die spektrale Auflésung und Sensitivitit der gekoppelten Methodik ausreicht, um
die Monomerzusammenzetzung eines PS/PMMA Copolymers abhéngig vom Molekulargewicht der
Polymerketten zu bestimmen.[[103]]
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6.5. Zusammenfassung zur LAC-NMR (80 MHz) Kopplung

In diesem Kapitel wurde die erfolgreiche Kopplung der HPLC im LAC-Modus mit einem 80 MHz
Spektrometer (* optimiert, ohne Feldgradienten) beschrieben. Zur Steigerung der Sensitivitit wurden
folgende Methoden diskutiert: (1) Losungsmittelunterdriickung durch Prasaturierung, (2) Ernst Win-
kel, (3) Gd>* fiir paramagnetic relaxation enhancement (PRE), (4) Steigerung des Injektionsvolumen,
(5) Veranderung der NMR Flusszellengeometrie und (6) Datenprozessierungsmethoden, die aufgrund
der 2D Datenstruktur moéglich sind, wie (6.1) die Anwendung chromatographischer Filter und (6.2)
Signalmittelung entlang der chromatographischen Elutionsachse. Dabei wurde gezeigt, (1) dass der
Einsatz einer Losungsmittelunterdriickung erforderlich ist, um im NMR Spektrum eine stabilere Ba-
sislinie und eine genauere Digitalisierung der Analytsignale zu erhalten. Die Ursache fiir unstabile
Basislinien ist das Totzeitproblem, wodurch Sinc-artige Basislinienfluktuationen entstehen, deren Am-
plitude proportional zu der Intensitat der Losungsmittelsignale ist und zu einem héheren Rauschwert
fithren. In dieser Arbeit wurde eine Losungsmittelunterdriickung um etwa einen Faktor 50 mithilfe
der Prasaturierung-Pulssequenz innerhalb von 1,0 s erreicht. Mit einer 0,26 s langen FID Datenaufnah-
mezeit konnte innerhalb 1,4 s ein Spektrum aufgenommen werden. Eine schnelle Datenerfassung ist
vorteilhaft, da dadurch sowohl die Sensitivitit der NMR Detektion als auch die chromatographische
Aufldsung gesteigert wird. (2) Mit einem Ernst Winkel von S, = 62° bei einer Wiederholzeit von
1,4 s wird fiir das verwendete Modellsystem eine gute Sensitivitit erhalten. Der Ernst Winkel hangt
von der Ty Zeit des Analyten ab und muss fiir jedes Modellsystem individuell angepasst werden. Mit
optimierter Empfangerverstarkung konnte das SNR, normiert auf die Quadratwurzel der Messzeit trln/ 2,
fur die Kombination aus Prisaturierung und Ernst Winkel, verglichen zu einem 90° Puls mit einer
Wiederholzeit von 5,0 - T; (ohne Losungsmittelunterdriickung), um einen Faktor 30 gesteigert werden.
Diese Steigerung des SNR - t;ll/ 2 lag deutlich Gber der erwarteten Sensitivititsverbesserung durch
Anwendung des Ernst Winkels von einem Faktor 1,6. Die Ursache fiir diese Inkonsistenz liegt an den
stark unterschiedlichen Rauschwerten aufgrund der unterschiedlich stark ausgepragten Basislinienfluk-
tuationen sowie einer anderen Empfiangerverstirkung. (3) Es wurde gezeigt, dass die Zugabe von Gd>*
beim verwendeten Modellsystem die Sensitivitit potentiell um den Faktor 1,4 steigert. Der Nachteil war,
dass die Effizienz der Losungsmittelunterdriickung aufgrund der gesteigerten Relaxation der Losungs-
mittelsignale reduziert war und somit die Amplitude der Basislinienfluktuationen und das errechnete
Rauschen zunahm. Aufgrund des deutlich héheren Arbeits- und Chemikalienaufwands bei nur einer
Sensitivititssteigerung um den Faktor 1,4 wird die Anwendung von PRE fiir die LAC-NMR Trennung
nicht empfohlen. (4) Durch die Erh6hung des Injektionsvolumens von 20 auf 1000 uL wurde das SNR
weiter um den Faktor 8 — 16 erhéht. Die SNR Steigerung hing dabei von der chromatographischen
Peakverbreiterung aufgrund Konzentrationsiiberladungsphédnomenen ab. (5) In einem Vergleich zweier
NMR Flusszellen mit unterschiedlich langen aktiven Regionen wurde gezeigt, dass fiir den verwendeten
LAC-NMR Aufbau bei einer Flussrate von 1 mL min~! ein aktives Volumen von 211 yL ausreicht,
um eine maximale Prapolarisierung des Modellsystems zu erreichen. (6.1) Durch die Verwendung
chromatographischer Filter konnte das spektrale SNR um einen Faktor von 6 verbessert werden. (6.2)
Die Signalmittelung entlang der chromatographischen Elutionsachse ergab, dass das maximale SNR
dann erhalten wird, wenn die NMR Spektren tiber 50 % der chromatographischen Peakhéhe gemittelt
wurden. Ohne vorherige chromatographische Filterung konnte das SNR um den Faktor 6 — 16 gesteigert
werden. Wenn jedoch der 2D Datensatz zuvor mit einem chromatographischen Filter bearbeitet wurde,
verbesserte sich das SNR nur um den Faktor 1,6 bis 2, sofern das FWHM des gemittelten Peaks dem
1,5- bis 5-fachen der Fenstergrofle der Filterfunktion entsprach. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass
LAC-NMR Messungen mit einem einzigen Scan pro Spektrum aufgenommen werden sollten, um eine
moglichst hohe zeitliche Auflésung des Chromatogramms zu erhalten. Die Signalmittelung geschieht
wihrend der Datenprozessierung durch chromatographische Filterung oder durch manuelles Mitteln
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der Spektren.

Die Gesamtverbesserung berechnet sich aus dem Produkt der einzelnen Verbesserungsfaktoren. Mit der
Anwendung der optimierten Methoden konnte ein Gesamtverbesserungsfaktor, gemessen in SNR-t, 12
von etwa 123 (= 1,6 (Ernst Winkel) X 8 (Injektionsvolumen) X 6 (chromatographische Filterung) X 1,6
(manuelle Signalmittelung) erzielt werden.

Unter optimierten Bedingungen wurden die Nachweisgrenzen (LOD, SNR = 3) und die Bestimmungs-
grenzen (LOQ, SNR = 10), bezogen auf die injizierte Konzentration, fiir Methyl- und Pentylpara-
ben bestimmt. Fiir die Methoxyprotonen von Methylparaben betrug das LOD = 0,010 g L™! und
LOQ = 0,031 g L™! und fiir die aromatischen Protonen von Pentylparaben LOD = 0,038 g L™! und
LOQ = 0,134 g L™!. Die Bestimmung der LOD und LOQ Werte erfolgte mit der LAC-NMR (80 MHz)
Kopplung unter Verwendung protonierter Losungsmittel. Die Sensitivitit ist vergleichbar mit den
publizierten Werten einer onflow LAC-NMR (500 MHz) Kopplung.[1]] Brkljaca et al. verwendeten
eine bindre Mischung aus D,0 und protoniertem Acetonitril fiir die Sensitivitatsbestimmung von
Methylparaben. Fiir die aromatischen Protonen berichteten die Autoren eine Nachweisgrenze von
LODsgo mu = 0,046 g L™1, das sogar leicht iiber dem in dieser Arbeit bestimmten LOD fiir die aromati-
schen Protonen von Pentylparaben mit LODgg py, = 0,038 g L™ liegt.

Anhand von Anwendungsbeispielen wurde das Potenzial der gekoppelten Methodik demonstriert. Auf-
grund der guten Sensitivitat der LAC-NMR (80 MHz) Kopplung konnte eine binire Parabenmischung
mit Konzentrationen analysiert werden, die um den Faktor 4 unterhalb der erlaubten Hochstmenge in
Kosmetika lagen. Eine Identifizierung der Analyten erfolgte mit den NMR Spektren vom Peakmaximum.
Daneben wurde bei einer Messung mit chromatographisch tiberlappenden Peaks veranschaulicht, dass
die spektrale Auflosung genutzt werden kann, um die Peaks aufzulésen. Zuséatzlich wurde mit der
LAC-NMR (80 MHz) Analyse eines Polystyrol-Standards (M, = 682 g mol~') aufgezeigt, dass die spek-
trale Selektivitit und Sensitivitat ausreicht, um qualitative Aussagen iiber die Taktizitat von Oligomeren
bis zu einem Polymerisationsgrad von n = 7 zu treffen.

In diesem Kapitel werden Faktoren diskutiert, die bei der Wahl der optimalen Parameter fiir eine
LAC-NMR Messung und der nachfolgenden Datenprozessierung beriicksichtigt werden sollten, um die
Ubertragbarkeit der vorgestellten Methoden auf verschiedene chromatographische und analytische
Systeme zu erleichtern. Obwohl die optimalen Parameter von den jeweiligen chromatographischen
Bedingungen und Analyteigenschaften abhéngen, gibt Tabelle eine Zusammenfassung von Para-
metern, die als Ausgangspunkt fiir die Messung einer unbekannte Probe dienen kénnen.
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Tabelle 6.11: Optimierte Aufnahme- und Prozessierungsparameter einer LAC-NMR Messung. Die aufgelisteten Parameter
konnen als Ausgangspunkt fiir die Messung einer unbekannten Probe dienen.

Parameter HPLC
NMR Flusszelle FC-9 (211 pL aktives Volumen)
Saule semipreparative Saule (250 X 10 mm)
Mobile Phase isokratisch
Flussrate 1 mL min™!
Injektionsvolumen 1000 pL
Probenkonzentration Knapp unter Loslichkeitsgrenze
NMR Detektion
Pulssequenz 20231220 Presat_collect
Pulslédnge 6,2 us
Amplitude 0dB
Pulslange Saturierungspuls 1,00 s
Amplitude Saturierungspuls -65 dB
Pulslange Spoilpuls 20 ms
Amplitude Spoilpuls 10000 a.u.
Wiederholzeit 1,40 s
FID Datenpunkte 512
Verweilzeit 500 ps
FID Aufnahmezeit 0,26 s
Empfangerverstarkung 43 dB
Totzeit 100 ps
Anzahl Scans (ns) 1

Anzahl Spektren (nrSpecs) nSpecs = Wm
Datenprozessierung
MATLAB Skript Process_2D_dataV8
Zero filling Faktor 32
Apodisierungsfunktion Gauf3
Linienverbreiterung 2,3 Hz (0,07 s)
NMR Basislinienkorrektur 1. Ordnung

Chromatographische Filterfunktion

Tukey (& = 0,75)

Fensterbreite 82,6 s (entspricht 59 nrSpecs)
Referenzregion 5 — 10 min
HPLC Basislinienkorrektur 1. Ordnung
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7. Ergebnisse und Diskussion zur Entwicklung der
Fourier-Transformation liquid chromatography

Die Entwicklung einer kontinuierlichen Injektionsmethode wird beschrieben mit dem Ziel, die Sensitivitdit
zu steigern. Anstatt ein kleines Probenvolumen in die HPLC zu injizieren, wird ein oszillierendes Analytkon-
zentrationsprofil kontinuierlich in die HPLC geleitet. Das sinusformige Chromatogramm wird anschlieflend
mittels Fourier-Transformation ausgewertet, weshalb diese Methode Fourier-Transformation liquid chro-
matography (FT-LC) genannt wird. Die Retardierung der Molekiile innerhalb der chromatographischen
Sdule fiihrt zu einer analytspezifischen Phase, die zur Charakterisierung der Analyten verwendet werden.
Zuerst wird auf die Theorie der FI-LC Methode eingegangen. Nach der Beschreibung der experimentellen
Durchfithrung wird die Datenprozessierung der sinusformigen Chromatogramme im Detail erldutert.
Diese Methode wurde in der SEC etabliert. Durch einen Vergleich von Molekulargewichtskalibrierungen
sowie der Analyse von Analytmischungen wird gezeigt, dass die Retardierung der Analyten in der FT-SEC
dhnlich zur konventionellen SEC ist, womit die Integritdt der mit der FT-SEC bestimmten Molekulargewichte
bestdtigt wird.

Aufgrund der kontinuierlichen Analyteinleitung in die HPLC wird mit der FT-LC deutlich mehr Analyt pro
Zeiteinheit gemessen, als mit der konventionell genutzten Einzelinjetionsmethode. Durch die effizientere
Nutzung der Sdule wird mit der FT-SEC eine Sensitivitdtssteigerung um den Faktor 50 erzielt.

Der Anwendungsbereich der FI-LC wird anschliefSend auf die LAC-NMR Kopplung ausgedehnt, um die
erhohte Sensitivitit der FT-LC und die spektrale Auflosung der NMR-Detektion bei der Analyse eines
bindren Parabengemischs zu nutzen. Verglichen mit der in Kapitel[d vollstindig optimierten LAC-NMR
Methodik konnte durch die Anwendung der FT-LC mit NMR Detektion die Sensitivitdt um einen weiteren
Faktor 1,6 gesteigert werden.

Die Thematik dieses Kapitels kniipft an meine Masterarbeit an (betreut von Dr. Carlo Botha), in der erste
grundlegende Untersuchungen durchgefiihrt wurden.[160] Die in dieser Dissertation erzeugten Ergebnis-
se erweitern die Erkenntnisse aus der Masterarbeit maf3geblich und wurden teilweise in einem von mir
verfassten Artikel publiziert.[153]

7.1.  Hintergrund und Umsetzung der kontinuierlichen Injektionmethode

7.1.1.  Erhohung der Sensitivitdt durch alternative Injektionsprofile

Zur Steigerung der Sensitivitit in der HPLC gibt es mehrere Moglichkeiten. Zu den am haufigsten
beschriebenen Methoden gehoéren: (1) die Erh6hung der messbaren Analytmenge durch Injektion
groBBerer Volumina oder einer Aufkonzentrierung,[[161,/162] (2) die Derivatisierung der Analyten,[[162,
163]] (3) die Optimierung der chromatographischen Bedingungen,[22} 103} [104] (4) die Anwendung
geeigneter Datenverarbeitungsmethoden [22}/103} 104]] oder (5) die Verwendung eines empfindlicheren
Detektors.[29]
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7. Ergebnisse und Diskussion zur Entwicklung der Fourier-Transformation liquid chromatography

Eine etwas unbekanntere Methode zur Steigerung der Sensitivitat besteht darin, die Probeninjektion zu
modifizieren. Wie in Abschnitt[2.3] S.[12] bereits erldutert wurde, wird in der konventionellen HPLC
typischerweise ein kleines Volumen injiziert. Diese konventionelle Injektionsmethode wird fortan als
Einzelinjektion bezeichnet. Im Jahr 1962 diskutierten Reilley et al. theoretische Injektionsprofile in
der Gaschromatographie als mégliche Alternative zur herkdmmlich genutzten Einzelinjektionsme-
thode.[[164] Zwei von Reilley et al. vorgeschlagenen Injektionsprofile bestehen aus einer mehrfachen
Wiederholung der Einzelinjektion (mehrfache Injektion) sowie einer kontinuierlichen Injektion, mit
einem sinusfoérmigen Analytkonzentrationsprofil (sinusférmige Injektion). In nachfolgenden Verof-
fentlichungen wurden beide Methoden weiter untersucht.[165-H175] Die mehrfache Injektionsmethode
wurde in der HPLC und in der Gaschromatographie (GC) untersucht mit dem Ziel das SNR zu steigern.
Die Chromatogramme wurden dabei entweder mittels Kreuzkorrelation oder Hadamard Transformation
ausgewertet.[165}[166}|1724175] Im Gegensatz dazu wurde das Konzept der sinusférmigen Injektion
nur in sehr wenigen Féllen zur Prozesskontrolle in der GC verwendet.[[168-170] Eine Anwendung der
sinusformigen Injektion in der HPLC wurde bisher noch nicht beschrieben. Weder die mehrfache Injek-
tion noch die sinusférmige Injektion wurden bisher in gréfierem Umfang eingesetzt oder vollstandig
entwickelt. Dies liegt vermutlich an der komplexeren Datenauswertung im Vergleich zur konventionel-
len Einzelinjektionsmethode sowie daran, dass aktuelle chromatographische Fragestellungen bereits
mit der konventionellen Einzelinjektionsmethode beantwortet werden kénnen.[[166]

Dieses Kapitel befasst sich mit der Entwicklung einer sinusformigen Injektionsmethode fiir die HPLC,
die Fourier-Transformation liquid chromatography (FT-LC) genannt wurde. Die konzeptionelle Idee
zwischen der konventionellen HPLC (Einzelinjektion) und der FT-LC (sinusférmige Injektion) ist in
Abbildung [7.1] veranschaulicht.[22} [153]]

(a) (b)

Konventionelle HPLC FT-LC
Antwortsignal Start kontinuierliches Antwortsignal
sinusférmiges Analyt- Messung
Anregungssignal konzentrationsprofil n n ” ﬂ ” ﬂ n ﬂ beendet
Konzentration |\ .

Anregungssignal

L Konzentration “\_‘

\ Messung .

Zeit(t) | . |”J'fkti0n beendea /\/

— S — zot®) | H

- 1
tDeIay, 1 tInfo tDeIay, 2 |

|

|
I 1
tDelay, 1 tlnfo tDeIay, 2

Abbildung 7.1: Veranschaulichung des Prinzips der Fourier-Transformation liquid chromatography (FT-LC). Bei der konventio-
nellen HPLC Methode, gezeigt in[(a)] wird ein kleines Probenvolumen mittels Einzelinjektion in die HPLC eingebracht. [(b)]
Die Probeninjektion wird bei der FT-LC modifiziert, sodass ein kontinuierliches sinusformiges Analytkonzentrationsprofil in
die HPLC geleitet wird. Im hier gezeigten Beispiel beginnt dieses Anregungssignal bei 50 % der maximalen Konzentration. Die
Retardierung der Molekiile fiihrt zu einem analytspezifischen Phasenwinkel, der mithilfe der Fourier-Transformation ausge-
wertet wird. Die Chromatogramme sind unterteilt in Regionen ohne Probeninformation (fpelay) und mit Probeninformation
(tmfo)- Um die Trenneffizienz beider Methoden abzuschétzen wird das tnfo/(#Delay, 1 + finfo + tDelay, 2) Verhaltnis bestimmt.
Durch die kontinuierliche Einleitung von Analyt bei der FT-LC betrégt dieses Verhaltnis fiir [[b)] 63 % wahrend es fiir die
konventionelle HPLC Methode[(a)|lediglich 17 % betrégt. Die deutlich gesteigerte analysierbare Analytmenge resultiert in
eine Sensitivititssteigerung, die in Abschnitt[7.2.4] S. und Abschnitt[7.2.5] S. genauer untersucht wird. Modifiziert
nach Matz et al. 2022.[[153]

Bei der konventionellen HPLC Methode, gezeigt in Abbildung wird ein kleines Volumen (20 —
1000 pL) in die HPLC injiziert. Dieses Injektionssignal, kann als rechteckiges Konzentrations-Zeit-Profil
visualisiert werden, was einer Delta-Funktion in der Zeitdimension entspricht und eine Oszillation im
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7.1. Hintergrund und Umsetzung der kontinuierlichen Injektionmethode

Fourier-Raum darstellt. Bei der FT-LC in Abbildung[7.1b| wird durch das oszillierende sinusférmige
Analytkonzentrationsprofil ein sinusférmiges Anregungssignal erhalten, das nach Gleichung
S.[27} einem Delta-Puls im Fourier-Raum entspricht.[64] Daher wird bei der FT-LC das sinusférmige
Chromatogramm einer komplexen Fourier-Transformation unterzogen und anschlieffend von der
Delta-Funktion an der Anregungsfrequenz die Phase bestimmt, die analog zur Retentionszeit, analyts-
pezifische Informationen enthalt.

Fiir die Entwicklung und Etablierung der Methode wurde die SEC gewahlt, weshalb im Folgenden
statt FT-LC die prazisere Bezeichnung Fourier-Transformation size exclusion chromatography (FT-SEC)
verwendet wird. Die SEC eignet sich fiir solche Versuche besonders gut, weil die Messungen prinzipiell
unter isokratischen Bedingungen durchgefithrt werden, der Trennbereich genau definiert ist und,
im Vergleich zu anderen HPLC Methoden, die Analytauftrennung aufgrund eines relativ einfachen
Trennmechanismus (sterischem Ausschluss) geschieht. Die FT-LC kann aber auch bei anderen HPLC
Methoden angewandt werden. Dies wird im Abschnitt[7.2.5 S. demonstriert, indem die FT-LC in
der LAC-NMR Kopplung angewandt wird.

Fiir die Methodenentwicklung wurden Polystyrol (PS)-Kalibrierstandards mit unterschiedlichen Mo-
lekulargewichten und engen Molekulargewichtsverteilungen genutzt. Eine Zusammenstellung der
verwendeten PS-Standards und Chemikalien ist in Anhang|[A] S. enthalten. Zur Herstellung der Ana-
lytlésungen wurden die PS-Standards in THF gel6st. Um ein sinusformiges Analytkonzentrationsprofil
zu erhalten, wurde ein Losungsmittelgradient zwischen zwei Losungsreservoirs angewandt, wobei eines
die PS in THF Loésung und das andere reines THF enthielt. Der Losungsmittelgradient bestand aus einer
sinusformigen Variation der relativen Volumenanteilen und konnte beliebig oft wiederholt werden.
Dadurch wurde ein sinusférmiges Anregungssignal erhalten, dessen Linge der Anzahl der gewahlten
Oszillationen entsprach. Eine detailliertere Beschreibung des Losungsmittelgradienten befindet sich im
néchsten Abschnitt und in Abbildung|7.3] S.

Das sinusformige Anregungssignal wurde vor und das Antwortsignal nach der Saule detektiert. Durch
das Totvolumen zwischen den Detektoren und der Retardierung innerhalb der Sdule wurden somit
zwei zueinander zeitversetzte sinusformige Chromatogramme erhalten (Referenz- und Antwortchro-
matogramm). Die in Gleichung[3.3.4] S.[25] definierte diskrete Fourier-Transformation (DFT) wurde
verwendet, um die Frequenzkomponenten der Chromatogramme aufzulosen. Zur Bestimmung der
Phasenverschiebung zwischen dem Referenz- und Antwortchromatogramm wurde ausschlief3lich die
Frequenzkomponente an der Anregungsfrequenz vy ausgewertet, da die Anregungsfrequenz durch den
Losungsmittelgradient vorgegeben wurde und konstant blieb. Die Phasenverschiebung ist proportional
zur Retentionszeit konventioneller HPLC Experimenten und korreliert daher in der SEC mit dem
Molekulargewicht.

Eine Sensitivitatssteigerung durch die Anwendung der FT-LC wird aufgrund zwei Griinden erwar-
tet. (1) Durch die kontinuierliche Probeninjektion wird deutlich mehr Analyt pro Zeiteinheit in das
System eingefiihrt und folglich auch gemessen. (2) Das stochastische Rauschen sollte im Zeit- und
Frequenzbereich gleich sein und tiber alle Datenpunkte verteilt. Da die Anzahl an Datenpunkten im
Zeit- und Frequenzbereich gleich ist, aber nur einen Datenpunkt im Frequenzbereich an bekannter
Stelle ausgewertet wird (der Datenpunkt an der Anregungsfrequenz), sollte der Einfluss des Rauschens
reduziert werden (in Analogie zu einem Lock-in Verstarker).

Aufgrund des Zusammenhangs der Phasenverschiebung mit dem Molekulargewicht wird nachfolgend
mit der Phasenverschiebung der PS-Standards eine Molekulargewichtskalibrierung erstellt. Anschlie-
Bend wird auf die FT-SEC Analyse von PS-Mischungen mit UV Detektion eingegangen. Weiterhin wird
die Auswirkung der Periode des sinusférmigen Analytkonzentrationsprofils auf das SNR beschrieben
und die Sensitivitatsteigerung durch die Anwendung der FT-LC in der SEC quantifiziert. Abgeschlos-
sen wird dieses Kapitel mit der FT-LC Analyse einer Analytmischung in der LAC-NMR Kopplung
(FT-LAC-NMR).
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7. Ergebnisse und Diskussion zur Entwicklung der Fourier-Transformation liquid chromatography

7.1.2. Umsetzung der FT-SEC Methodik

Der Systemaufbau ist schematisch in Abbildung und als Bild in Abbildung gezeigt und basiert
auf dem bereits gezeigten LAC-NMR Aufbau in Abbildung S.[42| Fiir die Methodenentwicklung
wurden neben der quaterniren Pumpe zwei UV Detektoren verwendet. Der erste UV Detektor 1 (UVD1)
befand sich vor und der zweite UV Detektor 2 (UVD2) nach der Siule. Die Detektion erfolgte bei
A = 260 nm, mit Ausnahme bei dem Sensitivititsvergleich in Abschnitt S. bei welchem
A =236 nm genutzt wurde. Der Grund fiir die veranderte Detektionswellenldnge ist im Abschnitt
S. erortert. Als Sdule wurde eine analytische Linear M SDV Saule (300 X 8 mm Innendurchmesser)
genutzt mit einem Trennbereich von 0,1 bis 1000 kg mol~!. Zur Méglichkeit der Durchfiihrung konven-
tioneller Einzeleinspritzungen befand sich zwischen UVD1 und der Séule ein manuelles Injektionsventil.
Bei der Methodenentwicklung wurde eine Injektionsschlaufe mit einem Volumen von V; = 100 pL
verwendet. Zum Starten einer FT-SEC Messung und zur Digitalisierung der Analogsignale der UVDs
wurde ein universal data center (UDC) genutzt. Das UDC wurde mit einem manuellen Injektionsausléser
modifiziert und digitalisierte die Daten mit einem 24 Bit ADC und einer Abtastrate von 1 Hz. Weitere
Geritespezifikationen sowie Informationen iiber die verwendeten Softwares sind im Anhang[A] S.
zu finden. Zusitzlich befindet sich in Anhang|[C| S[181] eine detaillierte Anleitung fiir die Durchfithrung
einer FT-SEC Messung.

Beim Betitigen des Injektionsauslosers startete die quaterndre Pumpe einen Losungsmittelgradient
zwischen zwei Losungsmittelreservoirs. Die Tabelle zur Festlegung der zeitabhéngigen Losungsmit-
telzusammensetzung in der Benutzeroberfliche der quaternaren Pumpe wurde so erstellt, dass die
Zusammensetzung zwischen zwei Losungsmittelreservoirs sinusformig in zeitlich dquidistanten Schrit-
ten variiert wurden. Eines der Losungsmittelreservoirs enthielt eine Analytlosung (PS + THF) und das
andere reines Losungsmittel (THF), wie in Abbildung|7.3|dargestellt. Die maximale Anzahl an Tabellen-
eintriagen betrug 100 Zeilen, womit das minimale Phaseninkrement zwischen zwei Tabelleneintragen
3,6° entsprach. Fiir jeden Zeitschritt wurden die relativen Volumenanteile der Losungsmittelreservoirs
so programmiert, dass zwei um 180° zueinander versetzte Sinuswellen erhalten wurden. Zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Zeitschritten dnderte die quaternare Pumpe die Volumenanteile der Lésungsmit-
telreservoirs mit einer konstanten Rate, sodass die tatsachlichen relativen Volumenanteile einen Sinus
anndhern. Zur Illustration der daraus entstehenden Abweichung vom idealen Sinus ist das Profil der
relativen Volumenanteile in Abbildung|7.3|vergroflert abgebildet. Um den Sinus so gut wie moglich
abzubilden, wurde die hochste Anzahl an Zeitschritten (= 100) verwendet. Der Losungsmittelgradient
begann fiir die Methodenentwicklung immer bei einem relativen Volumenanteil von 50 %. Es sind aber
auch andere Volumenzusammensetzungsprofile moglich, wie in Abschnitt S. gezeigt wird.
Die Magnitude eines Sinus ist im Zeit und Fourier-Raum gleich.[76] Um die hochste Sensitivitit zu
erzielen, wurde daher der relative Volumenanteil der Analytlésung von 0 % bis 100 % variiert.
Entsprechend dem sinusférmigen Volumenzusammensetzungsprofil der Analytldsung wird ein Ana-
lytkonzentrationsprofil mit gleicher Form erhalten. Daher ist die Periode des Volumenzusammen-
setzungsprofils in Abbildung[7.3|gleich der Periode des resultierenden Analytkonzentrationsprofils
(Anregungssignals). Die Periode wurde entsprechend dem Trennbereich der Sdule gewahlt. Eine wei-
terfithrende Diskussion der Dauer der Periode befindet sich in Abschnitt[7.2.1] S.

Fiir eine FT-SEC Messung wurde das Volumenzusammensetzungsprofil fiir eine vordefinierte Anzahl
von Zyklen wiederholt (Oszillationen). Die Mindestzahl der Oszillationen wird in den folgenden Ab-
schnitten diskutiert. Typischerweise wurden zwischen 5 und 12 Oszillationen gemessen. Der UVD1
zeichnet das Anregungssignal vor der Sdule und der UVD2 das Antwortsignal hinter der Sdule auf,
wobei die Lange der sinusformigen Chromatogramme von der Anzahl an Oszillationen und deren
Periode abhing. Anschlieffend wurde die Phasenverschiebung der Anregungsfrequenz zwischen beiden
Chromatogrammen nach der DFT bestimmt. In Abschnitt S. wird zunichst die theoretische
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Abbildung 7.2: Experimenteller Aufbau fir die FT-SEC. Der Aufbau basierte auf dem der LAC-NMR Kopplung, gezeigt
in Abbildung[5.1] S.[42] Zum Starten einer FT-SEC Messung wurde ein universal data center (UDC) mit einem manuellen
Injektionsausldser verwendet. Ein sinusformiges Chromatogramm wurde vor und eines nach der Sdule detektiert, um die
Phasenverschiebung zwischen den Chromatogrammen mittels Fourier-Transformation zu bestimmen. Zur Méglichkeit der
Durchfithrung konventioneller SEC Messungen war ein manuelles Injektionsventil vor der Saule installiert. Modifiziert nach

Matz et al. 2022.
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Abbildung 7.3: Profile der relativen Volumenzusammensetzung zweier Losungsmittelreservoirs fiir die sinusférmige Injektion.
Die Profile wurden in 100 dquidistante Zeitschritte aufgeteilt, sodass jeder Zeitschritt einem Phaseninkrement von 3,6°
entsprach. Ein Losungsmittelreservoir enthielt die Analytlosung (THF + PS, in Blau) und das andere das Losungsmittel (THF,
in Rot). Zwischen zwei Zeitschritten dnderte die quaternire Pumpe die Volumenzusammensetzung mit einer konstanten
Rate entsprechend der programmierten relativen Volumenzusammensetzung, wodurch zwei um 180° zueinander versetzte
Sinuskurven angenahert wurden. In der Vergrofierung ist die Abweichung vom erhaltenen Volumenzusammensetzungsprofil
(durchgezogene Linie) zum idealen Sinus (gestrichelte Linie) gezeigt. Die Dauer, die fiir einen vollstindigen Phasenzyklus von
360° benétigt wird, ist die Periode T. Ahnlich zum Profil der relativen Volumenzusammensetzung von THF + PS wird ein
PS-Konzentrationsprofil erhalten, das als Anregungssignal dient. Der Gesamtvolumenstrom entspricht der Summe beider
Loésungsmittelreservoirs und wurde konstant bei 1 mL min~! gehalten. Modifiziert nach Matz et al. 2022.[153]

Grundlage der FT-SEC erlautert und anschliefend wird in Abschnitt[7.1.4] S. auf die Auswertung

der sinusformigen Chromatogramme niher eingegangen.

7.1.3. Theoretische Grundlagen der FT-SEC

In Abschnitt|2.2] S.|8| wurden die Grundlagen der HPLC sowie im Speziellen der LAC und SEC erlautert.
Dabei wurde der Zusammenhang zwischen der Retardierung innerhalb der Sdule und der Retentionszeit
sowie die unterschiedlichen Auftrennmechanismen vorgestellt. Die Retentionszeit wird iiblicherweise
in Minuten und die Frequenz in Hertz (Hz, 1/s) angegeben. Um die Umrechnung der Retentionszeit in
die Frequenzdomaéne zu erleichtern, wird im Anschluss die Retentionszeit in Sekunden angegeben.

In der FT-SEC fiihrt die um At zeitversetzte Elution zwischen dem Referenz- und Antwortchromato-
gramm zu einer Phasenverschiebung A¢ (in Grad) von

_360°

At, 7.11
- (7.1.1)

Ag

wobei T die Periode des sinusférmigen Analytkonzentrationsprofils ist.

Zur Bestimmung von Ag ist daher neben dem Antwortchromatogramm immer ein Referenzchro-
matogramm erforderlich, zu dem die Zeitverschiebung bestimmt wird. Referenzchromatogramme
konnen auf unterschiedliche Weise erhalten werden. (1) Eine Moglichkeit ist die Aufzeichnung des
Anregungssignals vor der Saule bei derselben Messung oder (2) in einer separaten Messung ohne
Saule. (3) Daneben kann auch ein Chromatogramm eines Referenzanalyten nach der Saule verwendet
werden. Bei Option (1) wird das Referenz- und das Antwortchromatogramm gleichzeitig aufgezeichnet,
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wihrend bei Option (2) und (3) das Referenzchromatogramm in einer separaten Messung aufgezeichnet
werden muss. Dementsprechend erfordert Option (1) die Verwendung von zwei Detektoren, wihrend
fir Option (2) und (3) ein einzelner Detektor ausreicht. Bei Option (1) entstammen das Referenz- und
das Antwortchromatogramm vom selben Anregungssignal (Konzentrationsprofil des Analyten). Daher
wirken sich Abweichungen des sinusférmigen Analytkonzentrationsprofils vom idealen Sinus sowohl
auf das Referenz- als auch auf das Antwortchromatogramm aus. Abweichungen des sinusférmigen
Analytkonzentrationsprofils vom idealen Sinus entstehen aufgrund Stromungsinstabilititen, Ungenau-
igkeiten beim Mischvorgang und Druckschwankungen durch die Pulsation der Pumpe. Daher sollte die
Bestimmung von A¢ mit Option (1) resistenter gegen systematische Fehler sein als mit Option (2) oder
(3), weshalb Option (1) fiir die weitere Methodenentwicklung verwendet wurde.
Die DFT der Chromatogramme wurde mit dem FFTW Algorithmus in MATLAB durchgefiihrt, der eine
beliebige Anzahl von Zeitpunkten verarbeiten kann (siehe Abschnitt|3.3] S.|25] fiir mehr Informationen
zur FFTW). Aus den komplexen spektralen Komponenten der Anregungsfrequenz wurde im Anschluss
mit Gleichung S.[26] die Phase ¢ und mit Gleichung[3.3.7] S.[26] die Magnitude berechnet. Aus
den Phasen der Anregungsfrequenz des UVD1 ¢yyp;(vp) und des UVD2 ¢uyyp2(vy) wurde A¢ mit
Gleichung bestimmt,

A¢ = puvp1(vo) — @uvpz(vo)- (7.1.2)

Fiir eine erfolgreiche Analyse mit der FT-SEC sind folgende Punkte zu beachten: (1) Ahnlich zur
konventionellen SEC werden Analyten nur aufgetrennt, wenn das hydrodynamische Volumen im
Trennbereich der Siule liegt. (2) Die Periode T sollte den kompletten Trennbereich abdecken, sodass
eine Elution auflerhalb 360° vermieden wird. Ist dies nicht sichergestellt, wire es moglich, dass zwei
Analyten mit unterschiedlichen Retentionszeiten ein gleiches Ag aufweisen, womit diese nicht mehr
differenzierbar waren. (3) Fiir eine quantitative Bestimmung der FT-SEC Messungen wird empfohlen,
Konzentrationen unterhalb der Linearitiatsgrenze des Detektors zu analysieren. Hinsichtlich weiterer
Informationen zur Bestimmung der Linearitatsgrenzen der UVDs wird auf Abschnitt S.|14] und
Anhang S. verwiesen. Beim Uberschreiben der Linearitatsgrenze sinkt die Intensititszunahme
des Detektorsignals pro gemessener Masseneinheit, was eine prizise quantitative Messung erschwert.
Wird eine Konzentration tiber der Linearititsgrenze analysiert, wiirde ein unsymmetrischer Sinus
erhalten werden, bei dem die Maxima abgeschwicht sind, wihrend die Minima die volle Auslenkung
aufweisen. Die Ddmpfung der Sinuskurve fithrt zu héheren harmonischen Frequenzen im Spektrum
bei 2 - vy, 3 - vp,. . .. Die Phase eines solchen Chromatogramms sollte aber nicht beeinflusst sein da die
Déampfung keinen Einfluss auf die Elutionszeit hat.

Nach der DFT wurde das SNR im Fourier-Raum bestimmt. Um das Rauschen mdglichst gering zu halten,
wird empfohlen, dass im Chromatogramm die Bereiche mit einer flachen Basislinie verworfen werden.
Zur Rekonstruktion der flachen Basislinie werden unendlich viele Frequenzen benétigt. Zusétzlich
sollte der zur Auswertung genutzte Datensatz perfekt periodisch sein, wie in Abbildung|7.4|angedeutet.
Dies liegt daran, dass der FFTW Algorithmus davon ausgeht, dass die Daten ein periodischer Teil eines
unendlich langen Signals sind, weshalb der Datensatz bei der Verarbeitung periodisch wiederholt wird.
Nicht-periodische Zeitdaten fiithren bei der Aneinanderreihung zur Ausbildung einer Stufenfunktion.
Stufenfunktionen resultieren nach Gleichung S.[27] in sin(wt)/w-Termen (Sinc-Artefakte) im
Frequenzbereich.[[76] Im Hinblick auf die chromatographische Umsetzung bedeutet das, dass nur
sinusférmige Chromatogrammabschnitte verwendet werden sollten, bei denen bereits ein dynamisches
Gleichgewicht vorliegt. Deshalb wurde mindestens die erste Oszillation bei der Datenauswertung
verworfen.

Wie in Gleichung[3.3.20] S.[27] bereits eingefithrt wurde, entspricht die spektrale Auflssung Av dem
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Kehrwert der Aufnahmezeit des Zeitdatensatzes. Zum Auflésen der Anregungsfrequenz vy muss Av die
Bedingung in Gleichung erfiillen,
1
Av< Do — (7.13)
2 2T

In Abschnitt|3.3.1} S.[26] ist beschrieben, dass die Abtastrate des Zeitsignals s, die hochste detektierbare
Frequenz, die Nyquist Frequenz vnyq, limitiert. Zum Detektieren der vy muss daher Gleichung
gelten,

S
Vo < VNyq = 5 (7.1.4)

7.1.4. Datenprozessierung einer FT-SEC Messung und SNR Definition im Fourier-Raum

Im vorhergehenden Abschnitt wurde erldutert, dass fiir ein maximales SNR nur der periodische mittlere
Teil der sinusférmigen Chromatogramme fiir die Auswertung verwendet werden sollte. Die fiir die DFT
verwendeten Abschnitte sind in Abbildung[7.4lexemplarisch an einem Referenzchromatogramm (UV De-
tektor 1, in Abbildung und an einem Antwortchromatogramm (UV Detektor 2, in Abbildung
gezeigt.

) (a) UV Detektor 1 (vor der Saule)

o
o

(nach der Saule)

—_

(b) UV Detektor 2

UV Intesnitat [a.u.]
o

0,5

!

0 2000 4000 6000
Elutionszeit [s]

8000 10000

Abbildung 7.4: Verarbeitung der Zeitdaten einer FT-SEC Messung. Gezeigt ist die Analyse eines 0,25 g L™! PS-100 kg mol~!
Standards, gemessen mit 10 Oszillationen und einer Periode von T = 900 s. Von dem Referenzchromatogramm in (a) und dem
Antwortchromatogramm in (b) wurde jeweils ein Abschnitt mit 8 Oszillationen aus der Mitte des Chromatogramms (dick
hervorgehoben und durch gestrichelte Linien begrenzt) fiir die DFT verwendet. Die Fourier-Spektren beider Abschnitte sind
in Abbildung zu sehen. Modifiziert nach Matz et al. 2022.[[153]]

Die FT-SEC Messung wurde mit einem PS-100 kg mol~! Standard und 10 Oszillationen mit einer Periode
von T =900 s (entspricht 15 min) durchgefithrt. Die verwendeten Abschnitte der Chromatogramme
wurden auf der Grundlage folgender Uberlegungen ausgewihlt: (1) Um Informationen tiber die Phasen-
verschiebung zu erhalten, wurden die Abschnitte bei den gleichen Elutionszeiten entnommen, (2) die
Abschnitte waren perfekt periodisch und (3) aufgrund des Ubergangs zur flachen Basislinie und der
Zeit, die bendtigt war, bis sich ein dynamisches Gleichgewicht eingestellt hatte, wurde mindestens die
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erste Oszillation des Antwortchromatogramms verworfen, sieche Abbildung|[7.4b.

Zur Beurteilung der Sensitivitat wurde das SNR fiir die FT-SEC Methode im Fourier-Raum definiert
als die Magnitude der Anregungsfrequenz M(v,), dividiert durch die einfache Standardabweichung
eines Bereichs ohne Informationen. Als Rauschregion fiir die FT-SEC wurden die letzten 20 % des
Spektrums genutzt, was dem Bereich zwischen 0,4 und 0,5 Hz entsprach. Dieser Bereich wurde gewahlt,
da dieser fiir unterschiedliche Messungen weitestgehend stabil und ohne offensichtliche Signale war.
Die SNR Definition wird in Abbildung[7.5|anhand der Spektren der in Abbildung[7.4 hervorgehobenen

Chromatogrammabschnitte veranschaulicht.
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Abbildung 7.5: Magnituden Spektren der hervorgehobenen Chromatogrammabschnitte in Abbildung 7.4} normiert auf die
Magnitude der Anregungsfrequenz M(vg). Das SNR wurde berechnet aus M(vy), dividiert durch die Standardabweichung
der letzten 20 % des Spektrums (in diesem Beispiel zwischen 0,4 und 0,5 Hz). Das SNR wurde anschlieflend zur besseren
Vergleichbarkeit zur Quadratwurzel der Messzeit des Chromatogrammabschnitts normiert. Im vergrofierten Fenster sind in
beiden Spektren die Anregungsfrequenz (vp = 1/900 s = 0,001 Hz) sowie deren héheren harmonischen Frequenzen markiert.
Mogliche Ursachen fiir die hoheren harmonischen Frequenzen sind im FlieSitext diskutiert. Modifiziert nach Matz et al.
2022.[[153)

In Abbildung|7.5/sind im vergroferten Bereich die Anregungsfrequenz (vo = 1/900 s = 0,001 Hz) und
deren hoheren harmonischen Frequenzen (2 - vy, 3 - vp,...) zu sehen. Die hoheren harmonischen Fre-
quenzen der ¢ = 0,25 g L™! Messung besaflen eine Magnitude von etwas iiber 1 % relativ zu M(v)
und nahmen zu héheren Frequenzen hin ab. Die Magnituden der héheren harmonischen Frequenzen
entstanden durch Abweichungen des sinusférmigen UV Chromatogramms zum perfekten Sinus mit v,
durch Mischungenauigkeiten der quaterndren Pumpe sowie UV Licht absorbierende geloste Gasresi-
duen, die aufgrund einer unvollstindigen Entgasung in der mobilen Phase verblieben.[176}|177]] Im
Anhang[C3] S. wird gezeigt, dass durch eine dreifache Entgasung der Losungsmittel die Magnitude
der hoheren harmonischen Frequenzen um einen Faktor von 45 fiir UVD1 und einen Faktor 30 fiir
UVD2 reduziert werden konnte. Der verwendete in-line Entgaser hatte fiir jedes Losungsmittelreservoir
eine separate Entgaserleitung. Da der Volumenstrom der zwei Losungsmittelreservoirs sinusformig
variiert wurde (siehe Abbildung S. , verdnderten sich die linearen Geschwindigkeiten der
Volumeneinheiten innerhalb der Entgaserleitungen und folglich auch deren Verweilzeiten. Der Entgaser
entfernt eine bestimmte Menge an Gas pro Zeiteinheit. Unter der Voraussetzung, dass der Gasgehalt
der Volumeneinheit so hoch ist, dass dieser bei der kiirzesten Verweilzeit nicht vollstindig entfernt
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wird, fihrt eine Variation der Verweilzeiten zu unterschiedlichen Gasgehalten. Fiir den Idealfall, dass
(1) die entfernte Gasmenge pro Zeiteinheit, im Folgenden als Entgasereffizienz bezeichnet, unabhén-
gig von der linearen Geschwindigkeit innerhalb der Entgaserleitung ist, (2) die Entgasereffizienz fir
beide Entgaserlinien gleich ist, (3) die Gaskonzentration in den Losungsmittelreservoirs gleich ist
und (4) die geloste Gaskonzentration nach der Entgasung noch hoch genug ist, damit diese iiber der
Nachweisgrenze der UVDs liegt, wiirde fiir jede Entgaserlinie nach der Entgasung ein Detektorsignal
erhalten werden, das den in Abbildung|7.3|gezeigten relativen Volumenzusammensetzungsprofilen der
Losungsmittel dhnelt. Tatsachlich ist es jedoch wahrscheinlicher, dass (1) die Entgasereffizienz eine
Funktion der Gaskonzentration ist und damit von der Verweilzeit einer Volumeneinheit im Entgaser
abhéangt, (2) die Entgasereffizienz zwischen den Entgaserlinien unterschiedlich ist, da der Abstand zur
Vakuumpumpe und die Porositit der Membran unterschiedlich sein kénnen, (3) die Lésungsmittel-
reservoirs unterschiedliche Gasgehalte besitzen und (4) die Restgaskonzentration teilweise unter die
Nachweisgrenzen der UVDs fallen. Folglich weist jede Entgaserlinie ein modifiziertes sinusférmiges
Konzentrationsprofil des Restgases auf. Aufgrund der nachfolgenden Vermischung der Volumenstrome
beider Entgaserleitungen wird ein komplexes Konzentrationsprofil des gelosten Gases erhalten, was
nur schwer vorhersagbar ist. Da der Signalanteil des gelosten Gas relativ gering zur Signalintensitét
des PS bei der Analyse von PS mit ¢ = 0,25 g L™! war, sind in den Chromatogrammen in Abbildung
keine auffilligen Verdnderungen des Sinus zu erkennen. Bei einer Reduzierung der PS Konzentration
auf weniger als ¢ = 0,05 g L™! wurden jedoch deutliche Verinderungen der UV Chromatogramme
sichtbar.

Weitere Urspriinge der hoheren harmonischen Frequenzen kénnen (1) Druckschwankungen aufgrund
der Pulsation der Pumpe sein und (2) Abweichungen des PS-Konzentrationsprofils von dem eines
idealen Sinus. Abweichungen vom idealen Sinus entstehen, da das in Abbildung S. erzeugte
Anregungssignal nur eine Annaherung an eine Sinuskurve ist sowie aus instrumentellen Ungenauig-
keiten wie einem ungenauem Schaltventilsystem oder einer inhomogenen Durchmischung der zwei
Loésungsmittelreservoirs innerhalb der Mischkammer.
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7.2. Entwicklung der Fourier-Transformation liquid chromatography

7.2.1.  Erstellen einer Molekulargewichtskalibrierung

Bei der konventionellen SEC korreliert das Elutionsvolumen mit dem Molekulargewicht. Dafiir wird
eine Molekulargewichtskalibrierung erstellt, indem das Molekulargewicht am Peakmaximum gegen
die entsprechende Retentionszeit oder dem Retentionsvolumen aufgetragen und mit einer Polynom-
funktion angepasst wird.[38]] In der FT-SEC kann eine analoge Beziehung hergestellt werden, indem
das Molekulargewicht gegen die Phasenverschiebung aufgetragen wird da diese der REtentionszeit
proportional ist. Die fiir die Kalibrierung verwendeten PS-Standards bestehen aus einer Mischung von
Molekiilen unterschiedlicher Gréf3e und besitzen daher eine Molekulargewichtsverteilung. Reilley et al.
beschrieben, dass ein Gemisch verschiedener Analyten, das mittels sinusformiger Injektion analysiert
wird, eine Superposition bildet, die dieselbe Anregungsfrequenz besitzt wie die der einzelnen Kompo-
nenten.[[164] Dies trifft allerdings nur zu, wenn der genutzte Detektor ein einziges Signal als Funktion
der Elutionszeit aufzeichnet und keine zeitabhéngige spektrale Information zur weiteren Auflésung der
sinusférmigen Elutionsprofile bereitstellt. Nach dem Superpositionsprinzip ist die Magnitude M und
die Phase ¢ des Antwortsignals der Mischung (Mix) die Summe aus den einzelnen Magnituden M; und
Phasen ¢; der j Komponenten, gewichtet mit M; und ¢; der Polymerfraktionen, wie in Gleichung
beschrieben wird,[|78]]

Myix - exp (ipmix) = Zj M; - exp (i(pj) . (7.2.1)

Die Intensitdt des UVD Signals ist proportional zur Anzahl der Styrol-Monomere in der Flusszelle.
Bezogen auf ein Mol an Substanz gilt daher, dass mit steigendem Molekulargewicht ein linear steigendes
Detektorsignal erhalten wird. Folglich werden die Polymerfraktionen mit hohem Molekulargewicht in
einer Superposition starker gewichtet, weshalb davon ausgegangen wird, dass das mit ¢pix ermittelte
Molekulargewicht am ehesten dem Gewichtsmittel My, entspricht. Da die Superposition neben M; auch
mit ¢; gewichtet wird, werden jedoch Abweichungen von M,, erwartet, die mit der Dispersiit D der
Polymerprobe zunehmen.

Da das mittels der FT-SEC analysierte Molekulargewicht am ehesten dem My, entspricht, wurde die Mole-
kulargewichtskalibrierung fiir die FT-SEC und die konventionelle SEC mit den M,, der PS-Standards (sie-
he Tabelle[A.3|im Anhang[A.1] S. erstellt. Dafiir wurden zunéchst Losungen von jedem PS-Standard
mit THF mit einer Konzentration von ¢ = 0,25 g L™! hergestellt. Die Konzentration wurde gewihlt, da
diese (1) unterhalb der Linearitatsgrenze der UVDs lag (siehe Anhang|[C.2] S. sowie (2) ein intensives
UV-Signal von PS erhalten wurde, um den Einfluss lichtabsorbierender Restgaskomponenten, Rauschen,
Detektordrifts und Basislinieninstabilititen zu minimieren. (3) Zusétzlich lag die Konzentration weit un-
ter dem Konzentrationsiiberladungslimit der Saule. Eine Analyse des Konzentrationsiiberladungslimits
in der FT-SEC und konventionellen SEC ist in Abschnitt S. behandelt. Eine FT-SEC Messung
wurde mit einer Periode von T = 900 s und zehn Oszillationen durchgefiihrt. Die Dauer der Periode war
grofler als die Retentionszeit des zuletzt eluierenden PS-0,682 kg mol~!, um eine Elution auflerhalb des
ersten 360° Zyklus zu vermeiden. Die fiir die Kalibrierung genutzten Chromatogramme der FT-SEC
Messung des PS-100 kg mol ™! sind in Abbildung S. und die entsprechenden Fourier-Spektren
in Abbildung[7.5] S. dargestellt. Die Molekulargewichtskalibrierungen der konventionellen SEC
(mittels Retentionszeit) und der FT-SEC (mittels Phasenverschiebung) sind in Abbildung 7.6 verglichen.
Die Kalibrierungen wurden mit einem Polynom dritter Ordnung angepasst. Beide Kalibrierungen dhneln
sich, wobei die FT-SEC Kalibrierung aufgrund eines grofieren chromatographischen Totvolumens zu
langeren Elutionszeiten verschoben ist. Das Totvolumen war bei der FT-SEC grofier, da die Zeitverschie-
bung relativ zu UVD1 und nicht relativ zum manuellen Injektionsventil, wie es bei der konventionellen
SEC der Fall ist, bestimmt wurde. Die Phasenverschiebung betrug im arithmetischen Mittel 4,2°, was
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Abbildung 7.6: Vergleich der Molekulargewichtskalibrierungen, die mit der konventionellen SEC (Retentionszeit, tret) und
der FT-SEC (Phasenverschiebung, A¢) erstellt wurden. Bei der FT-SEC war das chromatographische Totvolumen grofler,
weshalb die Kalibrierung um 4,2° (entspricht 10,5 s oder 0,18 mL) zu ldngeren Elutionszeiten hin verschoben wurde. Fiir einen
direkten Vergleich der Kalibrierungen wurde diese Zeitverschiebung von der FT-SEC Kalibrierung abgezogen (x = Ag — 4,2°).
Die Form der FT-SEC Kalibrierung weicht geringfiigig von der Kalibrierung der konventionellen SEC ab. Mogliche Griinde
hierfiir werden im Abschnitt diskutiert. Modifiziert nach Matz et al. 2022.[153]

nach Gleichung S. 10,5 s oder 0,18 ml entspricht (bei einer Flussrate von 1 mL min™?). Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden 4,2° von den A¢ der FT-SEC Kalibrierung abgezogen. Diese pha-
senverschobenen Kalibrierpunkte sind in Abbildung|[7.6|als graue Rauten eingezeichnet. Die FT-SEC
Kalibrierung zeigt geringe Abweichungen zur konventionellen Kalibrierung. Es wird angenommen,
dass mehrere Faktoren zu diesen geringfiigigen Verinderungen in der Form beitragen. Neben dem oben
bereits diskutieren Effekt bei der Superposition unterschiedlicher Gewichtsfraktionen wird die Phasen-
verschiebung der PS-Standards durch die lichtabsorptiven Restgaskomponenten modifiziert. Durch
eine nicht-vollstandige Entgasung verbleibt gelostes Gas in der mobilen Phase (siehe Abschnitt
S. und Anhang S. und wird innerhalb der Sdule aufgetrennt. Bei der konventionellen
SEC eluieren diese gelosten Gaskomponenten typischerweise an der Permeationsgrenze und bilden die
Systempeaks, die am Ende des Chromatogramms erscheinen.[37]] Bei der FT-SEC Analyse tiberlagern
die gelosten Gaskomponenten mit den Analyten, wodurch eine Superposition mit einer veranderten
Phasenverschiebung erhalten wird.

Eine weitere mogliche Ursache fiir die Abweichungen in der Form der Kalibrierkurven kénnte eine
asymmetrische Bandenverbreiterung sein. Wahrend in der konventionellen SEC eine asymmetrische
Peakform die Position des Peakmaximums nicht beeinflusst,[[178]] fithrt diese bei der FT-SEC aufgrund
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der Superposition der asymmetrischen Elutionsbande zu einer veranderten Phase des Antwortsignals.
Die Effekte der asymmetrischen Bandenverbreiterung sollten abhiangig von der Flussrate, den Analytei-
genschaften (Molekulargewicht, chemische Zusammensetzung, Dispersitit und Konzentration), der
Periode und des verwendeten Losungsmittels sein.

Die Ahnlichkeit der Kalibrierungen bestitigt, dass die Retardierung der Analyten innerhalb der Sdule
bei der FT-SEC und der konventionellen SEC Methode gleich sind und somit eine zuverldssige Mole-
kulargewichtsbestimmung von Polymerproben mit einer engen Molekulargewichtsverteilung mittels
FT-SEC vorgenommen werden kann.

7.2.2. Analyse von Polymermischungen mittels FT-SEC

Die verwendeten UVDs zeichnen nur eine einzige Intensitat als Funktion der Elutionszeit oder des
Elutionsvolumen auf, weshalb eine Superposition mehrerer sinusformiger Konzentrationsprofile nicht
direkt aufgelost werden kann. Die Superposition zweier Sinuswellen mit gleicher Frequenz resultiert
in ein Antwortsignal mit der gleichen Anregungsfrequenz aber unterschiedlicher Amplitude. Die
Grundlagen zur Superposition von Sinuswellen wurden in Abschnitt[3.3.1] S.[26] beschrieben, wobei
nachfolgend die Gleichungen [3.3.9] 3.3.10| und[7.1.2|(S. 26| und [109) verwendet wurden, um die Magni-
tude M und Phasenverschiebung A¢ einer Superposition zweier PS-Standards zu berechnen. Die so
vorhergesagten Magnituden M, und Phasenverschiebungen Agie, der Mischungen wurden im An-
schluss experimentell verifiziert. Eine Ubereinstimmung der Mieo und Agipeo, mit den experimentellen
Werten Meyp und A@eyp ist nur dann gegeben, wenn die im Antwortsignal bestimmten Magnituden
und Phasenverschiebungen der puren PS-Standards in der Mischung unverandert bleiben. Wiirden
sich die beiden PS-Standards wahrend der FT-SEC Messung gegenseitig beeinflussen oder wiirden
sich die im vorherigen Abschnitt diskutierten asymmetrischen Bandenverbreiterungseffekte dndern,
hitte dies eine Abweichung von Mey, und A@eyp zu Mineo und A@ipneo zur Folge. Um den Effekt der
Superposition zu veranschaulichen und zu untersuchen, ob sich die Analyten wahrend der Trennung
gegenseitig beeinflussen oder ob sich die asymmetrischen Bandenverbreiterungseffekte &ndern, wurden
Mischungen bestehend aus je zwei PS-Standards mit gleichen Konzentrationen hergestellt.

Zwei PS-Mischungen wurden hergestellt, indem die zur Kalibrierung verwendeten PS-Losungen
mit ¢ = 0,25 g L™! je im Verhiltnis 50/50 (v/v%) gemischt wurden. In der Mischung lag folglich
jeder PS-Standard mit ¢ = 0,125 g L™! vor. Bei der Mischung-1 (Mix-1) wurden die PS-Standards
PS-0,682 kg mol~! und PS-851 kg mol~! verwendet, welche die gréfStméogliche Differenz der Phasenver-
schiebungen aufwiesen. Mischung-2 (Mix-2) bestand aus PS-526 kg mol~! und PS-851 kg mol™!, die
die geringstmogliche Differenz der Phasenverschiebung aufwiesen. Die Magnitude M und Phasenver-
schiebung A¢ der verwendeten PS-Standards mit ¢ = 0,25 g L™! sind in Tabelle|7.1|aufgelistet. Fiir die
Berechnung von Mipe, und A@iheo der Mischungen 1 und 2 (Mix-1heo und Mix-2,e,) wurden aufgrund
der halben Konzentration die jeweiligen M /2 der PS-Standards verwendet. Die berechneten und experi-
mentell ermittelten Werte beider Mischungen sind ebenfalls in Tabelle|7.1|aufgefiihrt. In Abbildung
sind die Chromatogramme von PS-0,682 kg mol™! und PS-851 kg mol™! mit ¢ = 0,25 g L™! gezeigt sowie
die Superposition dieser (Mix-1). Abbildung7.7]verdeutlicht, dass Mix-1 eine gewichtete Uberlagerung
der Einzelchromatogrammen von PS-851 kg mol~! und PS-0,682 kg mol~! ist. Diese Beobachtung wird
durch die berechneten und experimentell bestimmten Werte von M und A¢ von Mix-1 und Mix-2 in
Tabelle[7.1| gestiitzt. Die maximale Abweichung zwischen den theoretischen und experimentellen Ag
war fir Mix-1199,3° - 199,9° = 0,6°. Nach Gleichung[7.1.1] S. entspricht das einer Zeitverschiebung
At von At = 1,5 s. Die maximale Abweichung der Magnitude M wurde dagegen fiir Mix-2 erhalten,
wobei die Magnitude von Mix-2eyp um 0,9804 - 0,9669 = 0,0135 kleiner war als die berechnete Magnitu-
de von Mix-2pe0, Was einer Abweichung von 1,4 % entspricht. Somit stimmen die Werte sehr gut iiberein.
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Tabelle 7.1: Phasenverschiebungen Ap und Magnituden M des UVD2 fiir die PS-Standards mit 0,682, 526 und 851 kg mol~!
mit einer Konzentration von ungefihr ¢ = 0,25 g L™1. Mix-1 bestand aus einer 50/50 (v/v%) Mischung von PS-0,682 kg mol ™1
und PS-851 kg mol~! und Mix-2 aus PS-526 kg mol~! und PS-851 kg mol~!. Fiir die Mischungen wurden die theoretischen
A¢p und M berechnet und mit den experimentell bestimmten Werten verglichen. Die Werte wurden von Matz et al. 2022
iibernommen.[|153]

Probe Ap[°] MI[-]

PS-0,682 kg mol™! 2486  0,9374¢
PS-526 kgmol™!  160,2  0,9636
PS-851 kg mol™!  154,1  1,0000

Mix-1¢heo 1993  0,6576
Mix-Teyp 1999  0,6599
Mix-2¢heo 157,1  0,9804
Mix-2ey, 157,1  0,9669

¢ Die Magnitude M ist etwas geringer, da die UV-inaktive alkyl-Endgruppe etwa 8 w/w% des Standards ausmachte.
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Abbildung 7.7: Chromatogramme des UVD2 reiner PS-Standards und der daraus hergestellten 50/50 (v/v%) Mischung (Mix-1,
siehe Tabelle . Die Chromatogramme sind auf die maximale Intensitit der PS-851 kg mol~! Messung normiert. Das
Chromatogramm der Mischung ist eine Superposition der beiden reinen PS-Standards. Modifiziert nach Matz et al. 2022.[153]]

Die UVDs, aber auch DRI Detektoren, kénnen nur ein einziges Signal als Funktion der Zeit anzeigen,
sodass eine Auflésung der Superposition im Antwortchromatogramm nur schwer moglich ist. Aufgrund
der nicht-aufgeldsten Superposition nimmt die Magnitude der Mischung ab und folglich auch das SNR.
Bei einer Mischung aus zwei Komponenten mit derselben Magnitude und einer Phasenverschiebung
von 180° zueinander, entspriache die erhaltene Superposition einer flachen Basislinie mit einem kon-
stanten Wert, dhnlich zu einer destruktiven Interferenz zweier Wellen. Falls dieses Phanomen bei der
FT-SEC auftreten wiirde, konnte die Periode verlingert werden. Die Fourier-Transformation einer
konstanten Basislinie ergibt lediglich ein Signal bei der Nullfrequenz mit einer Magnitude, die der
mittleren Intensitit der Basislinie entspricht. Demnach kénnen aus flachen Chromatogrammabschnit-
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ten keine analytspezifischen Informationen gewonnen werden. In einem solchen Fall kénnten die
Anfangs- und Endregionen des sinusférmigen Antwortsignals Hinweise auf die Zusammensetzung
der Probenmischung geben, da das erste Maximum des zuerst eluierenden Analyten und das letzte
Minimum des zuletzt eluierenden Analyten nicht von der Superposition beeintrachtigt sein sollten.
Bei der Analyse einer Probe, bestehend aus einer Mischung chemisch unterschiedlicher Analyten,
konnen Detektoren mit erhohter chemischer Selektivitat, wie z. B. ein NMR Spektrometer, die einzelnen
Elutionsprofile auflésen, wie in Abschnitt S. gezeigt ist. Durch die zusitzliche spektrale
Auflésung ist es moglich die Magnitude und Phasenverschiebung separat fiir jeden Analyten zu be-
stimmen. Die FT-SEC Analyse einer Probe bestehend aus chemisch identischen Komponenten ist aber
selbst mit spektroskopischer Detektion nicht direkt auflosbar. Potentiell kann eine Superposition aus
N Komponenten mit verschiedenen Elutionszeiten aufgeldst werden, indem 2 - N Chromatogramme
mit unterschiedlichen Superpositionen dieser aufgenommen werden.[[164]] Solche Chromatogramme
konnen erhalten werden, indem (1) ein multifrequentes Anregungssignal verwendet wird, (2) zusétz-
liche Detektoren wihrend der Trennung Chromatogramme aufnehmen, z. B. realisierbar durch eine
alternierende Anordnung von Sdulen und Detektoren und (3) eine wiederholte Messung derselben
Probe unter unterschiedlichen Bedingungen, die die Elutionszeit beeinflussen, wie z. B. eine andere
Saulentemperatur, -lange oder -packung. Durch eine Linearkombination der Chromatogramme sollte
eine Superposition prinzipiell auflésbar sein.[[164] Praktisch ist dies fiir eine Polymerprobe nur schwer
umsetzbar, da fiir jede Molekulargewichtsfraktion ein Chromatogramm aufgenommen werden misste.
Um eine Mischung verschiedener Polymerproben aufzuldsen, miissten daher zuvor die jeweiligen
Phasenverschiebungen bestimmt werden.

Eine mogliche Charakterisierungsmethode zur Quantifizierung der Molekulargewichtsverteilung einer
Polymerprobe, konnte eine Auswertung der Magnitude relativ zu einer Referenzmagnitude sein. Eine
mogliche Referenzmagnitude konnte vom Chromatogramm des UVD1 oder von einer wiederholten
Messung ohne chromatographische Auftrennung vom UVD2 erhalten werden. Die Magnitude einer
Superposition hingt von der Konzentration der einzelnen Komponenten und deren Phasendifferenz
zueinander ab, wie in Gleichung S. erlautert. Da jede Molekulargewichtsfraktion einer Poly-
merprobe eine spezifische Phasenverschiebung aufweist, ist die Differenz der Phasenverschiebungen
zwischen den Komponenten grofier, je breiter die Molekulargewichtsverteilung ist. Deshalb sollte mit
zunehmender Dispersitit die Magnitude der Superposition abnehmen.

Die konventionelle HPLC Analyse einer Probe beruht auf der 6rtlichen Auftrennung der Analyten,
wodurch die einzelnen Peaks ausgewertet werden konnen. Fiir eine prazise Auswertung der Peaks
sollten diese basisliniengetrennt vorliegen. Bei der FT-LC gibt es keine ortliche Auftrennung wie bei
der konventionellen HPLC, da die Analyten sowohl vor, als auch nach der Saule als Gemisch vorliegen.
Dabher gibt es in der FT-LC keine Anforderung beziiglich der Basislinienseparation der Analyten. Die
Analyse einer Probe mittels FT-LC ist moglich, sofern die Retentionszeitunterschiede der Komponenten
grofler sind als die instrumentelle und methodische Unsicherheit. Die methodische Unsicherheit der
FT-SEC wurde noch nicht bestimmt, es wird jedoch angenommen, dass die erforderliche minimale
Retentionszeitdifferenz fiir die FT-LC geringer ist als fiir die konventionelle HPLC. Diese vorlaufige
Abschitzung basiert auf dem Vergleich der Genauigkeit der Vorhersage der theoretischen Phasenver-
schiebungen der Mischungen (siehe Tabelle mit der Peakbreite (Basisbreite) eines konventionellen
HPLC Chromatogramms. Wihrend die Phasenverschiebung mit einer Genauigkeit von 0,6° (entspricht
1,5 s) vorhergesagt werden konnte, liegt die Gesamtbreite eines Peaks in der Gré8enordnung von einer
Minute, was gemafd Gleichung[7.1.1] S. etwa 24° entspricht. Dementsprechend konnten Analytge-
mische, die mit der konventionellen HPLC aufgrund einer unzureichenden Separation nicht analysiert
werden konnen, moglicherweise trotzdem mit der FT-LC aufgelost werden. Dariiber hinaus kénnte
bei der FT-LC die Messzeit potentiell durch eine Erhohung der Flussrate oder durch eine Verkiirzung
der Saulenlange reduziert werden, was auch eine Abnahme der Retentionszeitdifferenzen zur Folge
hatte.
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7.2.3. Auswirkung der Periode auf das SNR

Um die Auswirkung der Periode T auf das SNR zu untersuchen, wurden FT-SEC Messungen mit T = 60,
300, 600, 900, 1300 und 3 600 s in zweifacher Ausfithrung durchgefiihrt. Losungen von PS-100 kg mol ™!
mit ¢ = 0,1 g L™! wurden mit 12 Oszillationen gemessen. Fiir jede Messreihe wurde eine separate
PS-Lésung hergestellt. Fiir die Auswertung durch die DFT wurden aus dem Antwortchromatogramm
(UVD2) die mittleren zehn Oszillationen verwendet. Dementsprechend variierte die Messzeit des
ausgewerteten Datensatzes zwischen 600 und 36 000 s. Das SNR wurde zweimal normalisiert: einmal
zur Quadratwurzel von der Messzeit des ausgewerteten Datensatzes t,ln/ ? und anschlieBend auf das
hochste SNR - t;ll/ ? innerhalb einer Messreihe. Von beiden Datensitze wurden mit Gleichung
wurde fiir jede untersuchte Periode die Differenz der SNR - tr:ll/ ? bestimmt (Range),

Range = Y1, max — YT, mins (7.2.2)

. . .. ~1/2 4 . .
wobei Y1 max und yr min das maximale und minimale SNR - t, /2 bei der gemessenen Periode T war.

Fiir die gemessenen Perioden wurden die SNR - t;ll/ 2 gemittelt und sind in Abbildung 7.8 dargestellt.

f ......................................................... Asymptote -3. U(Range/2)

Norm. SNR/ v/t [1/+/s]

¥ Datenpunkt mit Range

02p y=756-103.T.sin(r - 40,9/ T)
J R? =0,9870
0 i 1 1 1 1 1 1 [
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Periode [s]

Abbildung 7.8: Auswirkung der Periode T auf das SNR, normiert auf die Quadratwurzel der Messzeit trln/ 2. Zwei Messreihen
mit jeweils einer frisch hergestellten PS-Lésung (c = 0,1 g L™1, M, =100,0 kg mol ™!, My = 96,0 kg mol™!) wurden gemessen.
Bei jeder Periode ist die Differenz der SNR - ~1/2

tm ' * (Range, Fehlerbalken) und das gemittelte SNR - t,;l/ 2 dargestellt. Das
SNR - tn_11/ 2 steigt zu langeren Perioden hin an und nihert sich einem Plateau an. Zur Anpassung dieses Trends wurde die
Anpassungsfunktion in Gleichungverwendet, wobei y dem SNR - tr;ll/ 2 entspricht. Anschliefend wurde die kritische
Periode T, bestimmt, bei der das SNR - trgl/ 2 signifikant vom Plateauwert abweicht. Dafiir wurde ein Grenzwert ermittelt,

indem vom Plateauwert die dreifache Standardabweichung der Range/2 (0(Range/2)) subtrahiert wurde. Die Verringerung

von SNR - tr;ll/ ? zu kiirzeren Perioden hin ist auf die Bandenverbreiterung zuriickzufithren. Modifiziert nach Matz et al.
2022.[[153]

In Abbildung|7.8| nimmt das SNR - t,:ll/ 2 u langeren Perioden hin zu und nahert sich einem Plateauwert
an. Theoretisch sollte das SNR - t;ll/ 2 unabhingig von der Periode sein, da das SNR nur proportio-
nal zu t,ln/ ? skaliert.[64] Die Abnahme von SNR - t;f/ ? zu kiirzeren Perioden hin entstand durch eine

abnehmende Magnitude der Antwortchromatogramme, die in Abbildung Anhang S.
dargestellt sind. Die Abnahme der Magnitude folgt aus der Superposition unterschiedlicher Moleku-

largewichtsfraktionen der Polymerprobe und aus der Bandenverbreiterung. Die Bandenverbreiterung

118



7.2. Entwicklung der Fourier-Transformation liquid chromatography

findet im Totvolumen auflerhalb (z. B. Volumen der Mischkammer, Pumpe, Kapillaren und Flusszellen)
und innerhalb der Saule statt.[178]] Aufgrund der Bandenverbreiterung vermischen sich benachbarte
Volumeneinheiten, wodurch das Anregungssignal verbreitert wurde. Durch die Verbreiterung des
sinusformigen Analytkonzentrationsprofils nahm die Analytkonzentration am Maximum ab und am
Minimum zu, wodurch die Magnitude der Oszillation insgesamt abnahm. Je kiirzer die Periode, desto
hoher ist der Analytkonzentrationsgradient pro Volumeneinheit. Unter der Annahme, dass die Banden-
verbreiterung immer denselben Volumenbereich beeinflusst, nimmt der Effekt der Bandenverbreiterung
mit abnehmender Periode zu. Wenn die Periode lang genug ist, dass sich die Konzentrationen an den
Extrema nicht durch die Bandenverbreiterung verandern, ist die Magnitude maximal und konstant fiir
alle langeren Perioden.

Basierend auf dieser Annahme wurde die semiempirische Anpassungsfunktion in Gleichung her-
geleitet. Das von der Bandenverbreiterung betroffene Volumen wird vereinfacht als rechteckiges Zeit-
oder Volumensignal betrachtet, innerhalb dessen eine homogene Durchmischung der mobilen Phase
stattfindet. Die Verbreiterung des sinusférmigen Analytkonzentrationsprofils wird dann als Faltung
des sinusférmigen Analytkonzentrationsprofils mit dieser Rechteckfunktion verstanden. Nach dem Fal-
tungstheorem in Gleichung|3.3.13] S.|26] ist eine Faltung zweier Funktionen in der Zeitdimension gleich
der Multiplikation der Fourier-Transformierten in der Frequenzdomaine. Die Fourier-Transformierte
eines Sinus wurde in Gleichung S.[27] ((I) §-Funktion) und die einer Rechteckfunktion in Glei-
chung S.[27] (1) Sinc-Funktion) eingefiihrt. Die Herleitung der Anpassungsfunktion ist in

Gleichungen bis gezeigt.

sin (a) %’)
M = Moy (vo) : g——~ 27 , (7.2.3)
0]
~———— —————
(I) Magnitude der §-Funktion an 1 (I1) Sinc-Funktion eines Rechtecks mit der Breite #
(¥3%)
T 2
=Mo(vo) - 2——— (7.2.4)
T
My(v Tt
= Moo) 7 (—0) (7.2.5)
T T
. [Tty
= AT sin (T) , (7.2.6)

mit der Periode T des sinusférmigen Konzentrationsprofils, mit der urspriinglichen Magnitude M, (vy)
vor der Bandenverbreiterung und der Breite der Rechteckfunktion #,. Die Magnitude nach der Faltung
ist M und entspricht SNR - t,;l/z.

Die Gleichung wurde genutzt um die gemittelten SNR - t,;l/ % in Abbildung anzupassen. Der
R? Wert von R? = 0,9870 bestitigt, dass die Anpassungsfunktion die Daten gut beschreibt. Unter
Verwendung der Regel von L’'Hospital wurde ein SNR - trgl/ ?_Plateauwert von 0,97 sV/2 bestimmt.[179]
Zur Feststellung, bei welcher Periode das SNR - tr:ll/ 2 signifikant von diesem Wert verringert war, wurde
die dreifache Standardabweichung der Range/2 abgezogen, was den Wert 0,94 s~'/? ergab. Zuvor wurde
mit einem David-Test bestatigt, dass die Range/2 normalverteilt und die Streuung der Daten somit
unabhingig von der Periode war.[180] In Abbildung|7.8|ist bei 0,94 s~/2 eine horizontale gestrichelte
Linie eingezeichnet, die die Anpassungsfunktion bei der kritischen Periode Tyt von Tiyit = 300 s
schneidet. Fiir Perioden T < 300 s ist die Magnitude signifikant reduziert. Deshalb wird bei dem
verwendeten System und einer Flussrate von 1 mL min~! empfohlen eine Periode von T > 300 s zu
wibhlen, sodass die Bandenverbreiterung die Magnitude nur geringfiigig beeintrachtigt.
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7.2.4. Sensitivitatsvergleich am Konzentrationsiiberladungslimit der Saule

In diesem Abschnitt wird die Sensitivititssteigerung durch Anwendung der FT-SEC im Vergleich zur
konventionellen SEC bestimmt. Zunachst wurde hierfiir das Konzentrationsiiberladungslimit der analy-
tischen SDV Saule (30 X 8 mm Innendurchmesser) bestimmt. Fiir den Sensitivitatsvergleich wurden die
Messungen direkt unter den Konzentrationsiiberladungslimits herangezogen.

Bei der konventionellen SEC zeigen sich Konzentrationsiiberladungseffekte zunachst durch eine Peak-
verbreiterung und eine Zunahme des Retentionsvolumens.[38} 181] In der aktuellen Umsetzung der
FT-SEC wird das Molekulargewicht iiber die Phasenverschiebung mithilfe der Molekulargewichtska-
librierung aus Abbildung S. bestimmt. Das Konzentrationsiiberladungslimit wurde als die
Konzentration definiert, bei der das Molekulargewicht relativ zum Molekulargewicht einer Analyse
bei niedriger Konzentration um mehr als 10 % verringert war. In Vorversuchen wurde festgestellt,
dass das Sduleniiberladungslimit iiber der Linearitatsgrenze des UVD2 bei der Detektionswellenlidnge
A =260 nm von ¢ ~ 1,00 g L™! lag. Deshalb wurde die Detektionswellenlinge auf A = 236 nm redu-
ziert, da PS gel6st in THF dort einen niedrigeren Extinktionskoeffizient aufweist. Die Bestimmung der
Linearitatsgrenze bei A = 236 nm ist im Anhang S. beschrieben und betrug ¢ ~ 3,80 g L1
(Konzentration in der Detektorflusszelle). Die Experimente wurden mit einem, von Dr. Matthias Heck
synthetisierten, PS-Standard mit einem MW =755 kg mol™! und D = 1,02 durchgefiihrt. Mit beiden
Methoden wurden Lésungen mit den Konzentrationen von 0,25, 1,00, 1,75, 2,50, 3,00, 3,40 und 3,60 g L ™!
analysiert. Zusitzlich wurde mit der konventionellen SEC noch eine Lésung mit 4,00 g L™ gemessen.
Fiir die konventionelle SEC wurde ein Injektionsvolumen von V; = 100 pL verwendet. Fiir die FT-SEC
hatte das Anregungssignal eine Periode von T = 900 s mit fiinf Oszillationen, von denen, entsprechend
der Beschreibung in Abschnitt S. die mittleren drei fiir die Auswertung genutzt wurden.
Das M,, wurde mit den Kalibrierungen aus Abbildung S. bestimmt. Die Bestimmung der
Sauleniiberladungslimits sind in Abbildung 7.9 gezeigt.
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Abbildung 7.9: Konzentrationsiiberladungslimits der analytischen SDV Saule fiir die FT-SEC und die konventionelle SEC
Methode. Bestimmt wurde das Gewichtsmittel des Molekulargewichts My, bei verschiedenen Konzentrationen. Das Konzentra-
tionsiiberladungslimit war die Konzentration, bei der das My, eine Abweichung von 10 % relativ zu dem My, bei ¢ = 0,25 g L™1
aufwies. Fir die konventionelle Methode wurde ein Injektionvolumen von V; = 100 L und fiir die FT-SEC eine Periode von
T =900 s mit 5 Oszillationen verwendet. Das Konzentrationsiiberladungslimit bei der FT-SEC lag bei ¢ = 3,00 g L™! und bei
der konventionellen SEC bei ¢ = 3,40 g L™!. Es wird angenommen, dass die Abweichung der Siuleniiberladungsgrenzen auf
eine unterschiedliche Verdiinnung der Anregungssignale zuriickzufiihren ist. Modifiziert nach Matz et al. 2022.[153]]
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Fiir beide Methoden nimmt wie erwartet das apparente M, mit steigender injizierter Konzentration ab.
Zur Beschreibung dieses Trends wurde die Anpassungsfunktion in Gleichung verwendet,

w=A-(B-c"), (7.2.7)

mit dem y-Achsenabschnitt A, dem Skalierungsfaktor B, der PS Konzentration ¢ und dem Exponent D.
Der Parameter A entspricht dem M, ohne Konzentrationsiiberladung und B sowie D beschreiben den
Zusammenhang der Konzentrationsiiberladungsphédnomene mit der Konzentration.

Das ermittelte My, der PS-75,5 kg mol~' Lésung mit ¢ = 0,25 g L™! wurde als Referenzwert verwendet.
Niedrigere Konzentrationen wurden nicht analysiert, da der Einfluss der geldsten Gaskomponenten
auf das Antwortchromatogramm mit abnehmender PS-Konzentration zunahm und somit eine prazise
Bestimmung der Phasenverschiebung vom PS erschwerte. Das Konzentrationstiberladungslimit wurde
als die Konzentration definiert, bei der das apparente My, der ¢ = 0,25 g L™! Messung um mehr als 10 %
reduziert war. Fiir die FT-SEC war dies bei ¢ = 3,00 g L™! und fiir die konventionelle SEC beic =3,40 g L ™!
der Fall. Demnach kénnen mit der konventionellen SEC Methode hohere Analytkonzentrationen
(Injektionskonzentration) gemessen werden, ohne dass die Sdule tiberladen ist.

Zur Beurteilung der tatsachlichen Analytkonzentration am Maximum des Injektionssignals wurde fiir
jede Messung der Verdiinnungsfaktor DF am Signalmaximum der Antwortchromatogramme (UVD2)

mit Gleichung bestimmt,

DF = CProbe

, (7.2.8)
CuvVD2

wobei cprope die Konzentration der analysierten PS-Losung ist und cyyp; die PS-Konzentration in der
Detektorflusszelle vom UVD2. Die cyyp; wurden mit der linearen Anpassungsfunktion von der Bestim-
mung der Linearitatsgrenze berechnet, die in Anhang S. enthalten ist.

Der Verdiinnungsfaktor fiir die FT-SEC betrug im arithmetischen Mittel etwa 1,0. Dies bestatigt die
Beobachtung aus Abbildung|[7.8] S. dass die Verdiinnung des Anregungssignals vernachléssigbar ist,
wenn T > 300 s betrdgt. Bei der konventionellen SEC betrug der Verdiinnungsfaktor am Peakmaximum
im arithmetischen Mittel etwa 3,0, was zeigt, dass eine signifikante Verdiinnung des Anregungssignals
wihrend der SEC Messung stattfand. Allerdings unterschieden sich die Konzentrationsiiberladungs-
limits beider Methoden kaum (c = 3,4 g L™! fiir konventionelle SEC und ¢ = 3,0 g L™ fiir FT-SEC),
obwohl entsprechend des Verdiinnungsfaktors ein Unterschied um den Faktor 3 erwartet wurde. Diese
Diskrepanz ist wahrscheinlich auf die maximalen Probenkonzentrationen der Anregungssignale zu-
riickzufithren, die direkt nach der Injektion am Anfang der Sdule dhnlicher sind als nach der Trennung
und deshalb die Konzentrationsiiberladungsphdnomene zu Beginn der Analyse stirker ausgepragt sind.
Im Anschluss wurde fiir beide Methoden die SNR der Messungen unter dem Konzentrationsiiberla-
dungslimit verglichen. Ausgewertet wurden fiir die FT-SEC die Messungen mit 0,25, 1,00, 1,75, 2,50 und
3,00 g L™! und fiir die konventionelle SEC zusétzlich das SNR der 3,4 g L™! Messung. Fiir die konven-
tionelle SEC wurde das SNR berechnet als die Intensitit am Peakmaximum geteilt durch die einfache
Standardabweichung des signalfreien Bereichs zwischen 120 und 180 s. Fiir beide Methoden wurde die
Masse des analysierten PS m(PS) berechnet. Dafiir wurde fiir die konventionelle SEC Gleichung|7.2.9]
und fiir die FT-SEC Gleichung|7.2.10| verwendet.

m(PS)sec = Vi - ¢(PS), (7.2.9)

tm - F - ¢(PS)

) 7.2.10
; (7.210)

m(PS)Frsec =
mit der Konzentration an PS, ¢(PS), dem Volumen der Injektionsschlaufe V;, der Datenaufnahmezeit des

ausgewerteten Chromatogrammabschnitts t,, und der Flussrate F in mL s™!. Der Faktor 2 im Divisor
von Gleichung|7.2.10|beschreibt, dass die mobile Phase im Durchschnitt nur zur Halfte aus PS-Losung
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bestand, wahrend die andere Halfte aus purem THF bestand.

Die Messzeit t, fir ein Chromatogramm einer konventionellen Messung wurde durch den Systempeak
begrenzt und betrug t,, = 780 s. Fiir die FT-SEC Messung entsprach t,, der Messzeit der ausgewerteten
Ostzillationen und war f, = 3 - 900 s = 2700 s. Die m(PS) und SNR wurden auf die entsprechenden trln/ 2
normiert. Die Werte werden in Abbildung verglichen.
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Abbildung 7.10: Sensitivitatsvergleich der FT-SEC mit der konventionellen SEC Methode. Das SNR ist gegen die Masse an

analysiertem PS m(PS) aufgetragen, wobei beide Werte auf die Quadratwurzel der jeweiligen Datenaufnahmezeit trln/ ? normiert

wurden. Die Datenpunkte wurden von den Messungen unterhalb der in Abbildung[7.9]eingezeichneten Konzentrationsiiberla-

dungslimits bestimmt. Das y in der Anpassungsfunktion entspricht dem SNR - t;f/ % und x dem m(PS) - t;ll/ 2 Die SNR- tr;ll/ 2

der Messungen am Konzentrationsiiberladungslimit wurden zur Beurteilung der Sensitivitatssteigerung herangezogen. Fiir

diese Messungen ist das SNR - t,;l/z der FT-SEC um ein Faktor 50 hoher als das SNR - tr:ll/z der konventionellen SEC.

Modifiziert nach Matz et al. 2022.[[153]]

Die Datenpunkte beider Messreihen wurden an ein Potenzgesetz nach Gleichung|7.2.11|angepasst,

y=a-x, (7.2.11)

wobei y dem SNR - t,;ll/ ? und x dem m(PS) - tr;ll/ 2 entspricht. Das a ist ein Skalierungsfaktor und b ein
Exponent, der fiir einen idealen linearen Zusammenhang b = 1,0 annimmt.
Fur die FT-SEC ist b = 0,969 und fiir die konventionelle SEC b = 0,843. Beide Exponenten sind nahe
1,0 und bestatigen den linearen Zusammenhang der Datenpunkte. Die Abweichungen vom idealen
linearen Zusammenhang sind wahrscheinlich auf Fluktuationen und Drifts der Basislinie zuriickzufiih-
ren, die den Rauschwert beeinflussten. Die R von R? = 0,9849 fiir die FT-SEC und R? = 0,9866 fiir die
konventionelle SEC zeigen, dass die Daten trotz der leichten Streuung der Datenpunkte gut dargestellt
werden.

Zur Quantifizierung der Sensitivitatssteigerung wurde das SNR- t,;l/ ? beim Sauleniiberladungslimit ver-

glichen. Fiir die ¢ = 3,00 g L~! FT-SEC Messung war SNR- t,,'/% = 1766 s~/2 und fiir die konventionelle
SEC SNR - t,;l/ ? =33 571/2, was einer Verbesserung um den Faktor 50 entspricht. Das deutlich gestei-
gerte SNR - trgl/ ? fir die FT-SEC ist auf die kontinuierliche Analytinjektion zuriickzufithren, wodurch

in derselben Zeit deutlich mehr Analyt gemessen werden kann, wie in der Methodenvorstellung in
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Abbildung S. bereits hervorgehoben wurde. Da bei der konventionellen SEC nur ein schmales
Analytinjektionsprofil gemessen wird, ist das m(PS) - t,;l/ ? deutlich geringer als bei der FT-SEC. Da
das SNR - tr;ll/ ? linear mit m(PS) - t,;l/ ? zunimmt, wie in Abbildung

die FT-SEC eine deutlich héhere SNR - tr;ll/ ? erreicht.

Aufgrund des linearen Anstiegs von SNR - tr;l/z mit m(PS) - t;ll/z ist es denkbar, dass das SNR - t;/z
fir konventionelle SEC verbessert werden kann, wenn ein Injektionvolumen von 1000 uL verwendet
wird. Bei der LAC-NMR Optimierung wurde in Abbildung S.[82] gezeigt, dass neben der Pea-
kintensitat auch die Peakbreite mit dem Injektionvolumen zunahm. Dadurch war der Faktor, um den
die Peakintensitat zunahm, deutlich geringer als der Faktor, um den die injizierte Analytmenge erhht
wurde. Es ist anzunehmen, dass ein dhnlicher Effekt in der SEC auftreten wird. Daher wiirde bei der
konventionellen SEC das SNR - t,;l/ ? durch eine Vergrolerung des injizierten Volumens nicht linear

0[zu sehen ist, wird deshalb fur

mit m(PS) - t;ll/z steigen.

Trotz der Normalisierung von SNR und m(PS) auf trln/ ? ist ein Vergleich beider Methoden schwierig, da
die Probeninjektion grundlegend unterschiedlich ist. Wahrend die konventionelle SEC Methode eine
geringere Empfindlichkeit aufweist, erfordert die FT-SEC Methode eine deutlich langere Messzeit, da
die Periode der FT-SEC dem Trennbereich der Sdule entsprechen und mindestens drei Oszillationen
gemessen werden sollte (siehe Abschnitt S.[108]und Abschnitt S.[110). Obwohl die langere
Messzeit zundchst nachteilig erscheint, ist dies auch ein Vorteil der FT-SEC Methode. Aufgrund des
stationdren Charakters der FT-SEC Methode kann die Datenerfassung beliebig verlangert werden,
wodurch das SNR proportional zu trln/ 2 steigt. Folglich kann das SNR allein durch eine Verlangerung
der Messzeit gesteigert werden. Dies erscheint besonders bei Proben mit geringer Konzentration in
Kombination mit Detektoren geringer Empfindlichkeit, z.B. NMR oder IR, von Vorteil.

7.2.5. Anwendung der FT-LC in der LAC-NMR Kopplung

In diesem Abschnitt wurde die FT-LC in der LAC-NMR Kopplung angewandt, um zu bestétigen, dass die
Retardierung der Analyten in der LAC fiir die FT-LC und die konventionelle Injektionsmethode gleich
sind. Dartiber hinaus sollte demonstriert werden, dass die spektrale Auflosung der NMR Detektion
eine Auflosung der jeweiligen oszillierenden Antwortchromatogramme ermdglicht. Schliefilich wurde
die Sensitivitatssteigerung durch die Anwendung der FT-LAC-NMR im Vergleich zur konventionellen,
vollstandig optimierten LAC-NMR Methodik abgeschatzt.

Fir die Auflésung zweier Analyten in der FT-LAC-NMR ist es wichtig, dass die Analyten spezifische
NMR Signale besitzen, die sich nicht iiberlagern. In Kapitel [ wurde die LAC-NMR Optimierung mit
einem Modellsystem bestehend aus fiinf Parabenen durchgefiihrt. In Abbildung S.162] sind deren
NMR Spektren dargestellt. Anhand dieser Spektren wurden Methyl- und Propylparaben als geeignete
Analyten ausgewéhlt. Abbildung zeigt die Uberlagerung der NMR Spektren dieser Analyten aus
Abbildungenund Die Proben wurden mit 30 g L™! in deuteriertem Aceton/Wasser (60/40 v/v%)
unter statischen Bedingungen mit 4 Scans gemessen. Zusitzlich ist ein NMR Spektrum einer Mischung
von Methyl- und Propylparaben mit jeweils 0,78 g L™! in protoniertem Aceton/Wasser (60/40 v/v%)
gezeigt. Dieses Spektrum wurde ebenfalls mit 4 Scans unter statischen Bedingungen aufgenommen,
wobei zusétzlich PRESAT zur Losungsmittelunterdriickung angewandt wurde.

In Abbildung sind geeignete analytspezifische Signale markiert: das Methoxysignal (-OCHj3) von
Methylparaben bei 4,18 ppm und das Methylsignal (-CHs) von Propylparaben bei 1,30 ppm. Diese
Signale wurden ausgewahlt, da sie am weitesten von den Losungsmittelmaxima entfernt waren (Wasser
bei 4,79 ppm und Aceton bei 2,44 ppm) und daher am wenigsten durch PRESAT oder Anderungen der
Losungsmittelsignalform beeinflusst wurden. Die aromatischen Signale, die wahrend der LAC-NMR
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Abbildung 7.11: Geeignete NMR Signale fiir die Auflésung einer FT-LAC-NMR Analyse der Mischung von Methyl- und
Propylparaben. Gezeigt ist das NMR Spektrum von Methylparaben (MP, in Blau) und Propylparaben (PP, in Rot), sowie deren
Mischung (in Schwarz). Die Losungen der reinen Analyten wurden mit 30 g L~! mit deuteriertem Aceton/Wasser (60/40 v/v%)
hergestellt und die der Mischung mit jeweils 0,78 g L™! und protoniertem Aceton/Wasser (60/40 v/v%). Die Spektren wurden
jeweils auf die gemittelte Intensitat der aromatischen Signale normiert. Das Methoxysignal (-OCH3) von Methylparaben und
das Methylsignal (-CH3) von Propylparaben iiberlagern nicht und eignen sich daher zur chromatographischen Auflosung der
FT-LAC-NMR Analyse.

Methodenoptimierung ausgewertet wurden sind ungeeignet, da diese sich tiberlagern und deshalb in
der FT-LAC-NMR Messung eine Superposition bilden, dhnlich zu den PS-Mischungen in Abbildung
S.

Fiir die FT-LAC-NMR Messung wurde der experimentelle FT-LC Aufbau in Abbildung[7.2} S. mit
dem 80 MHz NMR Spektrometer erweitert, das nach der Siule (semipraparative Cqg) vor dem UVD2
platziert wurde. Fiir die FT-LAC-NMR Messung wurde die NMR Aufnahmemethode 5 verwendet,
mit einer Wiederholzeit pro Scan von 1,4 s (siehe Tabelle S.[74). Die Dauer einer Periode betrug
T = 2436 s (entspricht 40,6 min) und war lang genug damit beide Parabene innerhalb des ersten Zyklus
eluierten (Retentionszeit von Propylparaben 30,8 min, siehe Tabelle[6.1} S.[61). Zudem entsprach die
Anzahl an Scans pro Periode einer ganzen Zahl. Ein kosinusformiges Anregungssignal wurde gewahlt
(Start bei 0% Volumenanteil der Analytlésung, 100% Losungsmittel) und 6-mal wiederholt. Da die Zeit
einer zusitzlichen Periode aufgrund der Retardierung hinzugezahlt werden muss, betrug somit die
gesamte Messdauer 17 052 s, was etwa (6+1) - 40,6 min ~ 282 min entspricht. Mit einer Wiederholzeit
pro Scan von 1,4 s hitten bei einem Scan pro Spektrum 12 180 Spektren aufgenommen werden miissen.
Dieser Datensatz konnte aufgrund der Grofie allerdings nicht abgespeichert werden. Deshalb wurden
die Spektren mit 4 Scans pro Spektrum aufgenommen.

Zum Vergleich der Retardierung in der konventionellen LAC und der FT-LAC ist es erforderlich unter
dem Konzentrationsiiberladungslimit der Saule zu bleiben. Damit wird sichergestellt, dass die Retenti-
onszeiten unabhdngig von der jeweiligen Analytkonzentration im chromatographischen System sind.
Wie in Abschnitt S.[88] und im Anhang S. beschrieben wird, lag das Konzentrationsiiber-
ladungslimit (Injektionskonzentration bei einem Injektionsvolumen von 1000 pL) fiir Methylparaben
iiber 3,1 gL ™! In Abbildung S.[82} wurde gezeigt, dass bei einem Injektionsvolumen von 1000 pL
die Konzentration am Peakmaximum von Methylparaben etwa 70 % der Injektionskonzentration ent-
sprach. Weiter wurde in Abbildung S. dargelegt, dass in der FT-SEC mit einer Periode von
T > 300 s die Verdiinnung am Maximum der Oszillation vernachlassigbar ist. Da in den hier diskutierten
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Experimenten eine Periode von T = 2436 s gewahlt wurde, wird angenommen, dass die Konzentration
am Maximum der Oszillation des Anregungssignals kaum verdinnt wird. Durch die Wahl einer Pro-
benkonzentration von 0,78 g L1, die ein Faktor 4 unter dem Konzentrationsiiberladungslimit der LAC
lag, wurde somit sichergestellt, dass das Konzentrationsiiberladungslimit fiir Methylparaben bei beiden
Methoden nicht iiberschritten wurde.

Bisher wurde das Referenzchromatogramm mit UVD1 vor der Saule aufgenommen. Dies war in der
FT-LAC-NMR nicht méglich, da die Flusszelle des UVD1 auf maximal 40 Bar ausgelegt war und die Saule
inklusive der Kapillaren einen Riickdruck von 70 bis 80 Bar erzeugten. Daher wurde ein Referenzchro-
matogramm mit einer separaten Messung mit UVD2 ohne Saule aufgenommen. Die Referenzmessung
wurde gleich zur Probenmessung mit einer Periode von T = 2436 s und 6 Oszillationen aufgenommen,
wobei das NMR Spektrometer umgangen wurde.

Die NMR Spektren wurden, wie in Abschnitt S. beschrieben, prozessiert, wobei auf eine Basisli-
nienkorrektur der NMR Spektren verzichtet wurde, um den Einfluss ungleicher Anpassungsfunktionen
auf die NMR Signalintensititen zu vermeiden. Entlang der chromatographischen Dimension wurde fiir
eine bessere Darstellung zunichst eine Referenzsubtraktion und anschlieflend eine Basislinienkorrektur
erster Ordnung durchgefiihrt. Bei der Referenzsubtraktion wurde das gemittelte Losungsmittelspektrum
der flachen Basislinienregion zwischen 600 und 900 s (entspricht 10 und 15 min) vor der Analytelution
mit einer konstanten Intensitit von allen Spektren abgezogen. Bei der Basislinienkorrektur wurden bei
jeder chemischen Verschiebung die flachen Basislinienabschnitte vor und nach den Oszillationen mit
einem Polynom erster Ordnung angepasst und die Anpassungsfunktion von dem Chromatogramm
abgezogen. Das prozessierte, spektral aufgeloste FT-LAC-NMR Chromatogramm ist in Abbildung
dargestellt. Auf der rechten Seite sind die Chromatogramme des aromatischen Signals bei 7,29 ppm
(in Schwarz, Superposition beider Parabene), des Methoxysignals von Methylparaben bei 4,18 ppm
(-OCHys, in Blau) und des Methylsignals von Propylparaben bei 1,30 ppm (-CHj, in Rot) abgebildet. In
der konventionallen LAC eluiert Methylparaben bei 1206 s und Propylparaben bei 1848 s (entspricht
20,1 und 30,8 min, entnommen aus Tabelle S.[61). Daher zeigt das Chromatogramm bei 4,18 ppm
(Methylparaben) als erstes eine oszillierende Form. Erst nach einer deutlichen Zeitverzégerung beginnt
bei dem Chromatogramm bei 1,30 ppm (Propylparaben) die Oszillation. Das Chromatogramm bei
7,29 ppm entspricht einer Superposition beider Parabene.

Zur Auswertung der Phasenverschiebungen A¢ der Chromatogramme wurde, entsprechend der Be-
schreibung in Abschnitt[7.1.4} S. die erste Periode des zuletzt eluierenden Propylparaben verworfen.
Die mittleren vier Oszillationen wurden fiir die weitere Auswertung mittels DFT verwendet, was einem
Elutionsbereich von 9 744 s entsprach. Dieser Bereich ist in Abbildung mit zwei durchgezogenen
horizontalen schwarzen Linien begrenzt. Die DFT wurde entlang der chromatographischen Dimension
bei jeder chemischen Verschiebung angewandt. Die Magnitudenspektren der Chromatogramme sind fiir
jede chemische Verschiebung in Abbildung|7.12b|im Bereich von 0 bis 0,0021 Hz gezeigt. Die spektralen
Komponenten bei der Anregungsfrequenz von 1/2436 s = 0,00041 Hz sind in Abbildung mit
einer gestrichelten schwarzen Linie gekennzeichnet. Diese sind als Magnitudenspektrum gegen die
chemische Verschiebung in Abbildung abgebildet, wobei die Intensitaten auf das Restsignal des
Wassers bei 4,79 ppm normiert wurden.

Im Magnitudenspektrum der FT-LAC-NMR Messungen in Abbildung sind die Intensitaten der
Losungsmittelsignale im Vergleich zu dem 1D NMR Spektrum in Abbildung das nur mit PRESAT
aufgenommenen wurde, kleiner und schmaler. Dies ist auf die DFT zuriickzufithren, mit der die Signale,
die sich mit der Anregungsfrequenz dndern, herausgefiltert werden. Da die Losungsmittelsignale grof3-
tenteils konstant bleiben, befinden sich die Signale nach der DFT grofitenteils bei der Nullfrequenz.
Dadurch ist die Intensitat des Acetonsignals etwa um den Faktor 2 und die Intensitit des Wassersignals
etwa um den Faktor 20 grofler als die Intensitéit der aromatischen Analytsignale. Eine dhnlich gute
Losungsmittelunterdriickung wird auch in konventionellen LAC-NMR Experimenten mit PRESAT
und numerischer Losungsmittelunterdriickung erhalten, wie qualitativ in Abbildung S.[92) zu
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Abbildung 7.12: FT-LAC-NMR Analyse einer Mischung aus Methyl- und Propylparaben mit je 0,78 g L™!. Zum Ansetzen
der Mischung und als Losungsmittel fir die FTI-LAC-NMR Analyse wurde eine Aceton/Wasser Mischung (60/40 v/v%)
verwendet. Ein kosinusférmiges Anregungssignal mit einer Periode von T = 2436 s und 6 Oszillationen wurde verwendet.
[(@)]Im spektral aufgeldsten Chromatogramm sind folgende Elutionsprofile hervorgehoben: des aromatischen Signals bei
7,29 ppm (Uberlagerung beider Analyten) in Schwarz, des Methoxysignals (-OCHj3) bei 4,18 ppm von Methylparaben in Blau
und des Methylsignals (-CH3) bei 1,30 ppm von Propylparaben in Rot. Die jeweiligen Elutionsprofile sind auf der rechten
Seite gezeigt. Die fiir die DFT genutzte Elutionsregion ist durch zwei durchgezogene horizontale schwarze Linien begrenzt. In
sind die Magnitudenspektren von 0 bis 0,002 Hz bei jeder chemischen Verschiebung als Konturdiagramm zu sehen. Die
spektralen Komponenten der Anregungsfrequenz von 0,00041 Hz (= 1/2 436 s) sind markiert (schwarze gestrichelte Linie)
und in[{c]]als Magnitudenspektrum gegen die chemische Verschiebung aufgetragen. Das Magnitudenspektrum in [[c) wurde
auf das Wassersignal normiert. In dem Spektrum wurde das SNR fiir das Methoxysignal berechnet, wobei das Rauschen der
einfachen Standardabweichung der basislinienkorrigierten Region zwischen 10 und 12 ppm entsprach. In Tabelle[7.2]sind die
A der analytspezifischen Signale und in Tabelledas SNR des Methoxysignals ausgewertet.

sehen ist. Eine Quantifizierung der Losungsmittelunterdriickungseffizienz wird nicht vorgenommen,
da nur eine FT-LAC-NMR Messung vorliegt und angenommen wird, dass — dhnlich wie bei kon-
ventionellen LAC-NMR Messungen - die Intensitat der verbleibenden Losungsmittelsignale je nach
Datenqualitét stark variieren kann. Daher miussten zur verlasslichen Quantifizierung der Losungsmit-
telunterdriickungseffizienz der FT-LAC-NMR noch weitere Experimente durchgefiihrt werden.

Im Magnitudenspektrum in Abbildung|[7.12dsind die analytspezifischen Signale markiert: das -OCHs
Singulettsignal von Methylparaben (in Blau) und das -CH3 Tripplettsignal von Propylparaben (in Rot).
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In Tabelle[7.2)sind die A¢ der beiden Gruppen zusammengefasst. Fiir Propylparaben wurden die A¢
fir jedes lokale Maximum des Triplettsignals bestimmt und daraus das arithmetische Mittel sowie die
Standardabweichung berechnet.

Tabelle 7.2: Vergleich der Retardierung von Methyl- und Propylparaben, gemessen mit der FT-LAC Methode und mit der
konventionellen LAC. Die A¢ der Frequenzkomponenten der Anregungsfrequenz wurden fiir das lokale Maximum des -OCH3
Signals von Methylparaben und fiir die lokalen Maxima des -CHj3 Triplettsignals von Propylparaben bestimmt, wobei fiir
Propylparaben das arithmetische Mittel und die Standardabweichung aufgefiihrt ist.

FT-LAC LAC
A(P [o] At [s]a ‘ Lret [s]b
Methylparaben 172,0 1164 1206

Propylparaben 267,0 £0,4 1807 +3 | 1848

Differenz 95,0 643 | 642
¢ Berechnet aus A¢ mit Gleichung S. b Retentionszeit t,; entnommen aus Tabelle S.

Mit Gleichung[7.1.1] S. wurde aus dem A¢ die zeitliche Verschiebung At zwischen Referenz- und
Antwortchromatogramm berechnet. Weiter sind die Retentionszeiten t,; beider Analyten aus Tabel-
le[6.1] S.[61] aufgelistet. Fiir Methylparaben betrug Ag = 172,0°, was At =1 164 s entspricht und fiir
Propylparaben Ag = 267,0°, was At =1807 s entspricht. Die drei Ag des Triplettsingals von Propylpara-
ben zeigten eine Streuung von 0,4°, was nach Gleichung|[7.1.1)etwa 3 s entspricht und ein Ma8 fiir die
methodische Unsicherheit der FT-LAC-NMR Analyse darstellt. Verglichen mit den t,et von tret = 1206 s
fir Methyl- und t,.; = 1848 s Propylparaben zeigt sich, dass die At fiir die FT-LAC etwa 40 s geringer
sind. Die Verschiebung zu kiirzen Zeiten zeigt, dass das Totvolumen fiir die FT-LAC geringer war als
fir die konventionelle LAC, da das Referenzchromatogramm mit UVD2 aufgenommen wurde.

Zum Vergleich der Retardierung wurde die Differenz der At und t,.; zwischen Methyl- und Propyl-
paraben berechnet. Fiir die FT-LAC betragt die Differenz 643 s und fiir die konventionelle LAC 642 s,
was sehr gut iibereinstimmt. Dies zeigt, dass die Retardierung innerhalb der Saule in der LAC fiir die
konventionelle und FT-LAC Methode bei der Analyse von zwei Analyten im linearen Konzentrations-
bereich gleich ist.

In Abbildung[7.12dwurde das SNR des -OCHj Signals bestimmt. Ahnlich zur konventionellen LAC-NMR
Kopplung wurde das Rauschen als die einfache Standardabweichung des basislinienkorrigieren Be-
reichs (Polynom erster Ordnung) zwischen 10 und 12 ppm berechnet. Das SNR wurde anschliefend
auf die Quadratwurzel der Messzeit des ausgewerteten Chromatogrammabschnitts tél/ ? normiert. Fiir
die konventionelle LAC-NMR Kopplung wurde das SNR der 0,78 g L™! Methylparabenmessung aus
der Bestimmung der Sensitivitatsgrenzen in Abschnitt S.[88] nach der Methodenoptimierung
herangezogen. Bei dieser Messung wurde ein Injektionsvolumen von V; = 1000 pL verwendet. Das SNR
der konventionellen LAC-NMR Kopplung wurde ebenso auf trln/ ? normiert. Fiir die FT-LAC-NMR betrug
tm = 9744 s und fir die konventionelle LAC-NMR t,, = 2436 s. Zusatzlich wurde fur beide Metho-
den die Menge an analysiertem Methylparaben m(MP) mit den Gleichungen|[7.2.9|und[7.2.10} S.
bestimmt und ebenso auf t,ln/ ? normiert. In Tabelle [7.3|sind fiir beide Methoden die SNR, SNR - t,;ll 2
und m(MP) - tr:ll/ 2 zusammengefasst. Wie in Tabelle|7.3|zu sehen, ist das SNR - t,;l/ ? der FT-LAC-NMR
Messung mit SNR - t;ll/ 2_ 7,2 s71/2 einen Faktor 1,60 hoher als das SNR - t;ll/ 2 der konventionellen
LAC-NMR Kopplung mit SNR - t,;l/ ? = 455712 Dieser Verbesserungsfaktor ist deutlich geringer als der
in Abschnitt[7.2.4] S. bestimmte Faktor von 50, der fiir die PS Analyse mittels SEC und UV Detektion
ermittelt wurde. Dort wurde die FT-SEC Methode mit der konventionellen SEC unter Verwendung
eines 100 pL Injektionsvolumens verglichen.
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Tabelle 7.3: Abschétzung der Sensitivititssteigerung durch Anwendung der FT-LC in der LAC-NMR Kopplung. Analysiert
wurde jeweils eine 0,78 g L™! Methylparabenldsung und das SNR wurde fiir das Methoxysignal bestimmt. Der ausgewertete
Datensatz der FT-LAC-NMR Messung umfasste vier Oszillationen eines Anregungssignals mit einer Periode von T = 2436 s.
Fur die FT-LC betrug die Messzeit t, = 9744 s, wahrend fur die konventionelle LAC-NMR Messung t,, = 2426 s. Fur
die Messung mit der konventionellen LAC-NMR Kopplung wurde ein Injektionsvolumen von 1000 yL verwendet. Mit
Gleichungen|[7.2.9|und[7.2.10] S.[121] wurde jeweils die Menge an analysiertem Methylparaben m(MP) berechnet. Das SNR

und m(MP) wurden fiir den Sensitivitatsvergleich jeweils auf trln/ ? normiert.

FI-LAC-NMR  LAC-NMR
SNR 706 2214
SNR -t/ 7,2 5”12 4557172
m(MP) - t;/* 0,641 mgs1/? 0,016 mg s~1/2

4 Das SNR entspricht dem SNR des Methoxysignals der 0,78 g L~ Messung aus der Bestimmung der Sensitivi-
titsgrenzen in Abbildung S.

Die Sensitivitatssteigerung durch die Anwendung der FT-LC in der LAC-NMR Kopplung fillt auf-
grund von zwei Faktoren geringer aus. (1) Bei der konventionellen LAC-NMR Messung wurde ein
Injektionsvolumen von 1000 yL anstatt 100 L verwendet. In Abbildung[6.12b] S.[82] wurde der Sensi-
tivitdtszuwachs durch Injektion gréflerer Probenvolumina fiir verschiedene Parabene bestimmt. Fiir
Methylparaben konnte durch die Vergroflerung des Injektionsvolumen von 100 pL auf 1000 pL die
Sensitivitat um einen Faktor 5 gesteigert werden. (2) Zusétzlich wird in der konventionellen LAC-NMR
durch die Datenverarbeitung die Sensitivitat deutlich verbessert. In Abbildung[6.16] S.[87} wurde gezeigt,
dass durch die Anwendung chromatographischer Filter die Sensitivitédt zusétzlich um einen Faktor 6
gesteigert wurde. Somit wurde die Sensitivitat der konventionellen LAC-NMR Messung bereits um
einen Faktor von 5 - 6 = 30 gesteigert. Folglich erhoht die FT-LC die Sensitivitét potentiell nur noch um
den Faktor 50/30 = 1,67, was sehr nahe an dem experimentell ermittelten Faktor 1,60 liegt.

Wie bereits in den vorherigen Abschnitten beschrieben wurde, wird in der FT-LC die Saule effizienter
genutzt, wodurch deutlich mehr Analyt pro Zeiteinheit analysiert werden kann. Wie aus Tabelle
hervorgeht, ist m(MP) - tr;l/z fur die FT-LAC-NMR mit m(MP) - t;ll/z = 0,641 mg s~'/? etwa einen
Faktor 40 hoher als fiir die LAC-NMR mit m(MP) - t;/* = 0,016 mg s~/2. Allerdings wird nur eine
Sensitivititssteigerung von einem Faktor 1,60 erhalten. Dies verdeutlicht, dass die Sensitivitit pro
injizierter Masseneinheit fiir die LAC-NMR Kopplung deutlich héher ist als fiir die FT-LAC-NMR.
Wahrend die Sensitivitét pro injizierter Masseneinheit fiir die LAC-NMR Kopplung hoher ist, ist das
absolute SNR pro analysierter Analytkonzentration fiir die FI-LAC-NMR etwa ein Faktor 3 hoher, wie
aus Tabelle [7.3|hervor geht. Da das Signal proportional zur Analytkonzentration ist, l4sst sich fiir Me-
thylparaben aus dem SNR von SNR = 706 eine Nachweisgrenze (LOD, SNR = 3) fiir die FT-LAC-NMR
mit 6 gemessenen Oszillationen abschitzen. Diese betrigt LODrr—-pac-nmr = 0,78/706 -3 ~ 0,003 g L1
und ist somit etwa einen Faktor 3 geringer als die Nachweisgrenze der konventionellen LAC-NMR von
LODpac-Nmr = 0,010 g L1 (vgl. Tabelle[6.8} S.[39).

Das SNR steigt proportional zu trln/ ? weshalb mit einer Verlangerung der Messzeit das absolute SNR
und somit die Nachweisgrenze in der FT-LAC-NMR weiter verbessert werden kann. Theoretisch wiirde
das SNR so weit steigen, bis das stochastische Rauschen unter das systematische Rauschen fallt.[29]
Aktuell wurden diese Grenzen noch nicht untersucht.

128



7.3. Zusammenfassung zur FT-LC Methodenentwicklung

7.3. Zusammenfassung zur FT-LC Methodenentwicklung

In diesem Kapitel wurde eine HPLC Methode mit einer kontinuierlichen Probeninjektion mit einem
sinusférmigen Konzentrationsprofil entwickelt. Es ist im Detail beschrieben, wie die Datenséitze mittels
Fourier-Transformation ausgewertet wurden. Die Methode wurde zur Polymeranalyse in der SEC
angewandt, weshalb diese Analysemethode Fourier-Transformation size exclusion chromatography
(FT-SEC) genannt wurde. Die sinusférmige Injektion wurde durch periodische Wiederholung eines
Gradienten zwischen zwei Losungsmittelreservoirs erhalten. Das Profil der Zusammensetzung der
Losungsmittelreservoirs ist in Abbildung S. gezeigt. Ein Losungsmittelreservoir enthielt ein
reines Losungsmittel und das andere eine Analytlosung, die mit demselben Losungsmittel hergestellt
wurde. Bei konstantem Volumenfluss variiert der relative Volumengehalt der Analytlésung sinusfor-
mig, wodurch ein sinusférmiges Analytkonzentrationsprofil als Funktion der Zeit oder des Volumens
erhalten wird. Dieses Profil dient als Anregungssignal. Fiir die Methodenentwicklung wurden zwei UV
Detektoren verwendet. Einer befand sich vor der Saule zur Aufnahme des Anregungssignals und einer
nach der Saule zur Aufnahme des Antwortsignals. Die durch die Retardierung entstehende analyts-
pezifische Phasenverschiebung der Anregungsfrequenz zwischen beiden Chromatogrammen wurde
im Fourier-Raum bestimmt. Mit den Phasenverschiebungen von PS-Kalibrierstandards wurde eine
Molekulargewichtskalibrierung erstellt, die in der Form einer konventionellen Kalibrierung gleicht.
Dies bestatigt, dass die Retardierung bzw. der sterische Auftrennmechanismus in der Sdule unabhangig
von der angewandten Injektionsmethode ist.

Aufgrund des Superpositionsprinzips iiberlagern die einzelnen Gewichtsfraktionen einer Polymerprobe
abhéngig von der Phasenverschiebung und Magnitude zueinander, weshalb das mit der FT-SEC mit UV
Detektion bestimmte Molekulargewicht einer Polymerprobe vermutlich am ehesten dem Gewichts-
mittel My, entspricht. Durch die Analyse zweier Mischungen von jeweils zwei PS-Standards konnte
gezeigt werden, dass als Folge der Superposition eine Sinuswelle entsteht, deren Magnitude und Pha-
senverschiebung aus den Magnituden und Phasenverschiebungen der einzelnen Komponenten prazise
vorhersagbar ist. Dies beweist, dass die Retardierung der PS-Standards im reinen und gemischten
Zustand eine lineare Superposition zeigt.

In einer Messreihe mit unterschiedlichen Perioden konnte gezeigt werden, dass das SNR pro Quadrat-
wurzel der Messzeit fiir den hier verwendeten experimentellen Aufbau eine Periode von Minimum 300 s
verwendet werden sollte, um eine Verringerung der Magnitude aufgrund der Bandenverbreiterung zu
vermeiden. Werden Perioden unter 300 s verwendet, nimmt die Magnitude und somit das SNR stark ab,
wodurch die erreichbare Sensitivitat verringert wird.

In einem Sensitivitatsvergleich zwischen der FT-SEC und der konventionellen SEC Methode wurde
gezeigt, dass mit der FT-SEC Methode am Konzentrationsiiberladungslimit fiir die hier vorgestellte expe-
rimentelle und methodische Durchfithrung etwa ein um den Faktor 50 hheres SNR pro Quadratwurzel
der Messzeit erhalten wird. Der Sensitivitatszuwachs begriindet sich auf der effizienteren Nutzung
der Saule. Faktoren, die das SNR in der FT-SEC beeinflussen sind: (1) die gewahlte Magnitude des
Anregungssignals, (2) die Periode in Kombination mit der instrumentspezifischen Bandenverbreiterung,
(3) die Datenaufnahmezeit sowie (4) die Superposition der Detektorsignale unterschiedlicher Analyten
und, speziell fiir die SEC, auch die Superposition unterschiedlicher Molekulargewichtsfraktionen.

Bei der Anwendung der FT-LC in der LAC-NMR (80 MHz) Kopplung wurde gezeigt, dass durch die
spektrale Auflésung der NMR Detektion eine bindre Mischung aus Methyl- und Propylparaben mithilfe
analytspezifischer NMR Signale chromatographisch aufgelost werden kann. Indem der Phasenversatz
mit der Retentionszeit verglichen wurde, konnte gezeigt werden, dass die Retardierung in der FT-LAC
und der konventionellen LAC gleich ist und somit eine zuverléassige Identifizierung der Analyten ermog-
licht. Beim Sensitivitatsvergleich der FT-LAC NMR mit der konventionellen LAC-NMR Kopplung, nach
vollstandiger Methodenoptimierung, wurde gezeigt, dass das SNR pro Quadratwurzel der Messzeit
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um einen Faktor von 1,60 weiter gesteigert werden konnte. Im Vergleich zum Steigerungsfaktor von
50, der in der SEC mit UV Detektion bestimmt wurde, ist dieser Faktor jedoch deutlich geringer. Dies
liegt daran, dass in der LAC-NMR Kopplung ein Faktor 10 grofieres Injektionsvolumen verwendet und
Signalmittelung angewandt wurde. Durch beide Verfahren konnte die Sensitivitat deutlich gesteigert
werden. Aus dem absoluten SNR der FT-LAC-NMR Messung einer 0,78 g L~! Methylparabenldsung,
gemessen mit 6 Oszillationen und einer Periode von T = 40,6 min, wurde eine Nachweisgrenze (LOD,
SNR = 3) von LODpr_rac-NMR ~ 0,003 g L™! abgeschitzt, die um einen Faktor 3 unter der Nachweis-
grenze der konventionellen LAC-NMR Kopplung fiir Methylparaben mit LODy sc-numg = 0,010 g L™*
liegt. Durch eine Erhohung der Anzahl an gemessenen Oszillationen (Messzeit) kann das absolute SNR
weiter gesteigert und die Nachweisgrenze weiter reduziert werden. Dies zeigt, dass die FT-LC Methode
besonders fiir die Analyse von Proben mit geringer Konzentration geeignet ist. Wird ein Detektor
mit spektraler Auflésung, wie z.B. ein IR oder benchtop NMR Spektrometer, genutzt, kann mit der
FT-LC nicht nur das absolute SNR deutlich gesteigert werden, sondern auch analytische Mischungen
chromatographisch aufgelost werden.
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8. Numerische Signalunterdriickung in NMR
Spektren durch Fourier-Filterung, FF

In diesem Kapitel wird die Entwicklung einer Methode zur numerischen Signalunterdriickung in NMR
Spektren beschrieben. Zwei Proben werden gemessen, wobei eine Probe die Analytlésung enthdlt und die
andere Probe das Losungsmittel, mit dem die Analytlosung hergestellt wurde. Die Spektren werden abwech-
selnd in einem 2D Datenfeld angeordnet, wodurch eine Periodizitdt fiir die Analytsignale erzeugt wird.
Indem eine Fourier-Transformation entlang den angeordneten Spektren bei jeder chemischen Verschiebung
durchgefiihrt wird, werden die periodischen Analytsignale herausgefiltert und die Signale der konstanten
Probenbestandteile unterdriickt. Nachfolgend wird diese Methode Fourier-Filterung (FF) genannt.

Die methodische Entwicklung der FF wurde mit Polystyrol (PS) in THF durchgefiihrt. Die Anwendung
von FF in Kombination mit einer Pulssequenz zur Losungsmittelunterdriickung fiihrt zu einer weiteren
Verringerung der THF-Signale um einen Faktor 18 im Vergleich zur Losungsmittelunterdriickung allein.

8.1. Konzept der Signalunterdriickung durch Fourier-Filterung

NMR Messungen von Proben in protonierten Losungsmitteln erfordern eine Unterdriickung der inten-
siven Losungsmittelsignale aufgrund der in Abschnitt[4.4] S.|35| aufgefithrten Griinde. Die Anwendung
von Pulssequenzen zur Losungsmittelunterdriickung ist nur dann méglich, wenn das gesuchte Signal
weit genug von der Losungsmittelresonanz entfernt ist, um nicht unterdriickt zu werden. Aulerdem
verbleibt stets ein Restsignal des Losungsmittels im Spektrum. Fiir den Fall, dass keine Pulssequenz zur
Losungsmittelunterdriickung angewandt werden kann, oder das Restsignal des Losungsmittels weiter
reduziert werden soll, wurde eine numerische Methode zur Losungsmittelunterdriickung entwickelt.
Die Methode basiert auf der Anwendung der Fourier-Transformation (FT), weshalb diese nachfolgend
als Fourier-Filterung (FF) bezeichnet wird.

Fiir die Anwendung der FF ist es notwendig zwei Proben zu messen, eine Probe enthélt die Analytlosung
und die andere das Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch, mit dem die Analytldsung hergestellt
wurde. Die Spektren werden abwechselnd in einer Datenmatrix mit der Gréfe nSpecs X npts angeordnet,
wobei nSpecs die Anzahl an aufgenommen 1D NMR Spektren und npts die Anzahl an Datenpunkte
(chemische Verschiebung) pro Spektrum ist. Die Messzeit eines Spektrums t,, entspricht dem Produkt
aus der Anzahl an Scans (number of scans, ns) und der Wiederholzeit pro Scan ¢, und wird genutzt,
um eine Messzeitachse zu erstellen, mit der Gesamtmesszeit nSpecs - ty. In der Matrix folgt dem
Analytspektrum immer ein Losungsmittelspektrum, womit eine Periodizitit der Analytsignale erzeugt
wird. Die Periode entspricht 2 Spektren oder der Dauer T von T = 2 - t;,. Die Anordnungsfrequenz vy
entspricht dem Kehrwert der Periode und betragt vo = 1/(2 - tp).

Durch eine FT entlang der Spektrenanordnung (Messzeitachse) werden die periodischen Signalanteile
spektral aufgelost. Die periodischen Analytsignale erscheinen bei vy, wihrend die Signalanteile, die iiber
alle Spektren hinweg konstant sind, bei der Nullfrequenz verbleiben. Unregelméaf3ig auftretende Signale
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verteilen sich tiber alle spektralen Komponenten hinweg.[76}[79] Das Spektrum bei vy wird ausgewertet,
wodurch die Signale der konstanten Probenkomponenten, wie dem Losungsmittel, reduziert werden.

Fiir eine gute Signalunterdriickung und um moglichst alle Analytsignale herauszufiltern ist es wichtig,
dass die Spektren beider Proben unter moglichst gleichen Bedingungen aufgenommen werden. Veran-
derungen der Messbedingungen, beispielsweise durch Temperaturschwankungen oder unterschiedliche
Loésungsmittelzusammensetzungen, konnen zu Veranderungen der Form und chemischen Verschie-
bung der Signalen im Spektrum fithren.[70] Dies fithrt im Spektrum bei v, dazu, dass die Signale der
konstanten Probenkomponenten zunehmen und die des Analyten abnehmen.

Da fiir die FF zwei Proben gemessen werden miissen, ist diese Methode zeitintensiver als herkdmmliche
1D NMR Messungen einer Probe. Dieser Nachteil wird teilweise durch die Verwendung eines Auto-
samplers fiir das NMR Spektrometer kompensiert, da durch die Automatisierung der NMR Messungen
die Messzeit effizienter genutzt wird.

Ein mogliches Anwendungsgebiet dieser Methode sind offline HPLC-NMR Messungen, die unter iso-
kratischen Bedingungen mit protoniertem Losungsmittel aufgenommen werden. Die Grundlagen zur
offline HPLC-NMR Kopplung sind in Abbildung S.[33] beschrieben. Neben den Analytfraktionen
misste dafiir eine zusitzliche Fraktion von der mobilen Phase ohne Analyten entnommen werden. Die
Fraktionen koénnten anschlieBend in NMR Rohrchen gefiillt und mittels Autosampler automatisiert
gemessen werden.

8.2. Umsetzung und Auswertung der Fourier-Filterung

Zur Entwicklung der Methode wurde ein 90 MHz NMR Spektrometer (mit ultra-hoher Auflésung)
verwendet, das mit z-Gradienten und einem Autosampler ausgestattet war. Als Modellsystem wurde ein
PS-Standard Mj, = 17,6 kg mol ™! gewihlt, der mit ¢ = 2,50 g L™! in protonierten THF geldst wurde. Diese
PS-Lésung und das pure THF wurden in NMR Rohrchen gefiillt und in den Autosampler eingebracht.
Weitere Informationen zum NMR Spektrometer und den Chemikalien sind im Anhang][A] S. enthal-
ten. Die Proben wurden abwechselnd gemessen, bis von jeder Probe insgesamt 8 Spektren vorlagen.
Vor jeder Messung wurde 5 min zur Temperierung der Probe gewartet. Die Spektren wurden mit einem
90° Puls, einer FID Aufnahmezeit von 0,8 s, 8 Scans pro Spektrum und einer Wiederholzeit pro Scan
von 5,0 s aufgenommen. Zur Lésungsmittelunterdriickung wurde die WET Pulssequenz angewandt,
die in Abschnitt S. naher beschrieben ist. Die Unterdriickungsfrequenzen entsprachen den
Maxima der THF Signale von 1,62 und 3,46 ppm. Die vier selektiven Pulse der WET Pulssequenz hatten
eine Amplitude von -67, -65, -68 und -61 dB (entspricht nach Herstellerangaben 0,20, 0,31, 0,16 und
0,79 nW) mit jeweils einer Dauer von 45 ms.[136]] Die Empfingerverstarkung betrug 40 dB. Die Messzeit
eines Spektrums betrug f, = 8 - 5,0 s = 40,0 s womit die Gesamtmesszeit der 16 Spektren (je Probe 8)
640,0 s entsprach. Die Auqilibrierungszeit zwischen jedem Probenwechsel von 5 min wurde bei der
Berechnung der Gesamtmesszeit nicht mitgezahlt.

Das NMR Spektrometer wurde nur einmal vor Beginn der Messreihe auf den Shimstandard geshimmt,
entsprechend der Beschreibung in Abschnitt[5.4.2] S. 48] Ein individuelles Shimmen der Proben wurde
nicht durchgefiihrt, da nach dem Shimmen der ?F-Lock automatisch auf das hochste Signal im Spek-
trum kalibriert wurde. Der dafiir genutzte ppm-Wert musste zuvor vom Benutzer festgelegt werden. Da
das THF zwei Signale mit gleicher Intensitat aufweist, konnte nicht vorhergesagt werden, welches der
Signale nach dem Shimmen gréfler sein wiirde. Da die Messungen automatisiert durchgefiihrt wurden,
war es daher nicht moglich, den ppm-Wert fiir die Lock-Kalibrierung im Voraus festzulegen. Eine
Kalibrierung des Locks auf einem falschen ppm-Wert hitte zur Folge gehabt, dass die vordefinierten
Unterdriickungsfrequenzen nicht auf den THF-Signalen gelegen hitten.
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8.2. Umsetzung und Auswertung der Fourier-Filterung

Zur Beurteilung der Sensitivitat und der Effektivitat der Signalunterdriickung der FF wurden zu-
satzlich zwei weitere Spektren von der PS-Lésung aufgenommen. Dafiir wurden die Parameter der
vorherigen NMR Messungen iibernommen. Ein Spektrum wurde mit WET und 128 Scans (= 2 - 8 Spek-
tren - 8 Scans/Spektrum) aufgenommen, was ebenfalls einer Messzeit von 640,0 s entsprach. Das andere
Spektrum wurde ohne WET, mit 8 Scans und einer Empfangerverstarkung von 16 dB gemessen.

Die Prozessierung der Spektren erfolgte entsprechend der Beschreibung in Abschnitt|5.8] S.[53] mit den
in Abschnitt[6.1.3.1] S.[61] aufgelisteten Parametern. Im nachfolgenden Abschnitt wird der Effekt der

Signalverbreiterung durch exponentielle Apodisierungsfunktionen fiir die FF optimiert.

8.2.1. Optimierung der exponentiellen Apodisierung

Die exponentielle Apodisierung fithrt zu einer Verbreiterung der Signale im NMR Spektrum. Im Ab-
schnitt[8.1} S. wurde dargelegt, dass unterschiedliche Messbedingungen die Form und die chemische
Verschiebung von Signalen in NMR Spektren beeinflussen. Dies fithrt dazu, dass die Effektivitat der
Signalunterdriickung und der Analytfilterung der FF abnimmt. Durch die Apodisierung werden die
Signale verbreitert, wodurch Unterschiede zwischen den Spektren reduziert werden und somit die
Effektivitat der Signalunterdriickung und Analytfilterung prinzipiell gesteigert wird.

Fir das verwendete Modellsystem ergibt sich ein weiterer positiver Effekt durch die Apodisierung. In
Abbildung 8.1aist die NMR Messung der PS-Lésung mit WET und 128 Scans gezeigt. Bei der Prozessie-
rung wurden unterschiedliche exponentielle Apodisierungsfunktionen mit Signalverbreiterungen von 0
(keine Signalverbreiterung) bis 5 Hz verwendet. Vergroflert dargestellt sind die Signale der aromatischen
PS-Protonen zwischen 5,5 und 8,0 ppm sowie das THF-Signal zwischen 3,2 und 3,7 ppm. Das THF-Signal
zeigt aufgrund der WET Pulssequenz teilweise negative Signale. Aufgrund der Dispersion der isotropen
chemischen Verschiebung und der kurzen T; Zeit sind die aromatischen PS-Signale breiter als das Restsi-
gnal des THFs. Bei der Apodisierung bleibt die Signalfliche im Spektrum konstant. Daher nimmt bei der
exponentiellen Apodisierung die Signalintensitat umso stirker ab, je schmailer das urspriingliche Signal
ist. Bei der exponentiellen Apodisierungsfunktion mit einer Signalverbreiterung von 5 Hz nimmt die
Intensitat des Signals der aromatischen meta und para Protonen nur um den Faktor 1,3 ab, wihrend das
negative THF-Signal um einen Faktor von 5,5 verringert wird. Nachfolgend wird die FWHM der Signale
ausgewertet, da das SNR der aromatischen Signale abhingig von der Apodisierung tiberlagern und
dadurch das SNR dieser beeinflusst wird. Das FWHM Zunahme der ortho PS-Protonen wurde fiir die
unterschiedlichen exponentielle Apodisierungsfunktionen bestimmt. Die meta und para Protonen konn-
ten nicht verwendet werden, da diese mit dem Signal von Butylhydroxytoluol (BHT) tiberlagern. BHT
wird als Stabilisator dem THF zugesetzt, um eine Peroxidbildung zu vermeiden.[182]] In Abbildung 3.1b|
sind die FWHM des Signals der ortho Protonen (FWH Mg,,,) fiir verschiedene Signalverbreiterungen
der exponentiellen Apodisierungsfunktion aufgetragen. Eine Zunahme der FW H M, von maximal
10 % wurde als Grenzwert festgelegt um eine iibermaflige Verbreiterung der Signale zu vermeiden.
Dieser Grenzwert wurde mit einer exponentiellen Apodisierung mit einer Signalverbreiterung von 1,3
Hz erreicht.

8.2.2. Quantifizierung der Effektivitat der Signalunterdriickung und Sensitivitat der FF

Nach der Datenaufnahme und Prozessierung wurden die Spektren entsprechend der Messreihenfolge in
einer Matrix angeordnet. Eine Darstellung der alternierend angeordneten Spektren ist in Abbildung|8.2a]
gezeigt. Die Spektren wurden auf das Maximum der Matrix normiert und die Messzeitachse wurde durch
Aufaddieren der Messzeiten der Spektren (40 s Messzeit pro Spektrum) erstellt. Bei der Anordnung
wurde mit einem Spektrum der PS-Losung begonnen, sodass die Periodizitat der PS-Signale durch eine
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Abbildung 8.1: Auswirkung der exponentiellen Apodisierung auf die Signale von PS und THF. Gezeigt ist die 'H NMR Messung
(90 MHz, ultra) einer 2,50 g L1 PS-17,6 kg mol ™! Losung in THF, die mit WET zur Losungsmittelunterdriickung und 128 Scans
aufgenommen wurde. |[(a)| Die Messung wurde mit exponentiellen Apodisierungsfunktionen mit Signalverbreiterungen von 0
bis 5 Hz prozessiert. Die aromatischen Signale von PS sowie das Restsignal von THF sind vergrofiert dargestellt. Das Signal
der aromatischen meta und para Protonen von PS iiberlagert mit dem Signal von Butylhydroxytoluol (BHT, 6,9 ppm).[110]
Bei einer Signalverbreiterung von 5 Hz war das Signal der meta und para Protonen von PS um einen Faktor 1,3 reduziert,
wihrend das deutlich schmailere negative Artefakt des THF Signals um einen Faktor 5,5 abnahm. Die aromatischen PS-Signale
sind aufgrund der Dispersion der isotropen chemischen Verschiebung in ppm und der kurzen T, Zeit breiter als das Restsignal
des THF. Zur Bestimmung der maximalen Signalverbreiterung wurde die FWHM des Signals der ortho Protonen bestimmt
und gegen die Signalverbreiterung durch die exponentielle Apodisierungsfunktionen in (b aufgetragen. Um eine iiberméfige
Verbreiterung der Signale zu vermeiden wurde als Grenzwert eine maximale Erhéhung der urspringlichen FWHM,4,, um
10 % (horizontale gestrichelte Linie) festgelegt. Dieser Grenzwert wurde mit bei einer Signalverbreiterung von 1,3 Hz erreicht.
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Abbildung 8.2: Durchfithrung der Fourier-Filterung (FF) zur Signalunterdriickung. In |(a)| sind die statisch gemessenen
NMR Spektren der 2,50 g L™! PS-Losung in THF und des reinen THFs zu sehen. Die Spektren wurden entsprechend der
Messreihenfolge angeordnet. Jedes Spektrum wurde mit 8 Scans mit einer Wiederholzeit pro Scan von 5,0 s aufgenommen.
Die Spektren sind auf das Maximum im 2D Datensatz normiert. Indem bei der Anordnung mit einem PS-Spektrum begonnen
wurde, wurde eine kosinusformige Periodizitit erzeugt, wie in dem Datensatz fiir das meta/para Signal von PS angedeutet
ist (roter gestrichelter Kosinus). Die Anordnungsfrequenz hat eine Periode von zwei Datenpunkten (Spektren), was einer
Periodendauer von T = 80 s (= 2 - 8 - 5,0 s) entspricht. Entlang der Zeitachse wurde fiir jede chemische Verschiebung ¢ eine
FT durchgefiihrt, wodurch das chemisch aufgeldste Spektrum in|(b)]erhalten wurde. Nach Gleichung[3:3.4] S.[2¢] entspricht
der Realteil der komplexen spektralen Komponente dem Kosinusanteil einer Welle, weshalb im Spektrum nur die Realteile
gezeigt sind. Die Nyquist Frequenz vnyq entspricht der Anordnungsfrequenz von 0,013 Hz (= 1/80 s). In Abbildungwird
das Spektrum an der Anordnungsfrequenz weiter ausgewertet. Die NMR Messungen wurden von Johanna Tratz durchgefiihrt.

Kosinusfunktion beschrieben wurde. Zur Visualisierung ist in Abbildung eine Kosinusfunktion
fir die aromatischen meta und para PS-Protonen in Rot eingezeichnet. Die Periode T der Funktion ist
T = 80 s und entspricht der Messzeit zweier Spektren. Da die Datenabtastrate 0,025 Hz (= 1/40 s) war,
betrégt die Nyquist Frequenz nach Gleichung[3.3.21} S.[27}, vnyq = 0,013 Hz, was der Anordnungsfrequenz
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v entspricht.

Die FT wurde entlang den Spektren bei jeder chemischen Verschiebung durchgefiihrt, wodurch die
spektralen Komponenten der Spektrenanordnung aufgelost werden. Nach Gleichung S.[26} ent-
spricht der Realteil einer komplexen Zahl dem Kosinusanteil einer Wellenfunktion. Aufgrund der
gewihlten Anordnung (Kosinusfunktion) befanden sich somit die PS-Signale im Realteil der komplexen
spektralen Komponenten. In Abbildung|8.2b|sind fir jede chemische Verschiebung die Realteile der
spektralen Komponenten abgebildet. Die PS- und Losungsmittelsignale erscheinen zu grof3en Teilen bei
der Nullfrequenz (Mittelwert der Oszillation), wobei die PS-Signale noch zusétzlich bei der Anordnungs-
frequenz (entspricht vy 4) erscheinen. Sowohl fiir die PS-Signale, als auch fiir die Lésungsmittelsignale
sind Signalanteile bei anderen spektralen Komponenten zu sehen. Diese erscheinen aufgrund von
Variationen der Form oder Position der Signale zwischen den einzelnen Spektren in Abbildung|8.2a]
Das Spektrum bei vyryq ist in Abbildung mit den Spektren der Messungen ohne (ns = 8) und mit
WET (ns = 128) verglichen.
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Abbildung 8.3: Auswertung der Sensitivitat und Signalunterdriickung durch die Anwendung der Fourier-Filterung (FF). Gezeigt
sind NMR Spektren einer 2,50 g L~! PS-17,6 kg mol~! Lésung in THF, aufgenommen ohne Losungsmittelunterdriickung durch
WET mit ns = 8 (number of scans, in Schwarz), mit WET mit ns = 128 (in Blau) sowie das Spektrum nach der in Abbildung[8.2]
dargestellten FF (16 Spektren aufgenommen mit WET und ns = 8, in Rot). Die Spektren wurden jeweils auf das Maximum der
aromatischen PS-Signale normiert. Das THF-Signal ist mit WET um den Faktor 384 und mit der Kombination aus WET und
FF um den Faktor 6 734 reduziert. Zusatzlich sind nach der FF die negativen Artefakte durch die WET Pulssequenz um etwa
einen Faktor 2 reduziert und das BHT-Signal, das mit den meta/para Signalen von PS tiberlagert, wurde herausgefiltert. Das
Spektrum mit WET und ns = 128 wurde in derselben Messzeit aufgenommen wie die Spektren fiir die FF, sodass die Sensitivitit
direkt iiber einen Vergleich der SNR beurteilt werden kann. Fir das Spektrum mit WET und ns = 128 ist SNR = 307, wihrend
das Spektrum nach der FF SNR = 162 aufweist, etwa einen Faktor 2 geringer. Dies ist darauf zuriickzufithren, dass fiir die FF
zur Halfte der Messzeit nur THF gemessen wurde.

Die Spektren sind auf das Maximum der aromatischen PS-Signale normiert. Verglichen zum Spektrum
ohne WET sind die THF-Signale fiir das WET 5 =125 Spektrum um ein Faktor 384 und fiir das Spektrum
nach der FF um ein Faktor 6 734 reduziert. Somit verbesserte die FF die Losungsmittelunterdriickung
zuséitzlich um etwa einen Faktor 18. Sowohl das WET 5 =155 als auch das Spektrum nach der FF zeigen
negative THF-Signale, wobei fiir die FF diese etwa um die Halfte reduziert sind. Neben der deutlich
gesteigerten Losungsmittelunterdriickung zeigt das Spektrum nach der FF auch eine Reduktion von
Losungsmittelverunreinigungen oder -additiven, wie in der Vergroéfierung beispielhaft am BHT-Signal
zu sehen ist (markiert mit einem roten Kreis).[[183]]
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8.3. Zusammenfassung zur Fourier-Filterung

Zum Vergleich der Sensitivitit wurde das SNR fiir das Maximum der aromatischen PS-Signale berechnet.
Das Rauschen ist definiert als die einfache Standardabweichung der basislinienkorrigierten Region
zwischen 10 und 12 ppm. Fiir das WETy5 =195 Spektrum ist das SNR = 307 und fiir das Spektrum nach
der FF ist das SNR = 162, trotz gleicher Messzeit etwa ein Faktor 2 geringer. Dieser Unterschied ist
darauf zurtickzufithren, dass die Spektren fiir die FF nur zur Halfte von der Messung der PS-Losung mit
¢(PS) = 2,50 g L™! entstammen und sonst nur THF gemessen wurde. Dadurch ist die Signalintensitit
und folglich auch das SNR der PS Signale nach der Signalmittlung durch die FF halbiert.

Bei dem Spektrum ohne WET mit ns = 8 ist das SNR = 68 und mit WET und ns = 128 ist das SNR = 307.
Durch die Normierung des SNR auf ns'/? wird das SNR fiir einen Scan ermittelt. Fiir das Spektrum ohne
WET mit ns = 8 ist SNR-ns /2 = 24,0 und fiir das Spektrum mit WET und ns = 128 ist SNR-ns~Y/2=271.
Das SNR - ns~'/2 des Spektrums ohne WET ist etwas geringer, da aufgrund der intensiven Lsungsmit-
telsignale eine geringere Empfangerverstarkung verwendet wurde (40 dB bei WET und 16 dB ohne
WET). Dadurch wurde, wie in Abbildung S. gezeigt, das Rauschen ungenauer digitalisiert.
Zusitzlich war die Basislinie durch die intensiven Losungsmittelsignale instabiler. Dieser Effekt ist auf
das Torzeitproblem zuriickzufithren und ausfiihrlich in Abschnitt S.[70] diskutiert. Infolgedessen
war der Rauschwert fiir die Messungen ohne WET hoher als mit WET.

Hopfner et al. verglichen 2021 verschiedene Losungsmittelunterdriickungsmethoden in der SEC-NMR
(43 MHz) Kopplung.[113]] Mit der WET Methode in Kombination mit der numerischen Lésungsmit-
telunterdriickung, beschrieben in Abschnitt S.[53] wurde eine Reduktion der THF-Signale um
einen Faktor 410 beschrieben. Mitarbeiter der Firma Magritek haben gezeigt, dass mit einem 80 MHz
benchtop NMR Spektrometer (ultra) unter statischen NMR Messbedingungen mit WET das Wassersi-
gnal um einen Faktor 1000 reduziert werden kann.[[184] Weiter untersuchten Smallcombe et al. die
Losungsmittelunterdriickung von WET auf Acetonitril mit einem 500 MHz NMR Spektrometer. Es
wurde eine Reduktion des Losungsmittelsignals von etwa 50 000 berichtet.[[116] Der in dieser Arbeit
erreichte Losungsmittelunterdriickungsfaktor von 6 734 liegt etwa einen Faktor 10 iber dem berichteten
Losungsmittelunterdriickungsfaktor von Hoépfner et al. und einen Faktor 6 iiber dem von Magritek.
Verglichen mit der Losungsmittelunterdriickung des 500 MHz NMR Spektrometers, ist die erreichte
Losungsmittelunterdriickung dennoch einen Faktor von etwa 7 geringer, was vermutlich auf die deutlich
schmileren Linienbreite im 500 MHz NMR Spektrum zuriickzufithren ist.

8.3. Zusammenfassung zur Fourier-Filterung

In diesem Kapitel wurde eine Methode zur Signalreduktion von Losungsmitteln, Kontaminationen
und Artefakten vorgestellt. Da diese Methode auf der Fourier-Transformation (FT) beruht, wurde
die Methode in diesem Kapitel als Fourier-Filterung (FF) bezeichnet. Gemessen wurden zwei Proben,
bestehend aus einer PS-17,6 kg mol™!-Lésung mit ¢ = 2,5 g L™! in THF und dem reinen THF. Die Pro-
ben wurden abwechselnd gemessen, bis insgesamt 16 Spektren aufgenommen wurden. Entsprechend
der Messreihenfolge wurden die Spektren in einer Matrix angeordnet und anschlieffend entlang der
Anordnung eine FT angewandt. Die PS-Signale erscheinen grofitenteils bei den Frequenzkomponenten
die der Anordnungsfrequenz entsprechen, wahrend die konstanten Signale vom THF grofitenteils bei
der Nullfrequenz verbleiben.

Ein Vergleich des Spektrums bei der Anordnungsfrequenz mit einem Spektrum, das nur mit WET auf-
genommen wurde, zeigte, dass die FF die Losungsmittelunterdriickung um einen zusitzlichen Faktor 18
verbesserte. Das SNR pro Messzeit war bei der FF um den Faktor 2 geringer als bei der kontinuierlichen
Messung der PS-Losung. Dies ist darauf zuriickzufithren, dass fiir die FF zur Hélfte der Messzeit THF
gemessen wurde und somit nach der Fourier-Transformation die Analytsignalintensitit halbiert ist.
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8. Numerische Signalunterdriickung in NMR Spektren durch Fourier-Filterung, FF

Aufgrund leichter Unterschiede der Form und Position von Signalen in NMR Spektren wird vermutet,
dass die Messreihenfolge und die Anzahl der Spektren wichtige Parameter fiir die Effektivitat der
Signalfilterung der FF darstellen und deshalb in der Zukunft genauer untersucht werden sollten.

Ein Nachteil der FF ist, dass Teile der Analytsignale nicht herausgefiltert werden, wodurch eine quanti-
tative Auswertung der Signalfliche erschwert wird. Die Genauigkeit einer quantitativen Bestimmung
sollte daher auch Gegenstand zukiinftiger Forschung sein.

138



Teil V.

Fazit und Ausblick






9. Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die LAC-benchtop NMR (80 MHz, 'H optimiert) Kopplung unter Verwen-
dung protonierter Losungsmittel etabliert und hinsichtlich maximaler Sensitivitit optimiert. Der Ver-
suchsaufbau ist in Abbildung S. dargestellt. Als Modellsystem wurden funf Alkylester der
para-Hydroxybenzoesdure (Methyl- bis Pentylester) verwendet, die unter dem Trivialnamen Parabene
zusammengefasst werden. Eine chromatographische Trennung des Modellsystems wurde unter isokrati-
schen Bedingungen mit einer bindren Mischung aus Aceton/Wasser (60/40 v/v%) bei einer Flussrate von
1 mL min~! innerhalb 60 min auf einer semipriparativen C;5 Saule (250 X 10 mm Innendurchmesser)
erreicht. Eine semipréparative Sdule wurde gewahlt, da im Vergleich zu einer analytischen Saule bei
gleicher Trennleistung eine grofiere Analytmenge injiziert werden kann, was zu breiteren Analytbanden
und damit zu einer langeren NMR Messzeit und geringeren Verdiinnung in der NMR Flusszelle fiihrt.
Die intensiven Losungsmittelsignale fithren zu Basislinieninstabilitidten. Zusatzlich muss aufgrund
der hohen 'H Konzentration eine geringere Empfingerverstirkung gewahlt werden, wodurch die
Digitalisierung der NMR Signale verschlechtert und das Rauschen gesteigert wird. Indem Pulssequen-
zen zur Losungsmittelunterdriickung angewandt werden, werden diese Effekte reduziert. Da das fiir
die Kopplung verwendete 80 MHz benchtop NMR Spektrometer keine z-Gradienten besaf}, wurde
zur Losungsmittelunterdriickung die Prasaturierung (PRESAT) Pulssequenz verwendet, deren expe-
rimenteller Ablauf in Abbildung S. 53] beschrieben ist. Zur Steigerung der Sensitivitdt und der
zeitlichen Auflésung des chromatographischen Elutionsprofils sollte die Wiederholzeit der Pulssequenz
so kurz wie moglich gewahlt und die FIDs ohne Signalmittelung aufgenommen werden. Nach erfolgter
Optimierung des Saturierungspulses wurde eine Unterdriickung der Losungsmittelsignale um etwa
einen Faktor 50 innerhalb von 1,0 s erreicht. Durch die Optimierung betrug die minimale Wiederholzeit
der PRESAT Pulssequenz, inklusive FID Datenaufnahme von 0,25 s, insgesamt 1,4 s.

Um wihrend der NMR Detektion mehr Signal pro Quadratwurzel Messzeit ¢, zu erfassen, wurde der
Ernst Winkel (siehe Gleichung[5.6.2] S.[52) genutzt. Verglichen zur Referenzmessung (Rotationswinkel
von 90° mit einer Wiederholzeit von 5 - T;) kann so die Sensitivitat bis zu einem Faktor 1,6 gesteigert
werden. Der Ernst Winkel wird in Abhangigkeit von der Ty Zeit der Analyten gewahlt. Ist ein spezi-
fisches Signal von Interesse, sollte dessen T; Zeit fiir die Berechnung des Ernst Winkels verwendet
werden. In der hier durchgefithrten Methodenoptimierung wurde zur Berechnung des Ernst Winkels
eine Ty Zeit im mittleren Bereich genutzt, um fiir alle Analyten eine gute Sensitivitét zu erhalten.

Das paramagnetic relaxation enhancement (PRE) wurde angewandt mit dem Ziel, die T; Zeit der Analy-
ten zu reduzieren und somit eine schnellere Signalakkumulation zu erhalten. Mit dieser Methode kann
das SNR potentiell um einen Faktor 1,4 gesteigert werden. Jedoch fiithrt die Anwesenheit der gelosten
paramagnetischen Relaxationsreagenzien zu einer verschlechterten Losungsmittelunterdriickung. Da
die Anwendung von PRE zusitzlich mit einem hohen Arbeitsaufwand und Chemikalienverbrauch
verbunden ist, wurde von einer Anwendung dieser Methode in der LAC-NMR abgesehen.

Durch die Vergrofierung des chromatographischen Injektionsvolumens von 20 pL auf 1000 pL konn-
te die Konzentration am Peakmaximum um den Faktor 8 bis 16 erh6ht werden. Die Konzentration
stieg dabei stirker an, je kiirzer die Retentionszeit war. Da die Konzentration in der Flusszelle direkt
proportional zur Signalintensitat im NMR Spektrum ist, wird dadurch das SNR um denselben Faktor
verbessert. Mit steigendem Injektionvolumen nimmt die Peakbreite zu, was zu einer verminderten
chromatographischen Auflésung fithrt. Daher wird empfohlen, ein Injektionsvolumen zu wahlen, bei
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9. Zusammenfassung der Ergebnisse

dem noch eine Basislinienseparation der Analyten sichergestellt werden kann. Kommt es dennoch
zu einer unvollstandigen chromatographischen Auftrennung, kénnen die Elutionsprofile mithilfe der
spektralen Auflésung des NMR Spektrometers aufgelost werden, sofern die Analyten spezifische NMR
Signale besitzen, wie in Abbildung S.[92] gezeigt wird.

Wihrend den LAC-NMR Messungen werden kontinuierlich NMR Spektren aufgenommen, um ein
spektral aufgelostes Chromatogramm in Form einer 2D Datenmatrix zu erhalten. Da fiir jede Eluti-
onsvolumeneinheit ein NMR Spektrum aufgenommen wurde, ist fiir jede chemische Verschiebung ein
Chromatogramm zugénglich. Indem die NMR Spektren, die wahrend der Analytelution aufgenommen
wurden, gemittelt werden, wird das spektrale SNR signifikant gesteigert. Diese Signalmittelung kann
auf zwei Arten erfolgen: (1) durch eine chromatographische Filterung und (2) durch ein manuelles
Mitteln der Spektren.

Bei der chromatographischen Filterung wird eine Fensterfunktion mit den Chromatogrammen bei der
jeweiligen chemischen Verschiebung gefaltet. Dabei werden die Spektren innerhalb der Fenstergrofie
entsprechend der Fensterfunktion gewichtet und gemittelt. Dadurch werden die Peaks, abhéingig vom
Verhiltnis der Peakbreite zur Fensterbreite, verbreitert. Um eine {iberméaflige Verbreiterung schmaler
Peaks zu vermeiden, wurde die Fensterfunktion auf den schmalsten Peak im Modellsystem optimiert.
Dieser hatte ein chromatographisches FWHM von etwa 60 s. Das maximale SNR wurde mit der
Tukey-Fensterfunktion in Gleichung[6.3.13] S.[86] mit a = 0,75 erhalten. Diese Funktion dhnelt einer
Rechtecksfunktion, deren Seiten durch Kosinusfunktionen abgeschragt sind, wobei der Anteil der
Kosinuskomponenten durch den o Wert bestimmt wird. Fiir den ausgewahlten Peak betrug die optimale
Fensterbreite 82,6 s und resultierte in eine SNR Steigerung um etwa einen Faktor 6, wihrend die FWHM
um 20 % zunahm. Sowohl fiir die Tukey-Funktion als auch fiir die Rechteck- und Gauf3-Funktion wurde
die stiarkste SNR Steigerung bis zu einer FWHM Zunahme von etwa 10 % beobachtet. Bei einer FWHM
Verbreiterung von 10 % war das SNR fiir alle Fensterfunktionen bereits um den Faktor 5 gesteigert.
Erginzend zur chromatographischen Filterung wurde eine manuelle Signalmittelung durchgefihrt.
Dabei wurden die Spektren gemittelt, die wihrend der Analytelution aufgenommen wurden. Fiir un-
terschiedliche Peakbreiten wird die beste SNR Steigerung erhalten, wenn das Mittelungsfenster dem
chromatographischen FWHM entspricht. Ohne vorherige chromatographische Filterung verbessert
die manuelle Mittelung das SNR in Abhingigkeit von der Peakbreite um den Faktor 6 — 16. Die SNR
Steigerung nahm dabei zu, je breiter der Peak war. In Kombination mit der chromatographischen Filte-
rung zeigte die manuelle Mittelung eine signifikante SNR Steigerung, wenn die chromatographische
FWHM mindestens einen Faktor 1,5 grofier war als die Fensterbreite der Filterfunktion. Nach der
chromatographischen Filterung konnte das SNR von Peaks, deren FWHM um den Faktor 1,5 - 5 gréfier
war als die Fensterbreite, durch die manuelle Signalmittelung um einen zusitzlichen Faktor von 1,6 — 2
gesteigert werden.

Somit entsprach der Gesamtverbesserungsfaktor fiir die LAC-NMR etwa 123 (= 1,6 (Ernst Winkel) X 8
(Injektionsvolumen) X 6 (chromatographische Filterung) X 1,6 (manuelle Signalmittelung)), was einer
Reduktion der Messzeit um einen Faktor 123 ~ 15 000 entspricht.

Nach erfolgter Methodenoptimierung wurden die Detektions- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ),
gemessen als Injektionskonzentration, fiir das Modellsystem bestimmt. Fiir das Methoxysignal von
Methylparaben (entspricht drei 'H) wurden die folgenden Werte bestimmt: LOD = 0,010 g L™! und
LOQ = 0,031 g L™1. Fiir ein aromatisches Signal von Pentylparaben (entspricht einem 'H) ergaben sich
LOD = 0,038 g L™ und LOQ = 0,134 g L. Die erreichte Sensitivitit liegt somit im Bereich verdffent-
lichter Werte der online und onflow LAC-500 MHz NMR Kopplung.[1]

Durch die erreichte Sensitivitit konnte eine binare Parabenmischung, deren Konzentration um einen
Faktor 4 unter dem in der EU zuléssigen Hochstwert fiir kosmetische Produkte lag, mittels LAC-80
MHz NMR Kopplung mit guter Sensitivitat (SNR = 90) analysiert werden.

Zusatzlich wurden Stereoisomere von Polystyrol (PS) Oligomeren mittels LAC-NMR analysiert. Dazu
wurde ein PS-Standard mit (M, = 682 g mol ') innerhalb 140 min in die einzelnen Oligomere aufge-
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9. Zusammenfassung der Ergebnisse

trennt und mittels NMR Detektion gemessen. Um die spektrale Selektivitit zu erhohen und damit
moglichst viel Information aus der Feinstruktur der aromatischen Signale zu gewinnen, wurden die
NMR Aufnahme- und Prozessierungsparameter angepasst. Aufgrund der geringen Feldstirke konnten
allerdings nur qualitative Aussagen iiber die jeweiligen Stereoisomere getroffen werden.

Diese Beispiele ermoglichen die Abschiatzung weiterer Anwendungsgebiete der LAC-NMR Kopplung.
Die Methode ist fiir Proben geeignet, in denen die Analyten in einer Konzentration ¢ > 0,2 g L™!
vorliegen und deren Signale spektral unterschiedlich sind. Solche Bedingungen kdnnen in analytischen
Laboren mit einem Fokus auf Grenzwertpriifung oder praparativer HPLC vorkommen.

Zur weiteren Steigerung der Sensitivitat in der gekoppelten Analytik wurde eine chromatographische
Methode mit sinusformiger Injektion entwickelt, die als Fourier-Transformation liquid chromatography
(FT-LC) bezeichnet wird. Dabei wird ein kontinuierliches, oszillierendes Analytkonzentrationsprofil in
das chromatographische System eingeleitet, wodurch die analysierte Analytmenge pro t;j/ ? und damit
die Sensitivitat signifikant erh6ht wird. Die Phase der sinusférmigen Chromatogramme wird mittels
Fourier-Transformation bestimmt und kann mit der Retentionszeit korreliert werden.

Die FT-LC wurde in der SEC zur Analyse von PS-Standards und in der LAC zur Parabenanalyse ein-
gesetzt. Es wurde gezeigt, dass die Retardierung innerhalb der Sdule unabhiangig von der gewahlten
Injektionsmethode und der Anwesenheit eines weiteren Analyten ist. Die Verwendung eines 80 MHz
benchtop NMR Spektrometers als Detektor bei der FT-LAC Analyse einer bindren Parabenmischung
ermoglichte es, die oszillierenden chromatographischen Elutionsprofile spektral aufzulsen und parallel
auszuwerten.

Zur Bestimmung der Sensitivitdtssteigerung wurde das SNR - tr:ll/ ? bestimmt. In der SEC mit UV
Detektion wurde bei der Analyse eines PS-Standards eine Sensitivititssteigerung um den Faktor 50 im
Vergleich zur konventionellen Injektionsmethode mit einem Injektionsvolumen von 100 uL erreicht.
In der LAC mit NMR Detektion wurde durch die Anwendung der FT-LC das SNR - t;ll/ % im Vergleich
zur oben beschriebenen optimierten konventionellen LAC-NMR Methodik, um einen weiteren Faktor
von 1,6 gesteigert. Dieser Faktor ist geringer, da die konventionelle LAC-NMR Messung mit einem
Injektionsvolumen von 1000 yL aufgenommen und Signalmittelung angewandt wurde, was im Ver-
gleich zur LAC-NMR Messung mit einem Injektionsvolumen von 100 pL und ohne Signalmittelung die
Sensitivitdt um etwa einen Faktor 30 steigerte. Daher stimmt der erhaltene Steigerungsfaktor gut mit
dem erwarteten Wert von 50/30 ~ 1,7 iiberein.

Obwohl die SNR - t;il/ 2 Steigerung durch die FT-LC in der LAC-NMR Kopplung nur einen Faktor 1,6
betréagt, konnen innerhalb einer Messung deutlich héhere absolute SNR erzielt werden, da das SNR
proportional zu t,ln/ 2 ansteigt und t,, methodisch nicht beschrénkt ist. Fiir eine FT-LAC-NMR Messung
konnte innerhalb der vierfachen Messzeit einer konventionellen LAC-NMR Messung das absolute
SNR um einen Faktor 3 gesteigert werden. Fiir die durchgefiihrte Messung wurde fiir Methylparaben
eine Nachweisgrenze von LODpr.pac.NMr = 0,003 g L1 abgeschitzt, einen Faktor 3 unter der Nach-
weisgrenze der konventionellen LAC-NMR Kopplung mit LODpac-numr = 0,010 g L1, Ein zukiinftiges
Anwendungsgebiet dieser Methodik konnten daher niedrig konzentrierte Proben sein, die in grofier
Menge vorliegen. Ein mogliches Beispiel wire die Endgruppenanalyse in Polymeren.

Des Weiteren wurde eine Methode zur numerischen Losungsmittelunterdriickung in NMR Spektren
entwickelt. Diese Methode basiert auf einer alternierenden statischen NMR Messung zweier Proben: der
Analytlosung und des reinen Losungsmittels. Durch eine alternierende Anordnung der Spektren in ei-
nem 2D Datenfeld und anschliefender Fourier-Transformation entlang den angeordneten Spektren kon-
nen die Analytsignale herausgefiltert und die Losungsmittelsignale unterdriickt werden. Diese Methode
wurde in dieser Dissertation als Fourier-Filterung (FF) bezeichnet. Mit der WET-Pulssequenz wurde
eine Unterdriickung des THF-Signals um etwa einen Faktor 400 erhalten. Indem die WET-Pulssequenz
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in Kombination mit der FF angewandt wurde, konnte das Restsignal des THFs um einen weiteren
Faktor 18 reduziert werden. Bei der FF wird die Hilfte der Messzeit fiir die Messung des Losungsmittels
benotigt. Aus diesem Grund ist die Analytsignalintensitat nach der Fourier-Transformation halbiert.
Folglich ist das SNR - t;ll/ % im Vergleich zur kontinuierlichen Messung der Probenlésung um einen
Faktor 2 reduziert.

Diese Methode ist notwendig fiir Proben, bei denen eine verbesserte Losungsmittelunterdriickung
erforderlich ist. Ein konkretes Anwendungsgebiet kénnte in der offline HPLC-NMR Kopplung sein, bei
der protoniertes Losungsmittel verwendet wird.
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10. Ausblick auf zukiinftige Entwicklungen und
Forschungsbedarf

Die vorliegende Arbeit behandelt die Entwicklung und Optimierung von Methoden zur Steigerung der
Sensitivitat und Losungsmittelunterdriickung in der LAC-NMR Kopplung. Insgesamt konnte die Sensi-
tivitdt um einen Faktor 123 gesteigert werden, wodurch neue Anwendungsgebiete erschlossen werden.
Die gewonnenen Erkenntnisse und Ergebnisse bilden die Grundlage fiir zukiinftige Forschungsarbeiten.
Aktuell wird versucht, die Spektrenaufnahme wihrend der NMR Detektion so schnell wie méglich
durchzufithren, um die gré3tmogliche Sensitivitatssteigerung durch Anwendung des Ernst Winkels
und eine hohe Auflésung der chromatographischen Elutionsspur zu erreichen. Aufgrund der kurzen
FID Aufnahmezeit (0,26 s) war es zur Vermeidung von Sinc-Artefakten notwendig, eine Apodisierungs-
funktion mit starker Linienverbreiterung anzuwenden. Durch Verldngerung der FID Aufnahmezeit ist
es moglich, weitere Apodisierungsfunktionen mit unterschiedlichen Linienverbreiterungen (z. B. Sine
bell oder Traficante) anzuwenden, um die spektrale Selektivitat oder die Sensitivitat zu erh6hen.[|185]
186 Es ist bisher nicht bekannt, ob der Sensitivititsgewinn durch eine optimale Linienverbreiterung
grofler ist als der Sensitivitatsgewinn durch die Anwendung des Ernst Winkels.

Zur schnelleren Datenaufnahme in der NMR Detektion wurde in Abschnitt S.[71] paramagnetic
relaxation enhancement (PRE) durch den Zusatz von paramagnetischen Relaxationsreagenzien unter-
sucht. Da diese Methode jedoch die Effektivitat der Losungsmittelunterdriickung verringert und mit
einem deutlich erhohten Arbeits- und Chemikalienaufwand verbunden ist, wurde diese Methode in der
LAC-NMR Kopplung nicht angewandt. Um die Préapolarisation und somit die NMR Signalintensitat zu
steigern, konnten im Prépolarisierungsvolumen der Flusszelle paramagnetische Relaxationsreagenzien
immobilisiert werden.[[187,|188] Somit sind paramagnetische Relaxationsreagenzien nicht im Detek-
tionsvolumen der NMR Flusszelle, wodurch die Effektivitdt der Losungsmittelunterdriickung nicht
beeinflusst sein sollte.

In Abschnitt S.[81] wurde erliutert, dass die Signalmittelung entlang des chromatographischen
Peaks die maximale Sensitivitat ergibt, wenn die Spektren innerhalb der chromatographischen Halb-
wertsbreite gemittelt werden. Obwohl diese Methode verwendet wurde, um das SNR eines Spektrums
zu erh6hen, kann sie auch verwendet werden, um das SNR der NMR Elutionsspur zu verbessern. Dazu
missten die Elutionsspuren innerhalb der Halbwertsbreite des NMR Signals gemittelt werden. Diese
Methode kann angewandt werden, wenn eine genauere Darstellung des Elutionsprofils eines NMR
Signals gewiinscht wird.

Bisher wurden LAC-NMR Messungen bei konstanten Flussraten durchgefiihrt. Vorlaufige Ergebnisse
von Dr. Michael Pollard deuten darauf hin, dass in einer LAC-NMR Messung durch eine Reduktion oder
Stoppen der Flussrate wihrend der Analytelution das SNR pro Quadratwurzel der Messzeit gesteigert
werden kann. Dariiber hinaus eréffnet eine Flussratenreduzierung die Moglichkeit einer 2D NMR
Detektion, wie aus bisher nicht verdffentlichten Ergebnissen von Dr. Marianne Gaborieau hervor-
geht. Eine Flussratenédnderung wurde in dieser Arbeit nicht beschrieben, da dadurch das thermische
Gleichgewicht des NMR Magneten und damit die Stabilitit des externen ’F-Lock beeintrichtigt wird.
Um die Anwendung einer Flussratenidnderung zu erméglichen, ist es erforderlich, die thermische
Isolierung der HPLC Kapillaren zu verbessern, sodass die Temperatur der mobilen Phase, die durch das
NMR Spektrometer geleitet wird, der Magnettemperatur entspricht und unabhingig von der Flussrate
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ist. Die Prapolarisierung und die effektive Relaxationszeit sind Flussratenabhangig, sodass sich bei
einer Anderung der Flussrate die Intensititen der Losungsmittelsignale verdndern. Dadurch kann die
numerische Losungsmittelunterdriickung (Referenzsubtraktion und HPLC Basislinienkorrektur) nicht,
wie in dieser Arbeit beschrieben, auf den gesamten Datensatz angewandt werden, sondern nur auf
Sektionen mit konstanter Flussrate.

Die Gradientenelution wird zur Reduzierung der Messzeit und Fokussierung der Analytbanden in
der LAC eingesetzt. In der LAC-NMR Kopplung fithrt eine Verdnderung der Losungsmittelzusammen-
setzung zu Anderungen in der Signalintensitit, -position, -form und den Relaxationszeiten.[50, 108,
109,|189-191]] Dadurch miissen die Losungsmittelunterdriickungs- und Datenauswertungsmethoden
angepasst werden, was Gegenstand weiterfithrender Forschung sein kénnte. In Anhang[B.6] S. sind
mogliche Methoden beschrieben, wie eine Losungsmittelunterdriickung wahrend einer Gradientenelu-
tion erhalten werden kann.

Die Anwendung der FT-LC in der LAC-NMR Kopplung bietet ein grofies Potenzial zur Analyse ge-
ring konzentrierter Proben und sollte daher weiter erforscht werden. Bisher ist noch unklar, welche
Auswirkungen diese Methode auf die Losungsmittelunterdriickung und quantitative Bestimmung hat.
Weiter wurden die Detektionsgrenzen und die Prézision der Bestimmung des Phasenversatzes noch
nicht bestimmt. Es wird angenommen, dass — dhnlich wie bei konventionellen LAC-NMR Messun-
gen — die Intensititen der Restsignale der Losungsmittel, je nach Datenqualitat, stark variieren. Zudem
werden aufgrund geringer Unterschiede in den NMR Spektren bei der FT nicht alle Analytsignalanteile
herausgefiltert, was bei quantitativen Bestimmungen zu Fehlern fiihrt.
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Abkiirzungsverzeichnis

ADC
BHT

CPMG
cw

DF
DFT

FC

FF
FFTW
FID

FT
FT-LC
FTIR
FT-SEC
FWHM

analog to digital converter/ Analog-Digital-Wandler
Butylhydroxytoluol

Konzentration [g L]

Carr-Purcell-Meiboom-Gill

continuous wave

Dispersitat der Molekulargewichtsverteilung

dilution factor/ Verdiinnungsfaktor

diskrete Fourier-Transformation

Flussrate

flow cell/ Flusszelle

Fourier-Filterung

fastest Fourier transform in the west

free induction decay/ freier Induktionszerfall
Fourier-Transformation

Fourier-Transformation liquid chromatography
Fourier-Transformation Infrarot Spektroskopie
Fourier-Transformation size exclusion chromatography
full width at half maximum/ Halbwertsbreite
Gaschromatographie

reduzierte Planck-Konstante

Bodenhdhe

high performance liquid chromatography/ Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
inversion recovery

Verteilungskoeffizient

Boltzmannkonstante

liquid adsorption chromatography/ Flissigkeitsadsorptionschromatographie

liquid chromatography/ Flussigkeitschromatographie
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LCCC liquid chromatography at critical conditions/ Flissigkeitschromatographie am kritischen

Punkt
LOD limit of detection/ Nachweisgrenze
LOL limit of linearity/ Linearitatsgrenze
LOQ limit of quantification/ Bestimmungsgrenze
m Magnetquantenzahl
M Magnitude
M, makroskopische Magnetisierung
M, zahlengemitteltes Molekulargewicht
M, Molekulargewicht am Peakmaximum
MS Massenspektrometrie
M,y gewichtsgemitteltes Molekulargewicht
Mx’y transversale Magnetisierung
M, Gleichgewichtsmagnetisierung
N Bodenzahl
NMR nuclear magnetic resonance/ magnetische Kernspinresonanz
NP normal phase/ Normalphase
ns number of scans

PMMA  Polymethylmethacrylat

PRE paramagnetic relaxation enhancement
PRESAT pre-saturation/ Prasaturierung

PS Polystyrol

PTFE Polytetrafluorethylen

RI refractive index/ Brechungsindexdetektor
RP reversed phase/ Umkehrphase

rxgain  receiver gain/ Empfangerverstarkung

SDV styrene divinylbenzene copolymer/ Polystyrol-Divinylbenzol Copolymer
SEC size exclusion chromatography/ Grofienausschlusschromatographie
SNR signal to noise ratio/ Signal-zu-Rausch Verhaltnis

SPE solid phase extraction/ Festphasenextraktion

re sampling rate/ Abtastrate

T Periode

taq acquisition time/ Aufnahmezeit

148



10. Ausblick auf zukiinftige Entwicklungen und Forschungsbedarf

tdead

THF
T™S

UDC
uv
UvVD

Vaktiv

Vcoil

WET
zf

ﬂopt

Ag

dead time/ Totzeit

dwell time/ Verweilzeit
Tetrahydrofuran
Tetramethylsilan

Messzeit

Bj-Pulsliange

repetition time/ Wiederholzeit
recycle delay

Retentionszeit
Saturierungspulsdauer

longitudinale Relaxationszeit

effektive longitudinale Relaxationszeit

transversale Relaxationszeit

effektive transversale Relaxationszeit

universal data center
ultraviolett

ultraviolett Detektor

aktives Volumen
Detektionsvolumen
hydrodynamisches Volumen
Injektionsvolumen

visible/ sichtbar
Porenvolumen
Retentionsvolumen

interpartikuldres Volumen

water suppression enhanced through T; effects

zero filling

Rotationswinkel

Ernst Winkel

chemische Verschiebung
gyromagnetisches Verhiltnis

Phasenverschiebung
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A. Anhang:Verwendete Chemikalien, Instrumente

und Software

A.1. Verbrauchsmaterialien

Im Folgenden sind die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien aufgelistet.

Tabelle A.1: Spezifikationen der verwendeten Losungsmittel. Alle Losungsmittel wurden in HPLC-Qualitat erworben.

Bezeichnung Reinheit [w/w%] Hersteller
Aceton > 99,8 Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Acetonitrile > 99,9 Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Tetrahydrofuran > 99,9 Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Wasser keine Verunreinigungen detektiert Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Tabelle A.2: Spezifikationen der verwendeten Chemikalien fiir die HPLC-NMR Methodenoptimierung.

Bezeichnung

Reinheit [w/w%]

Hersteller

Methylparaben
Ethylparaben
Propylparaben
Butylparaben

—~ N~

4-Hydroxybenzoesauremethylester)
4-Hydroxybenzoesdureethylester)
4-Hydroxybenzoesaurepropylester)
4-Hydroxybenzoesaurebutylester)
Pentylparaben (4-Hydroxybenzoesidurepentylester)
Gadolinium(III)-chlorid hexahydrat

> 99,0
> 99,0
> 99,0
> 99,0
> 98,0
>999

ACROS, Geel, Belgien

ACROS, Geel, Belgien

ACROS, Geel, Belgien
Alfa Aesar, Haverhill, USA
Alfa Aesar, Haverhill, USA
Alfa Aesar, Haverhill, USA

Tabelle A.3: Spezifikationen der verwendeten Polystyrol (PS)-Standards.

Bez. M, [kgmol™'] M, [kgmol™!] M, [kgmol~!] P Hersteller
PS-0,682 0,682 0,707 0,641 1,10 PSS, Mainz, Deutschland
PS-4,70 4,70 4,73 4,60 1,03 PSS, Mainz, Deutschland
PS-17.6 17,6 17,3 16,9 1,03 PSS, Mainz, Deutschland
PS-75,5 75,5 75,5 73,3 1,03 Intern synthetisiertb
PS-100 100 96,0 92,0 1,04 PSS, Mainz, Deutschland
PS-526 526 524 502 1,04 PSS, Mainz, Deutschland
PS-851 851 827 764 1,08 PSS, Mainz, Deutschland

% Bez. = Bezeichnung, b Synthetisiert von Dr. Matthias Heck.
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A. Anhang: Verwendete Chemikalien, Instrumente und Software

Fiir statische NMR Messungen wurden NMR Rohrchen Boroeco-5-7 von Deutero (Kastellaun, Deutsch-
land) bezogen mit einem Auflendurchmesser von 4,95 mm und einem Innendurchmesser von 4,09 mm.

Fir HPLC Messungen wurden folgende Sdulen verwendet:

« Fir LAC: semipréparative (250 X 10 mm Innendurchmesser), Modifizierung: C;s, Partikelgrofie:
5 pm, Porengrofle: 125 A, Hersteller: Phenomenex, Torrance, USA

« Fiir SEC: analytische (300 X 8 mm Innendurchmesser), Material: SDV, Partikelgrofle: 5 pym,
Trennbereich: 0,100 — 1000 kg mol~!, Hersteller: PSS, Mainz, Deutschland

A.2. Instrumente

A.2.1. HPLC

Die HPLC bestand aus einer quaterndren Pumpe (1260 Infinity II, Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland) mit einem Inline-Entgaser, einem manuellen Injektionsventil (Rheodyne, 7725i) mit In-
jektionsschleifen aus Edelstahl mit den Volumen V; = 20, 100, 500 und 1000 puL, einem Saulenofen
(TCC 6500, PSS, Mainz, Deutschland), einem DRI Detektor (1260 Infinity, Agilent Technologies, Wald-
bronn, Deutschland) und zwei UV Detektoren (UVD1: 1260 Infinity, Agilent Technologies, Waldbronn,
Deutschland; UVD2: 1260 Infinity II, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Die fiir die
FT-LC verwendete UDC-Box (Modell 810, PSS, Mainz, Deutschland) nutzte einen 24 Bit ADC mit einer
Datenabtastrate von 1 Hz.

A.2.2. NMR Spektrometer

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten NMR Gerate aufgelistet:

« Spinsolve 60 MHz, 'H optimiert?, Feldstirke: 1,45 T (*H Larmorfrequenz = 62 MHz), 'H Lini-
enbreite (20% CHCls in CDCls): 50 % Peakhohe < 0,5 Hz, 0,55 % Peakhohe < 20 Hz, [192] 'H
Sensitivitat: nicht spezifiziert, aber in der Dimension 260:1 (Spezifikationen nach Magitek, Aachen,
Deutschland [22]])

« Spinsolve 80 MHz, 'H optimiert?, Feldstirke: 1,9 T (‘H Larmorfrequenz = 80 MHz), 'H Linienbreite
(20% CHCI; in CDCl3): 50 % Peakhohe < 0,5 Hz, 0,55 % Peakhohe < 20 Hz, 'H Sensitivitit:
(1 % Ethylbenzol in CDCl3) 280:1 (Spezifikationen nach Magitek, Aachen, Deutschland [[193] )

« Spinsolve 90 MHz Ultra, 'H und 3C mit z-Gradienten mit 0,5 T m~! und Autosampler, Feldstérke:
2,1 T (*H Larmorfrequenz = 90 MHz), 'H Linienbreite (20% CHCl3 in CDCl3): 50 % Peakhéhe < 0,25
Hz, 0,55 % Peakhohe < 12 Hz, 'H Sensitivitit (1 % Ethylbenzol in CDCl3): 240:1 (Spezifikationen
nach Magitek, Aachen, Deutschland [[194])

+ 400 MHz Ascend mit Avance III Konsole, Probenkopf: PA BBI 400S1 H-BB-D-05 (Bruker, Rheins-
tetten, Deutschland)

4 1H optimiert bedeutet, dass der Schwingkreis nur 'H Kerne detektieren kann.
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A.3. Software

A.3. Software

Die Datenaufnahme und Instrumentsteuerung der HPLC Messungen erfolgte mit WinGPC (Version 8.32,
Build 8844) und die der NMR Messungen mit SpinsolveExpert (Version 1.41.18). Fiir die Auswertung der
FT-LC Messungen wurde MATLAB (Version 2021a) und fiir die Auswertung der HPLC-NMR Datensatze
wurde MATLAB (Version 2021b) sowie MestReNova (v14.1.2) verwendet.
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B. Anhang: Experimentelle Parameter und
Zusatzinformationen fiir die Ergebnisse der
LAC-NMR Kopplung

B.1. Experimenteller Ablauf der Pulssequenzen

Die in SpinsolveExpert vorprogrammierten Pulssequenzen von Magritek wurden verwendet und modi-
fiziert. Die genutzte Programmiersprache war Prospa.

Experimentelle Beschreibung der Pulssequenz ohne PRESAT

procedure(pulse_program,dir,mode,pars)

# Expose parameters for Microzed implementation
if(nrArgs == 3)

assignlist(pars)

endif

# Interface description (name, label, x, y, ctrl, vartype)

interface = ["nucleus", "Nucleus", "o","e", "tb", "readonly_string";
"blFreqlH", "Bl Frequency (MHz)", "o","1", "tbw", "freq";

“repTime", "Repetition time (ms)", "o","2", "tbw", "reptime";

"90AmplitudelH", "Pulse amplitude (dB)", "1","e", "tb", "pulseamp";

"pulseLengthlH", "Pulse length (us)", "1,"1", "tb", "pulselength";

"acqDelay", "Pulse acqu. delay (us)", "2","0", "tb", "sdelay",

"nrSpectra", "Number of spectra", *3*,"1", "tb", "float,[1,1le5]1";

"doplot", "Make plot/Print info", “3","2","cb", "no,yes"]

# Relationships to determine remaining variable values
relationships = ["nDataPnts = nrPnts",

"a90Amp = 90AmplitudelH",
"d90Dur = pulselLengthlH",
"dAcqDelay = acgDelay",
"totPnts = nrPnts",
"totTime = acqTime"]

# Define the tabs and their order
tabs = ["Pulse_sequence","Progress","Acquisition",
"Processing_Std","Display_Std","File_Settings"]
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B. Anhang: Experimentelle Parameter und Zusatzinformationen fiir die Ergebnisse der LAC-NMR Kopplung

# These parameters may be changed between experiments
variables = [""]

# x and y spacing between controls
dim = [170,26]

# Pulse sequence
initpp(dir) # Reset internal parameter list

pulse(mode,a90Amp,pl,d96Dur) # RF pulse
delay(dAcgDelay) # Pulse - acquire delay
acquire("overwrite",nDataPnts) # Acquire echo and wait
lst = endpp() # Return parameter list

# Phase cycle list

phaseList = [0,1,2,3; # Pulse phase

0,1,2,3] # Acquire phase

endproc(lst, tabs,interface, relationships,variables,dim,phaselList)

Experimentelle Beschreibung der Pulssequenz mit PRESAT

procedure(pulse_program,dir,mode)

# Interface description (name, label, controls, vartype)

interface = ["nucleus", “Nucleus", “tb", “readonly_string";
"blFreqlH", "Bl Frequency (MHz)", "tb", "freq";
"centerFregPPM", "Centre frequency (ppm)", "tb", "float";
"pulseLengthHard", "Hard pulse length (us)", "tbh", "pulselength";
"pulseAmplitude90", "90 Pulse amplitude (dB)", "tb", "pulseamp";
"pulseLengthPs", "Presat length (ms)", "tb", "float, [0, 1le4]";
"Osupl”, "Presat frequency 1 (ppm)", "tb", "float,[-1e6,1le6]";
"aSupl", "Presat amplitude 1 (dB)", "tb", "float,[-85,-161";
"Osup2", "Presat frequency 2 (ppm)", "tb", "float, [-1le6,1le6]";
"aSup2", "Presat amplitude 2 (dB)", "tb", "float,[-85,-161";
"Osup3", "Presat frequency 3 (ppm)", "tb", "float, [-1le6,1le6]";
"aSup3", "Presat amplitude 3 (dB)", "tb", "float,[-85,-161";
"useSupl", "Use 1", "cb", "no,yes";
"useSup2", "Use 2", "cb", “no,yes";
"useSup3", "Use 3", "cb", "no,yes";
"spoilAmp", "Homospoil amplitude", "tb", "float, [0, 1e4]";
"spoilDur", "Homospoil duration (ms)", "tb", "sdelay";
"shiftPoints", "Number of points to shift", "tb", "float, [-100,100]1";
"acqgDelay", "Acquisition delay (us)", "tb", "sdelay";
"repTime", "Repetition time (ms)", "tb", "reptime";
"nrSpectra", "Number of spectra", "tb", "float,[1,1e5]"]
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B.1. Experimenteller Ablauf der Pulssequenzen

# Relationships to determine remaining variable values

relationships = ["blFreq = blFreqlH",

“nPnts = nrPnts",

"nxSpoil = xshim-sign(xshim)xspoilAmp", # x shim spoiler amplitude
"nxShim = xshim", # x shim

"dHard = pulselLengthHard", # Hard 1H-pulse duration
"dSpoil = spoilDurx1000", # Gradient spoiler duration
"dRecov = 1500", # Gradient recovery delay
"aHard = pulseAmplitude90", # Hardpulse amplitude
"dAcgDelay = acqgDelay", # Acquisition delay
"offFreqlH = (centerFregPPM-wvPPMOffsetlH)*blFreqlH",

“01 = offFreqlH",

"fTx1H = double(blFreqlH)", # 1H Tx freq (no offset)

"(tPhase, tAmp,nTabSz,dStep) = 20231220_Presat_Collect:getRFPulse
(1000xpulseLengthPs,0supl,aSupl,useSupl,O0sup2,aSup2,useSup2,0sup3,aSup3,useSup3,blFreqlH)",
"totPnts = nrPnts",

"totTime = acqTime"]

# Define the pulse sequence parameter groups and their order
groups = ["Pulse_sequence","Progress","Acquisition",

"Processing_Std","Display_Std","File_Settings"]

# These parameters will be changed between experiments
variables = ["aHard"]

# Pulse sequence
initpp(dir) # Reset internal parameter list

# Set the transmit frequencies for 1H
settxfreq(fTx1H)

# Allow time to finish lock scan
delay(10000)

# Saturate the 1H peaks using a soft pulse
shapedrf (1, tAmp, tPhase,pl,nTabSz,dStep)

# Apply homospoil via an x shim offset
Spoiler:X(nxSpoil,nxShim,dSpoil, dRecov)

# Hard RF pulse
pulse(mode,aHard,pl,dHard)

# Pulse - acquire delay
delay(dAcqDelay)

# Acquire FID with decoupling
acquire("overwrite",nPnts) # Acquire FID
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B. Anhang: Experimentelle Parameter und Zusatzinformationen fiir die Ergebnisse der LAC-NMR Kopplung

1st = endpp() # Return parameter list

# Phase cycle list
phaseList = [0,1,2,3; # 90 phase
0,1,2,3] # Acquire phase

endproc(lst,groups,interface, relationships,variables,dim=null, phaselist)

B.2. Flusszellenkalibrierung fiir onflow 80 MHz NMR Messungen

Die Positionen der Flusszellen FC-9 und FC-10 im 80 MHz NMR wurden kalibriert. Die Spezifikationen
der Flusszellen sind in Tabelle S.[77} aufgefiihrt. Dafiir wurde in Millimeter-Schritten die Position
variiert, wobei der Mittelpunkt der aktiven Region auf 0 mm gesetzt wurde. Unter onflow (1 mL
min~!) Bedingungen wurde bei jeder Position ein NMR Spektrum einer 30 g L™! Propylparabenlésung
(Aceton/Wasser 60/40 v/v%) gemessen. Die NMR Spektren wurden mit der NMR Aufnahmemethode
2 in Tabelle S.[74 aufgenommen, mit 4 Scans pro Spektrum. Nach der in Abschnitt S.
beschriebenen Prozessierung mit einer 1 Hz exponentiellen Apodisierung wurde die mittlere Intensitat
der aromatischen Protonen bestimmt. In Abbildung|[B.1a|ist schematisch die aktive Region der Flusszelle
dargestellt und in Abbildung die mittlere Intensitat der aromatischen Protonen fiir die jeweilige
Position. Die verwendete Position der FC-9 betrug +2 mm und die der FC-10 +1 mm.

(a) (b)

10 —»—FC-9, Laktiv =
- © -FC-10,L

aktiv =

I-aktiv

Position [mm]

o
' |IIII|IIII|IIII|IIII| +

-10 e
02 04 06 08 1

/1

max FC-9 [_]

Abbildung B.1: Flusszellenkalibrierung der FC-9 und FC-10 fiir das 80 MHz NMR Spektrometer. Der Mittelpunkt der aktiven
Region wurde auf 0 mm gesetzt. Fiir verschiedene Position wurden unter onflow Bedingungen NMR Spektren einer 30 g L™!
Propylparabenlésung (Aceton/Wasser 60/40 v/v%) mit der NMR Aufnahmemethode 2 aufgenommen. Die mittlere Intensitat
der aromatischen Protonen fiir unterschiedliche Position ist in[(b)|dargestellt. Fiir FC-9 betrug die verwendete Position +2 mm
und fir FC-10 +1 mm.
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B.3. Kalibrierung der Empféngerverstarkung

B.3. Kalibrierung der Empfiangerverstarkung

In Tabelle[B.1|sind die genutzten Empfangerverstarkungen (rxgains) des 80 MHz NMR Spektrometers der
in Abbildung S.[75] verglichenen NMR Aufnahmemethoden zusammengefasst. Die Kalibrierungen
der Empféangerverstarkungen erfolgten entsprechend der Beschreibung in Abschnitt[5.4.3] S.

Tabelle B.1: Zusammenfassung der Empfangerverstirkungen (rxgains) der NMR Aufnahmemethoden.

NMR Aufnahmemethode? rxgain [dB]
Statisch  Onflow (1 mL min™?)
1 19 22
2 19 22
3 25 28
4 40 43
5 40 43
6 19
7 34

“ Entspricht der Bezeichnung in Tabelle [6.4] S[74]

B.4. Abschatzung des linearen Konzentrationsbereich in der LAC

Zur Abschétzung des linearen Konzentrationsbereichs (Konzentrationsbereich in dem der Verteilungs-
koeffizient des Analyten zwischen der mobilen und stationdren Phase konstant ist) der in Anhang[A.1]
S. spezifizierten semipréparativen Cyg Saule (250 X 10 mm) fiir das Modellsystem wurden HPLC
Messungen mit DRI Detektion einer Konzentrationsreihe von Methyl- und Pentylparaben durchgefiihrt.
Die Chromatogramme von Methylparaben sind in Abbildung [B.2|dargestellt.
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-
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DRI Saturiert

Norm. DRI Intensitéat [-]
Norm. DRI Intensitat [-]

25 65

Elutionzeit [min] Elutionzeit [min]

Abbildung B.2: DRI Chromatogramme einer Konzentrationsreihe VonMethyl- undPentylparaben. Die Chromatogramme
jeder analysierten Konzentration wurden jeweils auf den Methylparabenpeak normiert. Mit zunehmender Konzentration
nimmt aufgrund der Konzentrationsiiberladung die Peakbreite zu und die Retentionszeit ab, wie in Abbildungzu sehen ist.

Aufgrund der DRI Saturierung konnten fiir Methylparaben die Messungen bis zu 3,1 g L™! ausgewertet
werden, wihrend fiir Pentylparaben aufgrund der breiteren Peaks die Analyse bis zu 12,5 g L™! mog-
lich war. Die Retentionszeit und FWHM des chromatographischen Peaks wurden fiir jede Messung
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B. Anhang: Experimentelle Parameter und Zusatzinformationen fiir die Ergebnisse der LAC-NMR Kopplung

bestimmt. Das Konzentrationsiiberladungslimit (héchste Konzentration die noch im linearen Konzen-
trationsbereich liegt) war die analysierte Konzentration, bei der die Abnahme der Retentionszeit oder
die Zunahme des FWHM, relativ zur 0,012 g L™! Messung, noch unter 10 % lag. Die Auswertung ist in
Abbildung [B.3| dargestellt.
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Abbildung B.3: Abschitzung des Konzentrationstiberladungslimit fiir Methyl- und Pentylparaben. Die FWHM und die Reten-
tionszeiten wurden von HPLC Messungen mit DRI Detektion einer Konzentrationsreihe von Methyl- und Pentylparaben
bestimmt. Die niedrigste analysierte Konzentration war 0,012 g L™! und wurde als Referenzwert herangezogen. Das Kon-
zentrationstiberladungslimit entsprach der Konzentration, bei der die Retentionszeit oder die FWHM noch keine 10 %
Abweichung zur Referenzmessung aufwies. Aufgrund der DRI Detektorsaturierung war die hochste analysierte Konzentration
von Methylparaben 3,1 g L™! und von Pentylparaben 12,5 g L™!. Fiir Methylparaben wurde die 10 % Abweichung weder
fiir die FWHM in[(@)|noch die Retentionszeit in [(b)] erreicht. Das Konzentrationsiiberladungslimit fiir Pentylparaben wurde
anhand der FWHM Zunahme inbestimmt und betrug 0,78 g L1

Die Abweichungen der FWHM in Abbildung B.3alund der Retentionszeit in Abbildung sind fiir
Methylparaben bis zur 3,10 g L™! Messung unter der 10 % Grenze. Dies zeigt, dass fiir Methylparaben
das Konzentrationsiiberladungslimit iiber 3,10 g L™! lag. Fiir Pentylparaben war die letzte analysierte
Konzentration, bei der die 10 % Abweichung noch nicht erreicht wurde, fiir die FWHM bei 0,78 g L™!
(Abbildung und fiir die Retentionszeit bei 3,10 g L™! (Abbildung . Somit entsprach das
Konzentrationsiiberladungslimit fiir Pentylparaben 0,78 g L™'.

B.5. Kalibrierung der 90° Pulslange fiir Polystyrol in Acetonitril

Fiir die Analyse der PS-Oligomere in Abschnitt S.[93] wurde eine 90° Pulslingenkalibrierung
durchgefiihrt, entsprechend der Beschreibung in Abschnitt S.[63] Gemessen wurde unter stati-
schen Bedingungen eine 40 g L™! Losung eines PS-0,162 kg mol~! Standard in Acetonitril. Die Pulslinge
wurde bei einem konstanten rxgain von 16 dB in 1 ps Schritten erhéht. Jedes Spektrum wurde mit 4
Scans und mit einer Wiederholzeit pro Scan von 15,0 s aufgenommen. Von den Spektren wurden die
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B.6. Losungsmittelunterdriickung wiahrend einer Gradientenelution

aromatischen Protonen zwischen 6,0 und 8,0 ppm integriert und mit einer exponentiell abfallenden
Sinusfunktion angepasst. Die zum Maximum normierten Flachen sowie die Anpassungsfunktion sind
in Abbildung[B.4] gezeigt.
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Abbildung B.4: Pulslangenkalibrierung der aromatischen PS Protonen in Acetonitril unter statischen Bedingungen. Bei
unterschiedlichen Pulsldngen f, wurden Spektren einer 60 kg mol™! PS in Acetonitril aufgenommen. Die Fliche A der
aromatischen Protonen wurde fiir jedes Spektrum bestimmt und auf das Maximum normiert.

In Gleichung|6.1.1] S[63] ist die verwendete Anpassungsfunktion dargestellt und die einzelnen Parameter
benannt. In Abbildung S.[63] wurde gezeigt, dass die Pulslidnge fiir statische und onflow Messungen
nur geringfiigig unterschiedlich sind, weshalb dieselbe Pulsslange von t, =8 ps fiir die LAC-NMR
Messung verwendet wurde.

B.6. Losungsmittelunterdriickung wahrend einer Gradientenelution

In der LAC-NMR-Kopplung bewirkt eine Verdnderung der Losungsmittelzusammensetzung Anderun-
gen in der Signalintensitat, -position, -form und den Relaxationszeiten. (50,108,109, 189191

Um bei der Gradientenelution eine Losungsmittelunterdriickung zu erméglichen, entwickelte Jayawick-
rama et al. eine Methode, bei der ein zusatzlicher Losungsmittelgradient nach der HPLC Separation aber
vor der NMR Detektion der mobilen Phase zugeleitet wird, der invers zum eigentlichen Lésungsmittel-
gradienten ist. Somit wird versucht die Losungsmittelzusammensetzung wihrend der NMR Detektion
konstant zu halten.[[195] Die Nachteile dieser Methode sind, dass die aktuelle Losungsmittelzusam-
mensetzung nur schwer exakt getroffen werden kann und eine homogene Mischung der zwei mobilen
Phasen vor der NMR Detektion sichergestellt werden muss. Zudem wird durch die Zuleitung des
inversen Gradienten die Analytkonzentration um den Faktor 2 reduziert.

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung einer zweiteiligen Pulssequenz. Zuerst wird mit einem nor-
malen NMR Experiment die aktuelle chemische Verschiebung der Lésungsmittelsignale festgestellt und
deren Frequenzen automatisch in der darauf folgenden Pulssequenz mit Losungsmittelunterdriickung
verwendet.[[116}189] Der Nachteil dieser Methode ist, dass nur jeder zweite Scan zur Erstellung des
spektral aufgelosten Chromatogramms zur Verfiigung steht.

In dieser Arbeit wurde ein weiterer Ansatz untersucht. Die PRESAT Pulssequenz wurde modifiziert,
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sodass die Saturierungsfrequenzen wihrend der Messung angepasst werden und somit der Veranderung
der chemischen Verschiebung der Losungsmittelsignale folgen. Das Prinzip der dynamischen PRESAT
Pulssequenz ist in Abbildung[B.5|dargestellt.

1) Saturiere definierte Frequenzen (max. 3)

2) Finde die Maxima der Restsignale im Bereich
+ 1 ppm der Saturierungsfrequenzen

3) Nutze die Frequenzen der Maxima als neue
Saturierungsfrequenzen

Abbildung B.5: Funktionsweise der dynamischen PRESAT Pulssequenz zur Losungsmittelunterdriickung bei der Gradien-
tenelution. Bei der Aufnahme des ersten Spektrums werden die Saturierungsfrequenzen, die zu Beginn der Messung vom
Benutzer festgelegt werden, verwendet. Im Spektrum wird im Bereich + 1 ppm der Saturierungsfrequenzen das Maximum
des Restlosungsmittelsignals gesucht und dessen Frequenz als neue Saturierungsfrequenz im folgenden Scan verwendet.

Bei der dynamischen PRESAT werden in der ersten NMR Messung die Saturierungsfrequenzen verwen-
det, die vom Benutzer zuvor festgelegt werden. Im aufgenommenen Spektrum wird im Bereich + 1
ppm der Saturierungsfrequenzen nach den Maxima gesucht und die dazugehorigen Frequenzen in der
nachfolgenden Messung als neue Saturierungsfrequenzen verwendet.

Mit dieser Methode ist es mdglich eine Losungsmittelunterdriickung trotz der Veranderung der chemi-
schen Verschiebung der Losungsmittelsignale bei der Graidentenelution zu erhalten. In Vorversuchen
wurde festgestellt, dass der Losungsmittelgradient nicht unter ein Volumenanteil von unter = 10% v/v%
fallen sollte damit das Restsignal des Losungsmittels zuverlassig hoher ist als die Analytsignale.

In der Benutzeroberfliche der SpinsolveExpert Applikation befindet sich die Pulssequenz unter dem
Pfad: macros_mm > 20230627_Presat_Collect_dynamic_sat_frequ.
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C. Anhang: Experimentelle Durchfiihrung und
Zusatzinformationen zur FT-LC

C.1. Durchfiihrung einer FT-LC Messung

C.1.1. Herstellung der Verbindung zur UDC-Box

Zum Durchfiihren einer FT-LC Messung muss aufgrund des manuellen Injektionsauslésers die UDC-Box
mit der WinGPC Software verbunden werden. Die Detektoren sind iiber Ethernetkabel und die UDC-Box
mit einem USB-Kabel mit dem Computer verbunden. Im Interface Menii in Abbildung [C.1]kann nach-
geschaut werden, welches Kabel gerade fiir die Datentibertragung genutzt wird.

|| Lew=e Sequenz: | 4§ 11.09.19 10:06 (0)
Interface Status X

System-Akivitat

WWWEWWWWWW Name / Standort :
773 [001 [000 [007 [160 043 006 000 000 [000 |Ps§UDC/s1UCH02 |
WWWWWW[_,_ [—,— Seriennr. : Mode:
C e 1o
,—,—,—,—'—,—,_,_[_,_ Statistik
[—l_[_l_[_,_[_l_[_[_ Gute Bldcke :
,—,_,—I_l—,_,_,_[_,_ Korrekturen : -
[_l_[_,_[_,_[_,_[_,_ Leerlauf [%]: -
I o
T T T T T T T T T T [OHexAnesige

O
I
i [
i I
” O

)

I UDC Dialog beim Start anzeigen I

Abbildung C.1: Interface zum Feststellen der Datenquelle. Das Fenster wird aufgerufen, indem auf das Methodenfenster
geklickt und dann tiber der Symbolleiste Interface>Information ausgewihlt wird. Im Kasten I) unter Seriennr. wird der
Verbindungstyp angegeben. Wird der Text 0214D angegeben, wird die UDC-Box bereits tiber das USB-Kabel angesteuert. Sind
die Detektoren direkt mit dem Computer verbunden steht dort 00FFF. In dem Fall muss die Verbindung gewechselt werden.
Setze hierzu zunéchst den Haken im Kasten II) UDC Dialog beim Start anzeigen und starte die WinGPC Applikation neu.
Das weitere Vorgehen ist in Abbildungbeschrieben.

Im Interface Menii in Abbildung|C.1{wird im markierten Kasten I) unter Seriennr. der Verbindungstyp
angegeben. Im in Abbildung gezeigten Beispiel wird bereits die UDC-Box iiber das USB-Kabel
angesteuert, weshalb 0214D im Kasten I) erscheint. Sind die Detektoren direkt iiber das Ethernetkabel
verbunden, wiirde in dem Anzeigefeld O0FFF erscheinen. In einem solchen Fall muss die Verbindung
gewechselt werden. Hierfiir muss zunichst der Haken im Kasten II) UDC Dialog beim Start anzeigen
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gesetzt werden. AnschlieBend wird die WinGPC Applikation neu gestartet.
Nach dem Neustart der WinGPC Applikation erscheint das in Abbildung|[C.2|dargestellte Login-Fenster.
Wichtig ist drauf zu achten, dass bei dem roten Kastchen bei Show Login Screen ein Haken gesetzt ist.

WinGPC UniChrom Authentication

—==

N
Username : | poly-adm
>

. Password: |

 Domain: [T ~|

|l7 Show Login Screen |

Administration | Cancel | OK |

Abbildung C.2: Das WinGPC Login Fenster. Wahle Show Login Screen aus und klicke auf OK und beim nichsten Fenster das
sich 6ffnet auf Login. Daraufhin 6ffnet sich das Fenster in Abbildung[C.3] in dem die Schnittstelle des Computers ausgewéhlt
werden kann.

Nach dem Login 6ffnet sich das Fenster in Abbildung[C.3|in dem die Schnittstelle ausgewihlt werden
kann. Fiir eine FT-LC Messung muss die markierte USB Verbindung ausgewahlt werden.

PSS UDC Devices X
T. Senal MHame / Location Twp CH A B Wer o Ir Subnet
021040 PSS UDC/A10 CHOZ 0
B8 00FFFF PSS UDC/A0CHIO  Eth m 0 o0 115 0 127001 0.0.0.0
< >

[ | entry af [P-Add
anual entry of ress Cancel

Show dialog on WinGPC startup

Abbildung C.3: Auswahl der Schnittstelle des Computers zur HPLC. Wird die USB Verbindung ausgewéhlt werden die HPLC
Daten von der UDC-Box empfangen. Wird dagegen die Ethernetverbindung ausgewahlt, werden die Daten direkt vom HPLC
Detektor abgegriffen.

Falls der zweite Detektor noch nicht als Gerét zur Software hinzugefiigt wurde, kann dies nachfolgend
geschehen, indem Show dialog on WinGPC startup ausgewahlt wird.

C.1.2. Vorbereiten der FT-LC Messung

Der Losungsmittelgradient wird erstellt indem das in Abbildung C.4|genutzte Excel Arbeitsblatt mit
dem Namen Sinusoidal Gradient 100events verwendet wird.
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C.1. Durchfithrung einer FT-LC Messung

Sinusoidal Gradient_100events - Excel

L‘; Normal

Bru Ac|E= e wplanatory .. (Ut

ALl fe v

A B C D E F G H | J K L M N o P Q R
1 I Row No Time in min  sin THF Sample © D <?xml version="1.0" encoding="UTF-8"?>
2 |Wavelength (min) 0 0,000 0,000 0 50,00 0 50,00 i t ion="1.0.0" xsi hemalocation="
3 15 1 0,150 0,063 0 53,14 0 46,86 <Solvents>
4 2 0,300 0,125 0 56,27 0 43,73 <Solvent_ entage>0</Perct 8! _A>
5 |Number of Steps 3 0,450 0,187 0 59,37 0 40,63 <Solvent_| p ntage>50</Per g lvent_B>
6 100 might require 4 0,600 0,249 0 62,43 0 37,57 <Solvent_C><Name>C</Name><Percentage>0</Percentage></Solvent_C>
7 5 0,750 0,309 0 65,45 0 34,55 <Solvent_D: / ntage>50</Percentage></Solvent_D>
8 |Amplitude 6 0,900 0,368 0 68,41 0 31,59 </Solvents>
9 50 7 1,050 0,426 0 71,29 0 28,71 <Timetable>
10 8 1,200 0,482 0 74,09 0 25,91 <Entry><Time>0.15</Time><Percentage_B>53.1395259764657</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
1 9 1,350 0,536 0 76,79 0 23,21 <Entry><Time>0.3</Time><Percentage_B>56.2666616782152</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
12 10 1,500 0,588 0 79,39 0 20,61 <Entry><Time>0.45</Time><Percentage_B>59.3690657292862</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
13 11 1,650 0,637 0 81,87 0 18,13 <Entry><Time>0.6</Time><Percentage_B>62. 427</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
14 12 1,800 0,685 0 84,23 0 15,77 <Entry><Time>0.75</Time><Percentage_B>65.4508497187474</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
15 13 1,950 0,729 0 86,45 0 13,55 <Entry><Time>0.9</Time><Percentage_B>68.4062276342339</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
16 14 2,100 0,771 0 88,53 0 11,47 <Entry><Time>1.05</Time><Percentage_B>71.2889645782536</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
17 15 2,250 0,809 0 90,45 0 9,55 <Entry><Time>1.2</Time><Percentage_B>74.0876837050858</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
18 16 2,400 0,844 0 92,22 0 7,78 <Entry><Time>1.35</Time><Percentage_B>76.791339 ntage_B><Percentage_C>0</Perce
19 17 2,550 0,876 0 93,82 0 6,18 <Entry><Time>1.5</Time><Percentage_B>79.3892626146237</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
20 18 2,700 0,905 0 95,24 0 4,76 <Entry><Time>1.65</Time><Percentage_B>81.8711994874345</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
21 19 2,850 0,930 0 96,49 0 3,51 <Entry><Time>1.8</Time><Percentage_B>84.2273552964344</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
22 20 3,000 0,951 0 97,55 0 2,45 <Entry><Time>1.95</Time><Percentage_B>86.4484313710706</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
23 21 3,150 0,969 0 98,43 0 1,57 <Entry><Time>2.1</Time><Percentage_B>88.5256621387895</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
24 22 3,300 0,982 0 99,11 0 0,89 <Entry><Time>2.25</Time><Percentage_B>90.4508497187474</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
25 23 3,450 0,992 0 99,61 0 0,39 <Entry><Time>2.4</Time><Percentage_B>92.2163962751007</Percentage_B><Percentage_C>0</Percen
26 24 3,600 0,998 0 99,90 0 0,10 <Entry><Time>2.55</Time><Percentage_B>93.8153340021932</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
27 25 3,750 1,000 0 100,00 0 0,00 <Entry><Time>2.7</Time><Percentage_B>95.241352623301</Percentage_B><Percentage_C>0</Percent:
28 26 3,900 0,998 0 99,90 0 0,10 <Entry><Time>2.85</Time><Percentage_B>96.4888242944126</Percentage_B><Percentage_C>0</Perce
29 27 4,050 0,992 0 99,61 0 0,39 <Entry><Time>3</Time><Percentage_B>97.5528258147577</Percentage_B><Percentage_C>0</Percenta

Tabellel | Tabelle2 | Tabelles ®

Ready
H £ Suchbegriff hier eingeben

Abbildung C.4: Erstellung des Losungsmittelgradienten fiir das sinusformige Analytkonzentrationsprofil. In dem Excel
Arbeitsblatt kann die Form, die Periode und die Amplitude des Anregungssignals definiert werden. Das Anregungssignal wird
mit 100 Zeitschritten erstellt und in einen fiir die WinGPC lesbaren XML Code iibersetzt (gezeigt in der K-Spalte). Dieser wird
in eine leere Text-Datei kopiert und in die WinGPC Benutzeroberfliche der quaternéren Pumpe, gezeigt in Abbildung[C.5]
importiert. Damit der Import funktioniert muss sichergestellt sein, dass das Dezimaltrennzeichen ein Punkt (.) und kein

B D o - b+ 1%

Komma (,) ist.

In dieser Datei wird die Form, die Periode sowie Amplitude definiert. Fiir die maximale Sensitivitat der
FT-LC Analyse wird empfohlen eine Amplitude von 50 zu wihlen, damit der Sinus die volle Auslenkung
besitzt. Der erstellte Gradient wird anschlieffend in einen extensible markup language (XML) Code
iibersetzt, der in der K-Spalte angezeigt wird. Dieser wird in ein leeres Textdokument kopiert und
zum spateren Import in die WinGPC Software abgespeichert. Als Dezimaltrennzeichen wird in der
englischen Excel-Version ein Punkt (.) und in der deutschen Excel-Version ein Komma (,) verwendet.
Damit der Import in der WinGPC Software funktioniert muss das Deziamltrennzeichen ein Punkt ()
sein.

Das Textdokument wird anschlieend in der graphischen Benutzeroberfliche der WinGPC Software
hochgeladen. Hierfiir wird Import Timetable (Kasten I)) im Instrumentenfenster der quaterniren
Pumpe in Abbildung ausgewdhlt. Die Stoppszeit eines Gradientenzyklus wird ebenfalls dort einge-
stellt (Kasten II)), wobei diese der Periode - 0,03 min entsprechen sollte. Diese Zeit wird benétigt damit
die Pumpe innerhalb der Periode mit der nachsten Oszillation starten kann.

Zur periodischen Wiederholung des Losungsmittelgradienten (Oszillation) wird die Relais Funktion der
quaterndren Pumpe verwendet. Diese wird aktiviert, indem iiber der Symbolleiste der Reiter Definiti-
on>Steuerung> Aktiviert ausgewahlt wird. Anschliefend wird im unter Definition>Steuerung>
Relais 1 aufgerufenen Fenster die Anzahl der Oszillationen definiert. Das entsprechende Fenster ist in
Abbildung dargestellt. Fiir eine periodische Schaltung der Oszillation sollte das in Abbildung[C.6]
(Kasten 1)) gezeigte Schaltintervall der Periode - 1 s und die Schaltzeit 0,500 s (Kasten II)) entsprechen.
Die Zahl unter dem Reiter Schaltvorgiange entspricht der Anzahl an gewiinschten Oszillationen und
sollte mindestens 3 sein. Nachdem nun noch im Methodenfenster die Methode FT-SEC_MM.MET
geladen wurde, kann die FT-LC Messung gestartet werden. Hierzu wird zuerst die Aufnahme der
Basislinie gestartet und anschlieBend der manuelle Injektionsausloser betatigt.
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|MEDe
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Abbildung C.5: Der Losungsmittelgradient, der in Abbildung@erstellt wurde, wird unter Import Timetable, markiert
mit dem Kasten I), in die Benutzeroberfliche der quaterniren Pumpe geladen. Im Kasten II) wird die Stoppzeit eines
Gradientenzyklus festgelegt und sollte der Dauer der Periode - 0,03 min entsprechen.

By T = |
Relais-Steuerung X L:
Abhangig von ... Standard
(O Detektor | 1:11: RID 1, Rl Sign. ~ (® ausgeschaltet
(O manuell O Injekt (O eingeschaltet
| O periodisch (@) Injekt u. periodisch [] Alarmmeldung
Tabelle (O Injekt u. Tabelle
Signaltyp Modus
Schaltverzogerung [min]: (® Schaltgrenzen
of |0.0000 ] O Schaltbereich
Schaltintervall [s]:
899 I
- | ) l Abbrechen
Schaltzeit [s] : Schaltvorgénge :
D EE D 0K

Clmmmbb s

ni

Abbildung C.6: Nutzung der Relais Funktion zur periodischen Wiederholung des Gradienten. Hierzu wird im Kasten I) das
Schaltintervall gleich der Periode - 1 s gesetzt und die Schaltzeit (Kasten II) auf 0,500 s. Die Anzahl an Oszillationen wird
unter Schaltvorginge (Kasten III) definiert.

C.2,

Linearitatsgrenze der UV Detektoren fiir PS-Standards

In Abbildung ist das UV Absorptionsspektrum einer 1 g L™! PS-75,5 kg mol~! Losung in THF
gezeigt.
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25/0ct /2019 14:09:37

:E‘-;:'EI::ﬂ".mfi |_22E].‘[ﬂnm|‘ 3.12848
3.0004 i o
236_ nm 260‘nm
I . 450 .
B L i S :
220, 0nm (_18/div)  300,0nm
Measuring,,, Press STOP to stop, °

Abbildung C.7: Absorptionsspektrum von 1 g L™! PS-75,5 kg mol~! in THF. Entnommen aus der Masterarbeit von Markus

Matz.

Bei den Wellenlangen 236 und 260 nm wurden die Linearititsgrenzen (LOL) der UVDs bestimmt. Die
Definition des LOL ist in Abschnitt[2.4} S.[14] beschrieben. Es wurden unterschiedliche Konzentrationen
von PS-75,5 kg mol~! mittels des zirkuliren Aufbaus durch den UVD1 und UVD2 geleitet und die
Signalintensitit bei 236 und 260 nm gemessen. In Abbildung sind die LOL fiir UVD2 dargestellt,
wobei die Konzentration der Konzentration in der Detektorflusszelle entspricht.

1.5

2 2
S i o | @260 nm
o @i ———y=064-c
o 8i 8 ——y=018-¢
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Konzentration PS-75,5 kg/mol [g/L]

Abbildung C.8: Bestimmung der LOL fiir UVD2 bei 236 und 260 nm. Gezeigt ist die zum jeweiligen Maximum normierte
Absorption, aufgetragen gegen die Konzentrationen in der Flusszelle an PS-75,5 kg mol™! in THF. Zur Bestimmung der LOL
wurden die Absorptionswerte im linearen Bereich der Detektorantwort linear angepasst. Fiir die Anpassung der linearen
Anpassungsfunktion wurden bei 236 nm die Messwerte der Konzentrationen bis zu 1,2 g L™! und fiir 260 nm, aufgrund des
héheren Absorptionskoeffizienten, bis zu 0,6 g L~ genutzt.
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C.3. Effekt geloster Gaskomponenten auf eine FT-SEC Messung

Eine FT-SEC Messung wurde nur mit THF in beiden Losungsmittelreservoirs durchgefiithrt mit einer
Periode von T = 15 min. Die Messungen wurden mit keiner, einfacher, zweifacher und dreifacher
Entgasung durchgefiihrt. Die Chromatogramme sind in Abbildung|[C.9|dargestellt.

(a) UVD1

[\J]

Norm. rel. Absorption [-]

(b) UVD2

Norm. rel. Absorption [-]

1 1 1 1 1 1 1 1

26 31 36 41 46 51 56 61 66
Elutionszeit [min]

Keine Entgasung Zweifache Entgasung
Einfache Entgasung Dreifache Entgasung

Abbildung C.9: Auswirkung geloster UV absorbierende Gaskomponenten auf die FT-SEC Messung. FT-SEC Messungen
wurden durchgefiihrt, wobei sich in beiden Losungsmittelflaschen THF befand. Die mobile Phase wurde unterschiedlich oft
entgast. Die Chromatogramme wurden zuerst auf den jeweiligen Mittelwert der Absorption referenziert und anschlieflend
auf das jeweilige Maximum des Chromatogramms der einfachen Entgasung normiert. Wihrend bei keiner Entgasung und
dreifacher Entgasung die Amplitude der Oszillation nahezu null ist, sind bei einfacher und zweifacher Entgasung noch
deutliche Oszillationen erkennbar. Bei zweifacher Entgasung ist die Amplitude jedoch deutlich reduziert, verglichen zur
einfachen Entgasung. Der Grund fiir die Absorption ist geléste Oz, wie in Abschnitt[7.1.4] S[TT0] detailliert erklart ist. In
Abbildung sind die Fourier-Spektren dieser Abschnitte zu sehen.

Die dargestellten Chromatogrammsektionen zeigen bei keiner und dreifacher Entgasung eine nahezu
stabile Basislinie, wihrend bei den Chromatogrammen mit einfacher und zweifacher Entgasung deutli-
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C.3. Effekt geloster Gaskomponenten auf eine FT-SEC Messung

che Oszillationen erkennbar sind. Die Amplitude der Oszillation im Chromatogramm mit einfacher
Entgasung ist deutlich intensiver als die beim Chromatogramm mit zweifacher Entgasung.

Die unterschiedlich intensiven Oszillationen entstehen durch eine unvollstdndige Entgasung und bilden
in die héheren harmonischen Frequenzen in den Fourier-Spektren in Abbildung[C.10] Indem das THF
dreimal entgast wurde, konnte die Magnitude der zweiten hoheren harmonischen Frequenz 2 - v fiir
UVD1 um einen Faktor 45 und fiir UVD2 um einen Faktor 30 reduziert werden.

(a) UVD1

-
o
N

—
S
(2]

Norm. Intesnitéat [-]

-
o
A

(b) UVD2

i 10°
; 21,130

Norm. Intesnitat [-]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Frequenz [Hz]

Keine Entgasung Zweifache Entgasung
Einfache Entgasung Dreifache Entgasung

Abbildung C.10: Auswirkung der unvollstandigen Entgasung auf die héheren harmonischen Frequenzen. Indem eine dreifache
Entgasung anstatt einer einfachen Entgasung angewandt wird, reduziert sich die Magnitude der zweiten héheren harmonischen
Frequenz (2 - vp) im Spektrum des UVD1 um einen Faktor 45 und im Spektrum des UVD2 um einen Faktor 30.

187



C. Anhang: Experimentelle Durchfithrung und Zusatzinformationen zur FT-LC

C.4. Einfluss der Periode auf die Amplitude des Antwortchromatogramms

In Abschnitt|7.2.3] S. werden FT-SEC Messungen einer 0,1 g L™ PS-100 kg mol~! Lésung in THF
mit den Perioden T = 60, 300, 600, 900, 1300 und 3 600 s beschrieben. Chromatogrammabschnitte des

UVD2 der Analysen sind in Abbildung dargestellt.
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£ 04r ——T=60s |
5 ——T=300s
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———T=1200s
T=3600s |
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0 500 1000 1500

Elutionszeit [s]

Abbildung C.11: FT-SEC Chromatogrammabschnitte von Messungen mit unterschiedlicher Periode. Aufgrund der Banden-
verbreiterung nimmt die Amplitude zu kiirzeren Perioden hin ab. Aufgrund der Diskussion in Abschnitt S. wird
empfohlen eine Periode von T > 300 s zu wihlen um eine iiberméflige Reduzierung der Amplitude zu vermeiden.

Von den Messungen mit T = 60 — 900 s sind jeweils nur die erste Periode gezeigt. Fiir die Messungen
mit T =1300 und 3 600 s sind die Chromatogrammabschnitte bis zu Elutionszeit des ersten Maximums
der T = 3600 s Messung dargestellt. Die Amplitude der Oszillation nimmt mit der Periode aufgrund der
Bandenverbreiterung ab.
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