APPLIKATIONSNOTE

Stand: Marz 2011

GLYPHOSAT / AMPA

Glyphosat (N-Phosphonomethylglycin), die aktive Komponente in
den kommerziellen Unkrautvernichtungsmitteln Roundupe und
Rodeoeo, ist ein modernes Breitband-Herbizid. Dessen intensiver
Einsatz in der Landwirtschaft und im privaten Bereich kann zu
Kontaminationen des Grundwassers und der kultivierten Pflanzen
fuhren. Um Glyphosat und dessen Hauptmetaboliten AMPA
(Aminomethylphosphonsaure) im Spurenbereich nachweisen zu
konnen, wird von PICKERING eine komplette Methode (PINNACLE
‘ PCX und Applikationskit) angeboten, die auf der amerikanischen
L EPA-Methode 547 basiert. Das Glyphosat-Kit enhalt neben der
' o Saule auch Reagenzien, Diluenten, Eluenten und Standard.

Methodenbeschreibung

Mit dieser HPLC-Nachsaulenderivatisierungsmethode ist es moglich, einen weiten Bereich von
Probenmatrices (Lebensmittel, Wasser, etc.) abzudecken.

Die Derivatisierung von Glyphosat (sekundares Amin) erfolgt in einer zweistufigen Reaktion. Im
ersten Schritt wird Glyphosat zum primaren Amin Glycin oxidiert, das danach im zweiten Schritt mit
o-Phthaldialdehyd (OPA) und Thiofluore (2-Mercapoethanolderivat) zu einem fluoreszierenden
Isoindolderivat reagiert. AMPA als primares Amin reagiert ohne vorhergehende Oxidation spontan
mit OPA/Thiofluore.

Derivatisierung von Glyphosat/AMPA zu fluoreszierenden Isoindolderivaten

1. Oxidation:
H ocl ~
| HO, NH,
HOLC.__N.__POH, 0 O
Glyphosat Glycin

2. Derivatisierung:
S
TSNCH,)
2

CHO oH> o
R.NH 4 ij\l/ + (CH 3)2N/\/SH ? _ N—CHR
CHO

R= —POH, AMPA (Aminomethylphosphonsaure)
R= —COH Glycin
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Die Peakflachen der Glyphosat- und AMPA-Derivate
hangen deutlich von der Konzentration des 350
Oxidationsmittels ab. Zuviel Oxidationsmittel zerstort
das AMPA, wahrend bei zuwenig das 300 ¢ AMPA
Glyphosat nur unzureichend oxidiert wird. In der Grafik 250 |
erkennt man gut, das mit einer Hypochlorit-
Konzentration von etwa 100 pL 5-%iger Hypochlorit- 200 |
Lésung/L Diluent beide Verbindungen Area
mit guter Empfindlichkeit bestimmt werden kdnnen. Je 150 +
nach verwendetem Fluoreszenz- 00 Cliprees!
Detektor liegt die Nachweisgrenze der Derivate bei
jeweils 250 bis 1500 pg absolut. Eine zeitaufwandige 50 1
und damit teure Doppelbestimmung jeder Probe mit ul of 5% NaOCl/I
und ohne Oxidationsmittel ist somit nicht notig. 0 e
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Chromatogramme
Chromatogramm eines Glyphosat / AMPA-Standards
Konzentration (abs.) je Verbindung: 2,5 ng (links) und 0,25 ng (rechts)
AMPA I
3 Glyphosat 18.758 3
9,?69 |
2 | 2
[ Glyphosat AMPA
.! | |‘ 1 9]950 18,__753
‘ | 1.550 1) s
0- ]

min

20

Chromatogramm (rechts) einer mit ]
Glyphosat / AMPA-Standard versetzten 1
Oberflachenwasserprobe nach Aufreinigung ﬁ
(DFG-Methode)

Konzentration (abs.): 2,5 ng je Verbindung

i Glyphosat
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HPLC-Bedingungen und Derivatisierungsparameter

HPLC Bedingungen

Betriebsmodus binarer Gradient

Eluent K200-Eluent (Kaliumdihydrogenphosphatpuffer) und RG019-
Regenerant (Kaliumhydroxid-Losung)

Entgasung Helium- oder Vakuum-entgast

HPLC-Saule Kationenaustauschersaule 4.0 x 150 mm mit Vorsaule

Flussrate 0.4 mL/min

Injektionsvolumen Bis 100 uL

Nachsaulenderivatisierung

Pinnacle PCX Zweistufig
Saulenofen 55 °C
Reaktorvolumen 0,5mL

Reaktortemperatur 36 °C

Reagenz 1 100 pL 5% Natriumhypochlorit-Lésung/L. in GA116-Diluent
Reagenz 2 o-Phthaldialdehyd (OPA) und Thiofluore in GA104-Diluent
Reagenzfluss 0.3 mL/min

Detektion

Messart Fluoreszenz-Detektion

Anregungswellenlange | 330 nm

Emissionswellenlange | 465 nm

Zelle Analytisch; druckstabil bis 7 bar
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Achtung! Extremer pH-Bereich!

Wegen des alkalischen Regeneranten (pH 13) durfen keine Teile

aus Vespel im HPLC-System vorhanden sein, sondern missen gegen Teile aus pH-inertem
Material (Tefzel oder PEEK) ausgetauscht werden. Kontaktieren Sie dazu lhren LC-Auflendienst
oder ziehen Sie Ihr Handbuch zu Rate.

Eine inerte Ausfihrung (Titan, PEEK) der HPLC-Anlage ist nicht notwendig, eine
Kolbenhinterspulung der Pumpenkdpfe aber empfehlenswert.

Um Korrosion der Anlage und Kontamination der lonenaustauschersaule mit Metall-lonen zu
vermeiden, empfiehlt es sich vor allem altere HPLC-Systeme zu passivieren. Kontaktieren Sie
dazu Ihren LC-AulRendienst oder ziehen Sie lhr Handbuch zu Rate.

Gradientenprogramm

Flussrate: 0,4 mL/min; Saulentemperatur: 55°C

Schritt Zeit [min] | Intervall [min] | K200 [%] |RGO019 [%]
Equil. 100 0 Equilibrierung
0 0 0 100 0 Injektion bis 50 pL
1 0-15 3 100 0 Isokratisch
2 15-17 2 0 100 Sprung (Regenerant)
3 17-25 8 100 0 Re-Equilibrierung
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Kontamination der Saule

Wenige Nanomol von Schwermetall-lonen auf der ,Glyphosat“-lonenaustauschersaule
verursachen eine drastische Signalverbreiterung und damit einen Verlust an Empfindlichkeit. Um
eine Kontamination der Saule mit Schwermetall-lonen zu vermeiden, empfiehlt es sich, bei alteren
HPLC-Anlagen das System zu passivieren (s. 0.). Sollten doch Schwermetall-lonen auf die Saule
gelangen, so kénnen diese ohne groRen Aufwand mit RESTOREe-Reagenz entfernt werden.

Chemikalien und Saulen

Nachsaulenderivatisierungssystem

Bestell Nr. Beschreibung
1153-1052 PINNACLE PCX, zweistufig; 500 uL Reaktor

Applikationskit

Bestell Nr. | Beschreibung

0352-0010 | Applikationskit Glyphosat / AMPA, bestehend aus:
1954150

Trennséaule, Kationenaustauscher, K+-Form, 4 x 150 mm

1953020 Vorsaule, 3 x 20 mm, flr Sdule 1954150

0120 o-Phthalaldehyd (OPA), “Chromatographic Grade™”, 5 g
GA104 OPA-Diluent, “Chromatographic Grade™", 4 x 950 mL

3700-2000 | Thiofluore; “Chromatographic Grade™”, 10 g

GA116 Hypochlorit-Diluent, 4 x 950 mL
K200 Kaliumphosphatpuffer als Elutionsmittel, 4 x 950 mL
RG019 Saulenregenerant, 950 mL

1700-0140 RESTOREe, Saulenregenerant bei Schwermetall-lonen-Kontamination,
250 mL

1700-0080 | Glyphosat- und AMPA-Standard, qualitativ, 1,5 mL, 2,5 pyg/mL
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Trennséaule fur die Glyphosat-Analytik

e & - Speziell fur die Glyphosat-Analytik entwickelt
——— oy - Schnelle, isokratische Methode
oA - Hohe Auflésung und Prazision
"“"“?F—_--' - Retentionszeiten unabhangig von Matrixeffekten

- Nicht-metallische Saulenfritten

Die PICKERING-Saule ist eine Kationenaustauschersaule (K+-Form), die speziell fir die
Glyphosat-Analytik entwickelt wurde. Die Retentionszeiten von Glyphosat und AMPA sind im
Vergleich zu anderen Saulen wesentlich kirzer und die Peaks scharfer. Mehr Uber die Analytik von
Glyphosat erfahren Sie unter Applikationen (Glyphosat).

Die angebotene Vorsaule ist mit dem gleichen lonenaustauschermaterial gefullt und wird nach
gleichen Kriterien wie die analytische Saule getestet.

Bestell Nr. | Beschreibung
1954150

Trennsaule fur die Glyphosat-Analytik, Kationenaustauscher, K+-Form, 4 x 150 mm

1953020 Vorsaule fur die Glyphosat-Analytik, 3 x 20 mm, fir Saule 1954150

o-Phthalaldehyd Reagenz

Primare Amine bilden mit o-Phtalaldehyd (OPA) und einem Thioalkohol (Mercaptan) im alkalischen
Milieu stark fluoreszierende Isoindol-Derivate. Bei Raumtemperatur ist diese Reaktion bei einem
pH-Wert von 9-10 normalerweise innerhalb von ca. 30 sec abgeschlossen. Um eine maximale
Empfindlichkeit der Methode zu gewahrleisten, ist es notwendig, hochreine Chemikalien zu
verwenden und die sauerstoffempfindliche OPA-Reagenzldsung standig unter Inertgasatmosphare
zu halten. Es ist daher aber auch wichtig, nicht nur das Reagenzreservoir unter Inertgas zu halten
sondern auch luftundurchlassige Gas- und Reagenzleitungen aus Sarane oder PEEK zu
verwenden. Die so aufbewahrte Reagenzldésung kann bis zu 10 Tagen verwendet werden, ohne
dass sich das Signal/Rauschverhaltnis andert.

Fir die o-Phthalaldehyd-Reagenzlésung bietet PICKERING an:
- Hochreines, kristallines OPA

- Boratdiluent; garantiert frei von Aminen und Schwermetallen
- Thiofluor; ein kristallines 2-Mercaptoethanolderivat

Bestell Nr. Beschreibung
0120 o-Phthalaldehyd (OPA), “Chromatographic Grade™”, 5 g
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o-Phthalaldehyd Diluent

Fir die Glyphosat-Analytik bietet Pickering einen Na-Boratpuffer mit pH 10,4 an, der auch saure
Eluenten abpuffert.

Bestell Nr. Beschreibung
GA104 OPA-Diluent, “Chromatographic Grade™”, 4 x 950 mL
Thiofluor®

Thiofluore der Firma PICKERING ist ein kristallines, schwer fllichtiges Nucleophil. Seine mit OPA
und primaren Aminen gebildeten Isoindolderivate sind bei gleichen Fluoreszenzeigenschaften
stabiler als die des Ublicherweise verwendeten 2-Mercaptoethanols.

Bestell Nr. Beschreibung

3700-2000 Thiofluore, ,Chromatographic Grad™”, 10 g

Hypochlorit Diluent

- Lésungsmittel flir Natriumhypochlorit (Oxidationsmittel)
- Garantiert frei von fluoreszierenden Verunreinigungen
- Vorfiltriert

- Gleichbleibende Qualitat, Flasche fir Flasche

Dieser Diluent wird zur Herstellung des Natriumhypochlorit-Reagenz verwendet.
Wie schon oben erwahnt, ist die Hypochloritmenge verantwortlich fur die relativen Peakflachen von
Glyphosat und AMPA. Das Reagenz ist nach Zugabe von Natriumhypochlorit mehrere Tage stabil,
sollte jedoch taglich neu kalibriert werden.

Achtung! Verwenden Sie nicht Calciumhypochlorit als Oxidationsreagenz wie in der
amerikanischen EPA-Methode 547 angegeben. Calciumhypochlorit reagiert mit dem
Phosphatpuffer zu schwerléslichen Verbindungen, die sich im Reaktor niederschlagen und zu
schweren Schaden am Pickering-System fuhren kénnen.

Bestell Nr. Beschreibung
GA116 Hypochlorit-Diluent, 4 x 950 mL
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Kaliumphosphatpuffer

Eluent fir die isokratische Elution von Glyphosat und AMPA
Garantiert frei von fluoreszierenden Verunreinigungen
Vorfiltriert, gebrauchsfertig

Gleichbleibende Qualitat, Flasche flir Flasche

Dieser Puffer wird fir die Elution von Glyphosat und AMPA gemal der Methode von PICKERING
verwendet. K200 wird auRerdem flr die Equilibrierung der Sdule nach Regeneration verwendet.
Eine Flasche mit 950 mL reicht fir Gber 100 Analysen.

Bestell Nr. Beschreibung

K200

Kaliumphosphatpuffer als Elutionsmittel, 4 x 950 mL

Saulen-Regenerant fur die Glyphosat-Analytik

Entfernt stark gebundene Matrixbestandteile von der S&ule
Garantiert frei von fluoreszierenden Verunreinigungen
Vorfiltriert, gebrauchsfertig

Gleichbleibende Qualitat, Flasche fiir Flasche

Um stark adsorbierte Matrixbestandteile zu entfernen, ist eine Regeneration der Saule nach jedem
Lauf empfehlenswert. So werden die Trennleistung der Saule und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse auf lange Zeit erhalten. Auflerdem kdnnen durch die Regeneration nach jeder Analyse
Basislinienanormalitaten und Uberlappungen auf die gerade untersuchte Probe zurlickgefiihrt

werden.
Bestell Nr. Beschreibung
RGO019 Saulenregenerant, 950 mL
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Glyphosat RESTORE®

- Entfernt Metallionenkontaminationen von der Saule
- Vorfiltriert, gebrauchsfertig

Das Kationenaustauschermaterial der Glyphosat-Saule bindet Schwermetallionen, die durch die
Proben oder durch Korrosion der LC-Anlage auf die Saule gelangen kénnen. Wenige Nanomol
dieser Schwermetallionen verursachen eine drastische Signalverbreiterung und damit einen
Verlust an Empfindlichkeit. Um eine Kontamination der analytischen Saule zu vermeiden, ist die
Verwendung einer Vorsaule mit demselben lonenaustauschermaterial dringend zu empfehlen. Bei
den ersten Anzeichen von Peakverbreiterung sollte die Vorsaule mit RESTORE® behandelt
werden.

RESTOREuwist stark sauer und entfernt samtliche Fes+-lonen. Dabei wird das K+-und H+-lonen-
Gleichgewicht der Saule erhalten wodurch eine lange Reequilibrierung mit Eluent vermieden wird.

Vorgehensweise bei Metall-lonen-Kontamination:

1. Entfernen der analytischen Saule
2. Ruckspulen (0,4 mL/min) der Vorsdule mit RESTOREefur 15 min.
3. Entfernen von RESTORE®e durch kurze Equilibrierung mit Phosphatpuffer.

4. Einbauen der Saulen in urspriinglicher Richtung und starten des HPLC und
Nachsaulensystems.

Wenn die Behandlung der Vorsaule nicht ausreicht, kann es sein, das die
analytische Saule auch belastet ist. Ist dies der Fall wird die Vorsaule entfernt und
die analytische Saule ca. 45 min mit RESTOREe zurtickgespuilt.

Bestell Nr. Beschreibung
1700-0140 RESTORE®e, Saulenregenerant bei Schwermetall-Kontamination, 250 mL
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Glyphosat Testmischung

Die Testmischung (1,5 mL wassrige Losung von 2,5 yL/mL Glyphosat und AMPA) ist ein
qualitativerStandard, der zur Erstellung eines Elutionsprofiles verwendet werden kann. Fur die
Kalibrierung ist er nicht geeignet. Bitte wenden Sie sich daflr an einen Anbieter von analytischen
Pestizid-Standards.

Bestell Nr. Beschreibung
1700-0080 Glyphosat und AMPA-Standard, qualitativ, 1,5 mL, 2,5 ug/mL
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