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Abstract

Diese Arbeit prisentiert eine neu entwickelte Methode zur Analyse frei geldst vorliegender
Kationen in einer komplexen organischen Hefeextraktprobe mit der Ionenaustausch-Chroma-
tographie (IAC) ohne Suppressor-Technik. Durch die Anpassung der Reagenzien der mobilen
Phase konnte ihr Einfluss auf die Trenneigenschaften ermittelt und die Selektivitit der Methode
signifikant verbessert werden. Mit Hilfe der Trennsédule IC YK-421 (Shodex) und dem verwen-
deten FlieBmittel (0,4 mM Dipicolinséure, 1,15 mM Salpetersiure) ist es moglich das komplexe
Hefeextrakt ,,Fermentation H* (Leiber GmbH) zu analysieren. Die Methode ermdglicht Am-
monium (NH, ") und die Tonen der Makronahrstoffe Natrium (Na*), Kalium (K*), Magnesium
(Mg?*) und Calcium (Ca?*) qualitativ und quantitativ zu bestimmen, wobei die Prizision fiir
Konzentrationen der Analyten < 1 mg/L durch den Einfluss des Rauschens der Basislinie ge-
ringer wird. Die Bestimmung von Spurenmetallen ist auf Grund ihrer niedrigen Konzentration
nicht moglich.

Durch die Anwendung der Methode auf Proben aus einer Fermentation mit Bacillus
licheniformis konnte erkannt werden, dass Mg?* vollstindig umgesetzt und Na*t ebenfalls mit
93 % nahezu komplett aufgenommen wurde. Fiir Ca** wurde ein Riickgang von 52 %, fiir K*
einer von 44 % beobachtet. Der Bedarf an NH,™ konnte nicht ermittelt werden, da durch die
Zugabe von Ammoniak zur Regulierung des pH-Wertes wihrend der Fermentation die NH,*-
Konzentration zunahm.

Zukiinftig konnten mit Hilfe der entwickelten Methode Korrelationen zwischen Wachstums-
und/oder Produktivititsschwankungen und den gelost vorliegenden Mineralstoffen erklért wer-
den. Auflerdem konnte sie zur Beurteilung und Identifizierung geeigneter Chargen von Hefe-
extrakten dienen, die fiir die Fermentation als komplexes Nédhrmedium eingesetzt werden sol-
len.



Inhaltsverzeichnis

ETKIATUNE ..ottt e e e st e et e e et e e e b e e esaaeeensaeesnsaeesnseeennseeensens II
DANKSAGUINE .....vveeeiiiieiiie ettt e ettt e et e e e te e e e teeesstaeesstaeesssaeesseeensseeesssaeensseeensaeeenseeennses I
AADSETACT. ..ttt ettt et h e e bt e h et bt e s bt e e bt e hte e beeeat e e bt e e neeeateas v
AbBbIAUNZSVETZEICANIS ...eeeuiiiiiiiieciiee et e e e et e e e taeeeseeesnbeeesnneeas VII
TabelleNVerZEIChINIS ......coiiiiiii ittt et e VIII
ADBKUIZUNGSVETZEICHILS ..eeiiiieiiiieciiee ettt eee et et e st e e aeeeseaeeeeaeeesaeeensaeeessaeesnsaeesnseaenns IX
L 3T 0 (<3 1 Y PSSR -10 -
1.1 Hefeextrakte und ihre Verwendung als komplexes Medium............cccceecvevercveeennennn. -10 -
1.2 Bedeutung der MIneralStoffe ..........cooveeeiiieeiiiecieceeee e -10 -
1.3 ZACISCIZUNG ......vveeeeiee ettt et e et e ettt e et e e e aeeeeaaeeesteeesssaeeenseeessseeessseeensseesnnseeans -12 -

2 Theoretischer HINtErgrund............cccuieiiiiiiiiiiiiiieiiecie ettt -13 -
2.1 Hefeextrakte — Herstellung und Zusammensetzung ............cccccueeveeeeieenieeneeenieennnenne. -13 -
2.2 Kationenanalytik durch TAC ..........cccooiiiiiiiiiee e -13 -
2.3 VAlIAICTUNG ....oovvieiiieiieeiie ettt ettt ettt ettt et e et esabe e b e sabeensaeenseenseeenseenne -15-

3 Material und MethOden ........cc.covuiiiiiiiiiiieieeee et -18-
3T MALETIAL ..ottt ettt -18-
3. 1.1 ChemiKalien .....c..coouiiiiiiiieiieee e e -18-
3.1.2 Geréte und Hilfsmittel.........ccooiiiiiiiniiiiiice e - 18-
3.1.3 Probenmaterial ..........ccoeeviiiiiniiiiiiestete e e -19-

3.2 METROGEN ..ttt -19-
3.2.1 Ionenaustauschchromatographie ............ceecveeriieriienieeiiecieeeeee e -19-
3.2.2 Entwicklung des EIUeNten.........c.ccooviieiiiieeiieceeeeeeeeee e -21-
3.2.3 Verbesserung der chromatographischen Trennung............ccceeeveevciieencieeeneeenee, -22 -
3.2.4 Methoden zur ValidieTung ...........ccocviieiiieeiiieeiee et -23-
3.2.5 Qualitative und quantitative Analyse der gelosten Kationen.............ccceeenennnee. -24 -

4 Ergebnisse Und DISKUSSION........cccviiiiiiiiiiiieciie ettt saee e evee e sveeeenree e -25-
4.1 Bewertung der chromatographischen Bedingungen ............ccccccoeveiievciieenciieeniee e, -25-
4.2 Einfluss der Zusammensetzung des Eluenten............cccevvieeeiiieeciienie e, -26 -
4.3 Validierung der MethOde ...........ceeeiiieiiiieiieeeeeee et e -31-
4.4 Bestimmung der gelosten Kationen ..........cc.eeeeieeeiiieeiieeeieecee e -34 -
4.4.1 Qualitative BeStHMMUNG.........ccciviiieiiieeiieeciie ettt eaee e e e e -34 -
4.4.2 Quantitative BeStMMUNG..........ccueeeiiieeiiieeieeeiee et -38 -

S5 FaZIt UNA AUSDIICK ..o e e e eeeeeeeeeeas -43 -



Anhang 2: Zehnpunktkalibrierung der Analyten

Anhang 3: Ubersicht der verwendeten Eluenten



Abbildungsverzeichnis

Nummer Titel

2-1
4-1
4-2
4-3
4-4
4-5
4-6
4-7
4-8
4-9
4-10
4-11

4-12
4-13
4-14
4-15

4-16

Schematische Darstellung der Kenngréfen eines Chromatogramms
Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 6

Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 15

Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 17

Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 18

Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 19

Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 20

Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 21

Beispiel der Zehnpunktkalibrierung anhand der Daten von Mg?*

Ausschnitt des Chromatogramms des Hefeextrakts

Chromatogramm des Mischstandards

Chromatogramm des Mischstandards mit Na* und K* aufgestockt zur Identifi-
zierung der Peaks

Chromatogramm des Hefeextraktes zur qualitativen Bestimmung der Analyten
Chromatogramme des Hefeextraktes mit Fe?* und Mn?* aufgestockt
Vergleich der Analytenkonzentrationen in der unbehandelten und in der auto-
klavierten Probe des Hefeextrakts

Verbrauch der Mineralstoffe. Vergleich der Analytenkonzentrationen von Fer-
mentationsprobe 1 und 2

Chromatogramm der Fermentationsprobe 2




Tabellenverzeichnis

Nummer Titel

3-1 Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien, deren Reinheit und
Hersteller/Lieferant

3-2 Ubersicht der verwendeten Gerite, deren Namen und Hersteller/Lieferant

33 Parameter der verwendeten Trennsdule

34 Ubersicht der verwendeten Proben des Hefeextraktes

3-5 Betriebsparameter des IC-Systems zur Bestimmung der 16slichen Kationen

3-6 Zusammensetzung des Eluenten 1

3-8 Ubersicht der Probenvorbereitungen des Hefeextraktes zur Uberpriifung der Ef-
fizienz

4-1 Peakflichen der Eisenstandards gelost im Eluenten und in einer 2 mM Ascor-
binsdure-Losung

4-2 Zusammensetzung des finalen Eluenten 21

4-3 Angabe des Variationskoeffizienten (Vk) zur Bewertung der Systemprizision

4-4 Angabe des Variationskoeffizienten (Vi) zur Bewertung der Methodenprizi-
sion

4-5 Werte fiir die Spurenmetalle Fe?* und Mn?*

4-6 Ergebnisse der Zehnpunktkalibrierung der Analyten

4-7 Ermittelte Konzentrationen der Analyten mit der jeweiligen Abweichung von
Literaturwerten

Al Ubersicht der verwendeten Eluenten




Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bezeichnung

BG Bestimmungsgrenze

Cat Calcium-Ion

DNS Desoxyribonukleinsidure

Fe?*t Eisen(1)-Ion

GLP Gute Laborpraxis (engl.: good laboratory practice)

H* Wasserstoff-Ion

HPLC Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (engl.: high performance li-
quid chromatography)

IAC Ionenaustauschchromatographie

ICP-OES optische Atom-Emissions-Spektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (engl.: inductively coupled plasma optical emission spectrometry)

K* Kalium-Ion

k.A. keine Angabe

Mg?+ Magnesium-Ion

mM mmol/L

Mn?2* Mangan-Ion

Na* Natrium-Ion

NH,* Ammonium-lon

n.n. nicht nachweisbar

NWG Nachweisgrenze

rpm Runden pro Minute (engl.: rounds per minute)

VE-Wasser

vollentsalztes Wasser




-10 -

1 Einleitung

1.1 Hefeextrakte und ihre Verwendung als komplexes Medium
Hefeextrakte sind flir zwei Industriebereiche von besonderer Bedeutung: Sie werden in der Le-
bensmittelindustrie als geschmacksverstirkende Zusatzstoffe verwendet und in der Biotechno-
logie als Substrat fiir die Fermentation von Mikroorganismen (Sommer, 1996).

Die biotechnologische Produktion von biologischen Priaparaten und pharmazeutischen Produk-
ten ist eine etablierte Technik in der Industrie. Haufig werden bei der Fermentation komplexe
Medien als Nahrstoffquellen fiir Mikroorganismen verwendet. Sie stellen fiir das Zellwachstum
und die Metabolitenproduktion essenzielle Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen, Vitamine
sowie Spurenelemente zur Verfligung.

Einige Mikroorganismen erreichen bei der Fermentation in einem reichhaltigen komplexen Me-
dium ein stirkeres Wachstum als auf einem mineralisch definierten, da in den Medien natiirli-
chen Ursprungs bereits die Vorgénger biosynthetischer Stoffe enthalten sind. Die Mikroorga-
nismen konnen diese direkt in ihren anabolen Stoffwechsel aufnehmen und die energieineffizi-
ente Produktion von Vorstufenmetaboliten entfillt. Die dadurch gesparte Energie steht zusitz-
lich fiir Wachstum und andere metabole Prozesse zur Verfiigung.

Der Nachteil der reichhaltigen Hefeextrakte ist, dass sie aus natiirlichen Rohstoffen zusammen-
gesetzt sind, wodurch sie produktionsbedingt chargenweise sowie je nach Hersteller variieren.
Je nach Kultivierungsbedingungen, verwendetem Hefestamm und anschlieBender
Downstream-Prozesse éndert sich die Zusammensetzung der Néhrstoffe des komplexen Medi-
ums. Das Fermentationsmedium hat einen signifikanten Einfluss auf das Wachstum und die
Produktausbeuten der in ihm kultivierten Mikroorganismen. Durch die uneinheitlichen Chargen
ist die Reproduzierbarkeit der industriellen Fermentationsprozesse stark eingeschrénkt. In Stu-
dien fiihrte die chargenspezifische Variabilitit eines durch einen identen Herstellungsprozess
produzierten Extraktes zu Unterschieden der Biomasse und Wachstumsraten der Mikroorganis-
men von nahezu 50 % (Zhang et al., 2003).

Trotz der unbekannten Zusammensetzung werden Hefeextrakte immer noch verwendet, da sie
hochwertige komplexe Kohlenstoff- und Stickstoffquellen bereitstellen. Die Schliisselkompo-
nenten von Hefeextrakten, die die Produktausbeute der Mikroorganismen beeinflussen, sind
noch nicht vollstindig identifiziert. Die Aufklarung wird dadurch erschwert, dass der Nahr-
stoffbedarf, je nach Art des Energiestoffwechsels und biosynthetischer Leistung, der Mikroor-
ganismen variiert. Der Anteil und das Verhéltnis an freien Aminoséuren, Nukleotiden, Phos-
phaten, metabolisierbarer Verbindungen wie Trehalose und Lactat sowie der Mineralstoffgehalt
scheinen einen Einfluss auf das Zellwachstum und die Produktivitidt zu haben (vergleiche
Kasprow et al., 2008; Klotz, 2017; Hahn-Héagerdal et al., 2005; Zhang et al., 2003; Sommer,
1996).

1.2 Bedeutung der Mineralstoffe

Neben den Makroelementen Kohlenstoff, Sauerstoff, Wasserstoff, Stickstoff, Schwefel und
Phosphor, aus denen Kohlenhydrate, Lipide, Proteine und Nukleinsiduren aufgebaut werden,
spielen die kationischen Mineralstoffe Kalium (K*%), Magnesium (Mg?"), Natrium (Na%),
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Calcium (Ca%*) und Eisen (Fe?%) eine zentrale Rolle fiir biologische Prozesse wie die Protein-
biosynthese und Zellatmung. Sie dienen als Co-Faktoren und prosthetische Gruppen von Enzy-
men (Mg?*,Fe?t und K%) oder konnen als regulatorische Signalmolekiile (Ca?*) wirken
(Slonczewski & Foster, 2012). Na* und Ca?* sind nur fiir einige Organismen essenzielle Nihr-
stoffe. Fe2* hat eine gesonderte Stellung, da es zu den Spurenmetallen geziihlt werden kann,
jedoch in groBBeren Mengen als diese bendtigt wird. Es spielt eine Hauptrolle bei der Zellatmung
und fiir den Elektronentransport. Unter anaeroben Bedingungen liegt das Eisen als Fe?* in 16s-
licher Form vor, unter aeroben Bedingungen als Fe3*, das verschiedene nicht 16sliche Minera-
lien bildet. Durch eisenbindende Oligopeptide, die Siderophore, kann das schwer 16sliche Fe3*
komplexiert und von den Zellen aufgenommen werden (Madigan & Martinko, 2009). Auf
Grund ihrer Notwendigkeit fiir die biologischen Prozesse, haben Makrondhrstoffe einen erheb-
lichen Einfluss auf das Zellwachstum.

Einige Néhrstoffe werden nur in geringen Spuren von Mikroorganismen bendtigt. Zu diesen
sogenannten Mikroelementen gehoren Ubergangsmetalle, wie beispielsweise Mangan (lon:
Mn?*), Zink und Kupfer sowie einige Hauptgruppenelemente wie Selen, Chlor und Silicium.
Diese Metalle sind hiufig Bestandteile von Enzymen, die an der Umsetzung von anorganischen
Verbindungen beteiligt sind (Schlegel, 2017). Insbesondere Mn?* soll eine wachstumsfor-
dernde Wirkung haben und kann aktivierend auf Enzyme wirken (Klotz, 2017).

Trotz ihrer Bedeutung fiir biologische Prozesse in der Zelle, konnte Klotz keinen Einfluss der
Kationen K*, Mg?* Na*, Mn?* und Fe?* auf die Produktivitit von Sporolactobacillus inulinus
feststellen. Auf Reduzierung der einzelnen Mineralstoffe im Medium, reagierten sie nicht mit
einer Limitierung der Lactatproduktion. Einzig flir das anionische Phosphat konnte die Umset-
zung wihrend der Fermentation nachgewiesen werden (Klotz, 2017).

Klotz unterteilt die Mineralstoffe uneindeutig in ,,Mineralien und Spurenelemente* und ,,16sli-
che Anionen und Kationen* (Klotz, 2017). Dabei wird unter der Kategorie ,,Mineralien und
Spurenelemente* der Gesamtgehalt der Mineralstoffe zusammengefasst, womit die geldst vor-
liegenden Kationen und Anionen eingeschlossen werden. Die Mineralstoffe werden in dieser
Arbeit in Makro- und Mikroelemente (oder: Spurenelemente) aufgeteilt. Na*, Ca?*, Kt, Mg?*
und Fe?* werden zu den Makroelementen gezéhlt, Mn?* und weitere Metalle zu den Spuren-
elementen.

Die ,Mineralien und Spurenelemente* werden von Klotz durch optische Atom-Emissions-
Spektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) nach einem Mikrowellenauf-
schluss bestimmt. Bei diesem Verfahren wird der Gesamtgehalt an Mengen- und Spurenele-
menten erfasst, wihrend durch die Ionenaustausch-Chromatographie (IAC), nur die gelost vor-
liegenden Stoffe ermittelt werden kdnnen. Klotz erwiihnt, dass sich Spurenelemente, wie Fe?*,
Mn?*, Zn?* und Cu?* nicht mit den 16slichen Ionen gemeinsam bestimmen lassen (Klotz,
2017). In einer organischen Matrix ldsst sich nicht mit Bestimmtheit sagen, ob die anorgani-
schen Ionen ausschlieBlich in frei geloster Form vorliegen oder teilweise an die organische
Matrix gebunden sind. Cataldi et al. (2003) beschreiben in einer vorhergegangenen Arbeit, dass
Kationen wie Na* und K* in einer organischen Molke-Probe komplett gelost vorliegen. Fiir
andere Kationen wie Ca?* und Mg?* stellt sich ein Loslichkeitsgleichgewicht zwischen den
freien und an der organischen Matrix gebunden Ionen ein.
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1.3 Zielsetzung

Auf Grund der Relevanz der Mineralstoffe fiir biologische Prozesse soll eine Methode fiir die
IAC entwickelt werden, mit der die Konzentrationen der gelosten Kationen im Hefeextrakt vor
oder wihrend der Fermentation gemessen werden konnen. Somit dient die vorliegende Arbeit
als Grundlage fiir die Charakterisierung von Hefeextrakt als komplexes Medium. Die Messda-
ten sollen Auskunft {iber den Gehalt der frei verfiigbaren Mineralstoffe geben und dariiber,
welche Kationen wihrend der Fermentation von den Mikroorganismen umgesetzt werden.

Ein erster Einstieg erfolgte durch die Bachelorarbeit von Katharina GroBbongardt mit dem Titel
,»Entwicklung und Validierung zweier ionenchromatographischer Methoden zur Spurenele-
mentbestimmung in Hefeextrakt™ (Gro8bongardt, 2018). Es wurde je eine Methode zur Analyse
der gelosten Anionen und Kationen in Hefeextrakt entwickelt. Auf Grund der Relevanz der
Kationenanalyse fiir eine Forschungsarbeit, wurde entschlossen die Analytik mit der IAC wei-
terzuentwickeln und die Methode zu validieren.

Der Fokus dieser Arbeit lag zuniichst auf den ionischen Makronéhrstoffen Mg?* und Fe?* und
dem Mikroelement Mn?*, da vermutet wurde, dass besonders diese drei Kationen fiir das
Wachstum des untersuchten Bakteriums Bacillus licheniformis (B. licheniformis) essenziell
seien. Im Verlauf der Forschung wurde sich ausschlieflich auf die frei gelost vorliegenden Mi-
neralstoffe konzentriert, die im Hefeextrakt bestimmt werden konnen. Dazu zdhlen Na't, Ca?t,
K*, Mg?* und Ammonium (NH,"). NH," wird nicht den Makronihrstoffen zugeordnet, kann
aber von Mikroorganismen als Stickstoffquelle zum Aufbau von Proteinen und Desoxyribo-
nukleinsdure (DNS) genutzt werden (Madigan & Martinko, 2009).

Die Entwicklung der analytischen Methode umfasst die Verbesserung des Eluenten und die
Anpassung der chromatographischen Bedingungen, unter denen die Analyten des Hefeextrak-
tes moglichst getrennt eluieren und mit dem Leitfahigkeitsdetektor aufgenommen werden kon-
nen. Die Methode soll schlielich validiert werden — ihre Zuverlédssigkeit soll nachgewiesen,
bewertet und dokumentiert werden.

Im Rahmen der Validierung soll die Methode auf ihre Anwendbarkeit und Eignung fiir Proben
aus der Fermentation getestet werden.

Durch Analysen einer autoklavierten Probe des Hefeextraktes und aus einer Fermentation sol-
len erste Aussagen dariiber gemacht werden, welche Mineralstoffe die Mikroorganismen als
Nahrstoffquellen verwerten.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Hefeextrakte — Herstellung und Zusammensetzung

Hefeextrakte sind die Autolysate der Hefezellen. Die Konzentrate beinhalten die 16slichen Be-
standteile aufgeschlossener Hefezellen, fiir die in Europa meistens Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae) verwendet wird. Sie verfiigen iiber einen hohen Proteingehalt und wachsen in
einem Melasse-haltigen Medium in einer Batch-Fermentation. Andere Hefestimme (Saccharo-
myces uvarum, Kluyveromyces fragilis und Candida utilis) verwerten Molke, Ethanol oder koh-
lenhydratreiche Nebenprodukte aus der Holzindustrie als Substrate (Sommer, 1996).

Nach dem Ernten der Zellen werden verschiedene Methoden genutzt, um eine Lyse zu initiie-
ren. Typisch sind Autolyse, Aufschlussmethoden bei niedriger Temperatur (bis 50 °C), Ther-
molyse (> 100 °C), Plasmolyse (osmotischer Schock durch hohe Salzkonzentrationen) und me-
chanische Aufschlussmethoden, wie zum Beispiel Hochdruckhomogenisator und Riithrwerks-
kugelmiihle. Es kommt vor, dass verschiedene Verfahren kombiniert werden. Durch den Auf-
schluss werden endogene Enzyme freigesetzt, die Biomolekiile zersetzen. Proteasen, Pep-
tidasen und Ribonukleasen sind zum Grofteil fiir die Hydrolyse von Proteinen, Peptiden und
der DNS verantwortlich. Ausschlaggebende Faktoren fiir die Qualitdt der Autolyse sind der pH-
Wert, die Temperatur und die Dauer. Der Vorgang kann zwischen 15 und 60 Stunden dauern.
Zusétzlich zugegebene Enzyme und Salze konnen den Grad der Degradation beeinflussen. Die
l6slichen Zellbestandteile werden vom unldslichen Zelldetritus, wie beispielsweise den Zell-
wandbruchstiicken, abgetrennt und aufkonzentriert. Durch zusétzliche Filtrationen, Aufkon-
zentrierungen und Sterilisation entstehen unterschiedliche Typen der Hefeextrakte: fliissige Ex-
trakte, Pasten oder sprithgetrocknetes Pulver (Sommer, 1996; Klotz, 2017).

Mit 73 bis 75 % bilden Proteine den Hauptteil der loslichen Bestandteile der Hefeextrakte
(Sommer, 1996). Davon sind freie Aminosduren und kleine Peptide (Di-, Tri- und Tetrapeptide)
am haufigsten vorhanden. Nur ein kleiner Teil (2 bis 5 %) besteht aus gro3en Proteinen bis 10
kDa, da der GroBteil durch Proteasen und Peptidasen wihrend der Autolyse umgesetzt wird
(Sommer, 1996). Aminosduren und Proteine bilden Stickstoffquellen, die enthaltenen Kohlen-
hydrate dienen als Kohlenstoffquellen. Nukleotide werden durch die Ribonukleasen abgebaut.
Folglich sind Nukleoside und Nukleobasen enthalten (Klotz, 2017). Der Gehalt der wasserlos-
lichen Vitamine ist abhéngig vom Produktionsprozess und der Autolyse der Hefezellen. Ein
geringer Fettanteil von 0,5 % (Sommer, 1996) und verschiedene Mineralstoffe, auf die unter
1.2 bereits eingegangen wurde, konnten ebenfalls nachgewiesen werden (Klotz, 2017; Sommer,
1996; Zhang et al., 2003).

2.2 Kationenanalytik durch IAC

Um Wachstumsschwankungen und damit Produktionsausfille in der biotechnologischen Pro-
duktion zu vermeiden und um Hefeextrakt-Chargen zu identifizieren, die den gewiinschten Fer-
mentationsprozess unterstiitzen, sollten die Extrakte vor der Verwendung als Substrat charak-
terisiert werden (Zhang et al., 2003). Auf Grund der komplexen Zusammensetzung und um ein
schnelles ,,Screening* vor der Fermentation zu ermoglich, sollten Analysemethoden verwendet
werden, die eine mdglichst groBe Anzahl dhnlicher Analyten gleichzeitig erfassen kdnnen
(Klotz, 2017).
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In dieser Arbeit sollen die im Hefeextrakt gelost vorliegenden Mineralstoffe analysiert werden.
Hierfiir wird die Kationen-IAC angewendet, durch die sich die positiv geladenen Makroele-
mente bestimmen lassen.

Fiir die Kationenanalyse sind in der instrumentellen Analytik viele allgemeine Verfahren be-
kannt, wobei die meisten auf photometrischen oder spektrometrischen Methoden basieren. Mit
diesen gingigen Verfahren ist eine simultane Analyse mehrerer Analyten nicht oder nur einge-
schrankt mdglich. AuBlerdem setzen diese meist eine aufwindige Probenvorbereitung (z.B.
Mikrowellenaufschluss) voraus und sind demnach zeitintensiv.

Fiir die IAC wird keine spezielle Probenvorbereitung benétigt und sie bietet die Moglichkeit,
mit einem einzigen Analyselauf mehrere Kationen qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Auf
Grund der vorhandenen, gut funktionierenden, spektrometrischen Methoden sind nur wenige
reguldre Methoden zur Analyse von Kationen mit der IAC beschrieben (Jackson, 2000). In den
meisten Féllen wird sie im Bereich der (Ab-) Wasseranalytik eingesetzt. Fiir diesen Bereich
gibt es Normen (zum Beispiel DIN EN ISO 14911), die die Verfahren von den verwendeten
Reagenzien bis zur Durchfiihrung und Berechnung beschreiben.

Die IAC hat als klassische Trennmethode in der Ionenchromatographie die grofite Bedeutung
und wird analytisch als auch priparativ eingesetzt. Ublicherweise handelt es sich bei den Ana-
lyten um anorganische lonen, Aminosduren oder Proteine und bei der mobilen Phase um einen
wissrigen Eluenten. Als stationdre Phase dienen Austauscherpolymere oder Silicagel (Kiesel-
gel), die modifiziert werden konnen. Kationenaustauscher besitzen negativ geladene Gruppen
an der Oberfldche. Die elektrischen Ladungen werden durch Gegen-lonen aus der mobilen
Phase und kationische Probemolekiile neutralisiert. Die Trennung der Kationen erfolgt durch
unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit der stationiren Phase. Mit steigender Ladung und
abnehmender Grofe steigt die Affinitdt auf Grund von elektrostatischen Anziehungskraften und
die Retentionszeit nimmt zu (Cammann, 2001).

In den meisten Fillen wird fiir die Detektion der Ionen ein Leitfdhigkeitsdetektor verwendet.
Da die mobile Phase wegen ihrer Ionen eine Eigenleitfahigkeit besitzt und die Basislinie im
Chromatogramm ein systemimmanentes Rauschen aufweist, wird die Empfindlichkeit der Mes-
sungen, beispielsweise im Vergleich zu Analysen mit der HPLC und UV/VIS-Detektoren, ver-
ringert. Um dies zu verhindern, kann es bei Messungen im Spurenbereich, sinnvoll sein, einen
chemischen Suppressor vor den Detektor zu schalten, der die Hintergrundleitfdhigkeit unter-
driickt. In dieser Arbeit wird eine IAC ohne Suppressor-Technik angewendet.

Bei einer Detektion der Leitfahigkeit wird hdufig eine isokratische Elution bevorzugt, da ein
Gradient die mobile Phase und damit die Hintergrundleitfdhigkeit verdndert. Dadurch wiirde
die Basislinie einen Drift zeigen und die Ergebnisse kdnnen unpriziser werden.

Den groBten Storfaktor bei der Bestimmung spezifischer Analyten bilden andere Ionen, die im
gleichen Zeitfenster eluieren (Jackson, 2000). Wegen der Peakbreiten kann es zu Uberschnei-
dungen und damit zur Verfalschung der Ergebnisse kommen. Insbesondere die Bestimmung
von Spurenelementen ist durch die vergleichsweise hohen Konzentrationen anderer Ionen (in
diesem Fall: Mengenelemente) nicht moglich.
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2.3 Validierung

Die Validierung einer Methode ist eine wichtige Grundlage fiir die Qualitatssicherung. Durch
die Verfahrensvalidierung soll die statistische Relevanz und Messunsicherheit ermittelt werden.
Dabei muss sie zweckspezifisch sein, denn jede Validierung hat individuelle Anforderungen.
Besonders kritische Schritte, wie beispielsweise die Probenvorbereitung miissen validiert wer-
den. Die objektive Auswertung soll dazu dienen, bestimmen zu kdnnen, ob ein gemessener
,wahrer Wert“ als Ausreil3er gilt oder nicht.

Eine optimale Validierung entsteht durch den Vergleich mit einer etablierten Methode unter
Beriicksichtigung der Messprézision der verwendeten Apparatur. In der vorliegenden Arbeit
konnen diese Grundlagen nicht genutzt werden, da es sich um die Verbesserung einer neu ent-
wickelten Methode handelt und keine Messunsicherheit der verwendeten Gerdte bekannt ist.
Allerdings sind eine empirische Methodenentwicklung und die einzelnen Schritte der Validie-
rung miteinander verkniipft, so dass die einzelnen Schritte auf Basis der Verfahrens-merkmale
bewertet und eventuell weiter angepasst werden kdnnen.

Um die Verfahrensvalidierung in dieser Arbeit durchzufiihren, werden Merkmale wie Selekti-
vitédt, Prizision und Linearitit bewertet. Die Validierung erfolgt nach Dr. Stavros Kromidas
(Kromidas, 2011).

Eine selektive Methode bietet die Moglichkeit, mehrere Komponenten parallel, ohne gegensei-
tige Storung, zu erfassen und sie damit eindeutig zu identifizieren. Sie kann liberpriift werden,
indem ein Standard getestet wird, der alle méglichen Komponenten, im Idealfall inklusive der
Matrix-Bestandteile, enthilt. Zur Uberpriifung der Separation zweier benachbarter Peaks kann
der Trennfaktor a genutzt werden, die Giite der chromatographischen Trennleistung wird durch
die Auflésung Rg bewertet.

Signal
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Linearitét ist gegeben, wenn eine direkt proportionale Abhéngigkeit von Messsignal und Ana-
lytenkonzentration besteht. Eine Grundkalibrierung mit Standards kann Auskunft tiber die Li-
nearitdt der Apparatur und des Detektors geben, jedoch bleiben Matrixeinfliisse dabei unbeach-
tet. Werden verschiedene Konzentrationen der realen Probe gemessen und diese gegen die
Messsignale aufgetragen, kann die Linearitit der Methode bestimmt werden. Stimmen die Be-
reiche, in denen Linearitét herrscht, liberein, kann davon ausgegangen werden, dass die Matrix
keine systematischen Fehler verursacht und den linearen Bereich nicht einschrénkt. Die Stei-
gung der Kalibriergeraden im Arbeitsbereich ist ein MaB fiir die Empfindlichkeit der Methode.
Nur wenn sich die Linearitit identisch verhilt, konnen in der Routine die Standards als Kon-
trollproben verwendet werden.

Die Nachweisgrenze (NWGQG) gibt die kleinste Konzentration eines Analyten in der Probe an,
bei der er qualitativ noch erfasst werden kann (Ja/Nein- Entscheidung).

xvwe = Vkrie. — a)/b

Yirit =a+ Aa

XNWG NWG

Vierit. Kritischer Wert der Peakflidche

a,b Konstanten der Kalibriegeraden (y = b - x + a)
Aa Vertrauensbereich

Die Bestimmungsgrenze (BG) beschreibt die kleinste Konzentration, die mit gegebener Prizi-
sion und Richtigkeit quantitativ bestimmt werden kann. In der chromatographischen Praxis gilt
das dreifache Rauschen als NWG und zehnfaches als BG (Meyer, 2009). In dieser Arbeit wird
die BG als dreifache NWG definiert.

Die Genauigkeit einer Methode ergibt sich aus ihrer Prézision und Richtigkeit. Die Prazision
lasst sich in zwei Untergruppen aufteilen. Es werden die Systemprézision (Messprézision) und
die Methodenprizision beurteilt. Ersteres gibt Auskunft iiber Schwankungen, die durch das
Analysegerit und die Auswertung verursacht werden. Die Methodenprazision bewertet zufal-
lige Schwankungen von Ergebnissen, die durch das Verfahren selbst verursacht werden, wie in
dieser Arbeit die Prézision bei der Einwaage, beim Pipettieren und Abmessen im Messkolben.
Die Prézision sollte moglichst mit einer realen Probe bestimmt werden, denn gerade eine kom-
plexe Matrix kann einen signifikanten Einfluss haben. Zur Auswertung der Prazision wird der
Variationskoeffizient (Vi) herangezogen, der {liber die Peakfldchen bestimmt wird.

Vg = s/x-100 (in %)
s Standardabweichung
X arithmetischer Mittelwert

Vi ist eine Normierung der Varianz und beschreibt damit die relative Standardabweichung.

Die Richtigkeit ist eines der gdngigsten Verfahrensmerkmale in der Validierung. Sie ist ein
MaB fiir die Abweichung des Messwertes vom ,,wahren Wert* auf Grund eines systematischen
Fehlers. Wenn die Methode selektiv ist, die Wiederfindungsrate bei 100 % liegt, Linearitét
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vorhanden ist und die Kalibriergerade durch den Nullpunkt geht, ist die Richtigkeit mit hoher
Wahrscheinlichkeit gegeben. Aussagen iiber die Richtigkeit einer Methode zu treffen, ist fiir
neu entwickelte Methoden schwierig, weil keine Vergleichswerte einer bereits etablierten Me-
thode zur Verfiigung stehen.

Es soll tiberpriift werden, ob die Methode die Anforderungen erfiillt und Aussagen iiber die
Giiltigkeit getroffen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

In Tabelle 3-1 sind die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien
sowie deren Reinheit und Hersteller bzw. Lieferant aufgefiihrt.

Tab. 3-1. Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien, deren Reinheit und Hersteller/Lieferant

Chemikalien und Reagenzien Reinheit Hersteller/Lieferant
Reinstwasser reinst Sartorius stedim
65%ige Salpetersdure suprapur Merck
Dipicolinséure 98 % Alfa Aesar
(L+)-Ascorbinsédure normapur VWR
Titrisol-Standardlésung Fe 1000 mg/L ok Merck
Titrisol-Standardldsung Mg 1000 mg/L ok Merck
Mn-standard for IC 1000 mg/L TraceCERT® Sigma Adlrich
Cation multi component standard 2* For analysis VWR

* enthaltene Analyten: Lithium, Natrium, Ammonium, Kalium, Calcium und Magnesium, dissoziiert, 100 mg/L
** Stammlosungen wurden von GrofBbongardt am 01.11.18 hergestellt

3.1.2 Gerite und Hilfsmittel

Die verwendeten Gerite sind mit ithren Namen und den Herstellern/Lieferanten in Tabelle 3-2

aufgefiihrt.

Tab. 3-2. Ubersicht der verwendeten Gerite, deren Namen und Hersteller/Lieferant

Gerite Name Hersteller/Lieferant
Reinstwasseranlage arium® pro UV Sartorius stedim
Interface der IC-Anlage Interface D-7000 Hitachi

Pumpe Pump L-7110 Merck, Hitachi
Leitfahigkeitsdetektor Condutivity Detector L-2470 VWR, Hitachi
Sédulenofen 655A-52 Column Oven Merck, Hitachi
Séule IC YK-421 Shodex

Vorséule IC YK-Guard Shodex
Vakuumpumpe W-15 Yamato
Ultraschallbad Transsonic Digital S Elma

0,45 um Membranfilter Cellulose Nitrat Filter Sartorius

0,45 um Spitzenvorsatzfilter Nylon Membranfilter VWR

0,2 um Spitzenvorsatzfilter Nylon-Filter mit Glasfilter PERFECT-FLOW®  Wicom

0,2 um Spitzenvorsatzfilter PET-Filter CHROMAFIL® Machery-Nagel
pH-Meter pH-Meter 763 Multi-Calimatic Knick

Pt100 InLab® Routine Pt100 Mettler Toledo
Leitfahigkeitsmessgerit Konduktometer 702 Knick

Laborwaage A210P Sartorius analytic
Zentrifuge Laborfuge 400 Heraeus Instruments

Die verwendete Siule (IC YK-421, Shodex) ist in der Lage Kationen, Ubergangsmetalle, Al-
kylamine und Aminoalkohole zu trennen. Als Grundlage der chemisch modifizierten stationé-
ren Phase der Sdule dient Silicagel, an welches Carboxylgruppen (COO™) gebunden sind. Sili-
cagel oder ein Austauscher-Harz mit gebunden Carboxylgruppen zéhlt zu den schwachen Ka-
tionenaustauschern (Meyer, 2009).
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In Tabelle 3-3 sind die Parameter und Dimensionen der Siule aufgefiihrt.

Tab. 3-3. Parameter der verwendeten Trennsdule

Parameter der Trennsdule

Séule Shodex™ IC YK-421

Saulengrofe 4,6 mm ID X 125mm L

Nummer J4851019

Saulenmaterial (innen) Rostfreier Stahl, Typ 316

Stationédre Phase Silicagel mit gebundenen Carboxylgruppen
Max. Flussrate 1,5 mL/min

Max. Druck 15 MPa

Temperaturbereich Raumtemperatur bis 60 °C

pH-Wert 2-7

3.1.3 Probenmaterial

In der vorliegenden Arbeit wird mit dem salzfreien Hefeextrakt ,,Fermentation H*, Charge
17012814, der Leiber GmbH gearbeitet. Es handelt sich um ein hellbraunes Pulver-Autolysat
von Bierhefe der Gattung S. cerevisiae. Durch spezielle Aufreinigung ist das Extrakt entbittert
und arm an Kohlenhydraten und Phenolen (Leiber GmbH, 2019). Das Datenblatt befindet sich
im Anhang 1 (Leiber GmbH, 2018).

Das Hefeextrakt wird in geloster Form unbehandelt verwendet, um einen Bezugswert zu haben.
Eine Probe nach dem Autoklaviervorgang (20 min, 121 °C + Autheiz- und Abkiihlphase) dient
dazu, Aussagen iiber einen eventuellen Mineralstoffverlust durch die Probenvorbereitung zu
treffen. Durch Proben aus der Fermentation mit B. licheniformis soll geklart werden, welche
Kationen von den Mikroorganismen aufgenommen werden (Tab. 3-4). Fiir die IAC wird eine
Probenkonzentration von 1 g/L verwendet. Die Proben werden entsprechend verdiinnt.

Tab. 3-4. Ubersicht der verwendeten Proben des Hefeextraktes

Proben Details/Aussagen iiber Konzentration 3
g/L

Hefeextrakt, unbehandelt Bezugsprobe

Hefeextrakt, autoklaviert  Probenvorbereitung 5

Fermentationsprobe 1 direkt nach dem Animpfen 15

Fermentationsprobe 2 25 h nach dem Animpfen 15

Die Fermentation mit B. licheniformis lief 35 h, wobei bereits nach 25 h kein Wachstum mehr
beobachtet wurde, so dass zu diesem Zeitpunkt die Vergleichsprobe entnommen wurde. Die
Temperatur wurde durchgehend auf 30 °C und der pH-Wert durch Titration mit Ammoniak auf
7 geregelt. Als Substrat wurde Glucose zugefiittert. Die Vorkultur wurde in einem Kalium-
Phosphatpuffer kultiviert und machte 10 % des Reaktorinhaltes aus.

3.2 Methoden

3.2.1 Ionenaustauschchromatographie

Fiir die Kationenanalytik wird eine IAC-Anlage von Hitachi verwendet. Die Probe wird iiber
ein Six-Port-Ventil in einer 20 pL. Probenschleife vorgelegt. Durch manuelles Umstellen des
Hebels auf die Position ,,Inject wird die Probe injiziert. Die Probe lduft iiber die Vorsdule aus
RP-18 Séulenmaterial auf die Trennsdule, die in der Lage ist, die positiv geladenen Teilchen
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der Probe nach ihrer Ladungsstarke aufzutrennen. Am Siulenausgang wird ein Leitfdhigkeits-
detektor verwendet, um die Kationen zu erfassen. Die Vor- und Trennsdule sowie der Detektor
sind in einem Sdulenofen untergebracht. Die Messergebnisse konnen am Bildschirm des ver-
bundenen Computers eingesehen werden.

Zur Inbetriebnahme der Anlage werden zunichst die Pumpe, das Interface der IAC-Anlage, der
Detektor und zuletzt der Saulenofen (40 °C) eingeschaltet. Die Equilibrierung der Siule bis
zum Erreichen der Betriebstemperatur betrdgt 1 bis 2 h. Bei einer zu kurzen Equilibrierungszeit
steigt die Basislinie wéihrend des Laufes durch Temperaturschwankungen an. Die Anlage wird
zunédchst mit Reinstwasser bei einer Flussrate von 0,5 mL/min gespiilt. Der Fluss kann nach
wenigen Minuten in kleinen Schritten hochgeregelt werden, bis der gewiinschte Fluss von
1,5 mL/min erreicht wird. Ein Spiilvorgang von 30 bis 60 min ist erforderlich, um die 1 %ige
Acetonitril-Losung von der Séule zu waschen und so ein mdgliches Ausfallen der Puffersalze
des Eluenten mit folgender Verstopfung von Vor- wie Trennsdule zu verhindern. Peakfldche
und -symmetrie werden durch diese Vorbereitung mafigeblich beeinflusst. Anschliefend kann
auf den Eluenten umgestellt werden. Mit den Messungen kann begonnen werden, sobald die
Saule vollstandig equilibriert wurde, so dass die Basislinie keine Schwankungen oder Drift
mehr zeigt.

In Tabelle 3-5 sind die Betriebsparameter des IAC-Systems aufgefiihrt.

Tab. 3-5. Betriebsparameter des IC-Systems zur Bestimmung der 16slichen Kationen

Betriebsparameter

Saule IC YK-421

Vorsiule IC YK-Guard

Detektion Leitfahigkeit, ohne Suppressor-Technik
Temperatur 40 °C

Eluent 0,4 mM Dipicolinsdure, 1,15 mM Salpetersidure
Flussrate 1,5 mL/min

Druck* 85-95 bar

Probenvolumen 20 uL

Laufzeit 26,5 min

*Druck ist abhéngig von der Flussrate und der Sdule

Die Anzeige an der Pumpe zeigt den aktuellen Fluss in mL/min an und den dadurch resultie-
renden Druck in bar. Bei einer Flussrate von 1,5 mL/min wird mit dem verwendeten Eluenten
ein Druck von 85 bis 95 bar erreicht.

Am Leitfahigkeitsdetektor wird eine ,,Recorder Range* von 10 (-100) uS/cm eingestellt, ,,Zero
Supress® wird auf 0 uS/cm reguliert. ,,Auto Zero* sollte vor den Messungen betitigt werden,
damit die Leitfahigkeit, die zu diesem Zeitpunkt gemessen wird, auf 0 mV gesetzt wird.

Zum Herunterfahren der Anlage wird zuerst 1 bis 1,5 h mit Reinstwasser gespiilt, bis die Basis-
linie einen konstanten Wert angenommen hat. AnschlieBend muss eine 1 %ige Acetonitril-Lo-
sung fiir 5 bis 10 min angeschlossen werden, in der die Trennsédule gelagert wird. Der Wasch-
schritt ist notwendig, um die Puffersalze von der Sdule zu spiilen, da diese ansonsten durch die
Acetonitril-Losung ausfallen konnen. Sollte die Trennsdule {iber einen ldngeren Zeitraum, also
mehrere Wochen bis Monate, nicht genutzt werden, sollte eine Lagerung in einer 10 %igen
Acetonitril-Losung erfolgen. Reinstwasser ist ungiinstig, da Pilzwachstum auftreten kann.
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Puffer eignen sich ebenfalls nicht fiir die Lagerung, da die Salze kristallisieren kénnen und
dadurch die Séule verstopfen wiirden (Meyer, 2009).

3.2.2 Entwicklung des Eluenten

Die Entwicklung einer geeigneten Zusammensetzung des Eluenten, stellte einen wesentlichen
Bestandteil der vorliegenden Arbeit dar. Im Anhang 3 ist eine Tabelle aller verwendeten Eluen-
ten mit zusdtzlichen Informationen sowie Vor- und Nachteilen aufgefiihrt.

Alle Eluenten werden mit Reinstwasser in einem 1000 mL-Kolben angesetzt. Da fiir Dipicolin-
sdure eine schlechte Loslichkeit in Wasser charakteristisch ist, werden die Kolben fiir 2 min in
ein Ultraschallbad gestellt, um den Losungsvorgang zu unterstiitzen. Die Eluenten werden iiber
eine Vakuumpumpe mit 0,45 um Cellulose-Nitrat-Filter filtriert, um partikuldre Bestandteile
zu entfernen, die Ventile, Kapillaren oder die Siule blockieren konnen. Uber einen Trichter
wird das FlieBmittel in eine Braunglas-Flasche umgefiillt und anschlieBend im Ultraschallbad
fiir 10 min entgast. Gasblasen im Detektor konnen zu einem Rauschen der Basislinie fiihren.
Die Eluenten werden meistens taglich, spétestens aber nach drei Tagen neu angesetzt. Am Ende
des Tages werden sie im Kiihlschrank (+ 2 °C) eingelagert.

In Tabelle 3-6 ist die Zusammensetzung des Eluenten gezeigt, der zu Beginn der Arbeit ver-
wendet wurde (GroBBbongardt, 2018) (Leitfahigkeit: 0,934 mS/cm, pH 2,7). Dieser Eluent bil-
dete die Basis zur schrittweisen Verbesserung durch Anpassung der Konzentrationen der In-
haltsstoffe.

Tab. 3-6. Zusammensetzung des Eluenten 1

Chemikalie Strukturformel Konzentration
Salpetersdure  HNO 3 2,34 mM
Dipicolinsdure C,HgNO, 0,1 mM
Ascorbinsdure CHgOgq 3 mM

Er enthélt Salpetersdure als starke Sdure, um die Ionenstidrke und damit die Leitfdhigkeit ein-
zustellen. Dipicolinsiure ist ein Komplexbildner fiir Ubergangsmetalle, wodurch diese, mit
Ausnahme von Mn?* und Fe?*, im Ausschlussvolumen eluieren. Die Zugabe bewirkt aufer-
dem, dass divalente Kationen weniger stark retardiert werden und dadurch friiher eluieren. Die
Ascorbinsdure wurde auf Basis der von Metrohm angefiihrten Annahmen verwendet (Metrohm,
2018), um Fe?* in der Probe zu stabilisieren. Dipicolinsiure und Ascorbinsiure wirken zu ei-
nem geringen Anteil auf die Leitfahigkeit des Eluenten ein.

Generell wird die Konkurrenz zwischen Ionen der mobilen Phase und denen der Probe um Bin-
dungsplétze an der stationdren Phase durch den Typ des lonenaustauschers, den pH-Wert der
mobilen Phase, die lonenstirke, also die Konzentration der verwendeten Sduren und die Art der
Gegen-lonen der mobilen Phase beeinflusst (Meyer, 2009). Eine Verbesserung der chromato-
graphischen Trennung erfolgt hdufig empirisch und wird auch in dieser Arbeit mit Hilfe einer
Anpassung der Zusammensetzung des FlieBmittels erreicht. Durch Verédnderungen der Kon-
zentrationen kann der Einfluss der jeweiligen Reagenzien auf die Elutionszeiten und die Selek-
tivitdt der Methode geklart werden.
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Da keine Suppression verwendet wird, sollte eine hinreichend empfindliche Detektion durch
Austauscher mit geringer Kapazitdt und einen relativ schwachen (gering konzentrierten) Eluen-
ten erfolgen (Cammann, 2001).

3.2.3 Verbesserung der chromatographischen Trennung

Um zu kldren, welches Losungsmittel zum Ansetzen der Standards und Proben verwendet wer-
den sollte, werden je vier Eisenstandards (Konzentrationsbereich 1 bis 10 mg/L) einmal in einer
2 mM Ascorbinsdure-Losung nach den Vorgaben einer Mitarbeiterin von Metrohm (Timm,
2018) und nach Frau Grofbongardt (GroBbongardt, 2018)) sowie in Eluent 1 geldst (siehe Tab.
3-6). Die Peakflachen und Kalibriergeraden werden verglichen, um eine Aussage iiber die Sen-
sitivitdt der Methode und den Einfluss des Eluenten auf die Leitfdhigkeit der Probe machen zu
konnen.

Zur Probenvorbereitung des Hefeextraktes werden verschiedene Verfahren getestet, um ein
moglichst sdulenschonendes Arbeiten zu ermdglichen. Zum Vergleich der Methoden werden
mehrere Ansdtze der Hefeextrakt-Proben zentrifugiert, die auf unterschiedliche Weisen vorbe-
handelt werden. Damit soll festgestellt werden, ob sich unldsliche Stoffe aus dem Hefeextrakt
abtrennen lassen. Dafiir werden 25 g/L Hefeextrakt in einem 50 mL Kolben angesetzt. Es han-
delte sich dabei um eine groflere Menge, als der Hersteller Leiber empfiehlt (Anhang 1, Leiber
GmbH, 2018), weil signifikante Ergebnisse erreicht werden sollen. Das geloste Hefeextrakt
wurde fiir Probe 1 bis 4 aufgeteilt, wie in Tabelle 3-7 beschrieben behandelt und im Anschluss
99 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Fiir Probe 5 wurden 40 g/L. Hefeextrakt eingewogen und
eine Carrez-Fillung durchgefiihrt (HAW, 2019). Nach der Féllung wurde das Extrakt durch
einen Rundfilter filtriert und anschlieend 60 min bei 4000 rpm zentrifugiert.

Tab. 3-7. Ubersicht der Probenvorbereitungen des Hefeextraktes zur Uberpriifung der Effizienz

Proben-Nr. Probenvorbereitung
1 unfiltriert
2 0,45 pm Nylon-Filter (VWR)
3 0,2 pm Nylon-Filter mit Glasfilter (PERFECT-FLOW®, Wicom)
4 0,2 pm PET-Filter (CHROMAFIL®, Machery-Nagel)
5 Carrez-Fillung

Die Temperatur des Saulenofens und damit die Betriebstemperatur der Trennung kann die Re-
tentionszeiten und die Peaksymmetrie beeinflussen. Hier wird eine Erh6hung der Temperatur
angewendet, um das sog. Fronting des Fe?*-Peaks zu minimieren (Arnold, 2017). Die Tempe-
ratur wird von 35 °C auf 50 °C und im weiteren Verlauf wieder auf 40 °C runter geregelt.

Der pH-Wert des FlieBmittels wird nicht extra eingestellt. Er ist durch eine prézise Einwaage
der Dipicolinsdure und der Prizision beim Pipettieren der Salpetersdure genau genug einge-
stellt.

Die Flussrate wird im Laufe der Messungen an der Pumpe der IAC-Anlage von 1,0 mL/min auf
1,5 mL/min reguliert. Durch eine hohere FlieBmittelgeschwindigkeit steigt der Druck. Mit
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dieser Einstellung wird der maximal erlaubte Fluss, laut Shodex, fiir den Betrieb der Séule aus-
genutzt (vergleiche Tab. 3-3).

Vom Hefeextrakt wurden zu Beginn der Messungen § = 4 g/L injiziert. Um eine Probenkon-
zentration zu bestimmen, bei der eine selektive Trennung erreicht wird, wurden niedrigere Kon-
zentrationen ausgetestet.

3.2.4 Methoden zur Validierung

Um die Selektivitdt der Methode zu bestimmen, miisste ein Vergleich mit einem Standard
durchgefiihrt werden, der alle moglichen Komponenten inklusive der Matrix enthélt. Dies ist
nicht moglich, da die komplexe Probe viele unbekannte Komponenten enthélt. Fiir den Ver-
gleich wird ein fertiger Mischstandard (VWR) verwendet, der die fiinf zu bestimmenden Ana-
lyten und zusédtzlich Lithium enthélt. Um die Selektivitit der Methode fiir die Analyten im Ex-
trakt bewerten und im weiteren Verlauf verbessern zu konnen, werden die Messungen mit vor-
herigen Chromatogrammen verglichen. Rs und a werden fiir die Bewertung herangezogen.

Um Aussagen {iber die Linearitidt und Empfindlichkeit des Detektors und der Anlage machen
zu konnen werden die Kalibrierdaten der Zehnpunktkalibrierung ausgewertet. Die Steigungen
der Kalibriergeraden im Arbeitsbereich liefern Informationen tiber die Empfindlichkeit der Me-
thode fiir die einzelnen Analyten. Die Linearitit der Methode wird durch Messungen mehrerer
Konzentrationen der realen Probe iiberpriift, da die Matrix die Linearitit beeinflussen kann.
Dafiir werden flinf Konzentrationen des Hefeextraktes in Doppelbestimmung gemessen (0,5 bis
2,5 g/L) und die Peakflichen der Analyten gegen die Probenkonzentration dargestellt. Zur Be-
wertung wird der Korrelationskoeffizient (R?) verwendet.

Die NWG und BG werden durch die Daten der Zehnpunktkalibrierung der Analyten berechnet.
Um mdglichst genaue Aussagen treffen zu konnen, sollte die Kalibrierung in einem fiir die
Analyten reprasentativen Konzentrationsbereich durchgefiihrt werden. Dafiir wurde sich an den
laut Datenblatt erwarteten Konzentrationen orientiert (Anhang 1). Die angewendeten Kalibrie-
rungsbereiche sind in Tabelle 4-6 angegeben.

Die Systemprizision (Messprizision) wird durch das sechsmalige Injizieren eines Standards
bestimmt und beschreibt die Prdzision der Anlage und des Detektorsystems. Die Methoden-
prézision wird durch eine sechsfache Messung unterschiedlicher Standards mit der gleichen
Konzentration bestimmt. Dadurch kénnen Verdiinnungsfehler sowie ungenaues Pipettieren
bzw. Einwiegen bewertet werden. Zur Auswertung wird Vk herangezogen. Eine Normierung
der Auswertung ist sinnvoll, da die Analyten in verschiedenen Konzentrationen im Hefeextrakt
und den Fermentationsproben erwartet werden. Aus diesem Grund werden auch drei Grof3en-
ordnungen der Standards fiir die Messungen ausgewéhlt, 0,3 mg/L, 3 mg/L und 30 mg/L, die
die Prazision der Konzentrationsbereiche reprasentieren sollen. Fiir die Standardldsungen von
0,3 und 3 mg/L werden 20 mL-Messkolben verwendet, fiir die 30 mg/L Standards werden
10 mL-Messkolben genommen. Besonders die komplexe Probenmatrix kann die Prézision be-
einflussen, daher wird zur Bewertung der Methoden- und Systemprizision neben den Standards
auch die reale Probe, 1 g/L des unbehandelten Hefeextraktes, gemessen. Zur Bestimmung der
Systemprézision der Probe wird ein 50 mL-Ansatz verwendet, fiir die Methodenprézision je
20 mL der Probe.
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3.2.5 Qualitative und quantitative Analyse der gelosten Kationen

Zur qualitativen Bestimmung der Peaks im Hefeextrakt werden Einzelstandards von Mn?* und
Fe?* verwendet. Ein fertiger Mischstandard (VWR) enthilt die Ionen Li*, Na*, NH,*, K*,
Ca?* und Mg?* in einer Konzentration von 100 mg/L. Um die Elutionsreihenfolge und die
entsprechenden Retentionszeiten zu bestimmen, wird der Mischstandard mit Natriumchlorid
und einem Kalium-Standard aufgestockt. Durch die bekannten Retentionszeiten kénnen die
Peaks und damit die Analyten in den Proben des Hefeextraktes qualitativ bestimmt werden.

Mit Mn?* und Fe?* wird eine Aufstockung des Hefeextraktes durchgefiihrt (mit 1 mg/L und
10 mg/L der Einzelstandards), um sie qualitativ in den Proben bestimmen zu konnen. Die Er-
gebnisse sollen zeigen, in welcher Umgebung die Peaks eluieren wiirden, wenn die beiden Ka-
tionen nachgewiesen werden konnten. Durch die Aufstockung soll ebenfalls geklart werden, ob
die zugesetzten Mengen im Extrakt wiedergefunden werden konnen. Fiir die Berechnung wer-
den die Peakflichen verwendet. Da beide Analyten nicht getrennt von anderen Peaks eluieren
(siche Kapitel 4.4), wurde versucht die Flachen der storenden Peaks herauszurechnen.

Fiir die quantitativ-analytische Arbeit ist die Kalibrierung die Grundvoraussetzung. Die Zehn-
punktkalibrierung wird fiir sieben Analyten durchgefiihrt: Na*, Ca?*, K*, Mg?*, NH, ", Fe?*
und Mn?*. Die Kalibriergeraden werden direkt von der IAC-Software errechnet und zusétzlich
durch die Auftragung in Excel bestimmt, um die NWG und BG zu bestimmen. Die Geraden
werden in dieser Arbeit nicht durch den Nullpunkt gezogen, weil dieses Vorgehen nicht immer
zweckméBig ist (Kromidas, 2011). Da es sich um eine neu entwickelte Methode handelt und
die Einfliisse, die die Linearitdt beeinflussen konnten, noch nicht génzlich geklart sind, sollen
keine Effekte unterdriickt werden und die Kalibriergeraden so realitidtsnahe wie mdglich beibe-
halten werden. Da die Analyten in verschiedenen Konzentrationsbereichen im Hefeextrakt er-
wartet werden, werden die Bereiche von 0,1 - 5 mg/L, 1 - 10 mg/L und 5 — 50 mg/L durch die
Kalibrierung abgedeckt. Fiir die Konzentrationsbereiche < 1 mg/L werden Messkolben mit Vo-
lumina bis 20 mL verwendet. Fiir die groBen Konzentrationen bis 50 mg/L werden kleine Mess-
kolben mit Volumina bis 2 mL verwendet, um ein sparsames Arbeiten mit dem Mischstandard
zu ermdglichen. Fiir Fe?* und Mn?* werden Mischstandards zusammen mit dem Einzelstan-
dard von Mg?* angesetzt. Kalibrierdaten fiir die Makroelemente Na*t, Ca?*, K*, Mg?* und
NH,* werden mit dem Mischstandard aufgenommen. Anhand der Grundkalibrierung mit den
Standards und den entstehenden Kalibrierfunktionen, konnen die Gehalte der einzelnen Analy-
ten in den vorhandenen Proben (Tab. 3-4) bestimmt werden. Der Hefeextrakt und die autokla-
vierte Probe werden je dreimal angesetzt und vermessen, um Fehler durch ungenaue Einwaagen
oder ungenaues Pipettieren eliminieren zu konnen. Die Fermentationsproben werden ebenfalls
dreimal gemessen, jedoch wegen der geringen vorhandenen Probenvolumina, nicht fiir jede
Messung neu angesetzt. Zur Auswertung wird der Mittelwert der Peakfldchen von den Analyten
ermittelt. Durch die quantitative Analyse sollen Aussagen iiber die Auswirkung der Probenvor-
bereitung auf den Kationengehalt und iiber den Mineralstoffbedarf der Bakterien getroffen wer-
den.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Bewertung der chromatographischen Bedingungen

Durch einen Vergleich der Peakflachen (Tab. 4-1) ldsst sich erkennen, dass die Peaks der Stan-
dards, die mit der 2 mM Ascorbinsdure-LOsung angesetzt wurden, groBBer sind als die, die mit
dem Eluenten angesetzt wurden.

Tab. 4-1. Peakflachen der Eisenstandards gelost im Eluenten und in einer 2 mM Ascorbinséure-Losung

Konzentration in mg/L 1 2,5 5 10 Kalibriergerade
Peakfldche mit Eluent 1 8244 19546 41112 83266 y=28387x-746
Peakfldche mit Ascorbinsdure-Losung 8441 20688 42184 82091 y=28193x +460

Allerdings ist anhand der Kalibriergeraden zu sehen, dass die Steigung und damit die Empfind-
lichkeit der Methode hoher ist, wenn zur Probenvorbereitung mit dem Eluenten gearbeitet wird.
Ein weiterer Vortelil ist, dass nur ein Losungsmittel angesetzt werden muss und keine weitere
Losung mit Ascorbinsdure. Zum Ansetzen der Standards und Proben wird demnach der Eluent
verwendet.

Zur Aufbereitung der organischen Hefeextraktproben, wurden die in Tabelle 3-7 beschriebenen
Proben 1 bis 5 ausgewertet. Nach der Zentrifugation lieB3 sich bei der unfiltrierten Probe 1 ein
dunkles Pellet am Gefdallboden erkennen. Die Proben 2 bis 4 mit unterschiedliche Spitzenvor-
satz-Filter filtriert, lieferten unaufféllige Ergebnisse. Es bildete sich kein Absatz. Auch bei
Probe Nummer 5, Carrez-Fillung, sammelten sich wihrend der anschlieBenden Zentrifugation
keine unloslichen Bestandteile am Gefél3boden. Diese Probe hatte eine hellgelbe, durchsichtige
und hellere Farbe als die anderen hellbraunen und durchsichtigen Losungen. Die Ergebnisse
der Zentrifugation zeigen, dass das Hefeextrakt filtriert auf die Sdule gegeben werden sollte.
Das entstandene Pellet kann aus Zellresten und unldslichen Bestandteilen, wie zur Ausféllung
neigenden Eiweillen (Leiber, 2019) bestehen, die mit Hilfe der Filtration durch einen Spitzen-
vorsatz-Filter abgetrennt werden konnen. Werden die unloslichen, sedimentierbaren Bestand-
teile vor der Injektion nicht abgetrennt, konnten sie die Vorsédule nach einiger Zeit blockieren,
was einen frithzeitigeren Wechsel der Vorsaule bedingen wiirde. Eine Zentrifugation oder eine
Carrez-Féllung zur Probenvorbereitung wéren theoretisch mdglich, wéren jedoch, im Vergleich
zur Filtration, wesentlich zeitintensiver. Die Carrez-Fallung konnte neben den unldslichen Be-
standteilen auch einige gelost vorliegende Stoffe oder kleinere Partikel aus der Probe abgetrennt
haben, wodurch der hellere Farbton der Probe 5 erkldrt werden kann. Fiir die Messungen mit
einer HPLC ist eine Filtration durch einen 0,45 um Filter ein géngiges Verfahren zur Proben-
vorbereitung vor der Injektion. Auch fiir diese Methode erscheint eine Filtration des Hefeex-
traktes durch einen 0,45 um Nylon-Spritzenvorsatz-Filter als ausreichend.

Durch eine Betriebstemperatur von 50 °C kann ein Fronting des Fe?*-Peaks verringert werden.
Jedoch dauert das Equilibrieren lange - die Basislinie driftet auch nach 2 h bei einem Fluss von
1 ml/min noch nach oben, was durch Temperaturschwankungen zu erkldren ist. Eine Tempera-
tur von 40 °C wird schneller erreicht, so dass man eher mit den Messungen beginnen kann.
Schon bei dieser Temperatur kann ein Fronting des Fe?*-Peaks verringert werden. Im Nach-
hinein lisst sich sagen, dass sich das im Hefeextrakt in Spuren enthaltene Fe?* nicht mit der
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vorliegenden Methode nachweisen ldsst, weshalb bei weiteren Versuchen wieder eine niedri-
gere Temperatur in Betracht gezogen werden kann.

Durch die Erhohung der FlieBmittelgeschwindigkeit steigt der Druck von ca. 65 auf 95 bar, die
Analyten eluieren frither und die Gesamtlaufzeit kann verringert werden. Im Laufe der Mes-
sungen eines Tages sinkt der Druck auf bis zu 86 bar ab, es wurde aber kein Einfluss auf die
Retentionszeiten beobachtet.

Zu Beginn der Messungen wurden 4 g/L. des Hefeextraktes als Probe auf die Séule injiziert
(GroBBbongardt, 2018). Abbildung 4-1 zeigt ein Chromatogramm mit dieser Konzentration. Es
wird deutlich, dass die Peaks zu groB3 sind und sich teilweise tiberlagern. Die Konzentration der
Probe wurde auf 1 g/L reduziert, damit eine selektive Trennung erreicht wird. Das Problem
liegt hier bei den Spurenmetallen Fe?* und Mn?*. Um iiber der NWG zu liegen, miissten relativ
hohe Konzentrationen des Hefeextraktes von 6 g/L fiir Eisen und 60 g/L fiir Mangan aufgetra-
gen werden. Das wiirde zu einer schlechteren Auflosung durch groB3e Peaks der anderen Be-
standteile fiihren. Durch eine Uberladung der Siule kénnte es auerdem zu Verschiebungen der
Retentionszeiten kommen und die Konzentrationen wiirden auf3erhalb des Arbeitsbereiches lie-
gen, der in dieser Arbeit auf bis zu 2,5 g/L ermittelt werden konnte.

4.2 Einfluss der Zusammensetzung des Eluenten

Die folgenden Abbildungen zeigen Messungen des Hefeextraktes. Die Laufe wurden mit ver-
schiedenen Eluenten durchgefiihrt, die in der Legende angegeben sind. Die Identifizierung der
Analyten im Hefeextrakt ist unter ,,4.4.1 Qualitative Bestimmung® zu finden.

Abbildung 4-1 zeigt ein Chromatogramm vom Hefeextrakt mit Eluent 6 als FlieBmittel.
Eluent 6 war mit 0,5 mM Dipicolinsdure die erste Weiterentwicklung des Eluenten 1.
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Abb. 4-1. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 6, B =4 g/L, 53 bar, 1,0 ml/min, 50 °C, 1,001 mS/cm

Problematisch ist, dass der Mg?*-Peak bei einer Retentionszeit von 11,63 min, nicht getrennt
von anderen kationischen Bestandteilen des Hefeextraktes eluiert. Die Uberschneidung ist zu
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stark, um eine ausreichend prézise quantitative Auswertung machen zu konnen. Auch andere
Analyten lassen sich hier nicht prézise qualitativ und quantitativ bestimmen. Insgesamt wirkt
das Chromatogramm mit 4 g/L. Probenkonzentration des Hefeextraktes und einer relativ groflen
Ionenstérke des Eluenten, {iberladen und komprimiert. Die Konzentration wurde aus diesem
Grund auf 1 g/L Hefeextrakt reduziert. Eine Reduzierung der Salpetersdure auf 1 mM sollte die
Ionenstirke herabsetzen und somit das Chromatogramm entzerren.

In Abbildung 4-2 ist zu erkennen, dass die Analyten deutlich getrennter voneinander eluieren.
Der Kreis zeigt eine VergroBerung des Nat-Peaks, der nach 4,34 min detektiert wird, und des
davor eluierenden Stoffes. Die Peaks sind nicht getrennt voneinander.

Durch die geringere Probenkonzentration ist das Messsignal geringer als der Spannungswert,
der in Abbildung 4-1 abgebildet ist. Dadurch und durch die geringere lonenstirke des Eluenten,
sind die Peaks deutlicher voneinander getrennt und besser zu erkennen. Das Chromatogramm
wirkt entzerrter und Mg2*, das nach 20,90 min eluiert, ist getrennt von anderen Peaks.
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Abb. 4-2. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 15, § = 1 g/L, 93 bar, 1,5 ml/min, 40 °C, 0,561 mS/cm

Um eine bessere Trennung fiir Na* zu erreichen, wurde die Konzentration der Dipicolinsiure
von 0,5 auf 0,1 mM reduziert. Fiir Eluent 17 wurde die Ascorbinsdure weggelassen, da festge-
stellt wurde, dass Fe?" in so geringen Mengen im Hefeextrakt enthalten ist, dass es nicht mit
der vorliegenden Methode nachgewiesen werden kann (siehe 4.4.1). Auf den Einsatz von As-
corbinséure zur Stabilisierung von Fe?* wird in Folge verzichtet. In Abbildung 4-3 ist erkenn-
bar, dass Na*t und der vorherige Peak mit Eluent 17 getrennt voneinander eluieren. Mg?* wird
erst nach 30,85 min detektiert.

Auf Grund der niedrigen Ionenstirke eluiert Mg?* erst nach ca. 31 min. Zwar weist das Chro-
matogramm im vorderen Bereich eine bessere Auflosung auf, allerdings ist effektiv nur fiir den
Na*-Peak (5,14 min) eine bessere Trennung zu erkennen. NH,* (5,83 min) eluiert nicht
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getrennt vom nachfolgenden Peak. Die um ein Drittel verlingerte Gesamtlaufzeit ist im Ver-
gleich zur Analysezeit mit Eluent 15 nicht effektiv.
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Abb. 4-3. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 17, B =1 g/L, 95 bar, 1,5 ml/min, 40 °C, 0,433 mS/cm
Um Mg?* wieder frither zur Elution zu bringen, wurde die Konzentration der Dipicolinsiure
auf 0,4 mM erhoht.

In Abbildung 4-4 wird aufgezeigt, dass Mg?* dennoch relativ spit nach 28 min eluiert. Fiir Na*
wird immer noch eine gute Trennung erreicht. Auffillig ist, dass ein neuer Peak bei 22,28 min
erscheint, der als Ca?*-Peak identifiziert werden konnte.
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Abb. 4-4. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 18, B =1 g/L, 92 bar, 1,5 ml/min, 40 °C, 0,495 mS/cm

Um die Auswirkung der Ascorbinsdure zu klaren, wurde dem Eluenten 18 Ascorbinséure zu-
gegeben (Abb. 4-5), was ein fritheres Eluieren von Mg?* bewirkte.
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Die Erhohung der lonenstéirke durch die Ascorbinséure fiihrt zu einer fritheren Elution der Ana-
lyten. Allerdings wurde festgestellt, dass die Verwendung von Ascorbinsdure fiir ein starkeres
Rauschen der Basislinie sorgt. Ein geringeres Rauschen fiihrt zu priaziseren quantitativen Er-
gebnissen. Zusitzlich sorgten die Eluenten mit Ascorbinsdure fiir einen ,,Systempeak®, der
wahrscheinlich unter dem Na®-Peak liegt. Auch dadurch fiihrt das Weglassen der Ascorbin-
sdure zu einer Verbesserung der quantitativen Ergebnisse. Durch den Verzicht auf die Eisenbe-
stimmung, wird sie nicht weiter bendtigt und es sollte ein Eluent ohne sie entwickelt werden.
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Abb. 4-5. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 19, § = 1 g/L, 94 bar, 1,5 ml/min, 40 °C, 0,533 mS/cm

Zur Erhohung der Ionenstérke, um eine kiirzere Gesamtlaufzeit zu erreichen, wird die Konzent-
ration der Salpetersdure hochgesetzt. Ein Eluent mit 1,2 mM Salpeterséure und 0,4 mM Dipi-
colinsdure fiihrt zu dem in Abbildung 4-6 dargestellten Chromatogramm. Sowohl Na™ als auch
Ca?* sind nicht mehr basisliniengetrennt von den zuvor eluierenden Bestandteilen.
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Abb. 4-6. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 20, § = 1 g/L, 94 bar, 1,5 ml/min, 40 °C, 0,563 mS/cm
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Die hohere Leitfahigkeit sorgt dafiir, dass die Peaks insgesamt friiher eluieren, die Auflosung
jedoch schlechter wird (vergleiche Abb. 4-5).

Als letzter Schritt zur Verbesserung der Giite der Trennung, wurde die Konzentration der
Salpeterséure erneut etwas reduziert. Das in Abbildung 4-7 dargestellte Chromatogramm zeigt
die Trennung der kationischen Bestanteile des Hefeextraktes mit Eluent 21. Die Peaks fiir Na™*
und Ca?* sind im Vergleich zum Lauf mit Eluent 20 basisliniengetrennt.

Durch die verbesserte Trennleistung fiir die Analyten Nat und Ca®* kann eine genauere
Auswertung der Peakfldchen erfolgen.

:
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Abb. 4-7. Chromatogramm des Hefeextraktes mit Eluent 21, § = 1 g/L, 95 bar, 1,5 ml/min, 40 °C, 0,547 mS/cm

Tabelle 4-2 zeigt den verbesserten finalen Eluenten 21 (Leitfdhigkeit: 0,547 mS/cm, pH 2,8).
Bei diesem wurde Ascorbinsiure weggelassen, da der Gehalt an freiem Fe?* nicht bestimmt
werden kann. Salpeter- und Dipicolinsdure wurden angepasst.

Tab. 4-2. Zusammensetzung des finalen Eluenten 21

Chemikalie Strukturformel ~ Konzentration
Salpetersdure HNO, 1,15 mM
Dipicolinsdure ~ C,H;NO, 0,4 mM

Von den untersuchten Analyten wird einzig fiir NH,™ (5,11 min) keine Trennung mit Eluent 21
erreicht. Die Methode ist damit nicht spezifisch fir NH,*, sorgt aber dafiir, dass die vier
weiteren Analyten getrennt von anderen Bestandteilen eluieren. Insgesamt wird durch die
Anpassung der Zusammensetzung des Eluenten eine Verbesserung der Trennleistung von 12
(iiberlagerten) Peaks auf selektiv erkennbare, jedoch nicht unbedingt basisliniengetrennte 19
Peaks erzielt.

Der Einfluss der mobilen Phase auf die Trennleistung ist von mehren Parametern abhéngig
(Meyer, 2009) und soll hier zusammenfassend dargestellt werden. Die Erhohung der
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Ionenstirke der mobilen Phase verkleinert die Retentionszeiten der Analyten, da sich das
Gleichgewicht in Richtung einer bevorzugten Bindung von Gegen-lonen und folglicher
vermehrter Losung der Probe-lonen verschiebt. Die Wahl des Gegen-lons beeinflusst die
Retentionszeit ebenfalls. Die verwendete Salpetersiure bringt H als Gegen-lon in die mobile
Phase, welches fiir relativ hohe Retentionszeiten sorgt. Kt oder Ca?*-Ldsungen wiirden bei-
spielsweise eine frithere Elution der Analyten bewirken.

Ein Uberblick iiber den gesamten Prozess der Entwicklung der FlieBmittel-Zusammensetzung
mit Vor- und Nachteilen der einzelnen Eluenten, ist im Anhang 3 zu finden.

4.3 Validierung der Methode

Die Selektivitiat kann, dadurch dass der Mischstandard keine Matrixbestandteile enthalt, nicht
mit Sicherheit vorhergesagt werden, aber eine Anndhrung vor der Analyse der Hefeextrakt-
Proben ist damit mdglich. Beinahe alle Analyten eluieren mit dem angepassten Eluenten 21
getrennt voneinander, ohne dass die Peakflichen durch Bestandteile, die kurz davor oder da-
nach eluieren, verfilscht werden. Eine Ausnahme ist der NH,*-Peak in den Proben des Hefe-
extraktes. Dieser ist nicht basisliniengetrennt von dem Peak, der kurz danach detektiert wird.
Zur Bewertung der Trennung wurde der Trennfaktor a und die Auflosung Rg fiir die beiden
Peaks berechnet:

Oyt = 1,07

Ronm,+ = 1,24

a ist > 1 und bestétigt damit die Selektivitidt der Methode. Die Auflésung ist mit 1,24 ausrei-
chend, bestétigt jedoch die gegenseitige Beeinflussung beider Peaks. Ab einem Wert von 1,5
kann von einer Basislinien-Trennung gesprochen werden. Laut Kromidas liegt der Fehler bei
einem ,,Tal* zwischen den Peaks von kleiner als 50 % ihrer Hohe und im Fall zweier gleich
groBer symmetrischer Peaks, bei 1 bis 2 % (Kromidas, 2017). Da der NH, " -Peak aber in etwa
die doppelte Fliche des nachfolgenden Peaks aufweist und das ,,Tal*“ zwischen den beiden
Peaks relativ niedrig ist (0,6 mV, NH,*- Peak hat eine Hohe von 4,7 mV), kann NH, *noch mit
einer guten Genauigkeit (Fehler wahrscheinlich < 1 %) bestimmt werden.

Fiir Aussagen iiber die Linearitit der Anlage und des Detektors wurden Zehnpunktkalibrierun-
gen mit dem Mischstandard durchgefiihrt. Dabei wurden Korrelationskoeffizienten von 0,9990
(NH, ™) bis 0,9998 (K* und Na*) erreicht (siehe Tab. 4-6). Zur Veranschaulichung zeigt Ab-
bildung 4-8 die Zehnpunktkalibrierung fiir den Analyten Mg?*. Die Zehnpunktkalibrierungen
aller Analyten inklusive Fe?* und Mn?* sind im Anhang 2 aufgefiihrt. Mit der verwendeten
Maske wird die Qualitdt der Kalibrierung anhand von Vk bewertet. Dabei wurden folgende
Grenzen festgelegt: ,,sehr gut™ fiir Werte < 1 %, ,,gut” fiir Werte bis 2 % und ,,0.k.” bis 5 %.
Alle Kalibrierungen wurden mit o.k. bis gut bewertet und die Linearitit wird in jedem Fall als
signifikant beschrieben. Einzig fiir K* wird durch eine Funktion 2. Ordnung ein minimal bes-
serer also niedrigerer Variationskoeffizient erreicht, und zwar 1,0 statt 1,1 %. Trotzdem wird
auch hier, der Einfachheit wegen, die Funktion der Gerade verwendet. Daraus ldsst sich
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schlieBen, dass fiir die Anlage und den Detektor bis zu den hochsten Konzentrationen (siche
Tab. 4-6) fiir alle Analyten Linearitdt gegeben ist.

I Bearbeiter/in:
Datum:

Sanja Lensch
23.07.2019

Verfahren: | HPLC Magnesium

MeBgroBe(X) |Konzentration inmg/L Blindwert 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MeBsignal(Y) |Peakflache 0,0 19228 38375 57705 83587 100183 118269 138565 162891 177698 198027
Wiederholungen Kalibrierung 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat Jok.
Verfahrenskenndaten a0 al a2 vx0 r Linearitat krit W.  INWG Best.Gr.
lineare Funktion 327,266667| 19960,01212 2,1%| 0,9994(signifikant 7601,22| 04 1,3
Funktion 2.0rdnung -2425,933333| 21009,34545 -95,394 2,1% inmg/L| inmg/L
Zehnpunktkalibrierung fiir Magnesium
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25000
» 20000
=
2
=
%= 15000
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o
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0 f 1 f f 1 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Konzentration in mg/L
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | at v0 [ r [NWG [BestGr.
inmg/L inmg/L
IAC 23.7.19 Sanja Lensch = 327,2666667 19960,01 2,1% 0,9994 0,397 1,312

Abb. 4-8. Beispiel der Zehnpunktkalibrierung anhand der Daten von Mg?*

Bei der Bestimmung der Linearitidt der Methode wurden im untersuchten Bereich von 0,5 bis
2,5 g/L der Hefeextrakt-Proben Korrelationskoeffizienten von 0,9938 fiir Ca%* bis 0,9998 fiir
K* und NH,* erreicht. Fiir Na* folgte R? = 0,9983 und fiir Mg?* R? = 0,9988. Aus der
signifikanten Linearitdt in diesem Bereich ldsst sich schlie3en, dass die Methode bis zu einer
Probenkonzentration von 2,5 g/L fiir alle Analyten linear ist. Die komplexe Matrix scheint
keine Auswirkung auf die Linearitit der Methode zu haben. Der geringere Wert von R? fiir
Ca?* kommt durch die geringe quantitative Menge im Hefeextrakt zustande, wodurch die
Auswertung unpriziser wird. Dadurch, dass die Matrix die Konzentration der Analyten bzw.
das Messsignal von diesen nicht zu beeinflussen scheint, ist fiir diese Methode eine Grund-
kalibrierung mit Standards ausreichend.

Die Systemprizision wurde durch eine sechsfache Injektion desselben Standards in drei ver-
schiedenen Konzentrationsbereichen und der sechsfachen Auftragung einer Probe des unbe-
handelten Hefeextraktes bestimmt. Tabelle 4-3 stellt die relative Standardabweichung (Vk), die
durch die Auswertung der Peakfldchen bestimmt wurde, dar. Mit Ausnahme von Na* und K*
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sinken die Werte von Vk mit steigender Konzentration des Standards. Die ermittelten Werte
der Peakflidche streuen bei einer niedrigen Konzentration von 0,3 mg/L stirker. Die Streuung
der Werte des Hefeextraktes sind hoher.

Tab. 4-3. Angabe des Variationskoeffizienten (Vk) in % zur Bewertung der Systemprézision

Analyten
Konfneg;ia“‘m Na* NH,* K+ Ca?+ Mg?+
0,3 0,462 1,798 3,789 4,129 2,426
3 0,688 0,679 0,722 1,469 1,082
30 0,395 0,647 0,739 0,460 0,439
Hefeextrakt (1 g/L) 3,459 0,986 1,169 4,437 1,303

Die Schwankungen, die durch die Anlage und durch die manuelle Integration zustande kom-
men, kénnen durch die Systemprizision bewertet werden. Erwartungsgemal sinkt die Streuung
mit steigender Konzentration des Mischstandards. Das Rauschen der Basislinie hat bei niedri-
gen Konzentrationen eine stiarkere Auswirkung auf die Auswertung der Peakflachen und damit
wird Vi grofer, je niedriger die gemessenen Konzentrationen sind. Fiir die Analyten Na®, K*
und NH,* ist der Unterschied zwischen dem mittleren und dem hohen Konzentrationsbereich
nicht signifikant. Fiir Ca?* und Mg?* wird die Auswertung mit steigender Konzentration deut-
lich besser. Durch die spéte Elution sind die Peaks einer stiarkeren Peakverbreiterung ausgesetzt,
wodurch das Rauschen der Basislinie einen stirkeren Einfluss auf die Auswertung als bei den
anderen Analyten hat. Fiir diese beiden Analyten stimmen die ermittelten Werte der Hefeex-
traktprobe weitgehend mit den Werten des Standards iiberein. Ca?* wird im niedrigen Kon-
zentrationsbereich erwartet (< 1 mg/L) und Mg?* im mittleren (< 10 mg/L). Fiir K+, NH," und
Na* wurden mit dem Hefeextrakt unprézisere Ergebnisse erzeugt als mit dem Mischstandard.
Es wird davon ausgegangen, dass der relativ niedrige Vk-Wert bei einer Konzentration von
0,3 mg/L fiir Na* inzidentell und nicht realititsnah ist. Fiir die Methodenprizision wird eben-
falls eine stirkere Streuung festgestellt (vergleiche Tab. 4-4). K* und NH,* streuen durch Mat-
rixeffekte des Hefeextraktes moglicherweise etwas stirker. Das Ergebnis des NH, *-Peaks wird
durch den benachbarten Peak beeinflusst.

Mit Hilfe von sechs Injektionen von jeweils neu angesetzten Standard- und Probeldsungen sol-
len Aussagen tiber die Prédzision der Methode getroffen werden. In Tabelle 4-4 ist ebenfalls der
entsprechende Variationskoeffizient der Analyten bei verschiedenen Konzentrationen des
Mischstandards und im Hefeextrakt dargestellt. An den hoheren Werten von Vi ist zu erkennen,
dass die ermittelten Werte der Peakfldchen stérker streuen als bei der Ermittlung der Systempra-
zision. Fiir K* und Ca?* sinkt Vk mit steigender Konzentration. Fiir die anderen Analyten wird
bei 30 mg/L des Standards eine groflere Streuung beobachtet.

Tab. 4-4. Angabe des Variationskoeffizienten (Vk) in % zur Bewertung der Methodenprézision

Analyten
Konzentration + ¥ + 24 24
me/L Na NH, K Ca Mg
0,3 8,018 10,31 11,72 8,672 7,319
3 2,523 1,527 2,248 3,703 0,479
30 3,341 1,850 2,130 1,933 1,146

Hefeextrakt (1 g/L) 2,662 1,062 0,812 4,779 1,693
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Die relative Standardabweichung der Methodenprizision ist erwartungsgemil groBer als die
der Systemprazision. Neben den Fehlern, die durch die manuelle Auswertung und durch die
Anlage verursacht werden, steigern unprézises Pipettieren kleiner Volumina und Fehler beim
Ansetzen der Standards in Messkolben die Streuung der Werte der Methodenprézision. Auch
hier sind die Werte im kleinen Konzentrationsbereich (0,3 mg/L) groBer, da sehr kleine Volu-
mina beispielsweise im Bereich von 10 bis 60 pL pipettiert wurden. Die Werte im hohen Kon-
zentrationsbereich (30 mg/L) verbessern sich fiir K* nicht signifikant im Vergleich zum mitt-
leren (3 mg/L). Die groBere Streuung fiir Na* und NH, " bei hohen Konzentrationen, entstehen
durch die nicht basisliniengetrennt voneinander vorliegenden Peaks und die dadurch groBere
gegenseitige Beeinflussung. Der niedrige Vk-Wert von Mg?* im mittleren Konzentrationsbe-
reich scheint zufdllig entstanden zu sein. Die relative Standardabweichung weist bei den Proben
des Hefeextraktes fiir alle Analyten niedrigere Werte auf, was fiir eine héhere Prizision spricht.
Fiir Na* und NH, " ldsst sich diese insbesondere durch den Konzentrationsunterschied der bei-
den Analyten erkliren. Da Na™ in einer deutlich geringeren Konzentration im Hefeextrakt ge-
messen wird (vergleiche Tab. 4-7), sind die Peaks hier basisliniengetrennt und erreichen damit
eine hohere Prézision.

Die geringe Priizision, die insbesondere fiir Na* und Ca?* erreicht wird, ist durch ihre niedrigen
Konzentrationen im Hefeextrakt zu erkliaren, wodurch das Rauschen der Basislinie einen gro-
Beren Einfluss auf die Auswertung hat. Bei Ca®* wirkt die spite Elution nach ca. 18 min und
die dadurch entstehende Verbreiterung des Peaks ebenfalls auf das Ergebnis ein. Zusitzlich
kann, besonders wenn hohere Konzentrationen des Hefeextraktes injiziert werden, ein direkt
nach Ca?* eluierender Stoff erkannt werden (Abb. 4-9). Die Peakfliche von Ca?* wird durch

diesen beeinflusst und die Prézision wird geringer.

Abb. 4-9. Ausschnitt des Chromatogramms des Hefeex-
trakt mit B=2,5 g/L. Ca®* eluiert nach 18,75 min, ein wei-
terer Bestandteil nach 19,98 min. Dieser Peak beeinflusst
die Prézision von Ca?*

18,75
9,98

f

—

Bei Messungen mit der HPLC sollte der Variationskoeffizient fiir alle Versuche nach Vorgaben
der Guten Laborpraxis (GLP) kleiner als 1 % sein (Kromidas, 2011). Dieses Ergebnis wird fiir
keinen der Analyten erreicht. Die Vk-Werte von K*, Mg?* und NH," kommen der gewiinsch-
ten Priizision am niichsten. Sie sind teilweise < 1 % oder knapp > 1 %. Fiir Na* und Ca?* reicht
die Prizision, die mit dieser Methode erreicht wird, nicht aus.

4.4 Bestimmung der gelosten Kationen

4.4.1 Qualitative Bestimmung

In Abbildung 4-10 ist ein Chromatogramm des verwendeten Mischstandards dargestellt, der
mit Eluent 21 gelaufen ist und die aktuellen Retentionszeiten fiir die validierte Methode anzeigt.
Aus Vergleichen mit der DIN EN ISO 14911 fiir Wasseranalytik und dem ,,Certificate of Ana-
lysis* der Trennsdule von Shodex (Shodex, 2018), in dem die gleichen Analyten aber andere
Eluenten verwendet werden, ldsst sich folgende Vermutung fiir die Elutionsreihenfolge
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anstellen: Li*-Na*- NH,"-K*-Ca?*-Mg?*. Ca?* und Mg?* eluieren auf Grund ihrer zweifa-
chen Ladung spiter als die einfach geladenen Kationen. Fiir Mg?* ist die Retentionszeit durch
den Abgleich mit dem Einzelstandard bekannt. Laut Weiss eluiert Ca?* typischerweise nach
Mg?*. Durch die komplexbildenden Eigenschaften der Dipicolinsiure in der mobilen Phase
wird diese Reihenfolge jedoch umgekehrt (Weiss, 2004). Li* sorgt, wie in den Vergleichs-
Chromatogrammen, fiir einen Peak mit signifikanter Hohe und Fliche.
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Abb. 4-10. Chromatogramm des Mischstandards mit p = 2 mg/L - Li* 3,75 min; Na* 4,53 min; NH,*
5,10 min; K* 6,51 min; Ca?* 18,39 min; Mg?* 23,24 min

Durch eine Aufstockung des Mischstandards ( = 5 mg/L) mit ca. 40 mg/L Natriumchlorid und
5 mg/L Kalium, konnte die Reihenfolge der Elution der Mengenelemente bestimmt werden. In
Abbildung 4-11 ist das Chromatogramm der Aufstockung dargestellt. Die Retentionszeiten der
Analyten entsprechen nicht denen aus Abbildung 4-10, da die Aufstockung mit Eluent Num-
mer 15 durchgefiihrt wurde.
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Abb. 4-11. Chromatogramm des Mischstandards mit p = 5 mg/L mit 10 mg/L Na* und 5 mg/L K* aufgestockt
zur Identifizierung der Peaks
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Der Na*-Peak sollte um den Faktor fiinf zunehmen, jedoch ist dieser durch ungenaues Einwie-
gen der geringen Menge des Salzes um etwa den Faktor elf groBer. K* konnte durch die vor-
liegende Form als Losung priziser zugegeben werden. Die Peakflidche ist um den erwarten
Faktor zwei gestiegen.

Durch die bekannte Reihenfolge und Retentionszeiten der Analyten, konnen die Mengen-
elemente qualitativ im Hefeextrakt bestimmt werden (Abb. 4-12).
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Abb. 4-12. Chromatogramm des Hefeextraktes mit p = 1 g/L zur qualitativen Bestimmung der Analyten: Na*
4,52 min; NH,* 5,11 min; K* 6,44 min; Ca?* 18,49 min; Mg?* 23,09 min
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Eine qualitative (und quantitative) Bestimmung der Spurenmetalle Fe?* und Mn?* ist mit die-
ser Methode nicht moglich. Die entsprechenden Peaks mit gleichen Retentionszeiten wie die
der Einzelstandards, lassen sich nicht im Chromatogramm des Hefeextraktes wiederfinden. Ab-
bildung 4-13 zeigt anhand einer Aufstockung des Hefeextraktes mit je 1 mg/L und 10 mg/L der
Einzelstandards von Fe?* und Mn?*, an welchen Stellen die beiden Kationen eluieren wiirden,
wenn sie in entsprechender Konzentration enthalten wiren. Anhand der Peakflichen soll
bestimmt werden, ob die zugegebenen Mengen der Spurenelemente wiedergefunden werden
konnen. Tabelle 4-5 zeigt die erwarteten Konzentrationen im Hefeextrakt (bei einer Proben-
konzentration von 3 =1 g/L) und die durch eine Zehnpunktkalibrierung ermittelte NWG und
BG der beiden Kationen.

Intensity

T T T T T T T T T T T T T | R PAUR AR R R AL R P [ R A A R PR P R PAURA AR L
2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2 8,5 8,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5
Retention Time (min) Retention Time (rin)

Abb. 4-13. Chromatogramme des Hefeextraktes mit § = 1 g/L (tiirkis) mit 1 (schwarz) und 10 mg/L (vi-
olett) Fe2* (links) und Mn?* (rechts) aufgestockt, Lauf mit Eluent 15

Tab. 4-5. Werte fiir die Spurenmetalle Fe?* und Mn?*: erwartete Konzentration in
B=1 g/L Hefeextrakt-Probe, ermittelte NWG, BG und der Konzentrationsbereich in
dem die Zehnpunktkalibrierung durchgefiihrt wurde

Analyt Erwartete Konzentration* NWG BG  Konzentrationsbereich der
Zehnpunktkalibrierung
mg/L mg/L.  mg/L mg/L
Eisen (Fe?*) 0,034 0,2 0,7 0,5-10
Mangan (Mn?*) 0,0032 0,2 0,5 0,5-10

*nach Leiber (Datenbaltt im Anhang 1) (Leiber GmbH, 2018)

Abbildung 4-13 verdeutlicht, dass weder Fe?* noch Mn?* mit der verwendeten Methode nach-
gewiesen werden konnen. Es kann auch gezeigt werden, dass die Peaks mit Eluent 15 nicht von
anderen Peaks getrennt wiren, wenn sie aufgenommen werden konnten. Auch an der
ermittelten NWG von 0,2 mg/L fiir beide Analyten wird deutlich, dass die geringen Mengen
von 0,034 mg/L fiir Fe?* und 0,0032 mg/L fiir Mn?* (Leiber GmbH, 2018), die im Hefeextrakt
erwartet werden, nicht detektiert werden konnen. Verglichen mit den Peakflichen der
Zehnpunktkalibrierung, entsprechen die Flachen nach der Aufstockungen ungefdhr den zu
erwarteten Ergebnissen. Durch die fehlende Trennung der Peaks von anderen ist eine genaue
Aussage nicht moglich. Abweichungen sind durch die unsymmetrischen Peaks (Fronting bei
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Fe2*, Tailing bei Mn?"), Matrixeffekte und unprizises Auswerten zu erkliren. Signifikante
Einfliisse durch die Probenmatrix, wie fiir Fe?* vermutet wurde (GroBbongardt, 2018), konnten
nicht nachgewiesen werden.

4.4.2 Quantitative Bestimmung

Als Basis der quantitativen Auswertung wurde fiir die Analyten eine Zehnpunktkalibrierung
durchgefiihrt (Tab. 4-6). Anhand der erwarteten Konzentrationen der Analyten (Leiber GmbH,
2018) sollte die Kalibrierung fiir Na*, Mg?* und NH,* im Bereich 1 - 10 mg/L erfolgen, die
fiir K* von 5 - 50 mg/L und wegen der geringen Konzentration fiir Ca?* zwischen 0,1 und
5 mg/L. Durch erste Auswertungen, wurde festgestellt, dass Na* in einer Konzentration
< 1 mg/L im Hefeextrakt enthalten sein muss, so dass fiir die Zehnpunktkalibrierung zusitzlich
Werte von 0,2 - 0,8 mg/L aufgenommen wurden. Die NWG liegt fiir alle Analyten, mit Aus-
nahme von K*, bei < 1 mg/L. Fiir K* liegt die NWG bei 1 mg/L und die BG ist mit 3,4 mg/L
hoher als die der anderen Analyten. Die Steigung der Kalibriergeraden reichen von 5801 fiir
K* bis 19 960 fiir Mg?*. Die besten Qualititen wurden bei den Auswertungen fiir K* und Na*
erreicht (R? = 0,9998), die geringste fiir NH,* (R? = 0,9990). Die Vk-Werte

Tab. 4-6. Ergebnisse der Zehnpunktkalibrierung der Analyten: angegeben sind der Kalibrierungsbereich,
NWG, BG, Geradengleichung, Korrelations- und Variationskoeffizient

Analyt Kalibrierungs- NWG BG Kalibriergerade Korrelations- ~ Variationskoeffizient
bereich koeffizient (Vi)
mg/L mg/L.  mg/L (R?) %
Na* 0,2-10 0,3 1,0 y=10560x+801,2 0,9998 2,9
NH,* 1 -10 0,5 1,6 y=11964x + 3745 0,9990 2,6
K* 5 =50 1,0 34  y=5800x-1591 0,9998 1,1
Ca2* 0,1-5 0,2 0,8 y=10399x + 96,40 0,9992 4,8
Mg?* 1 -10 0,4 1,3 y=19960x-3272 0,9994 2,1

Es ist zu erkennen, dass fiir die NWG niedrigere Werte entstehen, je geringer die Analytenkon-
zentration fiir die Kalibrierung ist. Folglich verhélt es sich mit der BG genauso. In den niedrigen
Konzentrationsbereichen werden realitdtsnahe Werte filir den y-Achsenabschnitt erreicht. Fiir
K* und NH,* entsprechen diese Werte nicht unbedingt der Realitit, wodurch hohere NWG als
bei den anderen Analyten entstehen. Auch in einem Chromatogramm mit 0,2 mg/L des Misch-
standards konnten die Analyten K*, Na* und NH,* deutlich vom Rauschen getrennt werden
und qualitativ bestimmt werden. Vi sinkt, also verbessert sich mit steigender Konzentration der
Analyten (vergleiche Tab. 4-7) Die Werte geben Auskunft {iber die Qualitdt der Kalibrierung.
Die Methode ist mit einer Steigung von 19 960 fiir Mg?* am empfindlichsten. Fiir die Analyten
NH,*, Na* und Ca?* kann mit Steigungen zwischen 10 399 und 11 965 eine vergleichbare
Sensitivitdt festgestellt werden. Fiir K* wird die geringste Empfindlichkeit detektiert, was sich
bereits anhand des Chromatogramms des Mischstandards (Abb. 4-10) vermuten ldsst, in dem
der K*-Peak bei gleicher Konzentration wie die der anderen Analyten, die kleinste Fliche auf-
weist. Fiir die Messungen wurden die Standards teilweise in kleinen Messkolben angesetzt (V
=1 bis 5 mL) und fiir die geringen Konzentrationen (fiir Ca?* und Na?*) wurden kleine Volu-
mina (zum Beispiel 10 pL) pipettiert. Das beeinflusst die Prézision der Messungen und folglich
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die Qualitit der Kalibrierung sowie die ermittelten NWG und BG. Durch grofBere Volumina der
pipettieren Losungen sowie der verwendeten Messkolben konnte die Streuung verringert und
die Qualitdt verbessert werden.

Tabelle 4-7 zeigt die ermittelten Konzentrationen der Analyten im unbehandelten Hefeextrakt.
Die Konzentrationen wurden in dreifacher Bestimmung anhand der Peakflichen mit den in Ta-
belle 4-6 angegeben Kalibriergeraden ermittelt. In der Tabelle sind aulerdem die Konzen-tra-
tionen des Unternehmens Leiber dargestellt (Anhang 1) (Leiber GmbH, 2018) und die von
Klotz ermittelten quantitativen Mengen (Klotz, 2017). Zusétzlich sind die prozentualen Abwei-
chungen der Werte dieser Arbeit von den besagten Literaturwerten angegeben. Der Vergleich
mit den Literaturwerten von Leiber und Klotz zeigt Abweichungen von ca. + 20 % fiir die
Analyten K*, Ca?* und Mg?*. GroBere Abweichungen wurden fiir Na* (-81 bis -91 %) und
NH," (64 %) festgestellt.

Tab. 4-7. Ermittelte Konzentrationen der Analyten mit der jeweiligen Abweichung von Li-
teraturwerten (Leiber GmbH, 2018) (Klotz, 2017)

Ana- Konzentration = Konzentration = Abweichung Konzentration Abweichung
Iyt im Hefeextrakt (Leiber) von Leiber (Klotz) von Klotz
mg/L mg/L mg/L
Na* 0,60 6,50 -90 % 3,08 -80 %
NH,* 3,63 k.A. k.A. 2,21 64 %
K* 25,43 31,00 -17% 27,70 - 8%
Ca2* 0,67 0,54 23 % k.A. k.A.
Mg?*+ 2,38 2,10 13 % 2,89 -17 %

Die vergleichsweise geringen Abweichungen fiir K*, Ca?* und Mg?* sind durch Verwendung
unterschiedlicher Chargen des Hefeextraktes und die Prézision des Systems und der Methode
zu erkldren. Bei den Literaturwerten von Na*™ und NH,* kénnte es sich um veraltete Werte oder
um einen anderen #lteren Hefeextrakt handeln. Die Konzentrationen der Analyten Ca?* und
Mg?* liegen unter ihrer BG (vergleiche Tab. 4-6). Die Ergebnisse werden fiir die weitere Aus-
wertung genutzt, konnen deshalb aber unprizise sein. Es gilt es noch zu beachten, dass die
Konzentrationen der Analyten von dem Unternehmen Leiber {iber verschiedene spektrometri-
sche Verfahren bestimmt wurden, wodurch der Gesamtgehalt der Kationen ermittelt werden
kann. Klotz nutze die IAC zur Analyse von gelost vorliegenden Kationen. Allerdings ldsst sich
zur vorliegenden Form der Kationen hier keine verldssliche Aussage treffen. Die Konzentrati-
onen dienen als Bezugswert fiir die autoklavierte Probe des Hefeextraktes.

Abbildung 4-14 zeigt den Vergleich der Analytenkonzentrationen des unbehandelten und des
autoklavierten Hefeextraktes in einem Diagramm. Es ist zu erkennen, dass alle Analyten in
hoherer Konzentration in der autoklavierten Probe wiederzufinden sind.

Die hoheren Werte sind dadurch zu erkldren, dass die Probe fiir den Autoklaven mit vollent-
salztem Wasser (VE-Wasser) in einem anderen Labor angesetzt wurde. Fiir die Proben des un-
behandelten Hefeextraktes wurde Reinstwasser verwendet. Um die Abweichungen durch das
VE-Wasser genauer bestimmen zu konnen, wurde es als Probe ebenfalls mit der IAC analysiert.
Die Konzentrationen der nachweisbaren Kationen Na*, NH,", K* und Ca?* lagen im Bereich
der NWG und waren somit geringer als die ermittelten Abweichungen. Dies kann durch
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mehrfachen Kartuschen-Wechsel fiir das VE-Wasser im anderen Labor und durch die allge-
meine Prizision des Systems und der Methode erklért werden. Die Hitze und Dauer des Auto-
klaviervorganges zur Vorbereitung des Mediums fiir die Fermentation scheint hier keinen sig-
nifikanten Einfluss auf den Gehalt der Analyten zu haben.

Vergleich der Analytenkonzentration
Hefeextrakt, unbehandelt und autoklaviert

2+
Mg™ ) g9
Ca®* mm (87
K 30,35

NH," — 6,55

0 5 10 15 20 25 30 35
Konzentration in mg/L

Hefeextrakt, unbehandelt m Hefeextrakt, autoklaviert

Abb. 4-14. Vergleich der Analyten-konzentrationen in der unbehandelten und in der autoklavierten Probe
des Hefeextrakts

Im Vergleich der Werte des autoklavierten Hefeextraktes (vergleiche Abb. 4-14) mit denen der
Fermentationsprobe 1 (vergleiche Abb. 4-15), die direkt nach dem Animpfen mit der Vorkultur
genommen wurde, ist ein Anstieg von 217 % fiir NH,* und 39 % fiir K erkennbar. Der erhohte
Wert von NH,* kommt durch die Einstellung des pH-Wertes des Fermenterinhalts mit Ammo-
niak zustande. Der angestiegene K*-Wert wird durch die Zugabe der Vorkultur verursacht.
Diese wurde in einem Kalium-Phosphat-Puffer kultiviert. Eine besonders hohe Abweichung
wird fiir Nat beobachtet. Die Natriumkonzentration in der Fermentationsprobe 1 ist um mehr
als ein Zehnfaches groBer als im autoklavierten Hefeextrakt. Diese Abweichung konnte bis zum
jetzigen Zeitpunkt nicht génzlich erklart werden. Die vergleichsweise geringe Abweichung fiir
Ca2* von 70 % kann durch Schwankungen des Mineralstoffgehaltes des VE-Wassers erklrt
werden. Die Konzentration von Mg?* weicht um 22 % ab. Dieser Wert ist im Vergleich zu den
anderen nicht signifikant.

Direkt nach dem Animpfen kann davon ausgegangen werden, dass B. licheniformis noch keine
Mineralstoffe umgesetzt hat. Die Ergebnisse der Fermentationsprobe 1 dienen damit als Ver-
gleichswerte fiir die Fermentationsprobe 2, die nach dem Abschluss der Wachstumsphase von
B. licheniformis gezogen wurde. In Abbildung 4-15 werden die ermittelten Konzentrationen
der Analyten aus den beiden Proben miteinander verglichen, um eine Aussage iiber den Ver-
brauch der Makroelemente treffen zu konnen. Es ist eine Abnahme, mit Ausnahme von NH4+,
fiir alle Analyten nachgewiesen. Fiir Mg?* wird eine 100 %ige Abnahme beobachtet und fiir
Na™ eine 93 %ige. Der Verbrauch von 0,78 mg/L von Ca?* entspricht 52 % und der Riickgang
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von 28,46 mg/L von K* entspricht 44%. In der Fermentationsprobe 2 wird 65,55 mg/L NH,*
nachgewiesen, wobei in Abbildung 4-14 nur Werte bis 45 mg/L angezeigt werden.

Verbrauch der Mineralstoffe

Fermentationsprobe 1 und 2

Mg2+ - 227

nn.
1.49
ml
Ca** 870 71
e 422 |
K+ 23,75
]
NH,* 20,74
I 2,45
Na* 570,89
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Konzentration in mg/L

® Fermentationsprobe 1 Fermentationsprobe 2

Abb. 4-15. Verbrauch der Mineralstoffe. Vergleich der Analyten-konzentrationen von Fermentationsprobe 1
und 2

Abbildung 4-16 zeigt ein Chromatogramm der Fermentationsprobe 2. Verglichen mit dem
Chromatogramm des unbehandelten Hefeextraktes (Abb. 4-11) ist zu erkennen, dass alle nicht
zuordnungsbaren Peaks nicht mehr detektiert werden. Im Chromatogramm lassen sich die
Peaks von Na*, NH, ", K* und Ca?* wiederfinden. Eine erste Vermutung, dass es sich bei dem
Peak mit einer Retentionszeit von 21,13 min um Mg?* handelt, wurde durch eine Aufstockung
der Probe mit dem Mischstandard widerlegt. Folglich konnte Mg?* nicht nachgewiesen werden
und es handelt sich bei dem Peak um eine zuvor nicht vorhandene Komponente.
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Abb. 4-16. Chromatogramm der Fermentationsprobe 2, f = 1 g/L -Na* 4,52 min; NH,* 5,39 min; K* 6,49 min;
Ca?* 19,02 min; unbekannter Peak nach 21,13 min
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Generell wird vermutet, dass B. licheniformis die Makroelemente wihrend der Wachstums-
phase verwertet, da sie fiir die biologischen Prozesse bendtigt werden. Es kann aber ebenfalls
der Fall sein, dass die Stoffe in anderer Weise wéahrend der Fermentation umgewandelt werden.
Aus den Ergebnissen, die in Abbildung 4-15 und 4-16 aufgezeigt werden, ldsst sich demnach
schlieBen, dass Mg?* vollstindig aufgenommen wurde. Na* wurde fast vollstéindig von den
Bakterien umgesetzt. Uber den Bedarf an NH, " kann keine Aussage getroffen werden. Zum
Ende der Wachstumsphase konnte eine Konzentration von 65,55 mg/L gemessen werden, die
aus dem Titrieren von Ammoniak wihrend der Fermentation resultiert. Es wird davon ausge-
gangen, dass B. licheniformis alle anderen Bestandteile, die neben den Makrondhrstoffen im
Hefeextrakt vorhanden sind und mit dieser Methode detektiert werden konnen, wihrend der
Fermentation verwertet. Da die Siule neben Kationen und Ubergangsmetallen auch Alkylamine
und Aminoalkohole trennen kann, konnte es sich bei den nicht identifizieren Peaks um diese
handeln. Es wurde vermutet, dass diese Bestandteile in der Fermentationsprobe 2 auf Grund
des zu vorherigen Proben abweichenden pH-Wertes moglichweise nicht detektiert werden kon-
nen. Hier soll darauf hingewiesen werden, dass die Fermentationsprobe 1 auf den gleichen pH-
Wert eingestellt wurde und zum gleichen Teil mit dem Eluenten verdiinnt wurde. In dieser
Probe konnten die Bestandteile ebenfalls detektiert werden, womit die Annahme widerlegt wer-
den kann und somit von einer Umsetzung durch die Mikroorganismen ausgegangen werden
kann. Bei dem nach 21,13 min detektierten Peak handelt es sich wahrscheinlich um ein Abbau-
produkt des B. licheniformis.
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5 Fazit und Ausblick

Mit dem verwendeten Eluenten (vergleiche Tab. 4-2) und unter den gegeben chromatographi-
schen Bedingungen konnen die Makronihrstoffe Na*, K*, Ca?*, Mg?* und NH,* qualitativ
und quantitativ bestimmt werden. Die Prizision der Methode geniigt allerdings fiir alle Analy-
ten nicht den GLP-Vorschriften, nach denen Vk <1 % sein sollte. Die Prazision wird schlechter
je kleiner die detektierten Peakfldchen und damit die Konzentrationen der Analyten sind und je
spater diese eluieren. In diesen Féllen hat das Rauschen der Basislinie einen groBeren Einfluss
auf die Auswertung, als bei groBBen Flichen und schmalen Peaks, die friih eluieren. Es wire zu
iberlegen, eine grofBere Probenkonzentration des Hefeextraktes zu injizieren (zum Beispiel 2
bis 3 g/L), um die Prézision fiir die Analyten, die in Konzentrationen < 1 mg/L vorkommen, zu
verbessern. Dabei konnten sich die Peaks allerdings gegenseitig beeinflussen. Eine prazisere
Detektion kann durch die Verwendung eines Suppressors erreicht werden. Durch die Unterdrii-
ckung der Grundleitfahigkeit wiirden groBBere Peakfldchen erreicht, die Methode dadurch emp-
findlicher werden und die Streuung der Werte durch die manuelle Integration konnte verringert
werden.

Die gegebenen Bedingungen erlauben keine Detektion der Spurenmetalle im Hefeextrakt. Sie
sind in Relation zu den anderen Analyten in zu geringen Konzentrationen enthalten. Um die
ermittelte NWG bei den gegebenen Konzentrationen fiir Fe>* und Mn?* zu erreichen, miissten
fiir Fe?* 6 g/L Probe angesetzt werden und fiir Mn?* 60 g/L. Wiirden so hohe Probenkonzent-
rationen injiziert werden, wiére die Séule iiberladen und die Peaks der anderen Bestandteile
wéren so breit, dass die Peaks der Spurenelemente iiberlagert werden wiirden. Ein weiteres
Problem zeichnet sich darin ab, dass die Methode nicht selektiv fiir die beiden Spurenmetalle
ist. Die Auflosung kann allerdings durch die Anpassung des Eluenten verbessert werden,
wodurch es moglich sein sollte, hohere Konzentrationen der Hefeextraktprobe aufzutragen,
ohne die Peakflachen stark zu beeinflussen. In diesem Fall miisste die Linearitdt der Methode
in dem entsprechenden Bereich bestitigt werden. Eine weitere Idee zur Verbesserung wire ei-
nen Leitfihigkeitsdetektor mit kleinerer Offnung zu verwenden (Projekttreffen, 2019). Die Er-
gebnisse sollten dadurch genauer werden und es konnte moglich sein, kleinere NWG zu ermit-
teln. Wenn Spurenelemente analysiert werden sollen, kann keine Suppressor-Technik angewen-
det werden, da die Metallionen in dem System Hydroxide bilden und ausfallen konnten (Weiss,
2004).

Um die Validierung der Methode abzuschlief3en, sollte ihre Robustheit gegeniiber Schwankun-
gen der Temperatur und des pH-Wertes iiberpriift werden. Eine Anderung des pH-Wertes kann
besonders bei ionischen Verbindungen einen starken Einfluss haben. Ein hoherer pH-Wert dis-
soziiert den schwachen Kationenaustauscher hoher. Dieser hétte damit eine héhere Kapazitit,
was zu stirkeren Wechselwirkungen fiihren wiirde und damit zu erh6hten Retentionszeiten
(Meyer, 2009). Der Einfluss der Temperatur sollte ebenfalls genauer untersucht werden. Trotz
des Sdulenofens konnten bei Zufuhr von Frischluft durch das Offnen der nahegelegenen Labor-
tiir Schwankungen der Basislinie erkannt werden. Wenn die Anlage tiber Nacht lief und die
Messdaten aufgenommen wurden, konnte man ein Absinken der Basislinie {iber Nacht erken-
nen und einen Anstieg morgens nach dem Sonnenaufgang. Es wire wichtig die Storanfalligkeit
der Methode zu ermitteln, um den Einfluss auf die Messungen zu bestimmen.
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B. licheniformis scheint einen hohen Bedarf an Mg?* und Na* zu haben, wobei es Mg?*t zu
100 % umsetzt und Na* zu 93 %. Durch die Verwendung von VE-Wasser zum Ansetzten des
Mediums fiir die Fermentation gelang vermutlich eine groBe Menge an Na* in die Proben. Da
die Bakterien den Mineralstoff fast vollstandig verbrauchen, scheint es nicht notwendig ein
entsalztes Hefeextrakt zu verwenden. Da Mg?* vollstindig aufgenommen wurde und auch in
weiteren Arbeiten ein Einfluss durch Mg?* im Medium festgestellt wurde (Projekttreffen,
2019), sollte dieser noch genauer untersucht werden. Um den maximal moglichen Verbrauch
an Mg?* durch B. licheniformis bestimmen zu kdnnen, kénnte das Medium mit diesem Makro-
nédhrstoff angereichert werden und der Bedarf festgestellt werden. Das gleiche Verfahren konnte
auf die Spurenmetalle angewendet werden. Durch die Anreicherung des Mediums kann ein
positiver oder auch negativer Einfluss auf das Wachstum und der Bedarf der Mikrondhrstoffe
ermittelt werden. K* und Ca?* werden von den Bakterien verwertet, sind aber in ausreichender
Menge im Hefeextrakt vorhanden.

B. licheniformis scheint alle anderen Bestandteile des Hefeextraktes, die mit dieser Methode
detektiert werden konnen, vollstdndig aufzunehmen. Fiir weitere Versuche wire eine qualita-
tive Analyse dieser Peaks sinnvoll.

Abschlieend soll darauf hingewiesen werden, dass zurzeit noch nicht nachgewiesen werden
konnte, ob die Bakterien nur geldst vorliegende lonen aufnehmen. In diesem Fall kénnten zuvor
komplexierte Ionen auf Grund der Gleichgewichtseinstellung freigesetzt werden. Um diese
Frage zu klédren, konnte es sinnvoll sein, bei weiteren Untersuchungen den Gesamtgehalt der
Kationen zu bestimmen. Wenn der Gesamtgehalt bestimmt werden soll, muss die organische
Matrix vor einer Analyse zerstdrt werden, dafiir werden haufig Mikrowellenaufschliisse durch-
gefiihrt. Bei diesen wirken Temperatur, Druck und das Aufschlussreagenz. Als Reagenzien
werden hauptsédchlich starke Sduren verwendet, die aber in der folgenden Analyse durch die
IAC storend wirken konnen. Aus diesem Grund sollte fiir den Aufschluss hauptséchlich die
Wirkung von Temperatur und Druck genutzt werden. Dafiir sind entsprechende Gerétschaften
wie druckfeste Teflon-Gefd3e und eine Labor-Mikrowelle notwendig. Wird der Gesamtgehalt
iiber spektrometrische Verfahren bestimmt, sollten die starken Sduren keine Stérungen hervor-
rufen.
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Anhang

Anhang 1: Datenblatt Fermentation H, Leiber GmbH

Leiber-Fermentation H Q LEiber

100434 Excellence in Yeast

PRODUCT DATA SHEET

S Vitamins®
Product Description g 10.7 mg/100g
Yaast paptona (synonym: yeast axtract), derived from Bz o7 rng.l"lﬂﬂg
anzymatically hydrolysad brawars’ yaast; to ba usad as a B2 5% m .l"lﬂﬂg
nutriant for biochamical farmantation processas 56 18 rng-l"lﬂﬂg
Pantothenic acid < 0.08 mag/ 100g
Appearance Falic acid 1092 pgl100g
Light brown powdar Biotin Tz pg/100g
Application Amino Acids”
Propagation of yaasts, lactobadilli, bifidus bacteria and Total AA Fraa ASf
othar microorganisms Aspartic acid 76 29 g/100 g
Glutamic acid 7.4 3.3 g/1d0 g
Recommended Dosage Sarina 29 2.5 g/1d0 g
1-10g/l Histidina 1.5 1.4 g/100 g
Glycina a1 1.8 g/100 g
inaredients Threonina 2.0 i | g/100 g
a . Arginina 1.1 0.4 a/100 g
Saccharomycas cearavisias, axt. Alanina 45 40 o/100 g
Tyrosing 1.8 o7 g/100 g
Chemical Data Valina 40 3.0 g/100 g
Dry mattar - Gd % Phanylalanina 2.3 2.3 g/1d0 g
lfl"" ; = ’ Isclaucing 3z 25 g/100 g
pH (5% sclution) 5.0 - 5.0 Laug 45 40 o0
Protain 70 - B0 % on d.m. uoing - - ar 9
MalCl < 1 % on dm. Lysina 6.3 4.1 g/100 g
Bittarmass =5 EUS100g Pralina 1.8 g/100 g
Solubility 1g/250 ml hot aar :':"““'t‘-',““'"“ :1]-‘15 1.0 9',]33 9
watar ystaing 1 g/ q
; - Tryptophana a7 o7 g/100 g
Structura [ Consistancy agglomaratad powdar X
Odaour typical ToOTAL 58.2 3.2 g/ o0 g
Tasta typical .
Compasition
Microbiclegical Data Protain (N x §.25) 7.6 '9-:““’9
Total plats count = 10 000 CFU/g ?ﬂ';l carbohydratas }ff 9'.-}33’._;
Yaasts = 100 CFU/g Sunars 01 '9-”0{:9
Moulds =100 CFU/g Total Fop o5 g
Entarabactariacaza =10 CFU/g '"'t;: dF a1 g'l..mﬂg
Bacillus caraus = 500 CFU/g _ Sawrated fats - g/100g
L coli =a CFU g Diatary fibras 1.2 g/100g
Clostridium parfringans = 10 CFU/g
Salmonallas nagativa in 25g Packaging Standards
Minerals* Papar bag with PE innar bag, nat weight 20kg
Calcium 540 mg/kg Storage
Magrasium 2.1 g'kg .
Phosphar 16 a/kg Closad, dry, cool, light protected
Potassium 21 gi'kg .
Iron 234 mag/kg Shelf Life
Sodium 6.5 gikg 24 months
Zinc 16 mg/kg . .
Coppar 5.8 mg/kg Certifications
Chromium 0.4 mag/kg This product is Koshar and Halal cartifiad.
Cadmium .04 mg/kg This product is glutan—fras (<20 ppm) according to EU-
Laad 0.28 mg/kg ragulation 828/2014. Rasults are basad on FO&
lodine =10 mg/kg approved ELISA-tast of R-Biopharm (RIDASCREEN Cliadin
Arsanic o1 mg/kg “Sandwich"™ Art Nr: RF001)
Manganasa 3.2 mg/kg
Silicium 310 rng.:l-':g Additienal Information
Cobalt =04 mg/kg REACH-Registration-No.: 01-2119539417-24-0003
9

————'_____—_#
* Thasa waluas ard Indlcathes amd for Informatianal Furposs |:|I'||'|-'
Varslon 20770102
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Anhang 2: Zehnpunktkalibrierung der Analyten

Zehnpunktkalibrierung von K*:

Bearbeiter/in:

Sanja Lensch

Datum: 29.07.2019
Verfahren: |HPLC Kalium
MeBgréBe(X) |Konzentration in mg/L Blindwert 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
MeBsignal(Y) |Peakflache 0,0 29683 56540 83410 112773 145180 170463 202619 229588 @ 259387 289697
Wiederholungen Kalibrierung 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat Tgut
Verfahrenskenndaten a0 ail a2 vx0 r Linearitat krit W. INWG Best.Gr.
lineare Funktion -1591,533333( 5800,92848 1,1%| 0,9998(signifikant 4299,89 1.0 3.4
Funktion 2.0rdnung 607,466667| 5581,02848 3,998 1,0% inmg/L in mg/L|
350000 T
300000 +
250000 T
200000 T
150000 +
100000 +
50000 T
0 + + + + + 1
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | at vx0 | r |[NWG |[BestGr.
inmg/L inmg/L
[AC 29.7.19 Sanja Lensch  -1591,533333 5800,928 1,1% 0,9998 1,016 3,436
‘L 2+.
Zehnpunktkalibrierung von Ca“™:
| I Bearbeiter/in: Sanja L¢
Datum: 24.07.2019)
Verfahren:|HPLC Calcium
MeBgréBe(X) [Konzentration _inmg/L | Blindwert | 010 [ 020 | o040 [ o050 [ o060 | 080 [ 100 | 300 [ 400 [ 500 |
MeBsignal(Y) |Peakfiache 0,0 | 1126 | 2225 | 4025 | 5288 | 6258 | 8221 | 10995 | 30481 [ 43402 | 51173 |
Wiederholungen Kalibrierung 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat Jok.
Verfahrenskenndaten a0 al a2 vx0 r Linearitat krit. W.  [NWG Best.Gr.
lineare Funktion 96,400654| 10399,35855 4,8%| 0,9992|signifikant 2533,69 0,2 0.8
Funktion 2.0rdnung -110,401111| 10833,94136 -89,811 4,9% inmg/L| inmg/L]
60000 T
50000
40000
30000
20000
10000
0 i
0, 6,00
-10000 -+
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | a1 vx0 | r |NWG BestGr.
inmg/L inmg/L
|IAC 24.7.19 Sanja Lensch = 96,40065425 10399,36 4,8% 0,9992 0,234 0,794
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| I Bearbeiter/in: Sanja Lensch
Datum: 23.07.2019
Verfahren: HPLC Magnesium
MeBgroBe(X) [Konzentration in mg/L Blindwert 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MeBsignal(Y) |Peakflache 0,0 19228 38375 57705 83587 100183 118269 138565 162891 177698 198027
Wiederholungen Kalibrierung 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat [ok.
Verfahrenskenndaten a0 al a2 vx0 r Linearitat krit. W. INWG Best.Gr.
lineare Funktion 327,266667| 19960,01212 2,1%| 0,9994|signifikant 7601,22 0,4 13
Funktion 2.0rdnung -2425,933333| 21009,34545 95,394 2,1% inmg/L| inmg/L
250000 +
200000 T
150000 +
100000 T
50000 T
0 |
0,00 12,00
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | at vx0 | r [NWG |[BestGr.
inmg/L inmg/L
[IAC 23.7.19 Sanja Lensch = 327,2666667 19960,01 2,1% 0,9994 0,397 1,312
. . +.
Zehnpunktkalibrierung von NH, ™ :
| Bearbeiter/in: Sanja Ler
Datum: 23.07.2019
Verfahren: |HPLC Ammonium
MeBgroBe(X|Konzentratior in mg/L | Blindwert 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MeBsignal(Y|Peakflache 0,0 15529 29434 37528 52273 63506 75116 86539 102239 109064 124285
Wiederholungen Kalibrieru 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat ok.
Verfahrenskenndaten a0 al a2 vx0 r Linearitat krit. W. NWG Best.Gr.
lineare Funktion 3745,400000( 11964,70909 2,6%| 0,99901832(signifikant 9720,81588| 05 1.6
Funktion 2.0rdnung [ #WERT! [ #WERT! [ #WERT! 2.8% inmg/L in mg/L
140000 T
120000 T+
100000 T
80000 T
60000 +
40000 +
20000 +
0 + + + + + {
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | at vx0 | r INWG BestGr.
inmg/L inmg/L
[lac 23.7.19 Sanja Lenscl 37454 11964,7091 2,6% 0,99901832 0,499 1,630)
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Bearbeiter/in:

Sanja Lens

Datum: 15.07.2019,
Verfahren:|HPLC Mangan
MeBgréBe(X) |[Konzentration in mg/L Blindwert 05 1 15 2 25 3 3,5 4 45
MeBsignal(Y) |Peakflaéche 0,0 2614 5121 8341 10871 13901 16254 19381 21526 7 24389 27579
Wiederholungen Kalibrierung 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat [gut
Verfahrenskenndaten a0 al a2 vx0 r Linearitat krit W. [NWG Best.Gr.
ineare Funktion -114,600000 5495,38182 1,6%)| 0,9996(signifikant 750,096 02 05
Funktion 2.0rdnung -203,350000] 5584,13182 16,136 1,7% inmg/L in mg/L]|
30000 +
25000 +
20000 +
[
E=
Q
< 15000 +
@©
jo)
a
10000 +
5000 T
0 t t t t t {
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Konzentration in mg/L
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | at vx0 | r |NWG [BestGr.
inmg/L inmg/L
[AC 15.7.19 Sanja Lensch -114,6  5495,382 1,6% 0,9996 0,157 0,525
‘L 2+.
Zehnpunktkalibrierung von Fe“™:
| Bearbeiter/in: Sanja Le¢
Datum: 15.07.2019
Verfahren: |HPLC Eisen
MeBgroBe(X) |Konzentration inmg/L Blindwert 0,5 1 15 2 25 3 3,5 4 45 5
MeBsignal(Y) | Peakflache 0,0 1546 3628 5415 6962 8237 10228 11495 13369 14955 16802
Wiederholungen Kalibrierung 10 Wiederholungen Messung 1
Qualitat Jo.k.
|
Verfahrenskenndaten a0 ail a2 vx0 r Linearitat krit. W. |[NWG Best.Gr.
lineare Funktion 198,600000( 3296,40000 2,3%| 0,9992|signifikant 933,125 0.2 0,7
Funktion 2.0rdnung 135,183333] 3359,81667 -11,530 2,5% inmg/L| inmg/L]
20000 T
18000 T
16000 T
14000 T+
12000 T
10000 T
8000 T+
6000 T+
4000 T
2000 T+
0 + + + + + 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Verfahren Datum Bearbeitung | a0 | at vx0 | r INWG |BestGr.
inmg/L inmg/L
[AaC 15.7.19 Sanja Lensch 198,6 32964 2,3% 0,9992 0,223 0,732
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