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Einleitung

1 Einleitung

Natriumthiosulfat kommt als hochkonzentrierte Injektions- und Infusionslosung in der
Antidottherapie von verschiedenen Vergiftungen, z. B. mit Cyanid, Nitrilen, Halogenen,
Lost und alkylierenden Cytostatika zum Einsatz [1,2,3,4,5,6,7,8]. Die
Moglichkeiten einer entsprechenden Intoxikation sind auf Grund vielseitiger und
hiufiger Verwendung von Cyanid, cyanidabspaltenden Verbindungen in der Industrie
[5, 7], der Gefahr einer Blausdurevergiftung bei Brinden von Kunststoffen und
Naturfasern [1, 6] und dem vielfachen Einsatz von alkylierenden Cytostatika in der
Medizin [9] gegeben. Auch erscheinen die nach wie vor hohen Lagerbestinde an S-

Lost-Kampfstoffen in diesem Zusammenhang erwidhnenswert [10].

Die Zubereitungen sind im Hinblick auf ihre Stabilitiit galenisch anspruchsvoll. Uber
die Probleme des Zerfalls von Natriumthiosulfat in autoklavierten Losungen wurden
bereits berichtet [11, 12]. Die Zersetzung verlduft iber Triibungen bis zur Ausféllung

von Schwefel und wurde auch bereits bei Handelspriaparaten beobachtet [13].

Auf Grund der chemischen Eigenschaften von Natriumthiosulfat und seinen
Zersetzungsprodukten ist die Analytik der zerfallsbedingten Probenbestandteile
problematisch. Die zum Teil sehr uniibersichtlichen Reaktionen schwefelhaltiger
Anionen sind durch eine Vielzahl von mdglichen reduktiven und oxidativen Prozessen,
durch Hydrolyse und weitere Reaktionen untereinander gekennzeichnet, die
Mechanismen und Zusammenhénge der Reaktionen sind zum Teil ungekldrt und es
existieren unterschiedliche Theorien [14]. Bedingt durch ihre schnelle Oxidation durch

Luftsauerstoff ist bei einigen Spezies die Bestimmung hautig erschwert.

Der groBe Konzentrationsunterschied zwischen Natriumthiosulfat und seinen
Zersetzungsprodukten verweist die Bestimmung seiner Zerfallsprodukte in den Bereich
der Spurenanalytik. Der Natriumthiosulfat-Uberschuss und die chemische Ahnlichkeit
der Zersetzungsprodukte schliefen eine Reihe von analytischen Moglichkeiten aus, die
bei anndhernd gleich grofen Konzentrationen und geringerem Spektrum zu
bestimmender lonen hervorragend geeignet sind. Durch Masseniiberladung und durch
resultierende Bandenverbreiterung verringern sich bei chromatographischen und
elektrophoretischen Trennverfahren die Effiziens, die Nachweisgrenzen und die

Spezifitit [15, 16].
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Einleitung

Es wurden bereits viele Studien zu Art und Mechanismus der verschiedensten
Reaktionen schwefelhaltiger Verbindungen als auch zu den Moglichkeiten ihrer
Analytik durchgefiihrt [14, 17]. Ein wesentlicher Gegenstand dieser Untersuchungen
war der Zerfall von Natriumthiosulfat unter Beriicksichtigung des pH-Wertes, der
Temperatur, der Gegenionen und der Einwirkung verschiedener S&iuren, anderer

schwefelhaltiger Spezies und Katalysatoren.

Zu Art und Umstand der Zersetzung von hochkonzentrierten Natriumthiosulfat-
Injektionslosungen  wurden  bisher vergleichsweise wenige Untersuchungen
durchgefiihrt. Es wurde z. B. die Abnahme des Gehalts an Natriumthiosulfat nach
Autoklavieren unter Beriicksichtigung von EDTA-Zusatz, Stickstoffbegasung und pH-
Wert mittels einer HPLC-Methode untersucht [12]. Eine Bestimmung der entstandenen
Zersetzungsprodukte erfolgte hier nicht. Andere Untersuchungen unter besonderer
Berticksichtigung des Primérpackmittels Glas ermitteln ebenfalls eine Abnahme des
Gehalts. Es wird die Bildung von Sulfit, Sulfid und Schwefel sowie ein Einfluss von
Schwermetallspuren auf die Zersetzung beschrieben [13]. Polythionate wurden in
Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen bisher nicht nachgewiesen, Sulfid konnte nur bei

der forcierten Zersetzung in stark alkalischen Losungen gefunden werden.

Bei diesen Untersuchungen konnten nicht alle Probleme im Hinblick auf Trennung,
Identifizierung und Quantifizierung der Zersetzungsprodukte gelost werden. So gelang
z. B. die Trennung von Sulfit und Sulfat mit der lonenchromatographie nicht, mit der
Ionenpaarchromatographie waren bei Thiosulfat-Uberschuss Sulfit und Sulfat ebenfalls
nicht trennbar. Fiir den Nachweis von Polythionaten und Schwefel fiihrten die bisher
beschriebenen Methoden ebenfalls nicht zu ausreichenden Selektivititen und

Nachweisgrenzen [12, 13].

In dieser Arbeit wird untersucht, in welchem Umfang die im Spurenbereich
auftretenden Zersetzungsprodukte in hochkonzentrierten Natriumthiosulfat-Losungen
mit neuen, optimierten, dem Problem angepassten oder weiterentwickelten Methoden
der Instrumentellen Analytik nachgewiesen und quantifiziert werden konnen. Dabei
werden neben den Zersetzungsprodukten auch die Faktoren, die ihre Bildung
beeinflussen, betrachtet. Dazu werden gut stabilisierte Handelprdparate und eigene
Testzubereitungen mit unterschiedlichen Verunreinigungsprofilen hinzugezogen und die

Moglichkeiten und Grenzen der einzelnen Methoden herausgestellt.
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Theoretische Grundlagen

2 Theoretische Grundlagen

2.1 Bedeutung von Nariumthiosulfat-Zubereitungen

Die Verbindung Natriumthiosulfat wurde 1799 von Chaussier entdeckt und fand bereits
friher Verwendung als Antidot bei Cyanid-, Arsen-, lod- und Schwermetall-
vergiftungen sowie als Salbe bei Psoriasis und Parasiten [18, 19]. Es wird zur Bereitung
von Schwefelbiddern benutzt und findet vielfach Anwendung in der MaBanalytik, in der

Industrie als ,,Antichlor* und als ,,Fixiersalz* in der Fotografie.

Natriumthiosulfat-Injektionslosungen werden heute als Antidot in der Therapie von
Vergiftungen mit Blausdure, Cyanidverbindungen, Cyanhalogeniden, Nitrilen und
ebenso bei Verdacht auf Blausdure im Falle einer Rauchgasvergiftung eingesetzt [1]. Es
wird auch die Verwendung bei Intoxikationen mit Bromat [8, 11], Iod, Chlor, Brom und
aromatischen Nitro- und Aminverbindungen [3, 20] beschrieben. Bei lokaler Verdtzung
mit Brom konnen Waschungen, bei oraler Iodaufnhahme Magenspiilungen
vorgenommen werden [21]. Natriumthiosulfat gilt als einzig gesichertes spezifisches

Antidot in der Behandlung von Kampfstoffvergiftungen durch S-Lost [10, 22, 23].

Tab. 1: Todesursachenstatistik - Deutschland 1993 bis 1997 im Zusammenhang mit Blausdure- und

Nitroprussid-Vergiftungen / Uberdosierungen (Quelle: Statistisches Bundesamt Wiesbaden).

Anzahl der Gestorbenen insgesamt nach ausgewéhlten ICD-9 Positionen

(ICD-9, Nr. 989.0 und 972.5)

ICD-9 Todesursache 1993 1994 1995 1996 1997
989.0 | Zyanwasserstoff und Zyanide | 26 31 21 19 23
972.5| Sonstige Vasodilatatoren 1 1 - 1 -

Weiterhin wird Natriumthiosulfat in der Behandlung méglicher Uberdosierungen von
Nitroprussid und von alkylierenden Zytostatika vom Lost-Typ, sowie Cisplatin und
Carboplatin verwendet [1, 3, 11]. Seit geraumer Zeit etabliert sich der Einsatz von

Natriumthiosulfat nicht nur als Antidot, sondern auch als Zellschutz bei der Therapie

12



Bedeutung von Nariumthiosulfat-Zubereitungen

mit Cisplatin in der Onkologie zur Verminderung der Nephrotoxizitit [24, 25, 26,
27,28, 29, 30,31, 32, 33] sowie zur Senkung der Cyanidkonzentration im Blut zur

Verminderung des Intoxikationsrisikos bei Nitroprussid-Dauerinfusionen [34, 35].

Natriumthiosulfat wird in der Notfalltherapie von Cyanidvergiftungen nach einer
Injektion eines Methdmoglobinbildners wie z. B. 250 mg 4-Dimethylaminophenol, was
zu einer Bildung von etwa 30 % MetHb fiihrt [5], mit einer Dosierung von 100 -
500 mg/kg KG appliziert [3]. Teilweise wird auch Natriumnitrit als Methdmoglobin-
bildner eingesetzt [4, 7, 11]. Bei bewusstlosen Patienten kommt Natriumthiosulfat allein
zum Finsatz [1]. Cyanid ist ein hochpotentes Stoffwechselgift, welches die
enzymatische Zellatmung durch Anlagerung an das dreiwertige Eisen der Ferri-
Cytochromoxidase der Atmungskette blockiert. Neben der Cytochromoxidase werden
auch viele andere Metallenzyme durch Cyanid gehemmt [5]. Durch Bindung des
Cyanids an das dreiwertige Eisen des gebildeten MetHb im Blut wird die blockierte
Cytochromoxidase wieder fiir die Atmungskette zur Verfiigung gestellt [7]. Das Cyanid
wird durch Ubertragung von Schwefel, der aus kdrpereigenem Cystein gebildet werden
oder aus bereitgestelltem Thiosulfat stammen kann, durch das Enzym Rhodanase in

Thiocyanat {iberfiihrt und renal eliminiert [5].

Da bei der Entgiftung des Cyanids die Mobilisierung von Schwefel im
Intermedidrstoffwechsel der limitierende Schritt ist, kommt der therapeutischen
Bereitstellung von mobilem Schwefel in Form von Natriumthiosulfat besondere

Bedeutung zu, da damit die Entgiftungskapazitit erheblich gesteigert werden kann [4].

Die Antidotwirkung von Natriumthiosulfat bei Vergiftungen bzw. beim therapeutischen
Einsatz alkylierender Verbindungen vom Lost-Typ beruht auf der Bildung Buntescher
Salze [36]. Die alkylierende und somit DNA-schiddigende Wirkung des Lostes im
Korper wird dadurch gemindert [10,22,23]. Bei einer Vergiftung mit Lost-
Verbindungen werden sofort bis zu 500 mg Natriumthiosulfat / kg KG injiziert [3].

Neben diesen Einsatzmdglichkeiten wurde auch die erfolgreiche Behandlung von
renaler tubuldrer Acidose mit Nephrocalcinose durch Natriumthiosulfat in Kombination
mit Natriumbicarbonat und Kaliumgluconat beschrieben [37, 38]. Durch den Einsatz als
Magenspiillosung kommt ihm in der Notfallmedizin auch die Bedeutung der
Verhinderung von Nachresorptionen bei Ingestion von Cyanid und cyanidabspaltenden

Verbindungen zu [7].

Natriumthiosulfat-Injektionslosungen  sind  vorgeschriebener  Bestandteil  des

Notfallsortiments der Apotheke nach § 15, Anlage 3 der Apothekenbetriebsordnung

13



Theoretische Grundlagen

[39]. In Deutschland sind derzeit nur die Préparate der Firma Kohler in 10 %iger und
25 %iger Konzentration' als Injektions- und Infusionslésungen auf dem Markt.
International sind Zubereitungen mit Konzentrationen' von 10 %, 15 % und 25 %
Natriumthiosulfat erhiltlich [40]. Die Monographie des Deutschen Arzneibuchs ist jetzt
Bestandteil des Europdischen Arzneibuchs, die United States Pharmacopeia (USP)
enthélt neben der Substanzmonographie auch eine Monographie mit entsprechenden

Anforderungen an Injektionszubereitungen [41, 42, 43].

2.2 Problematik des Zerfalls von wissrigen Natriumthiosulfat-Losungen

2.2.1 Primire Zersetzung des Thiosulfats

Natriumthiosulfat-Injektions- und Infusionslosungen sind wéssrige Losungen mit einer
Konzentration' von 10 g, 15g oder 25 g Natriumthiosulfat-Pentahydrat in 100 mL
Wasser [40]. Es wird beschrieben, dass die wiéssrigen Losungen von Natriumthiosulfat
bei Luftabschluss und im Dunkeln {iber einige Monate haltbar sind. Sie zersetzen sich
beim Kochen an der Luft [44]. Stehen lassen der Losung an der Luft fiihrt allmihlich
zur Zersetzung unter Abscheidung von Schwefel [45]. Die bei Raumtemperatur bereits

ablaufende Zersetzung lduft bei hoheren Temperaturen schneller ab [46].

Eine wissrige Natriumthiosulfat-Losung hat einen pH-Wert zwischen 6,9 und 8,4
[11,45], nach Angaben des Merck Index liegt er zwischen 6,5 und 8,0 [46], der
Kommentarband des Deutschen Arzneibuchs gibt fiir 10 g/ 100mL Na,S,0; * 5 H,O
einen pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5 an [47]. Wird die Losung angesduert, so erfolgt
ebenfalls Zersetzung, wobei am haufigsten die Bildung von Schwefeldioxid und die

Abscheidung von Schwefel beschrieben worden ist [48, 49, 50].

! Die kommerziell iibliche Konzentrationsangabe fiir Handelspréparate als x % (abweichend von der

IUPAC-Nomenklatur) entspricht x g Natriumthiosulfat-Pentahydrat in 100 mLWasser (m/V).
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Problematik des Zerfalls von wéssrigen Natriumthiosulfat-Ldsungen

Untersuchungen ergaben, dass auf diesem Wege auch Polythionate gebildet werden und
Sulfat als Zersetzungsprodukt resultiert, wobei hier der genaue Hergang der Reaktionen
und die Benennung der Primérprodukte umstritten ist [51, 52,53, 54]. Bei der
hydrolytischen Zersetzung von Thiosulfat-Losungen konnte die Bildung von Schwefel-
wasserstoff beobachtet werden [49, 53, 54], im stark sauren Milieu konnen auch
Wasserstoffpolysulfide entstehen [52]. In alkalischen Lésungen scheinen Thiosulfate
relativ stabil zu sein, erst bei hoheren Temperaturen erfolgt hier die Zersetzung zu
Sulfid und Sulfit [55]. Es wurde auch der zersetzungskatalytische und Endprodukt

bestimmende Einfluss von Metallionen und Arsenoxid dokumentiert [14, 56, 57].

Thiosulfat ist auch durch sein Reduktionsvermdgen gekennzeichnet, es wird selbst
erfolgreich als Antioxidans eingesetzt [11, 40]. Wéhrend starke Oxidationsmittel, wie
Chlor, Brom, Hypohalogenide, Chromat und Permanganat das Thiosulfat bis zur Stufe
des Sulfats oxidieren, entsteht bei der Umsetzung mit milden Oxidationsmitteln, wie

Iod, Eisen-[III]-, und Kupfer-[II]-Salzen Tetrathionat [14, 58].

2.2.2 Folgereaktionen des Zerfalls

Auch die Zersetzungsprodukte des Thiosulfats, insbesondere Sulfid und Sulfit, werden
leicht oxidiert [52, 59]. Es erfolgt die Bildung von Sulfat. Sulfid kann mit molekularem
Schwefel Polysulfide bilden, die in umgekehrter Richtung der Reaktion wieder
zerfallen, Sulfit bildet mit Schwefel Polythionate, die weiter abgebaut werden zu
Thiosulfat [60, 61]. Die bei der Zersetzung entstehenden Polythionate stehen wiederum
weiteren Reaktionen wie z. B. Sulfitolyse, Hydrolyse und Kettenldngenverdnderungen
zur Verfiigung. Ebenso wird die Synproportionierung von Sulfit und Sulfid zu Schwefel

beim Zerfall wissriger Thiosulfat-Losungen beschrieben [14, 52, 61].

Durch die Vielzahl der Folgereaktionen werden zum Teil einzelne Zerfallsprodukte
wieder aus dem Gleichgewicht entfernt, was die Komplexizitit des Reaktionsverhaltens
andeutet. Einige Zwischenprodukte sind nicht in isolierter Form besténdig, verschiedene
Reaktionen werden durch Verdnderung der Konzentration einzelner Reaktionspartner
oder eine pH-Wert Absenkung beeinflusst [14]. Es war nicht mdglich, die
Zersetzungskinetik und den vollstindigen Weg des Zerfalls mit allen resultierenden
Intermedidr- und Endprodukten bei Natriumthiosulfat-Injektionslosungen aufzukliren.
Es wurde in diesem Zusammenhang die Entstehung von Sulfid und Sulfit sowie von

Schwefel dokumentiert [12, 13].
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2.3 Galenik und Stabilitit von Natriumthiosulfat-Injektionslosungen

2.3.1 pH-Wert abhingiger Zerfall

Untersuchungen zur Stabilitit von Natriumthiosulfat-Injektionslésungen 15 % bis 50 %
haben gezeigt, dass sich die Zubereitungen nach dem Autoklavieren zersetzten, sie
entwickelten Triibungen oder Ablagerungen. Ein Zusatz eines Phosphatsalzes konnte
den Prozess um 6 bis 12 Wochen hinauszdgern, ein Zusatz an Natriumhydrogen-

carbonat verldngerte diesen Zeitraum auf 12 Wochen [11].

Dem Umstand, dass durch saures Milieu die Zersetzung des Thiosulfats begiinstigt
wird, wird in vorhandenen Vorschriften zur Herstellung von Natriumthiosulfat-
Injektionslésungen Rechnung getragen. Die Pharmacopoea Helvetica schreibt fiir die
bei 135 °C zu autoklavierenden Losungen einen pH-Wert von mindestens 8,0 vor [45].
Die USP XVIII forderte einen pH-Wert, der zwischen 8,0 und 9,5 liegt, derzeit wird in
der USP ein Soll-pH-Wert zwischen 6,0 und 9,5 angegeben [43, 62]. Stabilitits-
untersuchungen an Ldsungen von 25 g/ 100 mL Natriumthiosulfat in 0,1 mol/L
Phosphatpuffer, die auf pH-Werte von 8,0; 8,5; 8,75 und 9,0 eingestellt und
anschlieBend {iber verschiedene Zeitrdume bis zu 3 h einer Temperatur von 60 °C
ausgesetzt wurden, ergaben den geringsten Konzentrationsabfall fiir pH-Werte zwischen

8,50 und 8,75 [12].

Um die zu autoklavierende Zubereitung auf einen entsprechend alkalischen pH-Wert
einzustellen, bestehen prinzipiell zwei Moglichkeiten. Um die Pufferkapazitit des
Blutes nicht zu {iberlasten, kann eine einfache Einstellung mit einer Lauge wie
Natriumhydroxid vorgenommen werden. Da jedoch durch die thermische Belastung der
Sterilisation und im Laufe der Lagerung offensichtlich ein Zersetzungsweg beschritten
wird, der eine Absenkung des pH-Wertes zur Folge hat, bewdhrt sich ein Abfangen der
Hydroniumionen durch Puffersysteme in hoher Konzentration aus Kombinationen von
schwachen bis mittelstarken Séuren und ihren Salzen wie z. B. ein Phosphatpuffer mit
einer pH-Wert-Einstellung durch Lauge. Die Handelsprdparate weisen oft durch
entsprechende Zusitze eine pH-Wert-Einstellung im alkalischen Milieu auf [3, 63, 64].
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2.3.2 Einfluss von Sauerstoffausschluss und Antioxidantien

Die Angaben zum Ausschluss von Sauerstoff und dem Einsatz von Stickstoffbegasung
sind widerspriichlich. Zum Teil wird eine Stickstoffbegasung als unerlésslich
angesehen, um die oxidative Zersetzung zu verhindern [12, 65, 66], andere Unter-
suchungen deuten darauf hin, dass ein Sauerstoffausschluss ohne Einfluss bleibt [11,
13]. Es wird angemerkt, dass sich eine Stickstoftbeaufschlagung bei der Herstellung oft
nicht als ausreichender Oxidationsschutz erweist und somit der Zusatz von
Antioxidantien unumgénglich ist [67], da eine Stickstoffbegasung den Sauerstoffgehalt

von destilliertem Wasser mit etwa 6,0 mL/L auf nur etwa 1,1 mL/L reduziert.

Es wurde auch gezeigt, dass auf eine Stickstoffbegasung verzichtet werden konnte, um
ausreichende Stabilitdt der Losungen zu erhalten, indem der Ansatz vor Abfiillung und
Autoklavierung stehengelassen und somit eine Oxidation vorhandenen Sulfits, die
Abscheidung von Schwermetallen als Sulfide sowie die Synproportionierung von Sulfid
mit Sulfit zu Schwefel erreicht wurde. Ein Erwérmen des Ansatzes beschleunigt den
Prozess, ein anschlieBendes Abfiltrieren abgeschiedenen Schwefels wird vorgenommen
[66]. Es wurde hierbei und bei einer weiteren Studie festgestellt, dass bei gewisser
Ausgangsbelastung mit Sulfit eine stirkere Zersetzung nach dem Autoklavieren zu
beobachten ist [13, 66]. Dieser Beobachtung widerspricht, dass in Handelspraparaten

Natriumbisulfit erfolgreich als Antioxidans zugesetzt wird [3, 65].

2.3.3 Einsatz von Chelatbildnern

Viele Schwermetallionen wie z. B. Fe*', Cu*', Co’", Ni*'und Mn*>" haben eine
katalytische Wirkung auf die Zersetzung von Arzneistoffen, auch wenn sie nur im
Spurenbereich vorliegen. Sie wirken als Initiator von Redoxreaktionen, da sie im Stande
sind, als Radikal und Elektroneniibertrager zu fungieren. So konnen sie direkt mit
Sauerstoff reagieren oder einen Komplex bilden und letztlich ein Sauerstoffradikal oder

Peroxidradikal erzeugen oder direkt mit dem Arzneistoff reagieren [65].

Um vorhandene Schwermetallspuren, durch Chelatbildung zu maskieren, sind EDTA-
Zusitze in der Galenik tiiblich. [65, 67, 68]. Wéhrend in der Herstellung von
Handelspraparaten darauf zuriickgegriffen wird [3], existieren auch hier
widerspriichliche Aussagen. So konnte in einer vergleichenden Untersuchung keine

Erhohung der Stabilitdt von Natriumthiosulfat-Injektionslésungen durch EDTA-Zusatz
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gefunden werden [12]. Andere Untersuchungen beschreiben eine Forderung der
Zersetzung durch Ablosen von adsorbierten Schwermetallen von der Oberfliche und
sogar Herauslosen aus oberen Schichten des Ampullenglases durch EDTA. Es wird
beschrieben, dass Schwermetalle auch in komplexierter Form zersetzungskatalytisch

wirken [13, 66].

2.3.4 Einfluss des Primirpackmittels

Da eine erhohte Zersetzungsrate von wissrigen Natriumthiosulfat-Losungen bei
Lichtexposition durch photokatalytische Prozesse nicht ausgeschlossen werden kann,
wird eine Lagerung unter Lichtausschluss empfohlen [12, 44]. Unter Umsténden ist eine
Beteiligung von Photosensitizern ausschlaggebend [65], da das Absorptionsmaximum
von Thiosulfat bei 214 nm liegt und oberhalb 280 nm keine Lichtabsorption zu

verzeichnen ist.

Kontrovers wird die beobachtete pH-Wert Absenkung in Ampullen mit hochkonzen-
trierten wassrigen Salzlosungen diskutiert. Es wurde die Mdoglichkeit beschrieben, dass
durch Kationenaustausch von Natriumionen gegen Sduredquivalente des Glases eine
Absenkung des pH-Wertes erfolgt [13, 69], dem gegeniiber wird als Ursache ein pH-
Wert Abfall durch geloste, saure, gasformige Verunreinigungen, die durch das Abfiillen
oder durch die Flammengase beim Abschmelzen in die Ampulle gelangen,

angegeben [70].

Speziell fiir den Fall des Natriumthiosulfats wurde eine geringe, jedoch signifikante
Absenkung des pH-Wertes dokumentiert [13, 66], wobei auch hier zum Vorhandensein
eines ,,Séurefehlers* des Glases abweichende Thesen existieren. Fiir eine Absenkung
des pH-Wertes ist hierbei auch eine unter geeigneten Bedingungen durch Zersetzung

steigende Hydroniumionen-Konzentration in Betracht zu ziehen [14, 66].

Die Priparate der Fa. Kohler werden z. B. in Braunglasampullen abgefiillt. Diese
weisen einen Transmissionsanstieg ab etwa 350 nm auf, im Vergleich dazu steigt die
Transmissionskurve bei Klarglasampullen ab 280 nm an. Der Einsatz dieses

eisenoxidhaltigen Ampullenglases verursacht offensichtlich keine Stabiltdtsminderung.
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2.3.5 Sonstige Malinahmen und Einflussfaktoren

Bei einigen Handelspréparaten ist Natriumchlorid zugesetzt [3]. Zu einer Auskunft iiber
den Zweck war die Firma nicht bereit. Es ldsst sich vermuten, dass durch den
Elektrolyten eine Stabilisierung des Solzustandes von kolloidem Schwefel erreicht und
somit die Ausfillung verhindert werden soll, da geringe Elektrolytmengen den
kolloiden Schwefel stabilisieren konnten [67]. Da die Menge an NaCl unbekannt ist,
wire auch der gegenteilige Effekt als Ziel denkbar. Da die Schwefelausfillung z. B.
durch die stabililisierende Mizellbildung von hoherkettigen Polythionaten zeitverzogert
erfolgt, wire dann eine sofortige Erkennung der Zersetzung an Hand des Niederschlags
moglich [52, 71]. Nicht uninteressant ist die Moglichkeit, dass die Zersetzung auch
durch geringe mikrobielle Kontamination eingeleitet oder beschleunigt werden kdnnte.
Es wurde eine Vielzahl von Bakterien beschrieben, die Thiosulfat und andere
schwefelhaltige Anionen in ihren Stoffwechsel einschleusen. So besitz E. coli eine hohe
Kapazitat, Thiosulfat zu Sulfid zu reduzieren. Diese Eigenschaft besitzen auch
Streptococcus faecalis und Citrobacter freundii [72]. Verschiedene Spezies sind in der

Lage, neben Thiosulfat insbesondere Polythionate abzubauen [73].

2.3.6 Schlussfolgerungen

Die Vielzahl der zersetzungsfordernden Parameter verdeutlicht bereits die Problematik
dieser Zubereitungen. Trotz angegebener relativ guter Lagerfahigkeit reiner wéssriger
Losungen reicht diese Stabilitit bei Injektionszubereitungen, die geniigende
pharmazeutische Qualitdt aufweisen miissen, nicht aus. Die Notwendigkeiten, einen
konstanten Gehalt und Partikelfreiheit zu gewéhrleisten sowie den mikrobiologischen
Anforderungen zu entsprechen, erfordern eine hohe Langzeitstabilitit der Zubereitung.
Die Reaktionsbereitschaft des Natriumthiosulfats und seiner Zersetzungsprodukte sowie
besonders die Forderung der Zersetzung durch hohe Temperaturen, die die Sterilisation
erfordert, wirken diesem Bestreben entgegen. Die heute auf dem Markt befindlichen
Injektionslosungen weisen auf Grund anspruchsvoller Galenik unter Beriicksichtigung
aller stabilititsfordernder MaBBnahmen, wie pH-Wert-Einstellung iiber pH 8, eventuell
Pufferung, hohe mikrobielle Reinheit, Lichtschutz durch Braunglasampullen, bei
einigen Zubereitungen auch Antioxidantien- und EDTA-Zusatz eine hohe
Langzeitstabilitdt von 36 Monaten auf [74, 75].
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2.4 Eigenschaften und Reaktionen schwefelhaltiger Anionen

2.4.1 Bedeutung der Reaktivitit

In der Literatur ist eine Vielzahl von Reaktionen schwefelhaltiger Ionen untereinander,
mit molekularem Schwefel und mit anderen Spezies beschrieben. Dadurch resultiert
auch eine hohe Zahl von moglichen Zwischen- und Endprodukten bei der Zersetzung
von Natriumthiosulfat sowie sich anschlieBender Folgereaktionen, wobei einige
Reaktionsmechanismen noch nicht vollstindig aufgekldrt sind oder unterschiedlich

interpretiert werden [14, 52, 59, 60, 61].

Schwefelverbindungen sind in allen Oxidationsstufen von -2 bis +6 bekannt. Innerhalb
eines lons konnen unterschiedliche Wertigkeiten auftreten und der Schwefel kann
sowohl ionisch als auch kovalent gebunden sein [44, 60, 61]. Von Bedeutung fiir die
Problematik sind die Eigenschaften und Reaktionen des Schwefels, der Schwefeloxide,
der elf existierenden Schwefel-Sauerstoff-Sauren [allgemeine Formeln H,SO, (n = 2-5)
und H,S,;0, (n=2-8)] und deren Salze, der Polysulfandisulfonsduren (H,S,O¢) und
deren Salze (Polythionate), der Polysulfanmonosulfonsiduren (H,S,03) und deren Salze
als auch der Wasserstoffverbindungen des Schwefels wie Schwefelwasserstoff und
Polysulfane (H,S,) und der Sulfide und Polysulfide. Einige Verbindungen werden bei
eingehender Betrachtung nicht mehr als potentielle Zwischen- und Endprodukte des
Zerfalls in Betracht kommen, da die geeigneten Bedingungen fiir eine Entstehung in den

wassrigen Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen nicht gegeben sind.

Da bei den bekannten Zerfallsreaktionen des Thiosulfats zu Sulfit / Schwefeldioxid und
Schwefelwasserstoff / Sulfid, Schwefel und Polythionaten bereits Verbindungen aus den
Klassen der Schwefeloxide, Schwefel-Sauerstoffsduren, Schwefel-Wasserstoff-
Verbindungen und Polysulfandisulfonsduren als auch molekularer Schwefel selbst
entstehen und es sich bei der Zubereitung um eine wéssrige Losung handelt, ist die
Voraussetzung fiir die Entstehung weiterer Verbindungen dieser Gruppen gegeben. Es
muss mit dem Abbau dieser Verbindungen und mit dem Auftreten von Zwischen-

produkten im Spurenbereich gerechnet werden. Bei der Auswahl und Entwicklung der

20



Eigenschaften und Reaktionen schwefelhaltiger Anionen

analytischen Methoden muss sowohl der Vielzahl von Zersetzungsprodukten als auch

den unterschiedlichen und oft geringen Konzentrationen Rechnung getragen werden.

Da die Injektionslosungen hoch konzentriert sind, werden Verdiinnungen im
analytischen Verfahren notwendig. Dadurch kann es zu neuen Reaktionen und zur
verstarkten Oxidation durch Luftsauerstoff kommen. Bei leicht oxidierbaren Spezies
kommt es zu einer Beeintrachtigung der Analytik, so dass eine Stabilisierung des
Analyten, sofern moglich, sinnvoll ist. Inkompatibilititen mit Eluenten,
Pufferkomponenten und Geriteteilen sind nicht auszuschlieBen. So besteht die
Moglichkeit der Zersetzung von Thiosulfat durch einen sauren pH-Wert bei der
Polarographie und die der Oxidation von Sulfit durch den in der Kapillarelektrophorese
iiblichen Chromatelektrolyten. Es wurden bereits Adsorptionsphdnomene von Sulfid an
Glas und Kunststoff beschrieben [66]. Die Bildung von Schwermetallsulfiden limitiert

die Verwendbarkeit von Metallgeriten.

Bei der Entwicklung von Methoden fiir eine Analytik mehrerer schwefelhaltiger
Anionen nebeneinander miissen Reaktionen der Spezies untereinander beriicksichtigt
werden. So erfolgt im Gemisch von Sulfit und Polythionaten der Abbau der
Polythionatschwefelketten durch Sulfit. Bei Aufstockung mit Sulfid oder Polysulfiden
erfolgt eine Ausfillung von Schwefel. Bei der Suche nach einem geeigneten internen
Standard muss ebenfalls eine mogliche Interaktion in Betracht gezogen werden. Im

Folgenden wird auf einige wichtige Reaktionen und Zusammenhéange eingegangen.

2.4.2 Hydrolytische Reaktionen

2.4.2.1 Hydrolytische Zersetzung von Thiosulfat

Da die Natriumthiosulfat-Injektionszubereitungen wéssrige Losungen sind, kommen
hydrolytische Zersetzungsreaktionen in Frage. Fiir die Art der Zersetzung und die Lage
des Gleichgewichts ist auch hier die Hydroniumionen-Konzentration von Bedeutung.
Die direkte Einwirkung von Mineralsduren und Alkalihydroxiden soll spiter besprochen
werden. Die Abnahme der Leitfdhigkeit und Titerverdnderungen von wissrigen
Thiosulfat-MaB16sungen wurden mit Hydrolyseerscheinungen in Verbindung gebracht
[76]. Eine hiufige Beobachtung in diesem Zusammenhang ist die Ausbildung einer

Opaleszenz und die Abscheidung von Schwefel. Untersuchungen zur hydrolytischen
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Zersetzung ergaben, dass ein Zerfall in Schwefel und Sulfit stochiometrisch geméif
Gleichung (I) stattfindet, der in saurer Losung fast vollstindig ablduft, in wissriger
Losung jedoch erst bei hoheren Temperaturen deutlich zu bemerken ist [14]. So wurde
bei mehrtigigem Erhitzen einer Thiosulfat-Losung auf 105 °C eine Hydrolyse
festgestellt [S6].

S,05™ = S? + S05™ @)

Dieser Vorgang tritt besonders in Gegenwart von Ca®’, begiinstigt durch Bildung des
schwerloslichen CaSOs, auf. In schwach sauren Losungen kommt es zur Einstellung
eines Gleichgewichts, in alkalischen Losungen erfolgt anschlieBend eine Umsetzung des
frisch gebildeten Schwefels zu Sulfid und Sulfit, so dass nur diese lonen nachweisbar

sind.

Eine hydrolytische Zersetzung nach Gleichung (II) unter Bildung von Schwefel-
wasserstoff und Sulfat erfolgt bevorzugt in Gegenwart von Kationen, die schwerlosliche
Sulfide bilden, sie wurde aber auch in Losungen von Alkalithiosulfaten beobachtet. Im

Zuge der Zersetzung wurde oft eine pH-Wert Absenkung festgestellt [14].
2Na" +$,0:"+2H,0 —  H;0"+HS +2Na"+S0,~ (1)

Auf Grund der resultierenden Zersetzungsprodukte wurde auch ein Zerfall in Sulfit und
Schwefel mit anschliefender Oxidation des Sulfits zu Sulfat durch Luftsauerstoff in
Betracht gezogen [14]. Die Opaleszenz frisch bereiteter Thiosulfat-Losungen soll durch
eine Zersetzung entsprechend Gleichung (III) mit anschlieBender Oxidation geméf (IV)
verursacht werden. Bekriftigt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass ein Geruch

nach H,S wahrnehmbar ist, auch wenn es analytisch noch nicht nachweisbar ist [53].
H,0 + S,05™ N S04+ H,S (I1T) (s. auch II)
H,S + % 0, - H,O + S 1A%

Es wird berichtet, dass in konzentrierten Natriumthiosulfat-Losungen stets H,S gebildet
wird, selbst wenn nur Wasser einwirkt [54, 77]. Die Hydrolyse von Verbindungen des

Typs "03S-X, wie z. B. Thiosulfat "O;S-S’, verlduft nach Gleichung (V).
"0;S-X + H,O - ‘03S-OH + HX V)

Demnach erfolgt fir X =S* die Hydrolyse von Thiosulfat zu Hydrogensulfid und
Hydrogensulfat, die Reaktionsgeschwindigkeit ist abhdngig von der Abgangsgruppe, fiir

X = S” ist sie nach anderen Beobachtungen sehr klein, so wurde erst bei 270 °C im
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geschlossenen Bombenrohr eine Hydrolyse entsprechend Gleichung (VI)

beobachtet [61].
$,05* + H,0 N H,S + SO4& (VI) (s. IT u. IIT)

Beim Kochen von Schwermetallthiosulfaten in Wasser wird vor Sulfat zunachst
Trithionat und Sulfid beobachtet (stochiometrisch nach VII und VIII) [54]. Das wurde

auch fiir schwach alkalisch reagierenden Losungen von Alkalithiosulfat bestétigt.
2 S,05% ==  S¥+S850¢ (VID)

S;0s5+ 6 H,0 ==  S¥+ 2S04+ 4H;0" (VII)

2.4.2.2 Einwirkung von Alkalihydroxiden auf Thiosulfat

Beim Erhitzen mit hochkonzentrierter Natronlauge entsteht, wie in Gleichung (IX)

formuliert, Sulfid und Sulfit, jedoch kein Sulfat [55].
60H + 3S,0:% 4S05* + 28" + 3H,0 (IX)

Es wurde untersucht, dass in alkalischer Thiosulfat-Losung keine merkliche
Dissoziation bei Raumtemperatur gemall Gleichung (I) erfolgt und dass der bei 95-
100 °C in gesittigter Losung rasch stattfindende Austausch des Sauerstoffs zwischen
Thiosulfat und Wasser durch 0,2 mol/L. NaOH vollstindig unterbunden wird [14]. Ein
NaOH-Zusatz wird deshalb zur Stabilisierung von Natriumthiosulfat-Losungen

empfohlen [76].

2.4.2.3 Einwirkung von Mineralsiuren auf Thiosulfat

Im Falle der Injektionslésung ist eine pH-Werte Verschiebungen durch geldstes Kohlen-
dioxid aus der Luft oder aus den Brennergasen bei der Ampullierung [70], aber auch
durch Zersetzungsreaktionen der schwefelhaltigen lonen moglich [14]. Es wurde bereits

auf die Theorie der Abgabe von Siureaquivalenten aus Ampullenglas eingegangen [69].

Da die Schwefelabscheidung bei Sédurezusatz zu Thiosulfat-Losungen nicht sofort
einsetzt, nimmt man die Bildung von Thioschwefelsdure H,S;0s3 oder in verdiinnten
Losungen HS,0s5™ als Intermedidrprodukt an. Die Zersetzung der Thioschwefelsdure
erfolgt nach heutigen Erkenntnissen iiber mehrere Zwischenstufen, wobei hier der

genaue Mechanismus weiterhin ungeklart ist und unterschiedlich interpretiert wird.
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Ausdruck der Instabilitit ist auch, dass Thioschwefelsdure in freier Form nicht isolierbar
ist. Es existiert keine Reihe saurer Salze vom Typ MHS,0; [14, 52], ausgenommen
Ammoniumhydrogenthiosulfat. Die Hauptreaktion des Zerfalls entspricht vereinfacht
dem Schema der Gleichung (X). Als Konkurrenzreaktion zu diesem Zerfall steht die
Bildung von Polythionaten, auch im schwach sauren pH-Bereich [14].

2H;0"+ 8057 = HS,05" + H,0 + H;0" =

HSO; + S + H,O + H;0" == SO+ S+3H,0 (X)
Der Endzustand schwach angesduerter Thiosulfat-Losungen deutet auf eine Bildung von
SO,, Sp und SO42' hin, wobei kontroverse Ansichten tber die Herkunft des Sulfats
bestehen. Je nach Hydroniumionen-Konzentration wird die Bildung von entweder SO,
und Sy oder SO4* und H,S postuliert [14]. Nach Foerster und Center erfolgt die Bildung
von Sulfat beim Zerfall schwach saurer Losungen bei hohen Temperaturen gemil3 den

Gleichungen (XI) bis (XIV) [51].

4 8,05 + 4 H;0" > 4H,0 + 4HSOs;+4S (XI)

$055 + 4HSO; + 2H;0" - 2S;047 + 5H0 (X10)
2 S;0¢” + 6 H,0 — 2S04 + 28,057 + 4H;0" (XII)
3 8,05” + 2 H;0" - 2S04 + 3H,0 + 48 (XIV)

Nach Bassett und Durrant stammt Sulfat aus dem Zerfall von primér gebildetem
Trithionat [54] und nie direkt aus der Hydrolyse von Thiosulfat, da das Gleichgewicht
nicht durch Zusatz von Sulfationen oder Bariumionen beeinflussbar sei. Sie nehmen
verschiedene Wege der Zersetzung von Thiosulfat in saurem Milieu an, wie in den
Gleichungen (XV) bis (XVI) dargestellt. Neben der Bildung von Trithionat und
Schwefelwasserstoff entstehen auch Sulfit und Schwefel. Dadurch sollen in Folge-
reaktionen durch Schwefel nach den Gleichungen (XVII) und (XVII) sowie mit
Thiosulfat nach den Gleichungen (XIX) und (XX) Tetra- und Pentathionat entstehen. Es
soll sich bei dem Zerfall um ein pH-Wert abhéngiges Gleichgewicht handeln.

S,05°  +H;0" <> HSOy +8S +H,0  (XV)
S,05° +4H;0" == H.S +8507 +2H;0" (XVI)
S;0° +2H;0" +S == S40¢" +2 H;0" (XVII)
S40s° +2H;0" +S == S50~ +2 H;0" (XVII)
S;06°  +$,05° +3H;0" == S,0s +2H;0" +HSO; (XIX)
S:06°  +$,05° +3H;0" == S50 +2H;0" +HSO; (XX)

24



Eigenschaften und Reaktionen schwefelhaltiger Anionen

Dementsprechend und in Einklang mit den Gleichungen (XI) bis (XIV) ist Sulfat nur
dann zu erwarten, wenn intermedidr Trithionat auftritt. Andere Autoren wiederum
beschreiben bei der quantitativen Zersetzung von Thiosulfat in Salzsdure

Schwefelwasserstoff und Schwefelsdure als Endprodukte (XXI) [14].
2 H;0" + S,05°+ H,0 —»  2H;0" +S04”+ HS (XXI)

Es wird auch die Auffassung vertreten, dass das beim Ansduern von Thiosulfat
auftretende H,S charakteristisch fiir Reaktionen ist, die zur Bildung von Polythionaten
fiihren, wie in der Gleichung (XVI) dargestellt [14]. Durch Katalysatoren, wie
Arsentrioxid, ldsst sich die Reaktion in diese Richtung lenken [77, 78].

Colefax [50] fand bei der sauren Zersetzung von Thiosulfat keine Pentathionsiure in
den Endprodukten, Vaubel [49] konnte in diesem Zusammenhang Pentathionsdure
identifizieren. Es gibt abweichende Meinungen, ob in saurer Losung primir Trithionat
Tetrathionat, Pentathionat oder Hexathionat gebildet wird und die Polythionate anderer
Kettenldnge durch Aufschwefelung und Kondensationsreaktionen oder Sulfitabbau,
Schwefelabspaltung und Hydrolyse entstehen [14, 51, 54,79, 80, 81]. Optimale
Bedingungen fiir die Bildung von Polythionaten als Konkurrenz zum Zerfall in S und
SO, liegen offensichtlich in stark saurer Losung vor, sie findet aber auch in schwach

saurer Losung, mit sinkender Reaktionsgeschwindigkeit zum Neutralpunkt hin, statt.

Andere Untersuchungen kommen zu der Schlussfolgerung, dass die Zersetzung von
Thiosulfat im sauren Medium geméf der Gleichung (XXII) [82] oder die Reaktion von
frisch gebildetem Schwefel mit dem gebildeten Sulfit nach Gleichung (XXIII) [83] zu

Pentathionséure fuhren.

58,05 + 10 H;0" N 28506 +4H;0" +9H,0 (XXI)

58 + 580, +6H,0 2 850> + 4 H;0" (XXIII)
Die Entstehung von Polythionaten ist somit indirekt pH-Wert abhingig, da die
vorhandene Hydrogensulfitmenge durch die Hydroniumionen-Konzentration beeinflusst
wird [14]. Im schwach sauren Milieu sind alle Reaktionsteilnehmer lange nachweisbar.
In schwach angesduerten Losungen finden sich nach 6 - 8 Monaten noch Thiosulfat,
Trithionat, Tetrathionat und Pentathionat, da Zersetzung und Regeneration langsam

ablaufen [84].

Es wird diskutiert, dass die direkte Umsetzung von gebildetem SO, mit unverdndertem
Thiosulfat zu Trithionat fiihrt, durch dessen Zersetzung dann Sulfat und wieder

Thiosulfat (Regeneration) entstehen. Eine andere Theorie postuliert die Bildung von
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S(OH),, was in saurer Thiosulfat-Losung iiber Folgereaktionen mit Hydrogensulfit zu

Trithionat und weiteren Polythionaten fithren konnte (s. auch 2.4.4.1) [14, 85].

Bei der Herstellung von Raffo Sol wirkt verdiinnte Schwefelsdure auf eine konzentrierte
Thiosulfat-Losung. Es soll sich letztlich um eine Reaktion von zunéchst gebildetem H,S
und SO, handeln, die zur Entstehung von Polysulfiden, kolloidem Schwefel und
Pentathionsdure fithren. Die Pentathionsdure ist an molekularem Schwefel adsorbiert
und hélt ihn dadurch in Losung. Kleine Elektrolytmengen stabilisieren den Schwefel,

bei lingerem Stehen kristallisiert er aus [14, 86, 52].

Nach Untersuchungen von Raffo Sol durch Steudel et al [71] besteht das Sol des
Schwefels nach Peptisation in H,O aus molekularem Schwefel, hauptsichlich Sg, aber
auch S¢— Si4 und langkettigen Polythionaten. Die Polythionate bilden Mizellen und
schlieBen den Schwefel ein (auch Odén oder La Mer Sol). Frisch praparierte Sole sind
frei von Polythionaten mit 3 - 6 Schwefelatomen, bei Alterung erfolgt eine Zunahme
kurzkettiger Polythionate und Kristallisation von Sg. Die Solpartikeln bestehen aus
negativ aufgeladenen Mizellen von hoheren Polythionaten mit besagtem Einschluss von
Schwefel und sind durch HCI, LiCl und NaCl reversibel fillbar, NaOH, NH; und
Thiosulfat zerstoren das Sol durch Schwefelfdllung. Weitz et al nahmen an, dass
langkettige Polythionate mit einer Kettenlinge von 40 - 140 Schwefelatomen die
Mizellen ohne Schwefeleinschluss bilden [86, 87, 88]. Eine Untersuchung des
entsprechenden Sols ergab, dass Polythionate mit 5-19 Schwefelatomen sowie
Schwefeldioxid und Thiosulfat enthalten sind. Das durch Féillung und durch Peptisation
erhaltene Schwefelsol enthielt molekularen Schwefel S, mit n = 6 - 17, hauptsichlich Sg
und S;, bei Alterung erfolgte eine Zunahme an Sg und eine Verdnderung der
Polythionat-Zusammensetzung mit vorherrschender Zunahme von Hexathionat bis
Tetrathionat, geringer Thiosulfatbildung und Schwefelausfillung. Eine Mizellbildung
erfolgt nur durch langkettige Polythionate, nicht durch kurzkettige.

Eine Untersuchung zum Umsatz von Thiosulfat mit angesduerten Oxidationsmitteln,
z. B. konzentriert salzsauren Losungen von lod, kam zu dem Resultat, dass die saure

Zersetzung eine starke Konkurrenzreaktion zur Oxidation des Thiosulfat darstellt [89].
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2.4.3 Oxidative und reduktive Reaktionen

2.4.3.1 Reaktionen mit Sauerstoff

Als mehr oder weniger starke Reduktionsmittel konnen Thiosulfat, Sulfit, schweflige
Saure, Sulfid und Schwefelwasserstoff leicht Oxidationsvorgingen erliegen. So wird
z. B. festes Calciumsulfid beim Lagern an der Luft zu Thiosulfat oxidiert. Sulfat weist
Mesomerie bedingt eine hohe Stabilitdt auf, so dass viele Verbindungen das Erreichen
der Oxidationszahl +6 anstreben und Sulfat ein hdufiges Endprodukt bei der Oxidation
schwefelhaltiger Anionen ist [52]. Auch Hydrogensulfit wird in Losung an der Luft
oxidiert. Haufig konnen diese Reaktionen durch Schwermetalle katalysiert werden [44].
Ebenso werden Losungen von Schwefelwasserstoff leicht durch Luftsauerstoff unter
Schwefelabscheidung oxidiert. Die Oxidation von Sulfiden durch den Sauerstoff der
Luft fiilhrt primdr zu Thiosulfat geméd Gleichung (XXIV) [52]. Der Verlauf und
Reaktionsgeschwindigkeit der Autoxidation von H,S, HS und S* st
konzentrationsabhéngig [90], so dass geloste Sulfide leicht oxidiert werden und selbst

stark reduzierend wirken. Dies beruht auf der geringen Bindungsaffinitit von S* [52].
4Na"+28* + 20, +H,0 — 2Na'+8,0:% + 2Na" +2 (XXIV)
OH"
Neben der Tatsache, dass Alkalisulfidlosungen unter Polysulfidbildung Schwefel

aufnehmen konnen, erfolgt beim Stehen an der Luft durch die Oxidation der

Hydrogensulfidionen die Bildung von Polysulfiden analog der Gleichung (XXV) [52].
2Na"+2HS + %0, - H,0+ 2Na'+ S)* (XXV)

Auch Polysulfide werden durch Luftsauerstoff zu Thiosulfat und Schwefel entsprechend
Gleichung (XXVI) oxidiert, was auch technische Bedeutung erlangte. Allgemeiner ist
der Vorgang in der Gleichung formuliert (XXVII), wobei nach Untersuchungen von
Steudel et al die Autoxidation von wéssrigen Natriumpolysulfidldsungen zu Thiosulfat
und Schwefel fiihrt, jedoch im Gegensatz zu anderen Beobachtungen kein Sulfat, kein

Sulfit und keine Polythionate gebildet werden [52, 91].
2Na" + Ss5& +3% 0, — 2Na'+S0:" +38 (XXVI)

2Na" + S, +3% 0, —  2Na '+ S,057 + % Sg (XXVII)
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Auch Sulfite werden sehr leicht zu Sulfat oxidiert (XXVIII), da sie das Bestreben
haben, in die Oxidationsstufe +6 liberzugehen. In wiassriger Losung sind sie autoxidabel

[14, 52, 59], ebenso wie Bisulfit-Losungen [54].
SO* + 1% 0, N SO (XXVIII)

Schwefelige Sédure unterliegt bei Abwesenheit von Luft der Autoxidation, die auch als
Disproportionierung aufgefasst werden kann, wobei diese Verdnderung stochiometrisch
mit der Gleichung (XXIX) beschrieben wurde und durch Temperaturerhhung und
Licht gefordert wird. Bei Alterung sollen auch Tri- und Tetrathionat zu finden sein [54].

6 H;O" + 3 SO5* =™ 4H;0"+ 2S04 + S + 3H0 (XXIX)

Die Tatsache, dass konzentrierte Thiosulfat-Losungen alkalisch reagieren, wurde mit
der Bildung von Tetrathionat durch Oxidation an Luft und damit einhergehender
Entstehung von OH analog Gleichung (XXX) in Verbindung gebracht [14, 92]. In
Thiosulfat-MaBl6sungen wurde Tetrathionat gefunden, wobei eine Steigerung der
Polythionatbildung nach Impfung mit verschiedenen Bakterien zu verzeichnen war, es

wurde aber auch Tetrathionat in Vergleichsproben nachgewiesen [53].

2Na"+ 28,0 +H,0+% 0, — 2Na ' +S,0,~ +2Na" +20H  (XXX)

2.4.3.2 Reaktionen mit Metallionen

Neben dem Umstand, dass schwefelhaltige Anionen héufig schwerldsliche
Verbindungen mit den verschiedensten Metallionen bilden, reagieren sie auch im Sinne
von Redoxsystemen mit einigen Metallionen, Metallen oder Metalloxiden. Sulfite und
schweflige Siure sind in der Lage z. B. CrO4* zu Cr’", Fe’" zu Fe*" und HgCl, zu
Hg,Cl, zu reduzieren. Sie selbst werden zu Sulfat bzw. Schwefelsdure oxidiert. Die
Oxidation von Schwefeldioxid durch Mangandioxid fiihrt zum Dithionat (XXXI), wobei
auch ein Teil Sulfat entsteht (XXXII). Mit Eisenoxid bildet sich Eisen(IIl)-sulfit, das zu
Eisen(Il)-sulfit und Eisen(Il)-dithionat zerfdllt (XXXIII). Durch stéirkere
Reduktionsmittel werden Sulfite in saurer Losung zu H,S reduziert. Mit Zinkstaub in

wiassriger Losung erfolgt Reduktion zum Dithionit [52, 93].
280, + MnO;, — Mn*" + S,06” (XXXI)
SO, + MnO, — Mn*" + S04~ (XXXII)

Fe;03+ 35S0,  — 2Fe’ +3S0:7 — 2Fe™ + SO* + $,0s° (XXXII)
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Polythionate werden nur durch starke Oxidationsmittel oder bei Anwesenheit von Fe'"

zu Sulfat oxidiert [94]. Bei der Umsetzung von Thiosulfat mit Eisen(Ill)- oder
Kupfer(Il)-Salzen entsteht Tetrathionat (XXXIV) [14, 44, 58].

28,055 + 2 [Fe(H,0)s]'" — 2 [Fe(H,0)4(S:05)]" + 4H,0  —

2 [Fe(H20)6]*" + S40¢” (XXXIV)

2.4.3.3 Reaktionen mit anderen Redoxpartnern

Thiosulfat wird durch starke Oxidationsmittel wie Chlor, Brom, Hypohalogenide,
Chromat und Permanganat bis zur Stufe des Sulfats oxidiert. Iod und
Wasserstoffperoxid in saurer Losung fithren zu Tetrathionat, unter geeigneten
Bedingungen kann mit Wasserstoffperoxid Trithionat erhalten werden [14, 44, 58].
Untersuchungen ergaben, dass Thiosulfat und H,O, primdr zu Tetrathionat reagieren.
Wenn man das entstehende Alkalihydroxid nicht neutralisiert, erfolgt eine Bildung von

Trithionat gemél den Gleichungen (XXXV) bis (XXXVII) [79].
8$,0:" + 4H,0, —» 8OH  +4 8,06 (XXXV)

48,065 + 8OH S 68057 +S3067 S04+ 4H,0  (XXXVI)

2 S,05" + 4 H,0, > $30¢7  +S047 + 4H,0 (XXXVII)

Untersuchungen mit ESR-Spin-Trapping zur Reaktion von Thiosulfat und
Wasserstoffperoxid kamen zu dem Ergebnis, dass es sich hierbei um einen radikalischen
Mechanismus handelt. Es gelang die Detektion des Thiosulfatradikals S;Os-" sowie des
Sulfidradikals S-°, in fritheren Arbeiten wurde bereits die Existenz eines Sulfitradikals

SO;-" nachgewiesen [95].

Bei Ozoneinwirkung auf Thiosulfat in neutraler Losung wird sowohl iiber die Bildung
von Dithionat in einer Nebenreaktion als auch von Sulfat und freier schwefliger Saure
berichtet. In diesem Zusammenhang resultiert eine pH-Wert Absenkung der Losung. Es
entsteht weiterhin Polythionat. Bei niedriger Ozonkonzentration wird vorwiegend Sulfat
und Schwefeldioxid gebildet, bei hohen Ozonkonzentrationen dominiert Dithionat.
Nach anderen Untersuchungen tritt in der Losung, die neutral bleibt, neben der Bildung
von Sulfit und Sulfat Schwefelabscheidung ein (XXXVIII). In alkalischen Losungen
entstehen Sulfit, Sulfat und Polythionat [14, 76].

38,05 + 205 — 2S04 + SOs¥ +20, +38 (XXXVIII)
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2.4.4 Reaktionen schwefelhaltiger Spezies

2.44.1 Reaktionen von schwefliger Sidure mit Thiosulfat

Bei der Einwirkung von Schwefeldioxid oder von schwefliger Sdure auf Thiosulfat
wurde in vielen Untersuchungen iiber die Bildung von Polythionaten berichtet. Zum
Mechanismus und zur Reaktionsbeeinflussung sowie zu den entstehenden Polythionaten

existieren abweichende Theorien.

Nach Einleiten von Schwefeldioxid in konzentrierte Thiosulfat-Losungen bei
gewohnlicher Temperatur wurde das Entstehen von Trithionat und Tetrathionat analog

Gleichung (XXXIX) beobachtet [14, 76].
4Na" + 2S,0:7+3S0, = 2Na +8;0s +2Na"+S,0¢" (XXXIX)

Einige Autoren haben daneben auch Pentathionat gefunden. Hierzu existiert unter
anderem die Theorie einer Polymerisation der unter Einwirkung von schwefliger Siure
entstandenen Thioschwefelsdure zu Pentathionat geméfB Gleichung (XL) [96]. Es wurde
beobachtet, dass sich zuerst Pentathionsédure bildet und nachfolgend Tetrathionsidure und
Trithionsdure und dass ein HCI-Zusatz die Polythionatbildung verringert [84]. Friihe
Arbeiten berichten von Trithionatbildung und Schwefelabscheidung (XLI) [50].

10 H;O" + 5 S,05% == 4H;0" +2S50 + 9 H,0 (XL)
4Na" +28,055+3S0, =™ 4Na" +2S;0s" + S (XLI)

Im Zusammenhang mit der Polythionatbildung bei der Einwirkung der schwefligen
Séure wird auch die primére Entstehung von Trithionat und Schwefelwasserstoff durch
Zersetzung der Thioschwefelsdure angenommen, wie es auch schon bei der Zersetzung
durch Mineralsduren besprochen wurde [Vergleiche Abschnitt 2.4.2.3 Gleichungen
(XV) bis (XX)] [54]. Folgereaktionen wie Aufschwefelung, oder bei der Annahme der
Entstehung von primdr hoheren Polythionaten der Sulfitabbau und die Hydrolyse,
fiihren dann zu weiteren Polythionaten [14, 54, 96]. Es wird auch die Moglichkeit
diskutiert, dass Thiosulfat in saurer Losung reagieren konne, als wiirde es Sulfoxylsdure
S(OH), als Derivat von S** bereitstellen (XLII). Folgereaktionen sollen durch
Umsetzung mit schwefliger Sdure (XLIII) und Thioschwefelsdure (XLIV) zu
Polythionsduren fiithren. Durch eigenen Zerfall bedingt entstehen Pentathionséure,

Schwefelsdure, etwas schweflige Sdure und wenig Schwefel [14, 85, 97].
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S,05> +2 H;0" <™ 2S(OH), +H0 (XLII)
S(OH),  +2HSO5 —  S;0¢° +2H0 (XLIII)
S(OH), +2S,0:"+2H;0° 5  S50¢" +4 H,0 (XLIV)

Weitergehende Untersuchungen kamen zu dem Resultat, dass die intensive Gelbfarbung
von konzentrierten Thiosulfat-Losungen in Gegenwart von iiberschiissigem SO, auf die
Bildung einer Art Komplex [8203-802]2' zuriickzufiihren ist [14, 82, 84, 98, 99],
wodurch auch die stabilisierende Wirkung von Sulfit auf Thiosulfat-Lésungen zu
erkldren ist, wie sie Anwendung bei sauren Fixierbddern in der Fotografie findet. Die
entstandene LoOsung wandelt sich langsam unter Bildung von Trithionat und
Pentathionat um. Tetrathionat wird durch Sulfitabbau von Pentathionat gebildet.
Pentathionat kann in saurer Losung Schwefel aus Thiosulfat aufnehmen und in
Hexathionat {ibergehen. Je stirker sauer die Losung, desto langkettiger werden die
Polythionate, da verminderter Abbau durch Sulfit erfolgt, bedingt durch das pH-Wert
abhingige Gleichgewicht Bisulfit - Schwefeldioxid. Der Zerfall der labilen Verbindung
fiihrt auch zur Bildung von Schwefel und Hydrogensulfit.

In verdiinnten Losungen hingegen wird Sulfit angeblich nur trige aufgenommen und die
Polythionate zersetzen sich zu Sulfat und Sulfit, so dass durch den Umstand, dass die
Polythionatzersetzung mit der Bildung in etwa Schritt halten kann, nur wenig
Polythionat gefunden wird [14, 96]. Es wird angegeben, dass nur bei deutlichem
Uberschuss von Schwefeldioxid viel Polythionat entsteht, bei Einsatz von wissrigen

Schwefeldioxid-Losungen ist hauptsédchlich Trithionat und kein Pentathionat zu finden.

Ein saurer pH-Wert ist flir die Polythionatbildung forderlich. Ein Schwefeldioxid-
Uberschuss in alkalischer Losung fiihrt beobachtungsgemiB nur zum Austausch von
Schwefel, eine Polythionatbildung findet nicht statt. Aus Hydrogensulfit-Losungen und
Thiosulfat bilden sich Tetrathionat, Pentathionat und Trithionat angeblich nur bei hoher

Hydrogensulfitionen-Konzentration [ 14].

Die Umsetzung von Schwefelhalogeniden der allgemeinen Form SX, oder S,X, mit
SO;* oder S,0s> fiihrt ebenfalls zu Polythionaten, da diese Verbindungen zu S(OH),
bzw. zu S,(OH), hydrolysieren und mit Thiosulfat und Schwefeldioxid reagieren [s.
auch Gleichungen (XLII) bis (XLIV)]. Dieser Umstand wurde erfolgreich bei der
Entwicklung neuer Synthesewege fiir Pentathionat und Hexathionat (Bildung von
Pseudohexathionat wird diskutiert) ausgenutzt. Andere Verfahren arbeiten mittels

Katalyse durch Arsenverbindungen [61, 97].
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Die géngigsten Theorien zu den Primérreaktionen, die zur Polythionatbildung fiihren,
lassen sich in den summarischen Gleichungen (XLV) und (XLVI) zusammenfassend

verdeutlichen [14].

$,0;” + 4HSO; + 2H;0" = 2S;0, + 5H,0 (XLV)

10 H;0" + 5 S,05™ <= 4H;0" +2S50¢" + 9H,0 (XLVI)

2.4.4.2 Reaktionen von Schwefelwasserstoff mit Schwefeldioxid

Bei der Reaktion von H,S und SO, in wissriger Losung erhélt man die so genannte
Wackenroder’sche Fliissigkeit. Man nimmt heute an, dass Thioschweflige Sdure H,S,0,
das primére Produkt der Reaktion ist (XLVII) (vergleiche auch Hydrolyseprodukt von
Verbindungen des Typs S;Xa. s. 2.4.4.1). Die Polythionsduren, die in der Losung zu
finden sind, entstehen durch Folgereaktionen entsprechend den Gleichungen (XLVIII)
bis (LII) [14, 52, 82]

H,S + H;0" + HSO5 <= $,0,” + 2H;0" (XLVII)
$,0,” + 4H;0'+ 2 HSO5 == 2H;0" + S,04 + 4H,0 (XLVII)

3H;0" + 84,067 + HSO5 + HhO0 g 4 H;0" + S306° +$,05° (XLIX)

2H;0" + S,05% <= S+ H;0" + HSO; +H,0 (L)
H.S +S,0,” + 2 H;0" <= 3S + 4H,0 (LI)
2H;0" + S0 + S == 2H;0" + S50 (LII)

Aus den Gleichungen wird ersichtlich, dass in weiteren Reaktionen Schwefel gebildet
wird, der sich auf Grund seiner Reaktivitit mit Polythionaten zu Polythionaten héherer

Kettenldnge vereinen kann. Es tritt auch Polythionatabbau durch schweflige Séure ein.

Eingehende Untersuchungen zur Zusammensetzung von hydrophilem Schwefelsol
(Selmi Sol), das durch Reaktion von Natriumsulfid und Natriumsulfit mit
Schwefelsdure in wassriger Losung nach Janek erhalten wurde, erfolgten unter anderem
durch Steudel et al [100]. Der Schwefel des erhaltenen Sols bestand aus einer Mischung
von Sg mit S7, S¢, So, Si2, Se. -Sg-Schwefel ist wenig reaktiv und in Wasser bis zu
5 ng/L 16slich. Weitere Analysen ergaben in frisch prédparierten Selmi Sols hoéhere
Polythionate und nur Spuren von Thiosulfat. Beim Altern nahmen die Konzentrationen
von Thiosulfat, Pentathionat und Tetrathionat sowie elementarem Schwefel zu. Die

Konzentration der Polythionate mit einer Kettenlinge von mehr als fiinf
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Schwefelatomen nahm wihrend des Alterungsprozesses ab. Die Zersetzung verlduft

entsprechend den allgemeinen Gleichungen (LIII) und (LIV).
2S8n0s" o SixO6” + SmixO6> (LIII)

SmO6™ N SmnOs” + Sa (n=6-10) (LIV)
Im Vergleich hat das Raffo Sol nach Weitz mehr Polythionate hoherer Kettenldange als
das Selmi Sol nach Janek. In beiden Féllen bilden sich aus den hydrophilen
Polythionaten Mizellen, die in ithrem Kern den Schwefel einschliefen. Das Raffo Sol ist
thermisch stabiler, der Schwefel fallt langsamer aus. Es sind hier keine Polysulfanoxide
vorhanden, diese finden sich nur neben Schwefel und langkettigen Polythionaten, wenn

eine Wackenroder’sche Fliissigkeit bei 0 °C aus H,S und SO; prépariert wird [71, 100].

2.4.4.3 Abbaureaktionen der Polythionate

Der Schwefel in den Polythionaten ist leicht polarisierbar. Eine Polarisation erfolgt
durch anionoide Reagenzien [14]. Polythionate haben die Neigung, ihren Schwefel
leicht abzugeben [52]. Durch Sulfit erfolgt stufenweise ein Abbau zu niederen
Polythionaten und Thiosulfat (LV). In Gegenwart von dquivalenten Mengen Sulfit und
Polythionat stellt sich ein Gleichgewicht ein [14,51]. Wird Sulfit aus dem
Gleichgewicht entfernt, z. B. durch Formaldehydzusatz, so ist eine Verschiebung des

Gleichgewichtes in die entgegen gesetzte Richtung zu beobachten.
SnO6” + SOs™ - Sm10s" + $205” (LV)

Es sind Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit zu verzeichnen, Pentathionat
wird schneller durch Sulfit abgebaut als Tetrathionat. Ein Sulfitiiberschuss resultiert in
verstirktem Abbau. Bei Einwirken von Bisulfit stellt sich unabhéngig von der Menge
immer ein Gleichgewicht ein, wobei diese Einstellung sehr langsam erfolgt, so dass

Trithionat bereits hydrolysiert. Es wirken im Bisulfit nur die freien Sulfitionen.

Bei der Reaktion von Bisulfit und Tetrathionat wurde ein Abbau zu Pentathionat und
Trithionat verzeichnet. Bei Anwesenheit von Thiosulfat wurde eine beschleunigte
Gleichgewichtseinstellung registriert. Es wurde festgestellt, dass auch eine Bildung von

Trithionat aus Hydrogensulfit und Thiosulfat entsprechend Gleichung erfolgt (LVI).
$,0;” +4HSO; +2H;0" - 2 8;06” + 5 Hy0 (LVI)

Fiir den Zerfall der Polythionate wird postuliert, dass sie pH-Wert abhéngige
Umkehrreaktionen sowohl ihrer Bildung aus S(OH), als auch aus H,SO; und H,S,03
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sind [14]. In saurer bis neutraler Losung fiihrt das zur Bildung von Polythionséduren, in
neutralen bis alkalischen Losungen erfolgt bevorzugt ein Zerfall von Polythionaten

analog den Gleichungen (LVII) bis (LIX).

S.0s~ + 20H = S(OH), + SO+ S0 (LVID)
Ss0> + 20H = SOH), + 2S,05" (LVIII)
S¢0s~ + 20H o= S,(OH), + 28,05 (LIX)

Die Verbindungen S(OH), und S,(OH), zerfallen in teilweise komplizierten Reaktionen

weiter zu letztendlich Thiosulfat.

Im pH-Bereich von 8 bis 5 verhilt sich die Reihenfolge der Zersetzbarkeit wie folgt:
Hexathionat > Pentathionat > Trithionat > Tetrathionat, wobei der Zerfall von
Tetrathionat und Pentathionat in diesem Bereich autokatalysiert und die Einordnung

unsicher ist, hier entspricht sie einem fortgeschrittenen Stadium.

Im stark alkalischen Milieu ist Trithionat am bestindigsten und mit steigendem
Schwefelgehalt werden die Polythionate zersetzungsempfindlicher. Im sauren Milieu
nimmt die Bestdndigkeit mit der Kettenldnge zu, ab Octathionat nimmt sie wieder

ab [14, 59, 101].

Nach Steudel et al verlduft die Hydrolyse der Polythionate bei 20 °C relativ langsam
und nach dem Schema der Gleichungen (LX) bis (LXV) [71]. Da S, mit n < 6 thermo-

dynamisch instabil ist, werden offenbar Spezies mit mehr als 6 Sulfanschwefelatomen

gebildet.
"038-S,-SO;  + H,0 —» HSO;  + HS,-SOy (LX)
HS,-SO5 > % S, + HSOy (n>5) (LXI)
HS,-SO5 + HO — ®bs/s  + S,0:7+ H;0 (LXII)
2 HS,-SO5 5 H,S + "038-Sx1)-SO3” (LXIII)
SmO6™ — SmxOs> + % S, (m+x >8) (LXIV)
2 SmO6™ — SmxO6>  + SmixOe> (LXV)

In urspriinglich neutraler Losung zerfallt Trithionat in Thiosulfat und Sulfat, es erfolgt
eine pH-Wert Absenkung (LXVI). Durch Folgereaktionen wie Sulfitabbau,
Schwefelaufnahme aus Thiosulfat und Zerfall entstandener Thioschwefelsdure konnen
Tetrathionat,  Pentathionat, = Schwefel und Sulfit entstchen (LXVII) bis
(LXIX) [14, 61, 94].
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$;067  +3H,0 N S,05 + SO, +2H;0" (LXVI)
S0  +2H;0" <> HSO; + S +H,0+ H;0" (LXVII)
S;06°  +S5,0,7 +H;0" e= S,0s° +HSO; + H,0 (LXVIII)
S,06°  +S,05 <= S50s° +S05* (LXIX)

Tetrathionat hydrolysiert in urspriinglich neutraler Losung zu Thiosulfat und Trithionat
unter pH-Wert Absenkung (LXX). Neben den bereits erwiahnten Folgereaktionen erfolgt
auch Thiosulfatbildung durch entstandenen molekularen Schwefel und Hydrogensulfit
und Sulfitabbau hoherer Polythionate, z. B. von noch bestehendem Tetrathionat (LXXI)
oder Abgabe von Schwefel, z. B. von entstandenem Pentathionat (LXXII). Es kann die
Bildung von Pentathionat, Sulfit und Schwefel registriert werden. Bei der Zersetzung
von Pentathionat oder Hexathionat in urspriinglich neutraler Losung entstehen
Tetrathionat bzw. Pentathionat und Schwefel (LXXII) und (LXXIII), Folgereaktionen

sind analog denen des Tetrathionat- bzw. Pentathionat-Zerfalls.

48,06 + 9H,0 = 5805 + 2830, +6H;0 (LXX)

S40s°  + SO3" e S30s° + $,057 (LXXI)
S506™ <= S0 +S (LXXII)
S606™ <= S50 +S (LXXIIT)

In saurer Losung erfolgt dhnliche Zersetzung, Abweichungen gibt es bei stark sauren
Losungen. Trithionat zerfdllt primédr in Thiosulfat und Sulfat, in Folge entstehen
wiederum Tetrathionat, Pentathionat, Sulfit und Schwefel. Tetrathionat zersetzt sich zu
Trithionat und Pentathionat, in stark saurer Losung zu Sulfat, Schwefeldioxid und
Schwefel einschlieBlich Pentathionatbildung. Pentathionat zerfdllt in Tetrathionat und
Schwefel, in stark saurer Losung zu Schwefeldioxid und Schwefel, auch hier kann

Aufschwefelung zu Hexathionat eintreten. Analog verhilt es sich bei Hexathionat.

In alkalischer Losung zerfdllt Trithionat in Thiosulfat und Sulfat, in stark alkalischer
Losung zu Thiosulfat und Sulfit. Tetrathionat zersetzt sich zu Thiosulfat, Trithionat und
Pentathionat, aus Folgereaktionen kann Sulfit entstehen. Pentathionat und Hexathionat
geben in alkalischer Losung Schwefel ab und zerfallen somit zum Tetra- bzw.
Pentathionat einschlieBlich der Folgeprodukte. In stirker alkalischen Losungen entsteht
Thiosulfat bzw. Thiosulfat und Schwefel. Auch Sulfid baut Polythionate zu Schwefel
und Thiosulfat ab (LXXIV) [14, 85, 101].

$:.0s7 +87 (1-3) S + 2 $,05% (LXXIV)
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2.4.4.4 Reaktionen mit molekularem Schwefel

Die Anlagerung von Schwefel an Polythionate fiihrt zur Bildung hoherer Polythionate
[s. 2.4.4.2 Gleichung (LII)]. Der Abbau von Schwefel durch Sulfit erfolgt stufenweise
iiber instabile Sulfanmonosulfonsduren und resultiert letztlich in der Bildung von
Thiosulfat [14]. Es wurde beim Einwirken von SO, auf Schwefelbliite neben Thiosulfat
auch die Bildung von Polythionaten beobachtet. Schwefel katalysiert den Zerfall von
SO, / HSOs'.

Bei Einwirken von KHSO; auf gefillten Schwefel erfolgt langsame Reaktion zu
Thiosulfat und weiter zu Trithionat, das Gleichgewicht liegt ab pH = 6 auf der Seite des
Thiosulfats, so dass sich der Schwefel auflost, bei pH = 4,5 erfolgt Polythionatbildung,
vorwiegend Trithionat. Schweflige Sdure reagiert mit Schwefelbliite zu Thiosulfat,

Trithionat und Tetrathionat entstehen bei hoherer Temperatur [102].

2.4.5 Katalytische Beeinflussung von Reaktionen

2.4.5.1 Katalyse der Polythionatbildung

Der Zerfall des Thiosulfats in saurer Losung, der bevorzugt zu schwefliger Sdure und
Schwefel und unter gewissen Umstédnden zu Polythionaten fiihrt, ldsst sich durch Spuren
von Arsenverbindungen zugunsten der Polythionatbildung lenken, so dass unter
geeigneten Bedingungen die gezielte Synthese von Pentathionat durchfiihrbar

ist [51, 78, 79, 96].

Auch Antimon-, Molybdat- und Zinnverbindungen besitzen diese, wenn auch hier
schwicher ausgeprigte katalytische Wirkung. Offenbar konnen nur solche Metallsalze
den Zerfall in Richtung Polythionatbildung lenken, die in der Lage sind, Thioanionen zu
bilden [79, 84]. Zum Mechanismus der Reaktionen gibt es stark abweichende Theorien
[14, 54, 85, 98]. In diesem Zusammenhang wurde unter anderem die Bildung eines
Radikals S,03-", wie es auch bei der Oxidation von Thiosulfat mit Wasserstoffperoxid

entsteht [95], und dessen Dimerisierung zu S4062' angenommen.
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2.4.5.2 Katalyse des Zerfalls der Polythionate durch Thiosulfat

Thiosulfat katalysiert die Zersetzung von hoheren Polythionaten [14]. Nach der Theorie
existiert ein Austauschgleichgewicht, in dem keine Schwefelatome, sondern S,0Os- oder
SOs3-Gruppen zwischen Thiosulfat und den Polythionaten ausgetauscht werden. Der
Zerfall des Trithionats, bei dem Thiosulfat und durch Folgereaktionen hohere
Polythionate entstehen, wird durch Thiosulfat wenig beeinflusst. Thiosulfat katalysiert
den Zerfall von Tetrathionat in neutraler Losung zu Trithionat und Pentathionat, wenig
8032', SO,> und Schwefel. Auch die Zersetzung von Pentathionat und Hexathionat zu

Tetrathionat und Schwefel wird durch Thiosulfat beschleunigt.

2.4.5.3 Photokatalyse und sonstige Faktoren

In der Literatur ist die Zersetzung hydrophiler Schwefelsole durch Licht, charakterisiert
durch Schwefelfdllung und Bildung kurzkettiger Polythionate, beschrieben [87].
Untersuchungen zur Photostabilitit von Polythionaten durch Bestrahlung von
Tetrathionat mit Licht der Wellenldngen A = 200 - 600 nm und A = 290 - 600 nm ergab
neben der Entwicklung von Schwefelwasserstoff und der Abscheidung von Schwefel
eine Zersetzung zu Sulfit, Thiosulfat und Polythionaten mit vier bis zu neun

Schwefelatomen [71].

Der gebildete Anteil an Polythionat wurde mit steigender Kettenldnge geringer. Der
gebildete Schwefel bestand vorrangig aus Sg, in seiner weiteren Zusammensetzung
folgten mengenmifBig S; > S¢> Sg ~ S12 > Syo. Im Versuch mit 2 =290 - 600 nm ging
die Zersetzung langsamer von statten, aber mit gleichen Endprodukten. Bei
Verlangerung der Dauer der Bestrahlung nahm die Konzentration an allen Polythionaten
und auch an Thiosulfat ab. Thiosulfat scheint nur ein Intermedidrprodukt zu sein. Es
wurde die Bildung von Sulfit, Sulfat und elementarem Schwefel aus der Hydrolyse des
Tetrathionats festgestellt. Versuche mit einzelnen Wellenldngen ergaben, dass eine
Zersetzung noch stattfindet fir A=313nm, eine Bestrahlung mit einzelnen
Wellenldngen 4> 350 nm war uneffektiv. Bei der Photodegradation von Pentathionat
ist analog eine Bildung von Thiosulfat, Sulfit, S, (mit n hauptséchlich 8), Tetrathionat

und auch Hexathionat beobachtet worden.

Im Zusammenhang mit der Instabilitdt von Natriumthiosulfat-Losungen wurden auch

eine durch die Einwirkung von Licht, Staub und SiO; hervorgerufene Spaltung in Sulfit
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und Schwefel diskutiert [103], so dass als géngige SchutzmaBnahme fiir Thiosulfat-
Losungen neben der Alkalisierung und der Reinheit des Ausgangsmaterials ein Schutz
vor Sonnenlicht empfohlen wird [76]. Auf den katalysierenden Effekt des Lichtes
beziiglich der Autoxidation Schwefeliger Sdure wurde bereits im Abschnitt 2.4.3.1

eingegangen und es soll hier nur noch einmal Erwahnung finden [54].

2.4.6 Schlussfolgerungen

Die vorangestellten Ausfiihrungen geben einen Uberblick iiber die Vielzahl der
Moglichkeiten, in welcher Art und Weise und unter welchen Bedingungen sich
Natriumthiosulfat zersetzen kann und welche Folgereaktionen eintreten konnen. Es
bleibt einzuschitzen, welche Vorginge tatsichlich in  Natriumthiosulfat-

Injektionslésungen ablaufen.

Von Bedeutung ist in jedem Fall die hydrolytische Zersetzung durch Einwirken von
Wasser auf Thiosulfat, da sie offenbar auch ohne katalytisch wirkende Substanzen
eintritt. Dadurch resultieren bereits Schwefel, Sulfit, Sulfat, Schwefelwasserstoff und
Trithionat als Produkte. Die thermische Beanspruchung der Losung durch die

Sterilisation kann in diesem Zusammenhang als fordernder Faktor angesehen werden.

Eine Zerfallsreaktion, wie sie beim Erhitzen mit hochkonzentrierter NaOH zu
beobachten ist, wird fiir die Zubereitungen ohne Relevanz sein, da selbst bei Einstellung
eines alkalischen pH um 8,5 diese extreme Situation nicht erreicht wird. Gleiches gilt
fiir die Zersetzungsreaktionen bei Einwirken von iiberschiissiger Sé&ure und
iiberschiissigem Schwefeldioxid bzw. Sulfit oder Schwefelwasserstoff. Generell sind
jedoch die Vorgédnge nach den dort besprochenen Mechanismen einzubeziehen, da es
sich meist um Gleichgewichte handelt und sowohl Sulfit / Hydrogensulfit als auch
Sulfid durch hydrolytischen Zerfall entstehen und in den Ampullen eine pH-Wert
Absenkung durch einige Zerfallsreaktionen als auch durch CO, des Flammengases
moglich ist. Sulfit oder Bisulfit werden auch als Antioxidans zugesetzt und sind somit

unter Umstidnden von Anfang an als Reaktionspartner vorhanden.

Die Lagerungszeiten der Natriumthiosulfat-Ampullen sind lénger, als die, die bei den
bisherigen Untersuchungen zur Beobachtung des Zerfalls aufgewendet wurden. Somit
ist es denkbar, dass Zerfallsprodukte von Reaktionen, die in neutralen, schwach sauren
oder schwach alkalischen Losungen sehr langsam ablaufen, erst nach geniigend langem

Zeitraum zu finden sind. Zu diesen Reaktionen zdhlen die Polythionatbildung und deren
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Folgereaktionen mit Sulfit, Sulfid, Schwefel und Thiosulfat sowie ihre Hydrolyse. Der

groBe Uberschuss an Thiosulfat ist bei einer Gleichgewichtseinstellung von Bedeutung.

Obwohl eine Beeinflussung des Zerfalls durch radikalische Initialreaktionen, die durch
die Energie des Lichtes und bei Anwesenheit von Schwermetallspuren gestartet werden
konnen, in Betracht kommt, diirfte ein photokatalytischer Effekt von untergeordneter
Bedeutung sein, da die Injektionslosungen in der Regel nicht langfristig dem
Sonnenlicht ausgesetzt werden. Schwermetall- und Erdalkalimetallspuren selbst
hingegen lenken auch ohne Strahlungszufuhr den Zerfall von Thiosulfat in Richtung
Sulfid- oder Sulfitbildung und zu Reaktionen, die zu Polythionaten fiihren.

Auch bei Redoxvorgéngen haben Schwermetalle katalytischen Einfluss, so dass die hier
entstehenden Zerfallsprodukte relevant sind. Es wurde auch gezeigt, dass von den
schwefelhaltigen Anionen gebildete Radikale an den Reaktionen beteiligt sind. Die
Schwermetallspuren kdnnen durch Verunreinigung in die Losung gelangen. Es ist aber
auch eine Reaktion an der Glasoberfliche mit im Glas enthaltenen Zuschlagstoffen in
Betracht zu ziehen. Von den Redoxvorgéngen werden vorrangig solche mit Beteiligung
von Sauerstoff, z.B. Autoxidationsvorginge, unter Umstinden Schwermetall
katalysiert, ablaufen. Endprodukte konnen hier Sulfat, Tetrathionat mit seinen
Folgeprodukten, unter Umstinden Polysulfide und Schwefel sein. Die speziellen
Bedingungen fiir eine Dithionat- oder Dithionitbildung werden in den Ampullen

vermutlich nicht vorliegen.

Besondere Bedeutung im Zerfall kommt den Reaktionen der schwefelhaltigen Spezies
untereinander zu. Bereits durch einfache hydrolytische Spaltung von Thiosulfat als auch
durch Verunreinigung der Ausgangssubstanzen stehen mehrere Reaktionspartner fiir
weitere Vorgidnge zur Verfiigung. Auch hier steht die Bildung von Polythionaten und
Schwefel  sowie  Sulfit mit ihren  Folgereaktionen im  Vordergrund,

Sulfanmonosulfonsauren sind eher unwahrscheinlich.

Die zu groen Mengen und sehr langkettigen Polythionaten fithrenden
Reaktionsbedingungen werden in den Losungen nicht erreicht, so dass eine Ausbildung
von Mizellen mit Schwefeleinschluss nahezu ausgeschlossen ist. Dementsprechend wird
der Schwefel in kristalliner Sg Form und nicht in davon abweichender Kettenlinge
vorliegen, wie in hydrophilen Schwefelsols, da er nicht vor dem Angriff des Wassers

durch Polythionate geschiitzt ist und Thiosulfat eine Solbildung stort.

Zusammenfassend ist das Augenmerk der Analytik auf Sulfit, Sulfat, Polythionate,
Sulfid und Schwefel, mit geringerer Wahrscheinlichkeit auf Polysulfide zu richten.
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2.5 Analytik schwefelhaltiger Anionen

2.5.1 Moglichkeiten, Probleme und Einflussfaktoren in der Analytik

Fiir die Bestimmung schwefelhaltiger Anionen wurde eine Vielzahl von analytischen
Methoden fiir Einzelbestimmungen, wie Thiosulfat im Urin und Sulfit in Lebensmitteln
[104, 105, 106] als auch fiir ihre Simultananalyse in verschieden zusammengesetzten
Mischungen, wie in Fixierbddern oder Prozesswiéssern [107, 108, 109] publiziert. Dabei
kommen chromatographische, elektrochemische, elektrophoretische und durchfluss-
analytische Methoden zum Einsatz [110]. Mit der Entwicklung von HPLC und CE
wurden existierende Methoden der Diinnschicht- und Papierchromatographie [73, 101]

sowie spektralphotometrische und Titrationsverfahren [17] verdrangt.

Bei chromatographischen Verfahren werden unterschiedliches Retentionsverhalten
durch differierende Ionisation, Polarisierbarkeit, Loslichkeiten, lonenpaarbildungs- und
Austauscheigenschaften der Ionen ausgenutzt. Fiir die elektrophoretischen Verfahren
sind unterschiedliche Migrationsgeschwindigkeiten in Abhéngigkeit von Ladung,
Ionenradius und Dissoziation ausschlaggebend. Bei der online-Detektion sind die
UV/Vis-Absorption oder die Leitfihigkeit entscheidendes Kriterium, hier wird zum Teil
die Derivatisierung zu fluoreszierenden oder stirker absorbierenden Verbindungen

eingesetzt. In der Elektrochemie ist das Redoxverhalten der lonen von Bedeutung.

Limitierende Faktoren bei chromatographischen und elektrophoretischen Verfahren sind
das teilweise &dhnliche Retentions- bzw. Migrationsverhalten der schwefelhaltigen
Ionen, so dass die Auflosung oft sehr gering ist. Bei groBem Uberschuss eines Ions, hier
des Thiosulfats, und einhergehender Masseniiberladung verschlechtert sich die
Trennung. Die Verwendung eines UV/Vis-Detektors wirft Probleme auf, da die
Absorptionskoeffizienten der schwefelhaltigen Anionen sehr klein sind. Dadurch ist die
Senkung der Nachweisgrenze eingeschrinkt. Bei elektrochemischen Verfahren konnen
Unterschiede im pH-Bereich oder fehlende Umsetzbarkeit Simultananalysen
einschrinken. Es miissen eine gegenseitige Beeinflussung der Ionen, ihre zum Teil hohe
Zersetzungsneigung als auch Querempfindlichkeiten und ein FEinfluss sonstiger

Bestandteile der Injektionsldsungen beriicksichtigt werden.
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Das erheblichste Problem besteht im Konzentrationsunterschied von Thiosulfat zu
seinen Zersetzungsprodukten. Bei publizierten Methoden sind die Konzentrationen der
Spezies oft dhnlich und bewegen sich hiufig im ppm-Bereich. Der Thiosulfat-
Uberschuss gegeniiber anderen Ionen z. B. bei Fixierbddern ist im Vergleich zu
Injektionslosungen deutlich geringer. Natriumthiosulfat wird fiir ein saures Fixierbad

mit Natriumdisulfit im Verhéltnis 10:1 gemischt [111].

Eine Betrachtung der analytischen Moglichkeiten und Grenzen ist somit von
Bedeutung. Im nachfolgenden Abschnitt werden Methoden und publizierte
Applikationen, die fiir die Thematik von Interesse sind, beurteilt. Damit werden ein
Einblick in den Stand der Analytik gegeben und die Grundlagen fiir die darauf

aufbauenden, neu- und weiterentwickelten Methoden dargelegt.

2.5.2 Chromatographische Verfahren

2.5.2.1 Ionenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie basiert auf den Wechselwirkungen der Anionen
mit den geladenen funktionellen Gruppen der stationdren Phase, hier meist quaternére
Ammoniumgruppen, die an Kieselgel, Polymethacrylat oder Poly(styrol-divinylbenzol-)
-Copolymere, mit oder ohne Latexpartikelschicht, gebunden sind. Man unterscheidet
zwischen der Finsdulentechnik und der Suppressor-Technik. Entsprechend
unterscheiden sich die verwendeten Sdulen in ihrer Austauschkapazitéit und die mobilen

Phasen in ihrer Elutionsstirke und Grundleitfahigkeit [104].

In der Suppressor-Technik findet am hdufigsten ein Hydrogencarbonat / Carbonat-
Eluent Anwendung [105, 107, 108, 112, 113], wobei mit einem Stufengradienten zur
Trennung von Sulfit, Sulfat und Thiosulfat [112] Sulfit und Sulfat kurz nacheinander
noch getrennt eluieren, Thiosulfat eluiert stark tailend. Ein Probenverhiltnis von 2:1 im
oberen ppm-Bereich verursacht bereits eine breite Peakbasis (z. B. 5 min). Das Tailing
konnte durch Boratzusatz nicht eliminiert werden. Es wurde gezeigt, dass bei einer
Kalibrierung die Stabilisierung von Sulfit unumgénglich ist, dass auch eine Oxidation in
der Apparatur das Ergebnis beeinflussen kann, dass Metallionen den Prozess
katalysieren, auch bei stabilisiertem Sulfit, und dass das Oxidationsbedingte Verhiltnis

von Sulfit zu Sulfat von der Sulfitkonzentration abhéngig ist [113].
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In einer Methode, die zur Untersuchung fotografischer Fixierbdder entwickelt wurde,
konnte gezeigt werden, dass ein hoher Uberschuss an Formaldehyd zu einer
vollstindigen Adduktbildung und Detektion des Addukts fiihrt, wihrend bei geringerer
Formaldehydkonzentration das Addukt im Eluenten zerfdllt und Sulfit detektiert wird
[107]. Thiosulfat und Sulfat beeinflussen die Trennung unter diesen Bedingungen nicht,
sie eluieren so spit, dass sie nicht beobachtet werden. Zur Verbesserung der Stabilitit

wird ein Formaldehydzusatz zum Eluenten empfohlen.

Die Leitfdhigkeitsdetektion bei FEinsatz der Suppressor-Technik ist fiir Sulfid
ungeeignet, da im Suppressormodul Kationen gegen Protonen ausgetauscht werden, aus
Hydrogencarbonat wird dann Kohlensdure mit geringer Grundleitfahigkeit gebildet und
aus den Anionen bilden sich die entsprechenden Séduren. Fiir Sulfid mit einem pK, von
6,92 fiir die erste Protolysestufe bildet sich zum grofiten Teil Schwefelwasserstoff, der
auf Grund seiner geringen Leitfdhigkeit nicht detektiert werden kann. Hier wird eine
amperometrische oder UV-Detektion erforderlich, bei amperometrischer Detektion liegt

die Bestimmungsgrenze bei 30 ng/mL und der lineare Bereich endet bei 1000 ng/mL.

Sulfat und Sulfit konnten z. B. mit einem Borat/Carbonat/Ethylendiamin-Eluenten
gleichzeitig bestimmt werden. Die Bestimmungsgrenzen liegen fiir Direktinjektion im
ppb-Bereich, der lineare Bereich der Kalibrierung endet hier bei 50 pg/mL. Die nétige
Sulfitstabilisierung durch Formaldehyd fiihrt jedoch zu einer Peakverbreiterung [114].
Fiir stark polarisierbare Anionen wie Thiosulfat mit hoher Affinitit und Uberlagerung
von Adsorptionsphinomenen miissen Austauscher mit geringerer Hydrophobizitdt
eingesetzt werden. Zum Einfluss einer Uberladung des Systems konnten keine
Aussagen gefunden werden. Man erhélt z. T. stark tailende Peaks. Die Bestimmungs-
grenze liegt fiir die Leitfahigkeitsdetektion im mittleren ppb-Bereich. Fiir die
Bestimmung der Polythionate mit hoher Affinitét zur stationdren Phase scheint die IPC

die Methode der Wahl zu sein [114].

In einer anderen Arbeit wurde eine Trennung von Sulfit, Sulfat und Thiosulfat
vorgestellt, bei der Sulfit und Sulfat nicht basisliniengetrennt aufeinander folgen und

Thiosulfat deutlich spater eluiert wird [115].

Bei der Einsdulentechnik werden Anionenaustauscherharze mit niedriger Kapazitdt und
daraus folgend Eluenten meist organischer Sduren mit geringer Leitfdhigkeit in relativ
kleinen Konzentrationen eingesetzt [104]. Fiir die Trennung schwefelhaltiger Anionen
wurden Methoden mit verschiedensten Eluenten, Sdulenmaterialien und

Detektionstechniken entwickelt.
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Fiir die Trennung von Sulfid, Sulfit, Sulfat und Thiosulfat wurde z. B. eine Trennung
mit Kaliumhydrogenphthalat-Eluent unter Verwendung der Leitfdhigkeits- und der
indirekten UV-Detektion bei Konzentrationen zwischen 4 mmol/L und 8 mmol/L KHP
bei Vergleich von Sdulenmaterial auf Kieselgelbasis und auf Polymerharzbasis und pH-
Werten zwischen 4,0 und 5,3 bzw. 6,5 untersucht [116]. Bei Einsatz von Sdulen mit
derivatisierten Kieselgelpartikeln werden z. B. Sulfat und Sulfit ungetrennt vor
Thiosulfat und Sulfid eluiert, bei Einsatz von Sdulen mit Polymerharzpartikeln
verlassen Sulfit und Sulfat die S&dule schlecht getrennt mit sehr geringen
Retentionszeitdifferenzen, Sulfid wird zuerst eluiert und Thiosulfat zuletzt. Ahnliche
Ergebnisse sind auch in einer Arbeit mit Kombination photometrischer und

elektrochemischer Detektion zu finden [109].

In anderen Arbeiten gelang die Trennung von Sulfit, Thiosulfat und Tetrathionat sowohl
an Hydroxyethyl-Methacrylat-Austauscher als auch an Poly(styrol-divinylbenzol)-
trimethylammonium-Austauscher mit Natriumperchlorat als Eluenten,
Gradiententechnik und direkter UV-Detektion [117]. Bei Verwendung der Poly(styrol-
divinylbenzol)-basierenden Sdule konnte z.B. Sulfit nur in Konzentrationen von
1000 pg/mL und bei hohen Salzkonzentrationen (2 mol/L. Natriumperchlorat, 1 mol/L

Natriumsulfat) oder 80 % n-Propanol-Zusatz detektiert werden.

Untersuchungen zur Trennung verschiedener Anionen ergaben, dass fiir die lonen Sulfat
und Thiosulfat das relative Verhiltnis der Retentionszeiten fiir verschiedene
Kaliumhydrogenphthalat-Konzentrationen nahezu unverdndert bleibt und bei

steigendem pH-Wert leicht zunimmt [118].

Es wurde eine Methode mit indirekter Detektion bei Verwendung eines Phthalat / Borat-
Eluenten von pH 9, die auch zur Trennung von 100 ppm und 10 ppm Sulfat in einer
1 %igen Natriumchloridldsung geeignet ist, entwickelt. Das entspricht einem Verhéltnis
Chlorid : Sulfat von ca. 1:60 bzw. 1:600. Der Chlorid-Peak hat hier z. B. eine

Basisbreite von etwa 14 min und Sulfat eluiert bei etwa 18 min [119].

Auch Polythionate wurden neben anderen schwefelhaltigen Anionen bestimmt. Es
wurden hierbei Methoden mit Citrat als Eluent und einer modifizierten Cer-(IV)-
Fluoreszenzdetektion oder Detektion durch DPP nach Sulfitolyse, mit Perchlorat als
Eluent und Oxidation der Ionen durch Brom zu Sulfat sowie anschlieBender Umsetzung
mit Fe(Ill)-perchlorat und photometrischer Detektion entwickelt [120, 121, 122, 123].
Die Peaks sind zum Teil sehr breit und tailend, der Abstand der zeitig eluierenden Ionen

ist niedrig, der methodische Aufwand erscheint relativ hoch.
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Es existieren eine Reihe von Vorschriften fiir schwefelhaltige Anionen mit Leitfahig-
keitsdetektion, die als Eluenten neben Phthalsdure Lithiumphthalat, Salicylsdure, p-
Hydroxybenzoesdure, Natriumoctansulfonat oder Gluconat mit organischen
Modifikatoren und zum Teil Antioxidantien verwenden [124, 125, 126, 127, 128, 129,
130]. Die Retentionszeiten von Sulfit und Sulfat liegen immer dicht beieinander, die
Auflosung von Sulfat und Thiosulfat ist etwas hoher. Eine gleichzeitige Bestimmung
von Polythionaten erscheint problematisch, da die Trennung von Trithionat und
Thiosulfat meist unzureichend ist und die Bedingungen, die zur Elution hdoherer
Polythionate notwendig sind, die Trennung von Sulfit, Sulfat und Thiosulfat
verschlechtern. Es wird auch erkennbar, dass Chlorid, Phosphat und Carbonat, die als
Bestandteile der Injektionslosungen vorhanden sein konnen, besonders mit Sulfit oder

Sulfat interferieren und mit anndhernd gleichen Retentionszeiten eluiert werden.

Untersuchungen an Thiosulfat-Injektionslosungen fiihrten zu dem Resultat, dass bei
Einsatz von p-Hydroxybenzoesdure der Systempeak zwischen Sulfat und Thiosulfat
einen Doppelpeak bei Thiosulfat verursacht [13]. Darauthin wurde ein (vermutlich
alkalischer) Benzoat-Eluent verwendet. Hier werden Sulfit und Sulfat ungetrennt vor
Thiosulfat eluiert. Tetrathionat konnte hier nicht bestimmt werden, da es die Sdule nicht
verldsst. Bei weiteren Versuchen wurde die Pufferkonzentration bei lingerer Trennsiule
verdoppelt, so dass sich die Retentionszeit von Thiosulfat auf 20 min erhdhte. Sulfit und
Sulfat blieben auch hier ungetrennt. Fiir die Bestimmungen von Sulfat neben Thiosulfat
wurde daraufhin auf die kiirzere Sdule zuriickgegriffen, wobei Sulfat (mit Sulfit
eluierend) und Thiosulfat durch Leitfahigkeitsmessung detektiert wurden. Fiir Sulfat
wurde eine Nachweisgrenze von etwa 0,2 ppm und ein linearer Bereich der

Kalibrierung von 0,8 ppm bis 6 ppm gefunden.

Problematisch erscheint hier, dass eine Verfilschung der Ergebnisse durch die
gemeinsame Elution von Sulfit und Sulfat erfolgen kann, da Sulfit unstabilisiert sehr
schnell zu Sulfat oxidiert wird. Auf Grund der niedrigen Nachweisgrenze und der hohen
Empfindlichkeit fiir Sulfat in der Ionenchromatographie kénnen Konzentrationen des
aus Sulfit gebildeten Sulfats die Bestimmung verfélschen. Die Bestimmung von Sulfit,
(angegebene Nachweisgrenze 6 ppm) kann somit ebenfalls auf Grund der fehlenden
Selektivitidt der eingesetzten Methode durch eine Oxidation des Sulfits zu Sulfat

beeinflusst worden sein.

Fiir Thiosulfat wurde ein linearer Kalibrierbereich zwischen 150 ppm und 350 ppm

angegeben.
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Bei der Stabilisierung von Sulfit wird Hydroxymethansulfonat gebildet (LXXV) und
(LXXVI) [110]. Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Zusitze wie Formaldehyd,
Aceton, Alkohole, Glycerol und Saccharide ergaben, dass Formaldehyd im
Molverhiéltnis 1:1 am effektivsten eine Oxidation fiir mindestens 72 h verhindert [131].
Weiterfilhrende Untersuchungen ergaben bei 5 %igem Formaldehydzusatz nach 14 d
eine Oxidation zu Sulfat <0,1 %, auch eine Katalyse durch Fremdionen konnte

unterbunden werden [132].

HCHO  + H,O N H,C(OH), (LXXV)
H,C(OH), + HSOy == H,C(OH)SO;) + H,O0  (LXXVI)

2.5.2.2 lonenpaarchromatographie

Durch Zusatz von quaternidren Alkylaminverbindungen zur mobilen Phase koénnen
Anionen an einer chemisch gebundenen Umkehrphase getrennt werden. Die Grundlagen
des Retentionsmechanismus sind nach wie vor nicht vollstdndig geklédrt. Sowohl die
Theorie der Bildung neutraler Ionenpaare, die von der unpolaren stationdren Phase
retardiert werden, als auch die Beschreibung mit dem Modell des dynamischen
Ionenaustauschers, bei dem die stationdre Phase durch das zugesetzte Reagenz belegt
wird, charakterisieren nur Grenzfille. Durch Einsatz organischer sowie anorganischer
Modifikatoren wie Methanol, Propanol, Acetonitril oder Natriumcarbonat konnen

Retentionszeiten verkiirzt und die Peakform verbessert werden [114, 133, 134].

Untersuchungen zur Eignung von lonenpaarbildnern fiir schwefelhaltige Ionen kamen
zu  unterschiedlichen = Ergebnissen. =~ Rabin und  Stanbury  favorisierten
Tetrapropylammoniumbromid fiir die Trennung, Tetracthylammoniumsalze wurden
wegen zu niedriger und Tetrabutylammoniumsalze wegen zu hoher Kapazitatsfaktoren
als ungeeignet bezeichnet [135]. Weidenauer et al fanden dass Sulfit, Sulfat und
Thiosulfat nicht aufgelost werden, wenn Tetrathionat eluiert werden soll [115]. Bei
Verwendung von Tetrabutylammoniumhydroxid miissen Analysenzeiten von 40
Minuten akzeptiert werden, Sulfit, Sulfat und Thiosulfat werden getrennt, die Auflésung

entspricht bei Konzentrationen von je 2 ppm jedoch keiner Basislinientrennung.

Auch die Trennungen der Polythionate in den umfangreichen Untersuchungen von
Steudel et al basieren auf Eluenten mit Tetrabutylammoniumhydrogenphosphat und
vorwiegend Acetonitril [71, 100, 136, 137]. Die Acetonitril-Konzentrationen wurden je

nach Trennproblem in Abhingigkeit von der Kettenldnge der Polythionate variiert, z. T.
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wurde Methanol, in anderen Methoden Natriumcarbonat zugesetzt. Fiir hdhere
Polythionate scheint die Anwendung eines linearen Konzentrationsgradienten mit
Reduktion des Ionenpaarbildners geeignet. Fiir noch hohere Polythionate wurde die
Acetonitril-Konzentration erhoht. Thiosulfat wird gefolgt von Tetrathionat, die
Auflésung von Tetrathionat und Pentathionat ist teilweise gering, Sulfit und Sulfat
wurden nicht bestimmt. Unter verdnderten Bedingungen kann auch Trithionat von
Thiosulfat getrennt werden. Es wurde bei diesen Untersuchungen das Phidnomen der
Bildung von Nachbarpeaks bei den Polythionaten auf Grund von Sauleniiberladung

beobachtet. Ein bedeutender Uberschuss eines Anions lag nicht vor.

Ein Versuch, unterschiedliche Polysulfide zu trennen, scheiterte an den bestehenden
Gleichgewichten der Polysulfide verschiedener Kettenldnge, sich ineinander
umzuwandeln [138]. Die Polysulfide konnten jedoch als ein Peak von HS™ und SO
mit dhnlichem Eluenten wie fiir die Polythionatbestimmung getrennt werden, lediglich

der Acetonitril-Anteil wurde reduziert und der pH-Wert erhoht.

Bei Untersuchungen von Natriumthiosulfat-Injektionslésungen wurde die Trennung an
einer RP-18-Phase mit direkter UV-Detektion angewendet [12]. Das FlieBmittel setzte
sich aus Methanol und einer wissrigen Tetrabutylammoniumhydrogensulfat-Losung
zusammen. Es wird zuerst Sulfit und anschlieBend Thiosulfat eluiert. Die Begriindung,
dass Sulfat nicht detektiert werden konnte, da es von der hohen Sulfatkonzentration des
Ionenpaarbildners maskiert wird, muss abgelehnt werden, da Sulfat bei =254 nm
keine UV-Absorption aufweist und eine Detektion dadurch ausgeschlossen ist. Eine
Bestimmung von Sulfit neben Thiosulfat in den Injektionslésungen erfolgte nicht, so
dass zum Einfluss des Thiosulfat-Uberschusses keine Aussagen gemacht werden

konnen. Fiir Thiosulfat wurde hier ein Bereich von 100 bis 800 ppm kalibriert.

Auf Grund von Extraktionsversuchen wurde in einer Arbeit Hexamethoniumchlorid als
geeigneter lonenpaarbildner gefunden und untersucht [13]. Sulfit und Thiosulfat wurden
unter diesen Bedingungen nicht retardiert. Sulfat konnte auf Grund der fehlenden UV-
Absorption nicht bestimmt werden. Tetrathionat wurde friih eluiert. Die Kalibrierung
wurde von 1,5 pg/mL bis 6,0 ug/mL durchgefiihrt. Die dokumentierte Peakhohe betrug
bei der Injektion von 1,5 pg/mL Tetrathionat 0,7 mm. Diese SignalgroBe diirfte dem
kritischen Messwert entsprechen und stellt in der Konzentrationsdomine somit die
Nachweisgrenze dar. In Injektionslosungen konnten kein Polythionate nachgewiesen

werden.
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2.5.2.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Methoden zur Trennung von Schwefelhomocyclen aus hydrophilen Schwefelsols an
RP-18-Phasen mit UV-Detektion wurden durch Steudel et al entwickelt [71, 100, 139,
140]. Der Schwefel wurde durch Kohlenstoffdisulfid oder Cyclohexan extrahiert oder
direkt als Sol injiziert. Als Eluent wurden Methanol / Cyclohexan oder reines Methanol
eingesetzt, so dass Basislinientrennung der einzelnen Homocyclen erreicht wurde.
Hierbei konnte der Alterungsprozess der Solen mit der einhergehenden Anderung der
Zusammensetzung untersucht werden, wobei erwartungsgemifl der Anteil der stabilen

Schwefelhomocyclen, vorrangig Sg, aber auch S7 und S, zunahm.

2.5.3 Elektrophoretische Verfahren

2.5.3.1 Kapillarzonenelektrophorese

Mit der Einfilhrung der Kapillarzonenelektrophorese als  kommerzielle
Analysenmethode werden zunehmend Applikationen fiir anorganische Anionen
entwickelt, die sinnvolle Erginzungen oder Ersatz der lonenchromatographie und
anderer Analysenverfahren darstellen. Bei der Auswahl des Trennsystems muss der
hohen Mobilitdt, dem elektroosmotischen Fluss und der geringen UV/Vis-Absorption
anorganischer Anionen Rechnung getragen werden. Grundprinzip der Trennung sind die
unterschiedliche  elektrophoretischen ~ Mobilitdten = und  somit  Migrations-
geschwindigkeiten der Ionen 1im elektrischen Feld entsprechend folgender

Zusammenhidnge [15]:

u=u-FE
z-F-E
u:
6-r-m-1n-Nyg

Die Trennung erfolgt in meist unbeschichteten Quarzkapillaren, wodurch es auf Grund
der pH-Wert abhdngigen Deprotonierung der Silanolgruppen zum Phédnomen des
elektroosmotischen Flusses (EOF) kommt. Die gesamte Fliissigkeitssdule wandert bei
Anlegen der Spannung, die fiir gewohnlich zwischen 5 und 30 kV liegt, in Richtung
Kathode und die Gesamtgeschwindigkeit entspricht der Addition der vektoriellen

48



Analytik schwefelhaltiger Anionen

Geschwindigkeit des Ions und des EOFs. Damit wird deutlich, dass bei einer Trennung
von Anionen der EOF der eigentlichen Wanderung der Ionen zur Anode
entgegengerichtet ist. Dies fiithrt zu sehr langen Migrationszeiten mit Peakverbreiterung,
sehr schnelle Ionen erreichen je nach Stirke des EOFs und Polung den Detektor gar
nicht. Aus diesem Grund hat sich der Einsatz von so genannten EOF-Modifikatoren zur
Abschwichung oder Umkehr des EOF und die ,jumgepolte” Arbeitsweise mit
anodischem Kapillarauslass etabliert. Zur Beeinflussung des EOFs eignen sich
Pufferadditive wie quaterndre Aminverbindungen mit Tensideigenschaften, die die
Kapillaroberflache beschichten, zum Teil sogar soweit positivieren, dass der EOF

anodisch gerichtet ist.

Bei der Wahl des Hintergrundelektrolyten (HGE) miissen verschiedene Kompromisse
eingegangen werden. Die Eigenabsorption anorganischer Anionen ist zum Teil sehr
gering wie z. B. im Falle des Sulfats, Phosphats und Chlorids. Andere Ionen wie z. B.
Nitrat, Nitrit, Bromid, Todid und Thiosulfat weisen eine gewisse Absorption im unteren
UV-Bereich auf. Fiir Ionen mit geringer Eigenabsorption kommt bei Verwendung eines
UV/Vis-Detektors, wie er in den kommerziell erhdltlichen Gerdten vorhanden ist, nur
eine indirekte Detektion in Frage. Hier verdringen die Probeionen auf Grund der
Elektroneutralitit in der Kapillare die absorbierenden Hintergrundelektrolyt-Ionen
gleicher Ladungsart und erzeugen somit ein eigentlich negatives Detektorsignal. Die
Detektion wird problematisch, wenn in der Probe gleichzeitig lonen mit einem
Absorptionskoeffizienten dhnlich dem eingesetzten Hintergrundelektrolyten auftreten.
Sie erzeugen dann einen positiven oder negativen Peak mit nur geringer
Signalintensitit. ~ Die  Signalhohe ist abhédngig vom  Unterschied der
Absorptionskoeffizienten und der Anzahl der durch die Probeionen verdringten

Elektrolytmolekiile.

In der Kapillarzonenelektrophorese ist die Peakform durch Mobilitdtsunterschiede
zwischen Hintergrundelektrolyt und Probeion beeinflusst. Die Trenneffizienz ist von der
Ionenstirke des Puffers abhingig. Es sollte ein Elektrolyt mit moglichst dhnlicher
Mobilitidt wie die zu trennenden lonen gewihlt werden, um symmetrische Peaks zu
erhalten. Bei komplexen Trennproblemen ldsst sich das nur bedingt realisieren. Die
Erhohung der Konzentration und somit der Ionenstirke des Puffers ist durch die
Entwicklung Joulscher Wiarme in der Kapillare bei resultierenden hoheren Stromen und

einhergehender Peakverbreiterung durch Konvektion eingeschrinkt.
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Eine beschriebene Anwendung der Kapillarelekrophorese, bei der verschiedene
schwefelhaltige neben weiteren Anionen bestimmt werden, ist die Untersuchung von
Prozesswissern, die in der Zellstoffindustrie anfallen [141]. Auch bei der Analyse von
Kiihlschmierstoffen werden neben anderen Ionen Thiosulfat und Sulfat als
Probenbestandteile gefunden [142]. Bei anderen Applikationen, wie in der
Wasseranalytik oder in der Grundlagenforschung der Methodenentwicklung, werden als
schwefelhaltige Spezies meist nur Sulfat oder Sulfat und Thiosulfat, vereinzelt auch
Dithionat neben anderen Ionen beriicksichtigt [143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159]. Die hohe Leistungsfahigkeit der Methode
wurde mit der Trennung von 36 Anionen innerhalb von 3 Minuten demonstriert, wobei

hier alle Konzentrationen zwischen 0,3 und 3,3 ppm lagen [160].

Fir die kapillarelektrophoretische Trennung von Anionen mit indirekter UV/Vis-
Detektion wurden verschiedene Hintergrundelektrolyten und EOF-Modifikatoren mit
unterschiedlichem Erfolg erprobt. In vielen Arbeiten wurde Chromat als HGE
eingesetzt, was erstmalig von Jones und Jandik beschrieben wurde. Dabei wurde das
Trennsystem durch unterschiedliche Konzentrationen, EOF-Modifikatoren und pH-
Werte der jeweiligen Aufgabenstellung angepasst [141, 143, 149, 152, 155, 157, 160].
Bei den Methoden, die mit Cetyltrimethylammoniumsalzen, z. B. Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid (CTAB) arbeiten, werden generell sehr kurze Migrationszeiten mit
dichter Peakfolge erreicht. Die hier getrennten Proben enthielten meist Anionen mit

annihernd gleichen Konzentrationen im unteren ppm-Bereich.

Fir die Analyse schwefelhaltiger Anionen in Industrieprozesswasser der
Zellstoffindustrie wurde z. B. ein iblicher Puffer mit 5 mM Chromat, 0,5 mM CTAB
und einem sehr alkalischen pH-Wert von 10,6 eingesetzt. Die Detektion erfolgte bei
zweil Wellenldngen, da Hydrogensulfid bei einem Absorptionsmaximum des Chromats
bei 254 nm eine dhnliche Absorption aufweist. Bei 4 =214 nm wurde Hydrogensulfid
als positiver Peak bei etwa 3,3 Minuten bestimmt, auch Thiosulfat gibt hier einen
positiven Peak. Bei 4 =254 nm wurden Thiosulfat, Sulfat und Sulfit detektiert [141].
Fiir die Trink- und Brauchwasseranalytik wurde ein analoges Chromatpuffersystem mit

pH 8,1 entwickelt und fiir [onen im Bereich von 1 bis 4 ppm getestet [143].

Neben CTAB wurden auch Tetradecyltrimethylammoniumbromid TTAB zur
Umkehrung des EOFs benutzt. Bei Pufferung des Systems mit Borsdure wurden unter
anderem Thiosulfat dicht gefolgt von Sulfat getrennt [147]. Es wurden weitere Tenside,

ionische und nichtionische Polymere und Makrocyclen auf ihren Einfluss hinsichtlich
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EOF und Selektivitdt untersucht [152, 154, 161]. Ein Versuch mit kathodischem EOF
ohne Coating der Kapillare ergab fiir Sulfat tailende Peaks mit einer Migrationszeit von
etwa 28 min bei -35 kV. Als Detektionslimits werden Werte im mittleren bis oberen

ppb-Bereich angegeben.

Auf Grund eines Absorptionskoeffizienten von 7,8:10° L-mol™-cm™ (1 = 250 nm) und
der hohen elektrophoretischen Mobilitét bei voller Ionisation (pK, der letzten Protolyse-
stufe ~5,6) kommt auch hiufig 1,2,4,5-Benzentetracarbonsiure (Pyromellitsdure,
PMA) als HGE zum Einsatz. Unter Verwendung eines PMA-Puffer mit
Decamethoniumhydroxid (DMOH) als EOF-Modifikator sowie mit Triethanolamin
(TEA) und NaOH wurden unter anderem Thiosulfat und Sulfat innerhalb 3 Minuten
getrennt [142]. Ahnliche Ergebnisse wurden mit PMA, Hexamethoniumhydroxid
(HMOH) und TEA sowie mit PMA und Diethylentriamin (DETA) oder PMA und dem
weniger fliichtigen Tetramethylethylendiamin (TEMED) zur Unterdriickung des EOFs
im ppm-Bereich erzielt [147, 155, 158, 162].

Neben unterschiedlich modifizierten PMA- und Chromatsystemen findet man in der
Literatur Applikationen mit Molybdat, Iodid, Ferrocyanide, Dichromat, Phthalat
Salicylat, p-Aminobenzoat, p-Hydroxybenzoat,  Sorbat, 2-Sulfobenzylséure,
Benzoesdure, o-Benzylbenzoesdure und Naphthalensulfonsiduren als absorbierenden
Hintergrundelektrolyten [146, 149, 150, 151, 163, 164]. HGE mit geringer Mobilitit
eignen sich fiir organische Sdureanionen, weniger filir anorganische Anionen mit hoher
Beweglichkeit. p-Hydroxybenzoat und Sorbat sind fiir die Trennung von Thiosulfat und
Sulfat ungeeignet, Salicylat weist im Bereich von Sulfat einen storenden
Basisliniensprung auf, alle anderen Trennsysteme zeichnen sich durch dichte Peakfolge
aus. Bei den Hintergrundelektrolyten ist zu beobachten, dass bei steigender
Carbonsduregruppenzahl mit steigender Ionisation und Ladung die Migrationszeiten

langer werden.

Viele Untersuchungen beschéftigen sich mit dem Einfluss verschiedener Parameter auf
die Trennung [155]. Mit einer zu niedrigen Konzentration des HGE verschlechtert sich
bei indirekter photometrischer Detektion das Signal-Rausch-Verhiltnis, die
Belastbarkeit des Systems und auch die Trenneffizienz, da sich die Peakbreite
proportional zum Konzentrationsverhiltnis Probeion zu Carrierion verhélt. Bei zu hoher
Konzentration resultieren durch hdheren Strom eine Verstiarkung der Konvektion und
somit Peakverbreiterung sowie  Viskosititsinderungen mit verschlechterter

Reproduzierbarkeit auf Grund verstirkter Erwdrmung. Es muss demzufolge ein
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Kompromiss gefunden werden. Es wurden Konzentrationen von 5-15 mM als optimaler
Bereich des HGE fiir die kapillarelektrophoretische Trennung gefunden [150, 155]. Es
sollte nur ein Carrierion im HGE vorhanden sein, da weitere chromophore und
nichtchromophore Ionen, z. B. vom EOF-Modifikator, zu Basislinienspriingen und
Sensitivitdtsverlust filhren. Andererseits flihrt eine Pufferung des HGE zu besserer

Reproduzierbarkeit [ 155, 105].

Auch hinsichtlich der Wahl des EOF-Modifikators ist zu beachten, dass z. B. quaternére
Ammoniumverbindungen wie CTAB z. T. unldsliche Ionenpaare bilden und selbst eine
geringe Loslichkeit aufweisen. Bei Hexamethoniumsalzen erfolgt keine Interaktionen in
diesem Sinne und eine pH-Wert unabhingige EOF-Modifikation ist moglich [155]. Die
gingigen Sunstanzen unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Fahigkeit, eine Umkehr
des EOF zur anodischen Richtung oder nur eine Abschwéchung des kathodischen EOFs

zu bewirken [15].

Bei Uberschreitung der Kritischen Mizellbildungskonzentration von Tensiden
tiberlagert sich die Methode mit Effekten der Mizellaren Elektrokinetischen
Chromatographie. Fiir Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTAC) / Phosphatpuffer und
direkter Detektion wurden mit hoéherer CTAC-Konzentration eine verbesserte
Auflésung gefunden [166]. Mit CTAB in Chromatelektrolyt wird dann z. B. Sulfat von
Chlorid, welches dhnlich wie Thiosulfat migriert, getrennt [153]. Auch hier sind die
Analysenzeiten sehr kurz und die Abstdnde der Peaks gering. Von der Firma SUPELCO
wurden hydrophob und amidmodifizierte Kapillaren entwickelt und getestet, deren EOF
abgeschwicht bzw. durch positive Ladung der Oberfldche anodisch gerichtet ist [167,
168, 169]. Hier kann der Zusatz eines EOF-Modifikators entfallen.

Viele anorganische Anionen sind in ihrer Ionisation im pH-Bereich von 3 bis 9
unbeeinflusst, dass trifft jedoch nicht fiir z. B. HS’, 8032', C032' und HPO42' zu. Hier ist
tiber die Wahl des pH-Wertes eine Beeinflussung der Migrationsgeschwindigkeit
moglich. Auch die Stirke des EOFs und die Ionisation des HGE hingen u. a. vom pH-
Wert ab, so dass hier Anderungen der Analysenzeiten resultieren. Der EOF fiihrt durch
den Fliissigkeitstransport zu einem hydrodynamischen Druck, wodurch ein Hagen-
Poiseuille’sches Stromungsprofil den eigentlichen Fluss iiberlagert und die Effizienz

vermindert [170].

Fiir den Zusatz von organischen Losungsmitteln wurden unterschiedliche Effekte auf
den EOF gefunden. Methanol fiihrt bis zu einem Anteil von 10 % zu einer Steigerung,

danach zu einer Verminderung des EOFs, Acetonitril erhdht bei einer Konzentration
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von 20 % den EOF, Isopropanol vermindert den EOF drastisch, fiir Tetrahydrofuran
wurde kein Effekt gefunden [15, 155]. Neben der Beeinflussung des EOFs sind auch
Selektivititsdnderungen beobachtet worden. Ein Zusatz Methanol verdndert die
Migrationsreihenfolge von z. B. Sulfat und Nitrat, von lodid und Chlorid sowie von
Perchlorat und Azid, ein THF-Zusatz éndert die Migrationsreihenfolge von Thiosulfat,
Bromid und Chlorid [145, 155]. Eine Erklarung bietet sich mit den verschiedenen
Hydratationsenthalpien der Ionen und der Anderung der pK,-Werte in Losungsmittel-

Wasser-Gemischen gegeniiber reinem Wasser an.

Fiir eine gute Reproduzierbarkeit ist eine Temperaturkontrolle unerlésslich, es wurden
auch Arbeiten mit Einsatz eines Temperaturgradienten durchgefiihrt. Fiir Sulfat konnte
bei Temperaturerhdhung eine Anderung des Selektivititsfaktors festgestellt werden, da
sich die Wanderungsgeschwindigkeit im Vergleich zu anderen Ionen stirker

erhhte [156, 162].

Zu groBle Probevolumina oder Probenkonzentrationen fithren zu Peakverzerrung und
Aufldsungsverlust durch Uberladungseffekte (Volumen- und Masseiiberladung) [170].
Fiir eine Erhohung der Probenkonzentration um den Faktor 10 wurde eine Zunahme der
Trennstufenhdhe um fast das 100fache registriert [15]. Mit beginnender Uberladung bei
einem untersuchten Chromatsystem wurde eine Uberlappung der Peaks und somit
Effizienzverlust festgestellt [148]. Auch eine Abhingigkeit der Wiederfindung von der
Verdiinnung wurde beobachtet, nur bei geniigend groflen Verdiinnungen war eine

Wiederfindung um 100 % gegeben [142].

Untersuchungen zum Einfluss einer Uberschusskomponente ergaben eine
Migrationszeitverschiebung bei Erhohung der Konzentration einer Probenkomponente,
da somit die Ionenstirke der Probenmatrix verdndert wird [158]. Bei einer
Spannungsrampe von 9 Sekunden wird dieser Effekt vermindert, die Verschlechterung
der Peakform von solchen Ionen mit geringerer Konzentrationen bei Uberschuss eines
anderen Ions (z.B. je 4 ppm SO, und CI" neben 200 ppm NO;) blieb jedoch
unverdndert. Neben abgeflachten, unsymmetrischen Peaks sind auch unreproduzierbare
Basislinienspriinge zu beobachten. Die Migrationszeit der Uberschusskomponente ist
ebenfalls nicht reproduzierbar, da durch Elektrodispersion ein mit der Konzentration
zunehmendes Fronting beobachtet wird (z. B. bei ¢ > 250 ppm weist NOs™ eine hohere
Leitfahigkeit als der 3-10° mol/L PMA-HGE auf). Es resultiert eine Peakverbreiterung
und eine geringere Effizienz. Wird hier die PMA-Konzentration erhdht, verbessert sich

die Peakeffizienz.
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Beachtet werden muss die Elektrolyse des Puffers im Gefdl bei angelegter
Hochspannung. Auf Kathodenseite erfolgt ein pH-Wert Anstieg, auf Anodenseite ein
pH-Wert Abfall [158, 170]. Dadurch ist eine Migrationszeitdrift zu beobachten. Bei der
Kalibrierung ist zu beachten, dass bei verschobenen Migrationszeiten mit zunechmenden
Migrationszeiten grofere Peakflichen resultieren und dass eine elektrokinetische
Injektion eine Diskriminierung weniger mobiler Probenbestandteile mit sich bringt [15].
Bei Untersuchungen wurde festgestellt, dass bei héheren Konzentrationen ein anderer
linearer Zusammenhang gilt und unter Umsténden getrennte Kalibrierungen fiir zwei

Bereiche vorzunehmen sind [147].

Die Bestimmungen bei Uberschuss einer Komponente sind selten beschrieben,
besonders bei Applikationen mit Beteiligung schwefelhaltiger Anionen. Eine Methode,
die auch die Bestimmung von Chlorid neben einem etwa 30fachen Uberschuss von
Sulfat gestattet, wurde entwickelt [143]. Ist die Mdglichkeit der direkten Detektion
gegeben, z. B. bei Vorhandensein aromatischer Systeme im Analyten, so herrschen
bessere Voraussetzungen fiir die Wahl des Trennsystems, das Signal-Rausch-Verhiltnis
und die Nachweisgrenze (NWG). So konnte z. B. mit einem kontrollierten Peakfronting
in 5000 ppm Terephthalat bei A =185 nm eine Verunreinigung von 0,56 ppm p-Toluol
bestimmt werden. Das entspricht einem Verhiltnis von etwa 1:8900[171].
Untersuchungen zum Uberschuss von Chlorid in Analysenproben ergaben, dass es eine
kritische Konzentration von etwa 100 ppm gibt, oberhalb der Chlorid wie ein
Leitelektrolyt bei der Isotachophorese fungiert, was zu Migrationszeit-Verschiebungen

fithrt [172].

Das Phdnomen der Wandadsorption, welches bisher vorrangig aus der Proteintrennung
bekannt ist, wurde auch fiir Phosphat beschrieben [173]. Nur eine aufwendige Kapillar-

konditionierung brachte akzeptable Ergebnisse.

Eine Arbeit mit direktem Vergleich von lonenaustauschchromatographie (IC) mit
Leitfdhigkeitsdetektion und Kapillarzonenelektrophorese (CZE) mit indirekter
Detektion fiir die Trennung anorganischer Anionen im ppm-Bereich erbrachte fiir die
CZE kiirzere Analysenzeiten mit zum Teil besserer Auflosungen und hdherer
Prézision [157]. Bei der CZE resultieren aber hohere Nachweisgrenzen im unteren ppm-

Bereich, wihrend die IC Bestimmungen im oberen ppb-Bereich erlaubt.

Die Leitfahigkeitsdetektion (LFD) hat bei der CZE noch keine grofle Verbreitung
gefunden, durch die Hochspannung kann ein verstirktes Rauschen auftreten [174]. Bei

Untersuchungen mit LFD lag aber z. B. die NWG fiir SO,> im ppb-Bereich [159].
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2.5.3.2 Isotachophorese

Bei der Isotachophorese (ITP) findet kein kontinuierliches Puffersystem Anwendung,
sondern die Probe wird zwischen einen Elektrolyten hdherer Mobilitdt als die
Probeionen (Leitelektrolyt) und einen Elektrolyten mit geringerer Mobilitit
(Folgeelektrolyt) injiziert. Die Probeionen werden nach steigender Mobilitdt getrennt
[15, 175] und die Zonen wandern nach Erreichen eines stationdren Zustands mit
gleicher Geschwindigkeit. In jeder Probenzone herrscht eine unterschiedlich hohe
Feldstirke und die Zonenldnge ergibt sich aus der Konzentration des Ions in der Probe,
die sich einstellende Konzentration der Probenzonen hingt von der Konzentration des
Leitelektrolyten gemdll der Regulierungsfunktion nach Kohlrausch ab [176]. Die
Kapillaren haben fiir gew6hnlich einen grofleren Innendurchmesser als in der CZE. Es
werden keine Peaks sondern Stufen detektiert, die durch mathematische Umwandlung
eine Darstellung als Peak gestatten. Herkommlich erfolgt bei der ITP
Leitfahigkeitsdetektion, fiir eine UV/Vis-Detektion sind geniigend hohe und

unterschiedliche Absorptionskoeffizienten unabdingbare Voraussetzung.

Eine Arbeit auf diesem Gebiet beschiftigt sich mit der Bestimmung von Thiosulfat,
Sulfat und Sulfit in Natriumsulfid. Es wurde ein zusammengesetztes Kapillarsystem von
1 mm Durchmesser und 50 cm Linge aus Polytetrafluotethylen (PTFE) sowie 0,5 mm
Durchmesser und 150 mm Lange aus fluoriniertem Ethylenpropylen mit
Leitfdhigkeitsdetektion =~ verwendet.  Als  Leitelektrolyt  diente  Salzsédure /
Aceton / L-Histidin, als Folgeelektrolyt wurde Natriumacetat eingesetzt. Der Strom
wurde im Sinne eines Stufengradienten wéhrend des Laufs verdndert. Es konnten z. B.
1200 ppm Thiosulfat, 810 ppm Sulfat und 1490 ppm Sulfit in Natriumsulfid bestimmt
werden, Sulfid selbst wandert hinter dem Folgeelektrolyten und stort somit die

Bestimmung nicht [177].

Eine besondere Methode der Isotachophorese, bei der eine hinter dem Leitelektrolyten
migrierende Uberschusskomponente durch Kapillarkopplung, Vortrennung und
,Heartcutting {iber separate Gegenelektroden auszuschleusen ist, erlaubt die
Bestimmung bei extremen Konzentrationsverhdltnissen [176, 178]. Eine
Leitfdhigkeitsdetektion bei der Untersuchung anorganischer lonen ist hier fiir

akzeptable Nachweis- und Bestimmungsgrenzen unabdingbar.
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2.5.4 Polarographie

Das Grundprinzip der Polarographie, die als Spezialfall der Voltammetrie zu verstehen
ist, besteht in der Messung des elektrischen Stromes, der in einer Messzelle mit
Quecksilbertropfelektrode fliet, wobei eine zeitlich verdnderliche Spannung angelegt
wird [179]. Bei der Arbeitselektrode, der Quecksilbertropfelektrode, wird in diesem Fall
die Elektrodenoberfliche stindig reproduzierbar erneuert. Als Referenzelektrode dient
eine nichtpolarisierbare Ag/AgCl- oder Kalomelelektrode. Werden an der Grenzfldche
zwischen Elektrode und Losung auf Grund von Reduktions- oder Oxydationsvorgdngen
bei geeignetem Potential Elektronen iibertragen, kommt es zum Stromfluss und man
erhilt eine polarographische Stufe. Das Halbstufenpotential E;, ist das Kriterium, das
zur qualitativen Analyse einer Substanz herangezogen wird. Der Diffusionsgrenzstrom
ist der Konzentration der zu bestimmenden Spezies proportional. Fiir den gemittelten

Diffusionsgrenzstrom wihrend eines Tropfenlebens gilt:
14=0,607 -n -F-D"* .m*? .. ¢

Da im Laufe eines Tropfenlebens zundchst ein abfallender kapazitiver Strom den
ansteigenden Faraday-Strom iiberlagert, was zur Verzerrung der Basislinie und zur
Begrenzung der Empfindlichkeit fiihrt, wurden verschiedene Methoden entwickelt, um

nach Moglichkeit nur den Faraday-Strom zu erfassen.

Bei der differentiellen Pulspolarographie (DPP) wird ein Spannungspuls konstanter
GroBe auf die tropfensynchron treppenformig ansteigende Spannung aufgesetzt. In zwei
Intervallen kurz vor dem Setzten und kurz vor dem Absetzen des Pulses wird der Strom
gemessen. Man bildet die Differenz und erhilt ein peakformiges Signal. Durch Wahl
der Messpunkte gegen Ende des Tropfenlebens werden nur kleine kapazitive Strome

mit erfasst, der Anteil ist durch die Differenzbildung vernachlissigbar geworden.

Das Potential am Maximum entspricht nicht genau dem Halbstufenpotential, der lineare
Zusammenhang zwischen Peakstrom und Konzentration ist jedoch gegeben. Die direkte
Bestimmung von Thiosulfat, Sulfit und Sulfid und die indirekte Bestimmung von Sulfat
mittels polarographischer Analyse sind unter verschiedenen Bedingungen moglich. Es

wurden einige Applikationen zu diesem Thema erarbeitet.

Bei Anwesenheit von Sulfid ergibt sich in schwach alkalischer Losung eine anodische
Stufe, wobei Quecksilber oxidiert wird und eine schwerlosliche Verbindung resultiert
[180, 181]. Diese Stufe entspricht der Oxidation des Quecksilbers zu Quecksilbersulfid

gemidl der Gleichung (LXXVII). Das Halbstufenpotential bei pH 10 bis 12 und
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Verwendung einer gesittigten Kalomelelektrode (GKE) wird mit -0,68 V angegeben.
Auch Polysulfide werden bei diesem Potential umgesetzt, es entsteht neben dem

erwihnten Quecksilbersulfid auch Schwefel [181].
2Hg +HS +OH = HgS +H0 +2¢ (LXXVIID)

Sulfit ist an der Quecksilbertropfelektrode in alkalischer und neutraler Losung nicht
reduzierbar, in saurer Losung bilden sich Hydrogensulfit und Schwefeldioxid. In
Abhingigkeit vom pH-Wert erhilt man eine Stufe durch Reduktion zu Sulfoxylsdure
(LXXVIII) oder in schwécher saurem Medium ab pH 6 zwei Stufen, die der Reduktion
des Hydrogensulfits mit nachfolgender Bildung von Dithionit und einer anschlieBenden
Reduktion zu Thiosulfat entsprechen sollen (LXXIX) bis (LXXXI) [180, 182]. Die
beobachteten Potentiale sind pH-Wert abhingig. Andere Autoren nehmen eine
Komplexanionbildung analog zu Thiosulfat an (LXXXII) [181]. Das
Halbstufenpotential betragt -0,6 V (GKE, pH 5).

HSO; + 3H;0" +2¢ —  H,S0, + 4H,0 (LXXVII)
HSO5 +2H;0° +e¢ —  HSO, + 3H,0 (LXXIX)
2 HSO, + 3 H,0 I S04 + 2H;0" (LXXX)
S,04” +2H;07  +2¢ o S04 + 3H,0 (LXXXI)
Hg + 2S05% —  [Hg(SOs3)]" + 2¢ (LXXXII)

Thiosulfat bildet bei der polarographischen Bestimmung eine gut ausgebildete Stufe bei
Ei» =-0,15V, die durch die Bildung des Komplexanions [Hg(SzO3)2]2' verursacht wird
(LXXXIIT) [182]. Andere Autoren sprechen von -0,12 V (GKE, pH 5) [181].

Hg + 28,05 > [Hg(S:0:1]7 + 2 (LXXXII)

Eine schlecht ausgebildete Stufe erscheint bei E;, =+ 0,15V, von der angenommen
wird, dass sie der Oxidation des Thiosulfats zu Sulfit entspricht [180]. In der Literatur
findet man Gleichungen fiir die Reduktion von Thiosulfat zu Schwefel, Sulfid und
Polysulfid. Es wurde beobachtet, dass grole Mengen Chlorid die Bestimmung stdren.

Fir Thiosulfat wurden auch Methoden unter Anwendung der ,,cathodic stripping
voltammetrie” (CSV) beschrieben. Die Bestimmung basiert auf einer Reduktion bei
einem Potential von -0,2 V und ist nicht adsorptiver Natur. Des Weiteren ist eine
Bestimmung unter Ausnutzung der Elektrosorption mit anschlieBender CSV moglich,

wobei ein Signal bei -0,38 V erhalten wird.
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Studien ergaben, dass Thiosulfat eine starke Elektrosorption bei positiverem Potential
als -0,4V in Acetatpuffer bei pH 4,4 gegen eine gesittigte Kalomelelektrode
aufweist [183].

Eine Applikation zur Bestimmung von Sulfid, Sulfit und Thiosulfat nebeneinander oder
Sulfid und Sulfit in einer Probe mit DPP ldsst zuerst in NaOH Sulfid mit einem
Reduktionspeak bei ca. -0,72 V bis -0,75 V polarographieren, da die Sulfidbestimmung
im Sauren auf Grund der Fliichtigkeit von H,S nicht durchfiihrbar ist [184, 185].
AnschlieBend wird Essigsdure zugegeben und Thiosulfat und Sulfit kdnnen mit
Peakpotentialen von -0,14 bis -0,18 V fiir S,05% und zwischen -0,58 V und -0,61 V fir

SO32' bestimmt werden. Reste von Sulfid verursachen einen Peak bei -0,49 V.

Sulfat kann nur iiber die Verkleinerung der Stufen von Bleiionen oder Bariumionen

indirekt bestimmt werden [180, 186].

Liegen in der Untersuchungslosung nur Sulfit und / oder Thiosulfat vor, wird sofort in
Acetatpuffer gearbeitet. Entsprechend der Herstellungsvorschrift resultiert eine
Elektrolyt mit pH = pKs und somit mit einem pH-Wert von etwa 4,7. Fiir Thiosulfat
wird mit steigender Konzentration ein Auswandern des Peaks zu negativerem Potential
beobachtet. Fiir Thiosulfat wurde auch das Uberlappen von zwei Peaks bei Potentialen
zwischen -0,14 V und -0,28 V dokumentiert, wobei bei niedrigen Konzentrationen nur
ein Peak bei -0,28 V auftreten soll [185]. Untersuchungen zu verschiedenen
Mischungsverhéltnissen ergaben, dass eine Sulfitbestimmung bei 100fachem

Thiosulfat-Uberschuss moglich ist [184].

Untersuchungen an Natriumthiosulfat-Injektionslosungen wurden mit Citrat- und
Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 5 gegen eine Ag/AgCl-Referenzelektrode
durchgefiihrt [13]. Sulfit wurde bei einem Peakpotential von -0,60 V bestimmt.
Citratpuffer wurde als ungeeignet gefunden, da sich Thiosulfat im Leitelektrolyten
zersetzt. Es wird die Bildung einer sulfiddhnlichen Substanz mit einem Peakpotential
von -0,36 V angenommen. Fiir Sulfid wird ein Peakpotential von -0,38 V (im sauren
Grundelektrolyten) gefunden. Ein wunbekanntes Intermedidrprodukt mit einem
Peakpotential von -0,90 V wurde in diesem Zusammenhang ebenfalls beschrieben.
Sulfit konnte im ppb-Bereich bestimmt werden, wobei die Kalibrierung extern mit Sulfit

durchgefiihrt wurde. Sulfid konnte nicht bestimmt werden.
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2.5.5 Sonstige Verfahren

Neben den in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen analytischen Verfahren
sind in der Literatur noch eine Reihe weiterer Methoden zur Bestimmung
schwefelhaltiger Anionen zu finden. Eine Zusammenfassung findet sich bei

Szekeres [17].

Fiir die Bestimmung von Sulfit wurde ein elektrochemischer Sulfitsensor auf der Basis
einer amperometrischen Sauerstoffelektrode entwickelt. Die Sulfitoxidase ist hierbei
physikalisch in einer Polymermatrix immobilisiert auf der Sauerstoffelektrode fixiert.
Eine Bestimmung im unteren ppm Bereich ist hierbei moglich [187]. Auch fiir Sulfid
wurde ein amperometrischer Mikrosensor vorgestellt. H,S gelangt durch eine
Permeationsmembran in das Sensorinnere und stort hier ein Ionenverhéltnis geldster
Redoxmediatoren. Durch das Bestreben der Wiederherstellung des Ausgangszustandes
wird durch elektrochemische Reaktion ein H,S-konzentrationsabhidngiger Stromfluss

registriert. Die Nachweisgrenze liegt bei 1-2 ppm mit einem VK von 5-15% [188].

Bei den Titrationsverfahren finden wunter anderem Redoxtitrationen und
Féllungstitrationen mit visueller, amperometrischer, potentiometrischer oder
photometrischer Endpunktsbestimmung Anwendung, auch unter Einsatz ionensensitiver
Elektroden. Thiosulfat l4sst sich z. B. mit Iod oder mit Bromsuccinimid titrieren, Sulfit
ist ebenfalls iodometrisch bestimmbar [17, 58, 93, 189]. Sulfat kann mit Bariumsulfat
gefillt werden, der Uberschuss wird mit EGTA zuriick titriert, eine Fillung mit Blei-
oder Bariumperchlorat und Thorin als Indikator mit photometrischer Indikation oder bei
Verwendung von Bleiperchlorat mit einer bleisensitiven Elektrode ist ebenfalls moglich

[190].

Bei Sulfit und Thiosulfat in Mischungen ist bei Formaldehydzusatz zuerst Thiosulfat
titrierbar und Sulfit aus der Differenz einer zweiten Titration ohne HCHO-Zusatz zu
berechnen [189, 191]. Sind Sulfid und Thiosulfat nebeneinander zu bestimmen, wird
dhnlich verfahren, H,S wird hier mit Stickstoff aus einer Probe verdrdangt [191]. Auch
eine Féllung von Sulfid als Zink- oder Cadmiumsalz in einem aliquoten Teil der Probe

ist moglich.

Fiir die Bestimmung von Polythionaten wurden titrimetrische Verfahren entwickelt, bei
denen aliquote Teile der Probe mit Sulfit, Cyanid, Sulfid und Alkali behandelt werden

und das entstandene Thiosulfat iodometrisch bestimmt werden kann [191].
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Die Bestimmung kann spektralfotometrisch erfolgen, in dem der Uberschuss an Triodid
I3” nach Umsetzung mit Sulfit, Sulfid oder Thiosulfat erfasst wird [191, 192]. Bei der
Sulfitolyse oder Sulfidolyse von Polythionaten wird ebenfalls im Anschluss
iberschiissiges I3~ zur Quantifizierung herangezogen. Thiosulfat und Polythionate
bilden mit Cyanid Thiocyanat, welches mit Eisen(Ill)-salzen umgesetzt und bestimmt
werden kann. Diese und andere Untersuchungen finden Anwendung in der
FlieBinjektionsanalyse (FIA). Es ist z.B. eine Methode zur Sulfitbestimmung
beschrieben, mit der durch Entfirbung von p-Rosanilin Sulfit neben 200fachem

Thiosulfat-Uberschuss bestimmt werden kann [193].

Auf dem Gebiet der Infrarotspektroskopie wurde eine Methode mit Einsatz der
abgeschwichten Totalreflexion (ATR) vorgestellt, die eine Analyse von wéssrigen
Multikomponentenldsungen schwefelhaltiger Anionen im Bereich von 0,0005 mol/L bis

0,0323 mol/L erlaubt [194].

2.5.6 Schlussfolgerungen

Von den Methoden der Ionenaustauschchromatographie scheint die Einsdulentechnik
bessere Voraussetzungen hinsichtlich der Variation von Trennparametern zu bieten, die
unter Umstinden eine geniligend hohe Auflésung der einzelnen lonen ermdglicht.
Unabhéngig von Einsdulen- oder Suppressor-Technik bleibt die Trennung von Sulfit
und Sulfat problematisch, teilweise auch die Auflosung von Thiosulfat und Sulfat. Die
gleichzeitige Bestimmung von Polythionaten scheint nur unter Auflésungsverlust zeitig
eluierender Ionen moglich mit einhergehendem Tailing der spét eluierenden Ionen. Da
keine Methode eine mit Sicherheit befriedigende Trennung liefert, miissen hier
Voruntersuchungen zur Wahl des Eluenten, der Saule und des pH-Wertes durchgefiihrt
werden, bei denen auller auf hohe Auflosung auf die Lage von Systempeaks und die
Stabilitdit der Ionen geachtet werden muss. Fiir Sulfit sollte eine Stabilisierung

vorgenommen werden.

Bei der Ionenpaarchromatographie erscheint der FEinsatz von Tetrabuty-
lammoniumsalzen als lipophiles Reagenz und von Acetonitril als organischer
Modifikator eine geeignete Basis fiir die Erstellung einer Trennmethode zu sein, da
hiermit eine relativ gute Auflosung der Polythionate im ppm-Bereich erreicht wurde. Da
die Retentionszeitdifferenzen von Thiosulfat zu nachfolgenden Spezies sehr gering sind,

wird auch hier eine Verbesserung der Auflosung notwendig sein.
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Bei der kapillarelektrophoretischen Trennung ist bei anndhernd gleicher Konzentration
der Analyten im oberen ppb- bis ppm-Bereich eine hohe Trenneffizienz mit geringen
Analysenzeiten charakteristisch. Fiir eine Bestimmung im Spurenbereich in den
Injektionslosungen, z.B. von Sulfat neben Thiosulfat miissen jedoch hohere
Auflosungen erreicht werden, da auch fiir die CZE Verschlechterungen der Trennungen
durch Massen- und Volumeniiberladung dokumentiert sind. Es miissen die vorhandenen
Unterschiede in den Absorptionskoeffizienten und -maxima schwefelhaltiger Anionen
beachtet werden, da bei indirekter Detektion bei einer flir ein Ion geeigneten
Wellenlénge andere Ionen auf Grund geringerer Absorptionsdifferenz im Vergleich zum
Carrierion einen Verlust hinsichtlich der Nachweisgrenze erfahren. Ein Verzicht auf
eine EOF-Modifikation zugunsten der Auflosung erscheint nicht sinnvoll, da die
Migrationszeiten so grofl werden, dass flache, stark tailende Peaks entstehen, die eine
Bestimmung im Spurenbereich verhindern. Moglichkeiten der Optimierung sind neben
der Wahl des HGE und des EOF-Modifikators in einem Zusatz von organischen
Losungsmitteln und Variation von Temperatur und pH-Wert gegeben. Eine ITP wire

eine Alternative zur CZE, sie steht jedoch nicht zur Verfiigung.

Fir FEinzelinjektion oder bei anndhernd gleichen Konzentrationen liegen die
Nachweisgrenzen sowohl fiir chromatographische als auch elektrophoretische
Verfahren im ppm- bis ppb-Bereich. Es muss gepriift werden, ob hier eine

Verschlechterung bei Effizienzverlust durch Uberschuss hervorgerufen wird.

Bei der polarographischen Bestimmung von Thiosulfat erschwert ein Auswandern des
Peaks mit steigender Konzentration die Quantifizierung. Fiir Sulfid muss beachtet
werden, dass die Bestimmung bei alkalischem pH-Wert vorgenommen wird. Im Fall der
Injektionslosungen ist in Betracht zu ziehen, dass unterschiedliche pH-Werte in den
Ampullen zu unterschiedlichen Verhiltnissen an HS™ und gasférmigem H»S fithren und
nur der geldste Anteil erfasst wird. Da Sulfit im sauren Milieu polarographiert werden
muss, ist bei groBem Thiosulfat-Uberschuss eine Zunahme des Sulfits durch saure

Zersetzung von Thiosulfat nicht auszuschlieB3en.

Titrimetrische, spektralphotometrische und auch durchflussanalytische Methoden sind
relativ aufwendig, da fiir Gemische Mehrfachbestimmungen aliquoter Probenteile
notwendig sind. Fiir eine hinreichend sichere Bestimmung von Spuren an Sulfit, Sulfid
und Polythionaten sind diese Verfahren neben einem stérenden Uberschuss an

Thiosulfat wenig geeignet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Allgemeine Vorbetrachtungen der Untersuchungen

3.1.1 Kiriterien bei der Auswahl von Methoden

Die Vielzahl von Methoden der instrumentellen Analytik unterscheidet sich hinsichtlich
ithrer Handhabung, Robustheit, Pridzision und ihres Arbeitsbereiches (Gehalts-
bestimmung, Spurenanalytik). In den vorangegangenen Abschnitten wurden bereits Art
und Herkunft moglicher Zersetzungsprodukte und die gangigen Methoden, die bei der

Untersuchung schwefelhaltiger Anionen in Frage kommen, betrachtet.

Fiir die Bearbeitung des Themas wurden verschiedene Methoden eingesetzt und der
speziellen Problemstellung angepasst. Die Moglichkeiten und Grenzen einzelner

Methoden kdnnen empirisch bereits abgeschétzt werden:

Tab. 2: Einschétzung der Eignung der Methoden fiir analytische Problemstellungen.

quantitative Analytik
Methode Aufwand | ROPUSE | pryigion | ualitative | Gehaltsbestimmung Spuren-
heit Analytik | oberhalb des ppm- purer
Bereichs analytik
IPC (UVD) ++ ++ ++ +++ +++ ++
IC (LFD) ++ ++ ++ +++ 4+ ++
HPLC (UVD) ++ -+ -+ +++ +++ ++
DPP ++ ++ +++ ++ -+ -+
CZE (d1.r ckte ++ ++ ++ +++ +++ ++
Detektion)
CZE (1nd'1rekte ++ + ++ +++ +++ ++
Detektion)
Blampgrom. + -+ 4+ - +++ -
Titration
Po‘Fent{om, + +++ +++ - +++ -
Titration
Legende: + niedrig / mit Einschrénkungen geeignet
++ mittel / geeignet
+++ hoch / sehr geeignet

- ungeeignet
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Fiir die Charakterisierung der Natriumthiosulfat-Injektionslésungen sollen unter Einsatz

der instrumentellen Analytik folgende Untersuchungen durchgefiihrt werden:
= quantitative Analytik des Natriumthiosulfat - Gehaltsbestimmung
= qualitative Analytik der Zersetzungsprodukte - Spurenanalytik

= quantitative Analytik der Zersetzungsprodukte - Spurenanalytik
= Bestimmung der Pufferkapazitit

= Bestimmung des pH-Wertes.

Der Gehalt von Natriumthiosulfat-Pentahydrat soll mit Hilfe der

= Biamperometrischen Titration

= Differentiellen Pulspolarographie

= Jonenchromatographie oder Ionenpaarchromatographie

= Kapillarelektrophorese bestimmt werden.

Fir die qualitative und quantitative Analytik der anionischen Zersetzungsprodukte

sollen

= Jonenpaarchromatographie

= Jonenchromatographie

= Differentiellen Pulspolarographie

= Kapillarelektrophorese auf ihre Eignung untersucht werden.

Die Bestimmung des molekularen Schwefels soll mit Hilfe der

= RP-HPLC versucht werden.

Der pH-Wert und die Pufferkapazitit der Losungen werden unter Einsatz
= Potentiometrischer Titration bestimmt.

Eine Priifung auf Sterilitdt erfolgt in Anlehnung an die Vorschriften des Europdischen

Arzneibuchs.

Vorraussetzung fiir eine direkte UV/Vis photometrische Detektion ist eine geniigend
hohe Absorption des Ions im entsprechenden Wellenldngenbereich, die sich von der
Absorption des verwendeten FlieBmittels unterscheiden soll. Bei der indirekten
Detektion ist eine im Vergleich zur hohen Absorption des Hintergrunds niedrige
Absorption der zu detektierenden Spezies notwendig. Zur Festlegung geeigneter

Wellenldangen wurden vorab UV-Spektren aufgenommen.
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Tab. 3: Absorptionsmaxima und spezifische Absorption schwefelhaltiger Anionen”.

Spezies Amax 1N NM Al%lcm
Sulfit 210,5 34,7
Sulfat keine Absorption > 200 nm -

Thiosulfat 214,0 364
Sulfid 229,5 1808
Polysulfid 224.5 n.b.
Trithionat ~ 211 (DAD) n.b.
Tetrathionat 215,5 490
Pentathionat 210,5 475
Hexathionat 216,5 437

*) Mittelwerte (n > 3), durch UV-photometrische Messung ermittelt

Als Losungsmittel wie z.B. Methanol, Acetonitril, Wasser usw. wurden nur
Losungsmittel mit UV- bzw. HPLC-Giite und entsprechend hoher Transmission
verwendet. Die Absorptionsdaten der Losungsmittel sind hinreichend bekannt und

tabelliert. Als anorganisches Gegenion wurde vorwiegend Phosphat ausgewdhlt.

Die Absorptionsmaxima der Pyromellitsdure liegen bei rund 214 nm, 254 nm und

295 nm. Die Absorptionsmaxima des Chromats liegen bei rund 359 nm und 272 nm.

3.1.2 Kriterien bei der Herstellung von Realproben

Eine Entwicklung der analytischen Methoden erfolgte vorrangig unter Verwendung von
Standardlosungen einzelner Spezies sowie deren Mischungen. Es wurden dotierte
Proben vermessen, die in ihrer Zusammensetzung so hergestellt wurden, dass sie der
vorliegenden Matrix nahe kommen. Zur Beurteilung der Methoden im Hinblick auf
Robustheit und Selektivitdt wurden Messungen von realen Proben hinzugezogen. Dazu
wurden sowohl Handelspriparate untersucht als auch Injektionslosungen mit

erwartungsgemal unterschiedlichen Verunreinigungsprofilen hergestellt und vermessen.
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Allgemeine Vorbetrachtungen der Untersuchungen

Die Erstellung der Vorschriften fiir die Ampullenherstellung erfolgte unter
Beriicksichtigung géngiger Prinzipien der pharmazeutischen Technologie beziiglich
Stabilisierung, Haltbarkeit und Keimreduktion. Im Gegensatz zu technologisch
orientierten Arbeiten hatten hier die Variationen der Galenik nicht unmittelbar die

Entwicklung einer moglichst langzeitstabilen Zubereitung zum Ziel.

Ziel der Herstellung war es, Losungen mit unterschiedlichen Spektren an Zersetzungs-
produkten zur Verfligung zu haben, um die analytischen Methoden auf ihre
Einsatzbreite priifen zu konnen. Aus diesem Grund wurden bewusst Bedingungen

gewihlt, bei denen eine Zersetzung zu erwarten war.

Variiert wurden die Art der pH-Einstellung, die Pufferkapazitit, der antioxidative
Schutz, die Schwermetallkomplexierung, die Art der Reduktion der Keimbelastung und
die thermische Belastung der Losungen. Eine Beurteilung der MaBBnahmen hinsichtlich
ihrer Eignung zur Verbesserung der Stabilitdt von Natriumthiosulfat-Injektionslosungen

sollte an Hand der gewonnenen analytischen Daten dennoch mdoglich sein.

Pufferkapazitat Antioxidantien Schwermetalle Bioburden

thermische Belastung

Injektionslosung

Zersetzungsprodukte |

Zur Variation’ des pH-Wertes und der Pufferkapazitit wurden:
- kein Zusatz zur pH-Wert Einstellung zugegeben (1)
- die Einstellung auf einen alkalischen pH-Wert mit NaOH vorgenommen (III)

- eine Einstellung des pH-Wertes durch geringen Zusatz eines puffernden

Salzgemisches vorgenommen (II)

- eine Einstellung des pH-Wertes durch moderaten Zusatz eines puffernden

Phosphatsalzgemisches mit zusétzlichem Natronlaugezusatz vorgenommen (IV)

2 Angabe in Klammer bezieht sich auf die Rezeptur bei Losungen eigener Herstellung

65



Ergebnisse und Diskussion

- eine FEinstellung des pH-Wertes durch hohen Zusatz eines puffernden

Phosphatsalzgemisches und Natronlaugezusatz vorgenommen (IX, V)
Als Variation des antioxidativen Schutzes wurden:
- kein Antioxidans zugegeben (I)

- Natriumdisulfit zugegeben in Kombination mit geringem Phosphatzusatz und

EDTA (II)
- Natriumdisulfit zugegeben in Kombination mit Natronlaugezusatz (III)
Zur Variation der Schwermetallkomplexierung/-abscheidung wurden:
- kein Zusatz zur Komplexierung zugegeben (I),
- EDTA-Zusatz in Kombination mit Disulfit und geringem Phosphatzusatz (II)
- EDTA zugesetzt in Kombination mit Phosphat (Bundeswehr)

- der Ansatz vor Abfiillung komplett 15 min autoklaviert und filtriert, um eine
Gleichgewichtseinstellung und die Abscheidung von Schwefel und Schwermetall-

sulfiden zu beschleunigen (V, I1X)

Zur Variation des Einflusses der thermischen Belastung bei der Autoklavierung wurden
einige Ansitze geteilt. Eine Hélfte wurde sterilfiltriert und eine Hilfte dampfsterilisiert.
Chargen mit Ansatzautoklavierung und Schluss-Sterilisation haben somit unter
Umstidnden eine zweifache thermische Belastung erfahren, wéhrend ein anderer Teil der

Chargen vo6llig ohne Autoklavierung in die Ampullen gefiillt wurde.

Bei Ampullen mit dem Chargenzusatz A wurde als Mafinahme zur Keimverminderung
nur Sterilfiltration durchgefiihrt. Der Zusatz B weist auf eine Dampfsterilisation hin. Bei
einzelnen Rezepturen (V, IX) wurde der gesamte Ansatz 15 min autoklaviert und
filtriert und anschlieBend weiterverarbeitet, um eine Gleichgewichtseinstellung und die
Abscheidung von Schwefel und Schwermetallsulfiden zu beschleunigen. Der Ansatz

wurde dann analog weiterverarbeitet.
Die Chargenzusitze 1, 2 und 3 beziehen sich auf das Jahr der Herstellung:
l....... 1996; 2 ... 1997; 3 1998.

Somit kann z.B. der Chargenbezeichnung IV-B-2 entnommen werden, dass die
betreffende Natriumthiosulfat-Injektionslosung 1997 gemédll galenischer Vorschrift IV

hergestellt und einer Dampfsterilisation unterzogen worden ist.
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Allgemeine Vorbetrachtungen der Untersuchungen

Tab. 4: Zusammensetzung der untersuchten Natriumthiosulfat-Injektionslosungen — eigene Herstellung

und Handelspraparate.

Bt 9 g él) =
1w | = N £ = S
TLR |oa = L S 2 = = ~ | S~
2 1 g |9 ON = o0 o"' =) g o0 % =) 2 o0 2 o = = g N < = g =
o= & w = -~ @ Z a - <~ <~ = N a = s < g E == E
ESE |§wE |8 = z v s = ~| §- | £ |xTe
=T 2 |z % 4 - Z « g 8
© 2 > & <
I -
100,0 - - - . . 1330 10 | (gemess.| 6,0
=~ 8)
I ad -
100,0 0,100 1,000 - 0,050 1,120 1000 10 (gemess. 6,4
~7,5)
r ad eingest.
100,0 | 0,100 - q.s. - - 1000 10 8.5 7,1
v ad eingest.
100,0 - § 0,014 - 4130 | 10000 | 10 5.0 8,2
v 250,0 - - 0,034 - 10010 | 25 | cineest 8,9
’ ’ ’ 1000 9,4 ’
IX ad eingest.
100,0 - - 0,034 - 10,010 | 00 10 5.5 9,0
Kohler )
Ch ad nicht
. % " i % 1000 nicht bekannt
950811, 100,0 0,100 + ) + ) + ) o 10 bekannt | (gemess.
961911 ) ~3.9)
973431
American ad nicht nicht
Reagent 100.0 - B ; 3 i 1000 10 bekannt | bekannt
’ k% (dekl. (gemess.
Lot 7202 ) 6,095 | =8,0)
Kohler ad nicht
Ch. 250’0 0,100 " *) " *) _ " *) 1000,0 25 nicht bekannt
961301 **) bekannt | (gemess.
981731 ~9,0)
Anfarm nicht
Lot i i ) ) ) ad nicht bekannt
1201/04/ 250,0 1000 % bekannt | (gemess.
2002 =7,0)
Apoteks- 8,2-8,8
bolaget ad nicht (dekl.)
Lot 1500 . ) . . 6,00 1000 15 bekannt | (gemess.
704X2372 ~8,3)
*) deklariert als Additiv ohne Angabe der Menge
**) Glycin und Natriumchlorid sind deklariert als Additiv ohne Angabe der Menge
A Zusatz von Borsdure und / oder Natriumborat zur pH-Einstellung nach USP ohne

Mengenangabe
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In die Untersuchungen wurden des Weiteren verschiedene Handelspriparate nationaler
und internationaler Herkunft einbezogen. Eine Beurteilung der galenischen
Zusammensetzung kann hier nur soweit erfolgen, wie diese Angaben durch den

Hersteller zuginglich gemacht worden sind.

Natriumthiosulfat-Injektions- und Infusionslésung Kéhler® 10 %ig und 25 %ig:
Zusatz von Phosphat, NaOH, NaCl, pH = 9

- Natriumthiosulfat Injektionslésung American Reagent® 10 %ig:

Zusatz von Natriumborat und Borséure (in Europa obsolet), pH = 8

- Natriumthiosulfat Injektionsldsung Apoteksbolaget® 15 %ig,

keine Angaben zu stabilisierenden Zusitzen, pH = 8,5

- Natriumthiosulfat Injektionslosung Anfarm® 25 %ig;

keine Angaben zu stabilisierenden Zusétzen, pH = 8

Die Konzentrationsangabe fir Handelspraparate als x%, =z B. 10 %ige
Natriumthiosulfat-Injektionslosung, entspricht abweichend von der IUPAC-
Nomenklatur x g Natriumthiosulfat-Pentahydrat in 100 mL Wasser [m/V]. Diese
kommerziell iibliche Prozentangabe wurde in der Arbeit aus Griinden der
Einheitlichkeit, abweichend von der Nomenklatur der IUPAC, sowohl fiir alle
kommerzielle Injektions- und Infusionsléosungen als auch fiir die Injektionslésungen

eigener Herstellung beibehalten und tibernommen.
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3.2 Methodenentwicklung und Untersuchungen

3.2.1 Ionenaustauschchromatographie

3.2.1.1 Vorversuche zur Beurteilung von Trennsystemen

Schwefelhaltige Ionen mit relativ geringer Polarisierbarkeit (Sulfit, Sulfat, Thiosulfat)
sollen unter FEinsatz der lonenaustauschchromatographie bestimmt werden. Als
stationdre Phasen wurden S&ulen fiir eine Technik ohne Suppressor-Einsatz mit
basischen Ionenaustauscherfunktionen (quartire Ammoniumgruppen) und niedriger
Kapazitit benutzt. Die mobile Phase wurde unter Beriicksichtigung einer guten
Auflésung, quantifizierbarer Peakformen und geringer Eigenleitfihigkeit ausgewéhlt.
Dazu wurden verschiedene Elutionsmittel getestet. Die Probeionen wurden einzeln, im
Gemisch und in niedrigen Konzentrationen an Sulfat und Sulfit neben Thiosulfat
untersucht. Fiir Sulfit wurde neben dem unstabilisierten Ion, welches rasch zu Sulfat

oxidiert wird, auch eine Stabilisierung mit Methanol und Formaldehyd getestet.

Tab. 5: Ubersicht der getesteten chromatographischen Systeme fiir die

Ionenaustauschchromatographie.

Eluent Flussrate, Sdule *) | Bemerkungen

Temperatur

1,5 mmol/L Phthal- | 1,50 mL/min | GAT 013 |schlechte Peakform und Peaksymmetrie,

sdure 1,0 mmol/L 1,00 mL/min Auflosung Sulfat / Thiosulfat ungeniigend,
(Abb.), RT (22 °C) Erhéhung des Acetonitril-Anteils
Acetonitril 2,5 % + verbessert die Auflosung, jedoch nicht die
2,5 % (V/v), Peakform, bei hoherer Phthalsiure-

1.5 mmol/L TRIS Konzentrationen Verbesserung, NWG

p;{ =40 , neben hohen Thiosulfat-Konzentrationen

ungeniigend, ohne ACCN und TRIS
Verschlechterung der BL-> fiir Sulfit
bedingt geeignet
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3 mmol/ | Phthal- 1,50 mL/min | GAT 013 | Auflésung von Sulfat und Thiosulfat nicht

sdure, 5 % (V/v) 1,00 mL/min vollstandig, besonders bei hohen

Acetonitril, TRIS 0,75 mL/min Konzentrationsunterschieden, bei

3 mmol/L 30°C/50°C Reduktion der Flussrate, Temperatur-

pH=3,9 /RT (22 °C) erhShung oder — erniedrigung weitere
Verschlechterung der Peakform von Sulfat,
NWG neben Thiosulfat ungeniigend (ca.
3000 pg/mL in 10 %iger Losung)-> fiir
Sulfit bedingt geeignet, Empfindlichkeit
einer Sulfit-Kalibrierung halbiert sich bei
Vermessen in Thiosulfat-Matrix

0,9 mmol/L Octan- 1,00 mL/min | GAT 201 |Peakform ist gut, bei hoheren Thiosulfat-

sulfonséure, 0,75 mL/min Konzentrationen tritt ein ,,Leading® und

20 mmol/L Borsdure | 0,50 mL/min Interferenz mit Sulfat auf, Sulfit ist nicht

pH=06,0 0,25 mL/min von 2 Systempeaks trennbar, bei

(Abb.) 30°C niedrigeren Flussraten erfolgt
Verbesserung der Auflosung Sulfit /
Systempeak, jedoch mit einer Erh6hung
der Retentionszeit von Thiosulfat auf bis
zu 84 min - ungeeignet

1,0 mmol/L Nona- 0,75 mL/min | GAT 201 | Aufldsung der Ionen gut, jedoch zu starke

sulfonsdure, 0,50 mL/min Beeinflussung der Peakform und

27,5 mmol/L Bor- 0,30 mL/min Auswertbarkeit bei Sulfit und Sulfat durch

sdure, 0,03 % HCHO |30 °C negative Systempeaks = ungeeignet

pH=16,0

4 mmol/L Salicyl- 1,50 mL/min |Hamilton |die Auflosung ist gut, negative

sdure, 8 mmol/L 1,00 mL/min | AR Systempeaks interferieren jedoch mit Sulfit

TRIS, 30 °C und Sulfat, Sulfit wird schlecht von

pH=38,5

positivem Systempeak getrennt, z. T. treten
Doppelpeaks oder Schultern bei Thiosulfat
und Sulfat auf, NWG Sulfit und Sulfat
neben Thiosulfat sehr hoch,

-> ungeeignet
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1 mmol/L KHP 2,00 mL/min | Hamilton | starke Storung des Chromatogramms durch
pH=26,0 1,00 mL/min | AR Systempeaks, besonders bei Sulfit,
30°C schlechte Auflésung von Sulfat /
Thiosulfat > ungeeignet
1 mmol/L. PHBA / 1,00 mL/min | Hamilton |keine Trennung von Sulfat und Sulfit, bei
0,25 mmol PHBA, 1,50 mL/min | AR hoher PHBA Konzentration schlechte
1 % (v/v) Methanol, |1,30 mL/min Peakformen, Stérung durch Systempeaks
DEEA q.s. 30°C - ungeeignet
pH=9,6
0,25 mmol/L PHBA , | 1,50 mL/min |GAT 201 | Auflésung ausreichend,
1 % (v/v) Methanol, |50 °C Selektivititsanderung: Sulfat eluiert vor
DEEA g:s. Sulfit und Thiosulfat, Kalibrierung bei
pH=96 Konzentrationen im unteren ppm Bereich
moglich, aber Reproduzierbarkeit der
Peakhohe unbefriedigend, Basislinie nicht
stabil reproduzierbar, bei Uberschuss an
Thiosulfat ungeniigende Auflosung und
Chromatogramm nicht auswertbar, NWG
ungeniigend = ungeeignet
0,50 mmol/L PHBA , | 1,00 mL/min | GAT 201 |Retentionszeiten verkiirzen sich, Peakform
1 % (v/v) Methanol, |50 °C verbessert sich, Auflosung bei kleinen
DEEA g:s. Konzentrationen gut, bei Uberschuss an
pH=9.,6 Thiosulfat ungeniigende Auflésung und
Chromatogramm nicht auswertbar, NWG
ungeniigend > ungeeignet
2,5 mmol Phthal- 1,50 mL/min | GAT 201 |negative Systempeaks beeinflussen
sdure 1,20 mL/min Auswertung von Sulfit und Sulfat, NWG
pH=4,1/pH=6,6 |1,00 mL/min neben hohen Thiosulfat-Konzentrationen
40 °C/30°C ungeniigend, Erhohung des pH-Wertes,
/50 °C Temperaturdnderungen und Verringerung
der Flussrate verschlechtern die Auflosung
von Sulfit und positivem Systempeak,
—> ungeeignet
4 mmol/L KHP 2,5mL/min | GAT 013 |schlechte Auflésung von Sulfat und Sulfit
pH=4,0 40 °C —> ungeeignet
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10 mmol/ I Natrium- | 1,00 mL/min | GAT 201 | Elutionsmittel zu stark, Kapazititsfaktoren
benzoat 0,25 mL/min zu gering, Auflésung ungeniigend,
pH=17,15 30°C Verbesserung der Auflésung durch
Verringerung der Flussrate, mehrere
Systempeaks storen die korrekte

Bestimmung von Sulfit = ungeeignet

2,4 mmol/L Natrium- | 1,00 mL/min | GAT 201 | Auflésung relativ gut, Grundrauschen sehr
benzoat, 2,4 mmol/L |30 °C hoch - ungeeignet

Benzoesaure,

4 % (v/v) Acetonitril
pH=4,1

2,5 mmol/L Natrium- | 1,00 mL/min | GAT 201 |durch Verzicht auf Acetonitril wurde das

benzoat, 30°C Rauschen eliminiert, Auflésung gut bei
2,5 mmol/L Benzoe- relativ hoher Retentionszeit fir Thiosulfat
sdure, (28 min), Systempeaks interferieren nicht
pH=4,1 unmittelbar, Nachweisgrenze fiir

Erwartungswerte akzeptabel (oberer ppb-
Bereich) = endgiiltiges Trennsystem

*) s. Methoden und Materialien

Eine Interferenz typischer Bestandteile von Injektionslosungen, wie Chlorid und
Phosphat, wurde iiberpriift. Es wurde ein Leitfdhigkeitsdetektor benutzt, teilweise wurde

die Peakidentitit durch einen UV/Vis-Detektor bestitigt (indirekte Detektion).

Fiir die meisten getesteten chromatographischen Systeme wird deutlich, dass oftmals
Basislinienstorungen, die teilweise auch erst bei hoheren Thiosulfat-Konzentrationen
auftraten, und positive als auch negative Systempeaks die qualitative und quantitative
Auswertung der Chromatogramme storen. Die Stabilisierung von Sulfit mit Methanol
oder Formaldehyd / NaOH verursachte einige der genannten Systempeaks. Eine
Bestimmung ohne Sulfitstabilisierung erwies sich jedoch als nicht durchfiihrbar. In
diesem Konzentrationsbereich wird Sulfit rasch zu Sulfat oxidiert. Sulfit entzieht sich

somit dem Nachweis und verfélscht die Sulfatbestimmung.

Die Verdiinnung, die notwendig war, um auswertbare Chromatogramme zu erhalten,
war oftmals ebenfalls so hoch, dass der Erwartungswert an Zersetzungsprodukt-

konzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag. Bei einigen Systemen war die
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erreichte Auflésung nicht gentigend, besonders bei hoheren Thiosulfat-Konzentrationen

fiihrte die Verbreiterung der Peakbasis zu einer Verschlechterung.

Ao & *Thiosulfat
A “ -
inG Sulfit ) 4al|| 0,1
in
uS Sulfat S Sulfat

~

" Sulfit

Z2. 047

Thiosulfat

o
o

> — >
¢ in min {1 min
Abb. 1: Chromatogramm je 25 pg/mL Sulfit, Abb. 3: Chromatogramm 10 %ige Natrium-
Sulfat und Thiosulfat, GAT 013, 2,5 mmol/L thiosulfat-Losung 1:200 verdtinnt, mit je
PHS. 2.5 % AcCN. TRIS pH =40 10 ug/mL Sulfit und Sulfat dotiert, Bdg S.
1.5 mL/min. Abbildung 2.
N . 2 Thiosulfat
A Sulfat? o
46 ( Thiosulfat
m e
uS g
>
¢ in min ¢ in min
Abb. 2: Chromatogramm je 30 ug/mL Sulfit, Abb. 4: Chromatogramm 10 %ige Natrium-
Sulfat und Thiosulfat, GAT 201 0,9 mmol/L thiosulfat-Losung 1:100 verdiinnt, mit je
Octansulfonsdure, 20 mmol/L Borsiure 20 pg/mL Sulfat und Sulfit dotiert, Bdg. s.
pH= 6,0, 1 mL/min. Abbildung 3.

Als effektivste Stabilisierung erwies sich eine alkalische Formaldehyd-Losung. Die
Konzentration an HCHO und NaOH wurde als Kompromiss aus bestmoglicher

Stabilisierung und geringster Auswirkung durch Systempeaks variiert und auf die
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endgiiltigen Konzentrationen festgelegt. Bei zu hoher HCHO-Konzentration stéren
grolle Nebenpeaks die Sulfitbestimmung. Eine Aufreinigung des Formaldehyds mit
einem lonenaustauscher erbrachte keine Verbesserung. Vorteilhaft erweist sich bei der
Sulfitstabilisierung durch Formaldehyd die Selektivititsainderung des Methylsulfonats
gegeniiber dem unstabilisierten Sulfit. Dadurch wird eine Trennung von Chlorid und

Sulfit moglich, da sich der Kapazititsfaktor von Sulfit von k*=3,15 auf k‘=1,77

verringert.
0,1 0,1 -
T Sulfat 1T M
AG AG )
in S in Chlorid
uren von
uS P uS
Sulfit
> .
¢ in min ¢ in min
Abb. 5: Chromatogramm 30 ug/mL Sulfit, Abb. 6: Chromatogramm 10 pg/mL Chlorid
unstabilisiert, frisch verdiinnt, fast vollstindig neben 2 pg/mL Sulfit, stabilisiert, Eluent
zu Sulfat oxidiert, Eluent 2,5 mmol/L 2,5 mmol/L Benzoeséure 2,5 mmol/L
Benzoesdure, 2,5 mmol/L Natriumbenzoat, Natriumbenzoat, pH 4,1, 1 mL/min, Séule
pH 4,1, 1 mL/min, Sdule GAT 201. GAT 201.

Als geeignetes Trennsystem fiir die Analytik von Sulfit und Sulfat im ppb-/ ppm-
Bereich, wie sie als Zersetzungsprodukte von Natriumthiosulfat-Injektionslésungen
auftreten, wurde das Benzoesdure / Benzoat-System gefunden. Hier entsprechen
Auflésungen und Nachweisgrenzen den gestellten Anforderungen. Auch bei hohen
Thiosulfat-Konzentrationen ist eine Quantifizierung moglich. Eine Simultan-
bestimmung von Sulfit und Sulfat kann jedoch auf Grund der stark unterschiedlichen
Konzentrationen in den Injektionslosungen und der somit benétigten abweichenden

Schreiber-Verstiarkungs-Einstellungen nicht erfolgen.
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3.2.1.2 Parameter der Bestimmung von Sulfit

Fir die Bestimmung von Sulfat und Sulfit in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen
wurde ein Eluent der Zusammensetzung 2,5 mmol/L Benzoesdure und 2,5 mmol/L
Natriumbenzoat mit einem pH-Wert von 4,1 verwendet. Als stationdre Phase wurde ein
basischer Ionenaustauscher auf pH-Wert stabiler Polyacrylharz-Basis mit einer
Kapazitit von 0,04 meq/g und sphdrischen Teilchen von 10 um bei einer
Sdulendimension von 100 x 4,6 mm gewihlt. Die Flussrate wurde auf 1,0 mL/min, die

Temperatur auf 30 °C festgelegt [Methode IC1].

A “ Sulfat  # Thiosulfat

Sulfit

¢t in min

Abb. 7: Chromatogramm von 36 pg/mL Sulfit, 58 ug/mL Sulfat und 83 pg/mL Thiosulfat,
unstabilisiert, Methode IC1.

T 0,1 Sulfit, stabilisiert

Sulfat Thiosulfat

>

¢t in min

Abb. 8: Chromatogramm von je 10 pg/mL Sulfit, Sulfat und Thiosulfat, stabilisiert, Methode IC1.
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Tab. 6: Chromatographische Kennzahlen Methode IC1.

Chromatographische Kennzahlen
Ion trinmin | VK in % (n) k o Ss
Phosphat 3,00 5,4 (5) 1,31 - 1,00
Sulfit, HCHO-Stab. 3,55 2,2 (5) 1,73 1,18 1 bis 1,3
Chlorid 5,12 L3 (4) 2,94 1,70 1,1
Sulfat 17,65 2,7(5) 12,58 4,28 1,5 bis 2
Thiosulfat 24,19 10,9 (5) 17,61 1,40 >1,6
Sulfit unstabilisiert 519 5.1(3) 2,99 1,02 (zu Cl) | 1,2 bis 1,5

Zur Stabilisierung wurde eine Losung mit einer Endkonzentration von 0,185 % (v/v)
Formaldehyd und 1 mol/L Natriumhydroxid herangezogen. Sowohl die Sulfit-
Stammlosungen als auch die Verdiinnungsreihe und die Blindproben wurden damit
hergestellt und verdiinnt, so dass zu jeder Zeit eine Zersetzung von Sulfit minimiert

wurde.

Fir die Messung von Sulfit muss der Chromatogramm-Ausschnitt stark verstirkt
werden. Da die Basislinie nicht im unter diesen Bedingungen registrierten Intervall um
Null bleibt, muss vor Messbeginn eine manuelle Nullpunktkorrektur in den negativen
Bereich erfolgen. Vor allen Messungen wurde der Blindwert auf Konstanz {iberpriift.
Durch gleichférmige Equilibrierung und Gebrauchszeitraum von Stabilisatorldsung und
Stammlosungen wurde die ndtige Reproduzierbarkeit des Blindwertes erreicht

(VKarea = 6,38 %, n = 10, unter Wiederholbedingungen 3 d).

Es wurde tiberpriift, in wie fern sich die Empfindlichkeiten einer Kalibrierung von Sulfit
in Wasser und von Sulfit in hochkonzentrierter Thiosulfat-Matrix voneinander
unterscheiden. Die Empfindlichkeit verringert sich in der Matrix auf ein Fiinftel. Die
Nachweisgrenze wird durch hohe Konzentrationen an Thiosulfat erhoht. Der

Achsenabschnitt ist in beiden Fillen signifikant und entspricht dem Blindwert.

Auf Grund dieser Erkenntnisse wurde zur Bestimmung von Sulfit in den
Injektionslosungen eine Kalibrierung von Sulfit neben Natriumthiosulfat durchgefiihrt.
Als geeignete, niedrigstmogliche Verdiinnung, um ein auswertbares Chromatogramm zu

erhalten, wurde ein Verdiinnungsverhéltnis von 1:20 ermittelt.
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Abb. 9: Beispiel einer Kalibrierfunktion einer ionenchromatographischen Bestimmung von Sulfit in

Reinstwasser, mit HCHO /NaOH stabilisiert.
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Abb. 10: Beispiel einer Kalibrierfunktion einer ionenchromatographischen Bestimmung von Sulfit in
einer Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100 mL, 1:20 verdiinnt (Angabe ¢ entspricht Konzentration in

der vermessenen Probe), Probe mit HCHO /NaOH stabilisiert.

Die Kalibrierung wurde als Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt. GemiB den
Vorversuchen mit Injektionslosungen wurde der abzudeckende Konzentrationsbereich
ab Nachweisgrenze bis =25 pg/mL Sulfit, bezogen auf eine unverdiinnte 10 %ige

Natriumthiosulfat-Injektionslosung,  abgeschétzt. Unter  Beriicksichtigung  der
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Verdiinnung auf 1/20 der urspriinglichen Konzentration entspricht das zu vermessenden
Konzentrationen von der Nachweisgrenze der Methode bis zu 1,25 pg/mL Sulfit in
einer Natriumthiosulfat-Matrix mit 0,5 g/ 100 mL. Damit die erwartete maximale
Konzentration in den mittleren Kalibrierbereich fdllt und auch der untere
Konzentrationsbereich abgedeckt ist, wurde der kalibrierte Bereich wie folgt gewéhlt:
Als Losung mit der niedrigsten Konzentration wurde 0,25 pg/mL Sulfit (entspricht
5pg/mL in Losung mit 10 g/ 100 mL) vermessen. Der Wert liegt nahe an der
Nachweisgrenze, der resultierende Messwert liegt noch oberhalb des kritischen
Bereiches. Als oberer Wert der Verdiinnungsreihe wurde 2 pg/mL Sulfit (entspricht
40 pg/mL in Losung mit 10 g/ 100 mL) vermessen. Es wurde eine Abstufung von
sieben Konzentrationen gewihlt. Der Blindwert wurde sowohl bei der Kalibrierung als

auch bei der Probenmessung beriicksichtigt.
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Abb. 11: Kalibrierung Sulfit in Natriumthiosulfat-Lésung 10 g / 100 mL, ionenchromatographische
Bestimmung Methode IC1.

Die Steigung ist hoch signifikant, der Achsenabschnitt ist signifikant (VK, =39 %). Es
liegen gemdll den Residuen keine Hinweise auf einen nichtlinearen Zusammenhang vor.
Der Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9909, die Korrelation ist hoch signifikant
(P <0,0005). Durch das Modell werden iiber 98 % der Gesamtstreuung erklirt. Die
relative  Verfahrensstandardabweichung betrdgt 8,3 %. Die mittlere relative

Standardabweichung der Peakhohe betragt unter Wiederholbedingungen 9,98 %.
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Tab. 7: Grenzwerte der Kalibrierung IC1 Sulfit.

Wert, bezogen auf die )
absoluter Wert in o
unverdiinnte 10 %ige Einheit
verdiinnter Losung
Injektionslosung
Aa 0,57 nS
Yk 0,07 nS
XNG 2,08 0,10 ug/mL
XEG 4,17 0,21 ug/mL
XBG 7,00 0,35 pg/mL

Die Bestimmungsgrenze fiir Sulfit in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektions-
16sung betragt 7,0 ng/mL (f = 19, o = 0,05, k = 3). Bei einer Verdiinnung von 1 : 20
liegt dies im mittleren ppb-Bereich und entspricht einer Probenkonzentration von
0,35 pg/mL Sulfit neben 5 mg/mL Natriumthiosulfat. Bezogen auf das Anion entspricht

das einem Verhéltnis von etwa 1 : 6500 von Sulfit : Thiosulfat.

Die Nachweisgrenze liegt bei 2,1 ng/mL Sulfit in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-
Injektionslosung. das entspricht einer Probenkonzentration von 100 ng/mL. Der mittlere
prozentuale Fehler der Wiederfindung im Bereich des Schwerpunkts der Kalibrierung
betriagt 5,8 %. Die relative Standardabweichung des Gehalts betrdgt etwa 6 %, das

entspricht einer Abweichung von etwa + 1 pg/mL.

3.2.1.3 Vermessen von Realproben

Entsprechend der Vorgehensweise bei der Kalibrierung wurden die Ampullenlésungen
1 : 20 verdiinnt und mit der HCHO / NaOH-Stabilisatorlosung aufgefiillt. Die Proben
wurden sofort vermessen. Die Bestimmung wurde als unabhéngige Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Zur Kontrolle der Giiltigkeit der Kalibrierung wurden in jeder Messserie
zwei Standardlosungen mitgefiihrt. Es wurden keine signifikanten Abweichungen
festgestellt. Fiir jede Messserie wurde ein Blindwert mehrfach bestimmt und

beriicksichtigt.
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Abb. 12: Beispiel Chromatogramm einer 10 %ige Natriumthiosulfat-Injektionslosung 1:20 verdiinnt,

HCHO stabilisiert.

In den 10 %igen Injektionslosungen variiert die Sulfitkonzentration von nicht
nachweisbaren Mengen (NWG = 2,1 ug/mL) bis zu Konzentrationen um 20 pg/mL
(bezogen auf die Injektionslosung). In den alkalisch stabilisierten Lésungen und den

Handelspraparaten konnte kein Sulfit nachgewiesen werden.

In den Ampullen der Rezeptur II konnte nur in der frischen Zubereitung nach
6 Monaten noch Sulfit nachgewiesen, jedoch nicht quantifiziert werden (¢ < BG). Bei
den élteren Chargen wurde kein Sulfit nachgewiesen. Gemif3 Rezeptur miissten durch
den Zusatz von 100 mg/L. Natriumdisulfit im Falle der vollstindigen Wiederfindung
54 pg/mL Sulfit in den Chargen II und III nachgewiesen werden konnen. Dies gilt

ebenfalls fiir die Handelsprirarate mit Sulfitzusatz.

Die geringe Menge an bestimmtem Sulfit bzw. der z. T. vollig fehlende Nachweis sind
ein Indiz fir die entfaltete antioxidative Wirkung mit einhergehender Oxidation des
Sulfits zu Sulfat. Fiir die Handelspriparate war eine Sulfitbestimmung nicht mdglich, so

dass hier keine Aussage getroffen werden kann.

Bei einigen Losungen trat zeitweise das Problem auf, dass der Sulfit-Peak an der Flanke
des vorderen Systempeaks lag und von geringerer Hohe im Vergleich zum Blindwert
war. FEine Uberpriifung mit Standardldsungen ergab keinen Fehler im

chromatographischen System.
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Die Auflésung und Wiederfindungsraten waren im normalen Bereich. Das Phdnomen
konnte nicht aufgekldrt werden. Bei spiterer Wiederholung des Versuches trat die
Peakverschiebung nicht auf. Die Robustheit der Methode ist demzufolge limitiert. Bei
allen Handelsprdparaten wurden keine auswertbaren Chromatogramme erhalten. Es
interferieren hier die weiteren Bestandteile der Injektionslosung stérker, als dies bei der
Methodenentwicklung angenommen wurde. Dabei handelt es sich vermutlich um hohe

Chlorid- und Phosphatkonzentrationen.
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Abb. 13: Konzentration Sulfit in 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosungen

ionenchromatographisch bestimmt.

3.2.1.4 Parameter der Bestimmung von Sulfat

Fiir die Bestimmung von Sulfat konnten die wesentlichen chromatographischen
Bedingungen der Sulfitbestimmung unverdndert {ibernommen werden. Die Flussrate
und die Elutionsstirke des FlieBmittels wurden nicht erhoht, um zu kiirzeren
Retentionszeiten zu gelangen, da daraus auch eine geringere Auflosung von Sulfat und
Thiosulfat resultierte. Dies hitte eine Bestimmung von Sulfat neben dem Thiosulfat-
Uberschuss verhindert. Lediglich der Schreiberdimpfung und die Nullpunktkorrektur
musste den neuen Anforderungen angepasst werden. Die Korrektur in den negativen
Bereich konnte entfallen. Die Dampfung des Intergrators wurde etwas erhoht [Methode

1C2].
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Abb. 14: Chromatogramm Natriumthiosulfat- Abb. 15: Chromatogramm

Losung 10 g / 100 mL undotiert, entspricht Natriumthiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL mit

dem Blindwert, 1 : 200 verdiinnt, stabilisiert, 300 pg/mL Sulfat dotiert, 1 : 200 verdiinnt,
Methode IC2. stabilisiert, Methode IC2.

Fiir die Injektionslosungen war eine stirkere Verdiinnung auf Grund der héheren,
erwarteten Sulfatkonzentrationen notwendig. Eine Simultanbestimmung gleichzeitig mit
Sulfit war auf Grund der verschiedenen Konzentrationsverhdltnisse nicht moglich. Als
optimale Verdiinnung fiir ein auswertbares Chromatogramm bei guter Aufldsung des
Sulfats vom Thiosulfat-Uberschuss wurde ein Verhiltnis von 1 :200 ermittelt. Somit
wurde Sulfat im mittleren bis oberen ppb-Bereich neben 0,5 mg/mL Natriumthiosulfat

bestimmt.

Die Proben wurden auch hier mit alkalischer Formaldehyd-Ldsung stabilisiert, um eine
Oxidation des in den Injektions-Losungen vorhandenen Sulfits zu Sulfat und somit
einen systematischen Fehler auszuschlieBen. Die Kalibrierung wurde als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Es wurden sieben abgestufte Konzentrationen von
25 ug/mL bis 500 pg/mL vermessen. Fiir alle Messreihen wurde ein Blindwert

bestimmt und beriicksichtigt.
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Abb. 16: Kalibrierung Sulfat nach Ionenchromatographische Bestimmung in Natriumthiosulfat-Losung

mit 10 g/ 100 mL, nach Verdiinnung 1 : 200, Methode IC2.

Die Kalibrierung ergab einen hoch korrelierten, linearen Zusammenhang. Der
Residuenplot ergab keinen Hinweis auf einen nichtlinearen Zusammenhang. Der
Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9997, die Korrelation ist hoch signifikant (P < 0,0005).
Durch das Modell werden iiber 99,9 % der Gesamtstreuung erklirt. Die relative
Verfahrensstandardabweichung  betrdgt 2,14 %. Die Steigung ist signifikant
(VK, = 0,76 %), der Achsenabschnitt ist nicht signifikant (VK,= 47,0 %).

Die Bestimmungsgrenze fiir Sulfat in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektions-
l6sung Dbetragt 25,8 ug/mL (f=12, a=0,05, k=3). Beriicksichtigt man die
Verdliinnung von 1:200, so entspricht die Bestimmungsgrenze einer Proben-
konzentration von 0,13 pg/mL Sulfat neben 0,5 mg/mL Natriumthiosulfat. Die
Nachweisgrenze liegt bei 7,2 pg/mL Sulfat in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-
Injektionslosung. Das entspricht einer Probenkonzentration von 40 ng/mL. Der mittlere
prozentuale Fehler der Wiederfindung betrdgt 5,2 %. Die relative Standardabweichung
des Gehalts betrigt etwa 3,6 %. Das entspricht einer Abweichung von etwa

+ 3,8 ng/mL, bezogen auf die unverdiinnte Injektionslosung.
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Tab. 8: Grenzwerte der Kalibrierung.

Wert, bezogen auf die )
absoluter Wert in o
unverdiinnte 10 %ige Einheit
verdiinnter Losung
Injektionslosung
Aa 1,56 nS
Yk 1,56 nS
XNG 7,15 0,04 ug/mL
XEG 14,31 0,07 ug/mL
XBG 25,85 0,13 pg/mL

3.2.1.5 Vermessen von Realproben

Die Injektionslosungen der Ampullen wurden ebenfalls 1:200 verdiinnt und mit
Formaldehyd stabilisiert. Hoherkonzentrierte Losungen wurden entsprechend auf eine
Natriumthiosulfat-Konzentration von 0,5 mg/mL verdiinnt (25 %ige Losung 1 : 500;
15 %ige Losungen 1 :300). Fiir Werte oberhalb des Kalibrierbereiches wurde eine
zusdtzliche 1:1 Verdinnung und eine Einstellung auf die Natriumthiosulfat-
Konzentration von 0,5 mg/mL mit Stammldsung vorgenommen. Es erfolgte eine
unabhingige Doppelbestimmung. Die Auswertung erfolgte liber die Peakhohe. Zur
Kontrolle der Giiltigkeit der Kalibrierung wurden auch in jeder Messserie zwei

Standardlosungen mitgefiihrt. Es wurden keine signifikanten Abweichungen festgestellt.
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Abb. 19: Konzentration Sulfat, berechnet auf die unverdiinnten Natriumthiosulfat-Injektionslosungen,

nach ionenchromatographischer Bestimmung, Methode IC2.
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Die Konzentration von Sulfat in den 10 %igen Injektionsldsungen bewegt sich zwischen
108 pg/mL und 586 nug/mL Sulfat in der unverdiinnten Injektionslosung. Alle Werte
liegen oberhalb der Bestimmungsgrenze. In den alkalisch stabilisierten Losungen und
einigen Handelspraparaten wurde etwas weniger Sulfat bestimmt. In den Ampullen der
Rezeptur II und III wurde die hochste Konzentration ermittelt. Es zeigt sich eine
Zunahme von Sulfat im Laufe der Lagerung. Der Unterschied zwischen den

sterilfiltrierten und sterilisierten Chargen fillt uneinheitlich aus.

3.2.2 Ionenpaarchromatographie mit UV/Vis-Detektion

3.2.2.1 Vorversuche zur Charakterisierung der Methode — Polythionatbestimmung

Die Polythionate zeichnen sich im Vergleich zu anderen schwefelhaltigen lonen, wie
z. B. Sulfat oder Sulfit, durch eine hohe Polarisierbarkeit aus. Ihre Affinitdt zu
basischen Ionenaustauschern ist so hoch, dass sie sehr stark retardiert werden und nur
unter extremen Chomatographiebedingungen eluiert werden konnen. Eine geeignete

Alternative zur Bestimmung von Polythionaten stellt die lonenpaarchromatographie dar.

Es wurden zwei Sdulen mit octadecylsilanisiertem Kieselgel unterschiedlicher
Abmessungen (125 mm, 250 mm) sowie eine Sdule auf Kieselgelbasis mit
zwischenstindiger =~ Amidgruppe und  endstindigem  Hexadecylgruppe zur
Methodenentwicklung herangezogen. Als RP18 Phase wurde ein Sdulenmaterial mit
relativ hoher Kohlenstoffbeladung (= 21,6 % C, 4,09 pmol/m?) benutzt. Die RP Amide
C16 Phase weist im Vergleich zur herkdmmlichen Umkehrphase eine geringere
Hydrophobizitit und mittlere Kohlenstoffbeladung auf (11,2 % C, 2,6 pmol/m®) und ist
besonders zur Trennung polarer Komponenten geeignet. Alle Phasen besitzen ein

Endcapping restlicher Silanolgruppen.

Es wurde Tetrabutylammoniumhydroxid als lipophiles quartires Alkylamin ausgewéhlt.
Der pH-Wert wurde mit Phosphorsédure eingestellt, um die UV-Transparenz der mobilen
Phase zu erhalten. Zur Verbesserung der Peakform und Verringerung der Retention bei
der Trennung der divalenten Ionen wurde Natriumcarbonat als anorganischer
Modifikator zugesetzt. Zur Modifikation der Retentionszeit wurde mit Acetonitril—
Wasser-Gemischen gearbeitet. Acetonitril steht — bei Annahme des dynamischen

Austauschers — als Partner im kompetitiven Gleichgewicht in Konkurrenz zu den
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lipophilen Ionen bei der Besetzung der freien Stellen am Austauscher. Bei Annahme der
Giiltigkeit des Modells einer Umkehrphasentrennung von neutralen Ionenpaaren kann
es als lipophiler Bestandteil in der Beeinflussung der Verteilung zwischen mobiler und
stationdrer Phase angesehen werden. Eine Erh6hung des Acetonitril-Anteils resultiert in
einer geringeren Retardierung der Polythionate. Der Einsatz eines Acetonitril-
Gradienten kam auf Grund einer verstirkten Retention von héheren Polythionaten bei

steigender Zahl an S-Atomen in Betracht.

Zur Testung der Trennsysteme wurden zundchst die relevanten schwefelhaltigen Ionen
im mittleren ppm-Bereich untersucht. Zu diesem Zweck wurden Pentathionat und
Hexathionat synthetisiert, da diese Verbindungen nicht kommerziell erhéltlich sind.
Trithionat wurde iiber Sulfitolyse von Tetrathionat erzeugt. Zur Beurteilung der
Selektivitit wurde neben Thiosulfat und Polythionaten auch das chromatographische
Verhalten von Sulfit, Sulfid und Polysulfiden untersucht. Sulfat l4sst sich auf Grund
seiner fehlenden UV-Absorption nicht bestimmen. Zur Detektion wurde ein DAD im

UV-Bereich benutzt. Er diente auch zur Uberpriifung der Peakreinheit.

3.2.2.2 Methodenentwicklung - Siule RP18 250 x 4 mm

Um das Trennverhalten der Ionen und die Selektivitit der Methode zu bestimmen,
wurden die entsprechenden Verbindungen einzeln und im Gemisch injiziert. Als
Startbedingung wurde eine ODS RP18 Sidule 250 x 4 mm benutzt. Zu Beginn wurde mit
Ionenpaarbildner enthaltendem Solvens mit 30 % Acetonitril-Gehalt eluiert. Da sich mit
zunehmender Lipophilie der Ionen die Retentionszeiten stark vergréBern, wurde die
Konzentration des lonenpaarbildners und des anorganischen Modifikators in einem
linearen Gradienten innerhalb von 10 min auf Null verringert. Der Acetonitril-Gehalt
wurde bis 25 min bei 30 % (v/v) belassen. Dann wurde mit reinem Acetonitril eluiert. Je
nach injizierten Spezies wurde bei kiirzeren Retentionszeiten ein Lauf auch vorzeitig

beendet und mit Acetonitril konditioniert.

Die Injektion von Losungen der Ionen einzeln und im Gemisch zeigt, dass Sulfid (beim
bestechenden pH-Wert auf Grund seines hohen pKs-Wertes als Hydrogensulfid
vorliegend) vor Sulfit und Thiosulfat eluiert wird. Die Zersetzungsprodukte der
Natriumsulfid-Losung verdeutlichen die an der Luft rasch ablaufende Oxidation.
Polythionate und Polysulfide wurden hier nicht detektiert. Der Peak bei 18 min ist ein

konstant wiederkehrender Systempeak.
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Abb. 20: Chromatogramm Sulfid, Sulfit und Thiosulfat (Systempeak =~ 18 min), Methode IPC1, Saule
RP18 250x4, Injektion einer wissrigen Losung Na,S 100 pg/mL.
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Abb. 21: Chromatogramm Polysulfidldsung, 1 : 100 verdiinnt, Methode IPC1, Saule RP18 250x4.

Zur Identifizierung und Unterscheidung von Polysulfiden wurde eine wissrige
Ammoniumpolysulfid-Lésung injiziert. In der frischen Losung sind neben Sulfid,
Spuren von Sulfit und Thiosulfat einige Signale zu beobachten, die nicht mit den
Retentionszeiten der Polythionate zusammenfallen. Eine abwechselnde Injektion von
Polythionaten und Polysulfiden konnte dies belegen. Die Peaks konnen somit eventuell
Polysulfiden verschiedener Kettenldnge zugeordnet werden. Polythionate wurden bisher
noch nicht bei der Oxidation von Polysulfiden beschrieben. Ein Gleichgewicht der
Polysulfide untereinander konnte die z. T. nicht vollig symmetrischen Peaks erkldren.
Nach 3 Tagen konnten die oxidationsanfilligen Ionen Sulfit und Sulfid nicht mehr

detektiert werden.
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Die Injektion einzelner Polythionate wurde zur Bestitigung der Retentionszeiten und
der Kapazitdtsfaktoren herangezogen. Des Weiteren wurde bei der Photolyse und der
Sulfitolyse von Tetrathionat die Entstehung von héheren und niederen Polythionaten
beobachtet. Im abgebildeten Chromatogramm wird deutlich, dass Hexathionat dicht am

Systempeak liegt, teilweise konnte keine Auflosung mehr erreicht werden.
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Abb. 22: Chromatogramm Injektion von 100 ug/mL Tetrathionat (Systempeak 19,21 min) Methode IPC
1, Séule RP18 250x4.

Da auch auf das Vorkommen hoherer Polythionate gepriift werden sollte, wurde fiir die
Trennung der moglicherweise vorkommenden hoheren Polythionate ein linearer
Acetonitrilgradient eingesetzt. Es sollte ebenfalls untersucht werden, ob eine
Verdnderung in der Selektivitit von Polythionaten und Polysulfiden erfolgt. Der
Acetonitril-Gehalt wurde ab 10 min linear innerhalb von 30 min von 30 % (v/v) auf
100 % erhoht. Ab 40 min wurde mit 100 % Acetonitril eluiert. Wurde der Lauf vorzeitig
abgebrochen, wurde die Sdule mit FlieBmittel konditioniert. Zundchst wurde auch hier

das Retentionsverhalten aller relevanten Ionen gepriift.

Die Abbildung 24 zeigt ein Chromatogramm von Thiosulfat und Polythionaten mit
4 bis 6 Schwefelatomen, welches unter den verdnderten Gradientenbedingungen
erhalten wurde. Es konnte eine gute Trennung mit symmetrischen Peaks erreicht
werden, die Kapazititsfaktoren sind deutlich von Null verschieden (t,,= 2,5 min). Die
Retentionszeiten fallen im Vergleich zur Methode IPC 1 im Bereich von

Retentionszeiten mit t;, > 10 min kiirzer aus, da der Acetonitril-Gehalt innerhalb von
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10 bis 20 min von 30 % (v/v) auf etwa 53 % (v/v) erhoht wird [vgl. IPC1 isokratische
Arbeitsweise von 30 min bis 25 min 30/70 v/v)].
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Abb. 23: Chromatogramm Trennung von je 5 pg/mL Thiosulfat, Tetrathionat, Pentathionat und
Hexathionat, Methode IPC2, Séule RP18 5 um 250x4.

Unter diesen Bedingungen wurde ebenfalls in allen Chromatogrammen ein scharfer
Systempeak bei etwa 17,5 min erhalten, der beziiglich der Retentionszeit und der
Peakhohe reproduzierbar bei Injektionen von FlieBmittel, Reinstwasser und
Natriumthiosulfat-Injektionslosungen auftritt. Dieser Peak wurde bereits bei
Anwendung der Methode IPC1 beobachtet. Als Ursache fiir derartige ,,Geisterpeaks*
kommen Bestandteile des FlieBmittels in Betracht. Hexathionat weist bezogen auf den
Systempeak nur einen geringen Selektivititsfaktor auf, so dass eine Bestimmung
erschwert oder gar unmdglich ist. Bei Dotierung mit Hexathionat vergrofern sich die
Peakflache und Peakhohe im Vergleich zum Blindwert. Bei der Injektion von Wasser
oder Thiosulfat-Losung bleiben Fldche und Hohe relativ konstant (VKpeakfiache = 5,7 %0;
VKpeakhsne = 6,8 %; n=7). Durch Zugabe von Sulfit nimmt die Peakfliche ab und die
Bildung von Pentathionat und Tetrathionat kann im Chromatogramm beobachtet

werden.
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Abb. 24: Chromatogramm 5 pg/mL
Hexathionat, Methode IPC2, Sdule RP18
5 um 250x4.

Abb. 25: Chromatogramm je 10 pg/mL
Hexathionat und Sulfit, Methode IPC2, Saule
RP18 5 um 250x4.

Des Weiteren wurde das Retentionsverhalten von Sulfit und Trithionat untersucht. Das

Chromatogramm von Sulfit neben Thiosulfat, Trithionat und Tetrathionat, detektiert bei

205 und 215 nm, verdeutlicht, dass Trithionat und Sulfit bei niedrigerer Wellenldnge

hohere Absorption aufweisen. Nachteilig erweist sich hier jedoch die Stérung in der

Basislinie bei 205 nm, so dass fiir die folgenden Untersuchungen hauptsiachlich auf eine

Detektionswellenldnge von 215 nm zuriickgegriffen wurde. Sulfit und Trithionat

konnten unter den gewihlten Bedingungen gut von Thiosulfat getrennt werden, wobei

sich jedoch im Vergleich zur Trennung der Polythionate S,0> mit n =4 - 6 geringere

Selektivitédtsfaktoren ergeben. In diesem Konzentrationsbereich der Analyten kann auf

Grund der Basislinientrennung von einer guten Auflosung gesprochen werden.
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Abb. 26: Chromatogramm Sulfit, Thiosulfat,
Trithionat und Tetrathionat, A = 215 nm
(Systempeak = 17min), Methode IPC2, Saule
RP18 250x4.
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Abb. 27: Chromatogramm Sulfit, Thiosulfat,
Trithionat und Tetrathionat A =205 nm
(Systempeak = 17min), Methode IPC2, Saule
RP18 250x4.
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Ergebnisse und Diskussion

Zur Bestimmung des Retentionsverhaltens hoherer Polythionate wurde ein hydrophiles

Schwefelsol, ein so genanntes Raffo Sol, erzeugt. Es ldsst sich durch stark azide

Zersetzung von Thiosulfat, Prizipitation mit Natriumchlorid und Resuspendierung

gewinnen. Die Bildung von hoheren Polythionaten in derartigen Sols wurde bereit
der Literatur beschrieben (s. Kap. 2.4.2.3). Im Laufe der Alterung des Sols versch
sich durch Abbau der hoheren Polythionate das Spektrum in Richtung Polythionate

s in
iebt

mit

niederen Kettenldngen. Es wurde besonders die Zunahme von Tetra-, Penta- und

Hexathionat festgestellt, aber auch die Bildung von Thiosulfat und molekularem

Schwefel. Trithionat konnte nicht beobachtet werden. Sulfit und Sulfid konnen in

Spuren detektiert werden. Zwischen 18 min und 35 min wurden 40 Peaks detektiert,

den Polythionaten hoherer Kettenldnge zugeordnet werden konnen.
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Abb. 28: Chromatogramm Raffo Sol, frisch, IPC2.

89
48,25

Schwefel

14,23

Intensity (AU)

11,37

L J\ J %mwnw\ MMWM WM’WUWWW j;,- o

L R R O I I A I B A R B R R B R A A A AN B R RS AN AN AR R R RS RN A R A RN AR
[¢] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Retention Time (min)

‘m‘m.m[.I‘\‘m‘\‘\mmMmm.hl‘m,hM.[.\.l.].&.J.m.mm.\.\.\

Abb. 29: Chromatogramm Raffo Sol, 3d alt, IPC2 (Peakidentitdt wie in Abbildung 28).
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Neben den genannten Untersuchungen erfolgte eine Bestitigung der so bestimmten
Peakidentititen durch Sulfitolyse verschiedener Polythionate, wobei die Bildung von
Thiosulfat und Polythionaten niederer Kettenlinge beobachtet werden konnte.
Weiterhin wurde die Bildung hoherer Polythionate bei der Photolyse von Tetrathionat
(Bestrahlung mit UV-A Strahlung, A = 254 nm) untersucht und konnte bestétigt werden.
Polythionate hoherer Kettenldnge wurden ebenfalls in einer Wackenroder’schen Losung
gefunden (Einleiten von H,S in Schweflige Sdure). Bei der Injektion von Reinstwasser
wurde neben der Totzeit lediglich reproduzierbar der Systempeak bei etwa 17 min
detektiert sowie bei langeren Laufzeiten drei sehr kleine Peaks bei 24,2 min, 24,7 min
und 36,4 min. Diese Peaks konnten keinen schwefelhaltigen Verbindungen zugeordnet

werden.

Tab. 9: Chromatographische Kennzahlen Methode IPC2 untersuchter schwefelhaltiger Spezies.

tginmin | VK in %
Ion ‘ o k¢ Ss
VR in mL (n)
Sulfid 3,27 1,21 (5) -- 0,308 2,87
Sulfit 3,71 0,44 (4) 1,57 0,484 1,10
Thiosulfat 5,66 0,99 (7) 2,61 1,264 1,00 bis 1,50 *)
Trithionat 8,53 0,24 (3) 1,91 2,412 1,00
Tetrathionat 11,69 1,11 (9) 1,52 3,676 1,00 bis 1,50 *)
Pentathionat 14,38 1,04 (9) 1,29 4,752 1,00 bis 1,40 *)
Hexathionat 17,67 0,77 (10) 1,27 6,068 1,10
Systempeak 17,67 1,45 (7) 0 6,068 1,10
5 46 Peaks 1,05 von 6,372
Polythionate S,04°;
p von 18,43 n.b. in der Folge | bis 15,596 ~1,0
n>
bis 41,49 =1,03 (Ak=0,2)
Schwefel Sg 48,61 0,18 (3) 1,17 18,264 0,67

*) Tailing tritt mit zunehmender Konzentration auf (bei etwa 100 pg/mL).

Durch die geédnderten chromatographischen Bedingungen haben sich die
Retentionszeiten der Polythionate leicht verkiirzt. Die schwefelhaltigen Anionen bis
einschlieflich Hexathionat werden innerhalb von 18 min eluiert. Die Selektivitét ist

trotzdem in diesem Bereich ausreichend hoch.
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Ergebnisse und Diskussion

Eine Trennung des Hexathionats vom Systempeak konnte jedoch nicht erreicht werden.

Die hoheren Polythionate und Schwefel eluieren im Bereich von 18 min bis 50 min.

Eine erste Untersuchung mit verschiedenen Tetrathionat-Standardldsungen ergab einen
linearen Kalibrierbereich, der sich iiber drei Zehnerpotenzen erstreckt. Das
Bestimmtheitsmal3 r? lag fiir den Bereich von 1,78 pg/mL bis 319,5 pg/mL bei 0,9997
und bei 0,9977 fiir den Bereich von 1,78 pg/mL bis 17,8 pg/mL. Die Residuenplots der
Testkalibrierungen lieBen keine Abweichung vom linearen Zusammenhang erkennen.
Als Wiederfindung wurde fiir eine Standardldsung (3,55 ng/mL) ein Wert von 91,8 %

gefunden.

3.2.2.3 Parameter der Bestimmung von Polythionaten

Auf Grund der Ergebnisse der Testkalibrierung mit Tetrathionat und der durchgefiihrten
Vorversuche an Injektionslosungen wurde zur Bestimmung der Polythionate eine
Kalibrierung mit verschieden konzentrierten Losungen im unteren ppm-Bereich aller
drei Verbindungen vorgenommen. Fiir Hexathionat wurde der zuvor mehrfach

bestimmte Flachenwert des Systempeaks abgezogen.
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Abb. 30: Kalibrierfunktionen fiir Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat nach ionenpaarchromato-

graphischer Bestimmung — Methode IPC2.
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Die Kalibrierfunktionen fiir die Polythionate unterscheiden sich hinsichtlich der

Empfindlichkeit entsprechend bpenta > brexa> bretra. Die Steigungen sind signifikant. Die

Korrelationen sind hoch signifikant. Durch die Kalibriergleichung werden tiber 99 %

der Varianz erklért. Der jeweilige Residuenplot ergab keinen Hinweis auf einen nicht-

linearen Zusammenhang. Die Achsenabschnitte fiir die Bestimmung von Tetrathionat

und Pentathionat sind signifikant von Null verschieden (VK,rera = 51 % und VKgpenta =

32 %). Der Achsenabschnitt fiir die Bestimmung von Hexathionat ist nicht signifikant

von Null verschieden (VK,gexa = 206 %).

Tab. 10: Grenzwerte der Kalibrierung Tetrathionat.

Aa 5282,5 uAU*s
Yk 2615,3 pAU*s
XNG 0,18 ug/mL
XEG 0,35 ug/mL
XBG 0,85 ug/mL

Tab. 11: Grenzwerte der Kalibrierung Pentathionat.

Aa 5350,3 uAU*s
Yk 1077,5 uAU*s
XNG 0,11 pg/mL
XEG 0,23 pg/mL
XBG 0,54 ug/mL

Tab. 12: Grenzwerte der Kalibrierung Hexathionat.

Aa 30139,2 nAU*s
Vi 34773,20 uAU*s
XNG 0,76 ug/mL
XEG 1,51 ug/mL
XBG 3,48 pug/mL
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Die Nachweisgrenze fiir Tetrathionat liegt bei 180 ng/mL, die Bestimmungsgrenze bei
850 ng/mL (f= 18, a = 0,05, k=4). Der prozentuale Fehler der Bestimmung betragt
im Mittel 2,8 %. Die relative Standardabweichung des Gehalts betrdgt fiir den unteren
ppm-Bereich 2,0 %. Die Verfahrensstandardabweichung betrégt 3,2 %.

Die Nachweisgrenze fiir Pentathionat liegt bei 110 ng/mL und die Bestimmungsgrenze
bei 540 ng/mL (f=18, o= 0,05, k=4). Der prozentuale Fehler der Bestimmung
betrdgt im Mittel 5,8 %. Die relative Standardabweichung des Gehalts betrdgt fiir den
unteren ppm-Bereich 1,2 %. Die Verfahrensstandardabweichung betrigt 2,1 %. Die
Bestimmungsgrenze fiir Pentathionat ist um ein Drittel kleiner im Vergleich zum

Tetrathionat.

Die Nachweisgrenze fiir Hexathionat liegt bei 760 ng/mL und die Bestimmungsgrenze
bei 3,5 ug/mL (f=12, a = 0,05 k=4). Der prozentuale Fehler der Bestimmung
betrdgt im Mittel 4,9 %. Die relative Standardabweichung des Gehalts betrdgt fiir den
unteren ppm-Bereich 7,8 %. Die Verfahrensstandardabweichung betragt 8,9 %. Sowohl

die Bestimmungsgrenze als auch die Prézision liegen fiir Hexathionat deutlich hoher.

Die Fehler der Bestimmungen liegen zwischen 2,8 % und 5,8 % mit absoluten
Abweichungen von 0,14 ng/mL bis 0,3 pg/mL Polythionat. Die Standardabweichungen
des Gehalts liegen im oberen ppb-Bereich (< 0,5 pg/mL). Die Variationskoeffizienten
der Peakfliche liegen flir Tetrathionat und Pentathionat zwischen 1 % und 2 %, fiir
Hexathionat bei 5,9 %. Die Reproduzierbarkeit unter Wiederholbedingungen ist

vergleichbar.

3.2.2.4 Vermessen von Realproben

Durch die Untersuchung von verschiedenen Injektionslosungen, unverdiinnt und
undotiert, konnten bei einigen Zubereitungen Polythionate als Zersetzungsprodukte
identifiziert werden. Die Polythionat-Peaks sind auch hier trotz Uberladung der Siule
deutlich vom breiten Thiosulfat-Peak getrennt. Hexathionat wird unveréndert mit dem

Systempeak eluiert. Weitere Signale konnten nicht detektiert werden.

Eine  Bestimmung der  verschiedenen  Polythionat-Konzentrationen  der
Injektionslosungen erfolgte tliber die Peakflichen wunter Verwendung der
Kalibrierfunktionen. In den Ampullen konnten vorwiegend Konzentrationen im unteren

ppm-Bereich gemessen werden.
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Abb. 31: Chromatogramm. Injektion einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosung Charge 11B2
nicht dotiert, unverdiinnt, AusschnittsvergroBBerung der Polythionat-Peaks zwischen 10 und 18 min,

Methode IPC2.
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Abb. 32: Konzentration Polythionate in einer Auswahl an Natriumthiosulfat-Injektionslésungen nach

Bestimmung mittels lonenpaarchromatographie.

Die auf einen alkalischen pH-Wert eingestellten Chargen mit ausreichender
Pufferkapazitdt weisen eine geringere Konzentration an Polythionaten im Vergleich zu
den weniger stabilisierten Rezepturen auf. Ampullen mit Disulfit-Zusatz, jedoch
ungeniigender Pufferkapazitit, weisen die hochsten Polythionat-Konzentrationen auf.
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Zum Vergleich wurde eine deutlich zersetzte 8 Jahre alte 25 %ige Injektionslosung des
Bundeswehrkrankenhauses Osnabriick untersucht. Die Losung wurde dort mit
Phosphatpuffer und EDTA stabilisiert und in Polypropylenfldschchen abgefiillt. Die
Probe wies bereits deutliche Schwefelabscheidungen auf. Die Polythionat-
Konzentrationen liegen hier um das 100 bis 1000fache hoher, besonders Tetrathionat

fallt, berechnet fiir die unverdiinnte Losung, mit einer Konzentration {iber 1 mg/mL auf.

3.2.2.5 Methodenentwicklung - Siule RP18 125 x 4 mm

Da die Peakform unter den gewdhlten Bedingungen der Methode IPC2 relativ flach
ausfillt und somit die Peakfldchen in dem bendtigten Konzentrationsbereich sehr klein
sind, wurde tiberpriift, ob der Einsatz einer kiirzeren Séule eine Verbesserung bringt. Es
soll auch gepriift werden, ob eine externe Kalibrierung ohne Matrix oder eine

Standardaddition zuldssig ist.

Das chromatographischen Verhalten der relevanten lonen wurde im Hinblick auf eine
ausreichende Trennung gepriift. Dazu wurden Variationen des FlieBmittels, der
Flussrate und des Gradienten durchgefiihrt. Die Ubertragung der chromatographischen
Bedingungen von Methode IPC2 fiihrte hier zu wesentlich kiirzeren Retentionszeiten
von Thiosulfat und den Polythionaten. Bei gleichférmigen Konzentrationen im ppm-
Bereich sind die Signale vollstindig aufgelost und symmetrisch. Hexathionat konnte

hier erstmalig gut vom Systempeak getrennt werden.
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Abb. 33: Beispiel Chromatogramm je 20 pg/mL Thiosulfat, Tetrathionat, Pentathionat und
Hexathionat, Methode nur A//C [bis 10° LM A (TBAOH/H;PO,4 2 mmol/L, Na,COs3 1 mmol/L, 30 %
ACCN) mit 1,5 mL/min; 10°-20° LM A-> LM C (ACCN) mit 3 mL/min, ab 20° 100 % LM C

3 mL/min, Saule Lichrospherel25x4.
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Bei Injektion einer mit Polythionaten dotierten Natriumthiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL
werden die Peaks der Polythionate auf einem ausgepragten Tailing des Thiosulfat-
Signals detektiert. Sie bilden hier durch Uberladung der Saule Doppelpeaks aus. In der
Folge wurde versucht, insbesondere iiber eine Erhoéhung der Ilonenpaarbildner-
Konzentration und durch eine Verringerung des Acetonitril-Anteils im FlieBmittel, eine

bessere Selektivitit und Peakform zu erreichen.

Tab. 13: Auswahl an getesteten Chromatographiebedingungen Siule RP18 125x4 und den

resultierenden Retentionszeiten (Mittelwerte), ) unterstrichen IPC 3.

Konz.
Konz. LM- Fluss-
ACCN
TBAOH in . Gradient Gradient tR'Thio tR'Tetra tR'Pema tR'Hexa tR'System
n LM . .
LM A ) t/t/ts ) | vi/va/vs ) | inmin | inmin | inmin | inmin | in min
Ain%
in mmol/L in min in mL/min
vv)
2,0 30 10/40/60 |1,0/1,0/2,5 3,3 5,8 7,4 11,5 15,3
2,0 30 10/20/30 |1,0/1,0/3,0 3,2 5,2 6,7 11,1 13,1
2,0 30 |10/20/3077(1,5/3,0/3,0| 1,1 3,7 4,7 7,7 -
2,57 25 10/20/30 |1.5/1,5/2.5| 3.2 7.5 9.0 11,8 13.2
3,33 25 10/20/30 |1,5/1,5/2,5 3,5 8,5 10,5 13,2 13,6
3,75 25 7/20/30 |1,5/1,5/2,5 3,4 8,7 10,2 11,5 11,6
4,0 25 10/20/30 |1,5/1,5/2,5 3,6 9,5 11,0 12,7 13,9
5,0 25 10/20/30 |1,5/1,5/2,5 3,7 10,2 11,4 13,8 14,0

*)t, 100 % LM A Start; t; LM A auf 0 % und LM B auf 100 %; t, LM B auf 0 % und LM C auf 100 %; t;
100 % LM C; FlieBmittelzusammensetzung: LM A TBAOH s. Tabelle, | mmol/L Na,CO;, H;PO,4 wie
TBAOH, ACCN s. Tabelle; LM B ACCN/H,0 30/70 (v/v); LM C) ACCN

**) nur LM A bis 10 min, dann LM A auf 0 % und LM C auf 100 % bis 20 min und dann 100 % LM C

Mit zunehmender Konzentration des Ionenpaarbildners und Verringerung des
Acetonitril-Anteils im LM A verldngern sich die Retentionszeiten. Die Signale 16sen
sich weiter auf, z. B. vergroBlert sich der Selektivititsfaktor fiir die Trennung
Thiosulfat - Tetrathionat von a =2,34 nach o =2,76 bei Verdoppelung der TBAOH
Konzentration. Offenbar ist durch die hohere Polarisierbarkeit von Tetrathionat eine

stirkere Verzogerung mdglich. Die Doppelpeaks konnten durch die hohere

929




Ergebnisse und Diskussion

Ionenpaarbildner-Konzentration ebenfalls unterdriickt werden. Nachteilig wirkt sich der
Effekt in Form einer Verringerung der Selektivitit zwischen Hexathionat und dem
Systempeak auf das Trennergebnis aus. Besonders bei hochkonzentrierten
Injektionslosungen, die mit Polythionaten dotiert wurden, kommt es wieder zu einer

Verschmelzung dieser Peaks.
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Abb. 34: Chromatogramm mit 5 mmol/L. TBAOH in LM A; Charge XB2 10 %ige Natriumthiosulfat-
Losung 1:1 verd., mit je 8 ug/mL Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat dotiert, Séule
Lichrosphere 125x4.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurden die Bedingungen von IPC3 verwendet, da sie
die beste Trennung ermoglichten (s. Tabelle 13). Die Ionenpaarbildner-Konzentration
betrug hier 2,5 mmol/L bei einem Acetonitril-Gehalt von 25 % (v/v) im LM A. Es
wurde ein linearer Gradient zur Verringerung der lonenpaarbildner-Konzentration und
zur Erhohung des Acetonitril-Gehalts eingesetzt. Die Flussrate betrug bis zu einer

Laufzeit von 20 min 1,5 mL/min.

Da eine Trennung von verhéltnismédBig gleichformigen Konzentrationen keinen
unmittelbaren Riickschluss auf das Trennergebnis bei der Bestimmung von
Polythionaten neben einem hohen Thiosulfat-Uberschuss erlaubt, wurden auch mit
Polythionaten dotierte Natriumthiosulfat-Losungen 10 g/ 100 mL herangezogen. Es
sollte ein geeignetes Verdiinnungsverhidltnis bestimmt werden, welches sowohl ein
auswertbares Chromatogramm erzeugt, jedoch nicht die Nachweisgrenze fiir die zu
bestimmenden lonen unterschreitet. Hier wurde eine Verdiinnung von 1:1 als
ausreichend ermittelt. Die Signale sind auch neben einem Thiosulfat-Uberschuss sehr
gut aufgelost. Tetrathionat ist geniigend getrennt von der Flanke des tailenden Peaks des
Thiosulfat-Uberschusses. Hexathionat ist vom Systempeak getrennt. Bei weiterer
Verdiinnung minimiert sich das Tailing des Thioulfat-Peaks, jedoch besteht hier die

Gefahr  der  Unterschreitung der  Nachweisgrenzen = der  Polythionate.
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Abb. 35: Chromatogramm je 25 pg/mL Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat und 45 pg/mL
Thiosulfat, Methode IPC3, Sdule Lichrosphere 125x4.
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Abb. 36: Chromatogramm Thiosulfat-Losung 10 g / 100 mL mit je 10 pg/mL Tetrathionat,

Pentathionat und Hexathionat dotiert und anschlieBend 1 : 4 verdiinnt (2,5 g/ 100 mL Na,S,0;, je
2,5 ng/mL Polythionate), Methode IPC3, Saule Lichrosphere 125x4.

Bei hoheren Thiosulfat-Konzentration (z. B. Thiosulfat-Losung 7,5 g/ 100 mL mit je

7,5 ng/mL Polythionate dotiert) wurden teilweise wieder Doppelpeaks der Polythionate

beobachtet. Bei Zugabe von Polythionat-Konzentrationen im mittleren ppm-Bereich

(z.B. 75 pg/mL) zu einer unverdiinnten Natriumthiosulfat-Lésung 10 g/ 100 mL

konnte nach kurzer Zeit eine Opaleszenz der Losung beobachtet werden. Diese ist

vermutlich auf eine durch Thiosulfat katalysierte Zersetzung der Polythionate unter

einhergehender Schwefelausscheidung zuriickzufiihren.
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3.2.2.6 Parameter der Bestimmung

Eine Kalibrierung gelang nur bis zu 1 pug/mL Polythionat. Bei Zugabe von
Konzentrationen niedrigeren Konzentrationen im ppb-Bereich verschlechterte sich die
Prazision der Peakflichen deutlich. Die mittlere relative Standardabweichung der
Peakflachen betrug 0,3 %. Die Korrelationskoeffizienten lagen fiir Tetrathionat bei
0,9970, fiir Pentathionat bei 0,9922 und fiir Hexathionat bei 0,9836. Eine Betrachtung

der Residuen erlaubt eine lineare Regression.

Die mittleren Verfahrensstandardabweichungen betragen fiir Tetrathionat 5,1 %, fiir
Pentathionat 8,2 % und fiir Hexathionat 7,5 %. Die Bestimmungsgrenzen liegen fiir
Tetrathionat bei 2,3 pg/mL, fiir Pentathionat bei 3,5 pg/mL und fiir Hexathionat bei
33 ug/mL (f=4, a=0,05, k=4). Bestimmungsgrenzen und Verfahrensstandard-
abweichungen liegen damit fiir Tetrathionat und Pentathionat hoher im Vergleich zur

Methode IPC 2. Fiir Hexathionat sind sie vergleichbar.

Eine Bestimmung der Polythionate in den Injektionslosungen mit Hilfe einer
Standardaddition ist nicht zuléssig, da in allen drei Kalibrierungen der Achsenabschnitt
signifikant von Null verschieden ist (mit VK, 24 %, 33 % und 24 %). Eine externe
Kalibrierung ohne Matrix (IPC2) wird ebenfalls nicht als sinnvoll erachtet, da die

Kalibriergeraden bei einer Kalibrierung in Matrix (IPC3) signifikant abweichen.
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Abb. 37: Bestimmung der Polythionate Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat in
Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100mL mit ionenpaarchromatographischer Bestimmung Methode

IPC3.
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3.2.2.7 Methodenentwicklung Siule RPC16Amide 250 x 4 mm

Es soll eine Kalibrierung der Polythionate in Natriumthiosulfat-Matrix durchgefiihrt
werden. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen
an den OSD- Reversed Phase Sdulen wurde zunéchst das Retentionsverhalten der Ionen
an der RP-Amide Phase untersucht. Als Bedingungen fiir die Methode IPC4 wurden die
Konzentrationen der FlieBmittel, die Wahl des Gradienten und der Flussrate identisch
den entsprechenden Parametern der Methode IPC3 gewdhlt. Die Sdule hat eine
Durchmesser von 4 mm und eine Linge von 250 mm. Sie besitzt neben den
hydrophoben Eigenschaften einer RP-Phase auch partiell hydrophile Eigenschaften
durch die Amidgruppen. Entsprechend ist ein gegeniiber RP-18-Phasen veréndertes

Retentionsverhalten der lonen mdéglich.
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Abb. 38: Chromatogramm und 45 pg/mL Thiosulfat und je 25 pg/mL Tetrathionat, Pentathionat und
Hexathionat, Methode IPC4, Séule RPC 16 Amide® Supelco 250x4.

Die Signale von Thiosulfat und der Polythionate sind vollstindig aufgelost. Hexathionat
konnte hier im Vergleich zu RP18-Phase deutlich vom Systempeak getrennt werden.
Die Trenneigenschaften der RPC16Amide-Phase sind der herkdmmlichen RP18-Phase
in dieser Hinsicht iiberlegen. Alle Peaks zeichnen sich durch hohe Symmetrie aus. Erst
bei steigenden Konzentrationen oder hohem Thiosulfat-Uberschuss zeigt sich ein
leichtes Leading oder Tailing. Auch Sulfit, Sulfid und Trithionat sind deutlich getrennt.
Die Signale der Polysulfide interferieren ebenfalls nicht mit den zu untersuchenden

Polythionat-Peaks.
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Abb. 39: Chromatogramm 50 pg/mL Sulfit und 100 pg/mL Tetrathionat bilden durch Sulfitolyse
Trithionat und Thiosulfat, Methode IPC4, Saule RPC16Amide® Supelco 250x4.

Tab. 14: Chromatographische Kennzahlen Methode IPC4 untersuchter schwefelhaltiger Spezies.

Ton tr inmin | Vg in mL VKain % o k' Ss
(n=3)

Sulfid 2,84 4,27 2,54 - 0,298 1,1
Sulfit 3,03 4,55 2,64 1,29 0,384 0,95 bis 1,1

Thiosulfat 4,30 6,46 2,29 2,52 0,965 1,0
Trithionat 5,60 8,40 2,27 1,61 1,556 1,0 bis 1,1
Tetrathionat 7,47 11,21 2,55 1,55 2,411 1,0 bis 1,2
Pentathionat 9,02 13,53 1,54 1,29 3,119 1,0 bis 1,2
Hexathionat | 12,42 18,63 0,98 1,50 4,670 1,0 bis 1,2
Systempeak 14,16 21,25 0,18 1,17 5,467 0,9 bis 1,0

Die Kapazititsfaktoren liegen bei der Methode IPC4 im Vergleich zu IPC2 etwas
niedriger (Lédnge der Saulen beide 250 mm, IPC2: RP18 Siule, geringere TBAOH-
Konzentration 2 mmol/L, hoherer Acetonitril-Anteil in LM A 30 % (v/v); geringere
Flussrate 1,0 mL/min). Die Retentionsvolumina fiir die Polythionate sind trotz hoherer
Flussrate bei Methode IPC4 geringer, flir Sulfit, Sulfid und Thiosulfat etwas hoher. Die
Selektivitdtstaktoren sind bei den Polythionaten vergleichbar. Sulfit eluiert dichter bei
Sulfid, Hexathionat konnte mit einem Selektivititsfaktor von o = 1,17 vom Systempeak

getrennt werden. Somit wird hier die Auswertbarkeit der Chromatogramme erhoht.

104



Methodenentwicklung und Untersuchungen

Die hier erreichten Retentionszeiten sind dhnlich der Retardierung auf einer 125 mm
langen RP18-Séule (s.3.2.2.5) mit identischen chromatographischen Bedingungen.
Demzufolge ist die Retardierung der Polythionate bei ionenpaarchromatographischer

Trennung an einer herkdmmlichen RP18-Phase groBer als an einer RP16 Amide-Phase.

Eine Erhohung auf 3,75 mmol/L TBAOH fiihrte bereits wieder zu einem Einwandern
des Hexathionat-Peaks in den Systempeak, so dass hier keine vollstindige Auflésung
mehr erfolgte. Eine starke Erhohung der TBAOH-Konzentration auf 7,5 mmol/L
resultierte in Basislinienstorungen, die die Auswertung der Chromatogramme stark
behindert. Fiir alle weiteren Untersuchungen wurden die Parameter wie bei IPC4

beschrieben verwendet.
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Abb. 40: Chromatogramm Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100 mL, 1:1 verdiinnt mit je 2 pg/mL
Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat dotiert, Methode IPC4, Sdule RPC16Amide® Supelco
250x4.

Um die Trenngiite und Robustheit bei der Injektion von hochkonzentrierten Losungen
zu priifen, wurden diese mit geringen Polythionat-Konzentrationen dotiert. Fiir
Kalibrierung und Probenmessung wurde wiederholt als Verdiinnungsverhiltnis 1 : 1
gewihlt, da es den Einfluss des Thiosulfats bereits stark verringert, die Nachweisgrenze
fiir die Polythionate jedoch noch nicht unterschritten wird. Es wurde deutlich, dass die
Peaks nicht auf dem Tailing-Bereich des durch Thiosulfat-Uberschuss stark
verbreiterten Peaks aufsitzen. Auch hier ist noch eine gute Peaksymmetrie gegeben.

Eine Uberpriifung an Realproben ergab ein iquivalentes Trennergebnis.
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3.2.2.8 Parameter der Bestimmung

Bei den Untersuchungen zur externen Kalibrierung wurde festgestellt, dass die
Natriumthiosulfat-Matrix einen Einfluss auf die resultierenden Peakflichen besitzt.
Entsprechend wurde fiir diese Untersuchung eine Kalibrierung in Probenmatrix
vorgenommen. Dazu wurde ein Natriumthiosulfat-Losung 10 g /100 mL hergestellt,
entsprechend den kiinftig zu vermessenden Proben 1 : 1 verdiinnt und mit verschiedenen
Polythionat-Konzentrationen dotiert. An undotierten Losungen wurde der Blindwert

iberpriift.
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Abb. 41: Bildung von Polythionaten in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Stammlosung.

In einer frischen Natriumthiosulfat-Losung konnte nur Tetrathionat detektiert werden.
Bei Alterung wiesen die Losungen nach etwa 2 Tagen trotz kiihler, vor Licht
geschiitzter Lagerung bei 6 °C Spuren von Tetrathionat und Pentathionat auf. Nach
einer Woche konnte auch Hexathionat gefunden werden. Aus diesem Grund wurde die
Natriumthiosulfat-Stammldsung wie auch die Polythionat-Stammldsungen immer frisch
angesetzt. Der Blindwert fiir die Ausgangskonzentration an Tetrathionat
(VKarea = 3,5 %) wurde bei der Kalibrierung beriicksichtigt, da der Gesamtgehalt in den
Ampullen ermittelt werden sollte. Entsprechend der Peakfliche kann die Konzentration
auf <100 ng/mL Tetrathionat in einer Natriumthiosulfat-Lésung 10 g /100 mL
geschitzt werden. Es wird deutlich, dass sich ein Gleichgewicht einstellt und die

Bildungsrate der Polythionate abnimmit.
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Die Kalibrierung wurde in Thiosulfat-Losung mit Nenn-Konzentration 5 g/ 100 mL
durchgefiihrt. Die Polythionate wurden im Bereich von 350 ng/mL bis 8 pg/mL
zugegeben. Die Auswertung erfolgte iiber die Peakflichen. Die Kalibrierfunktionen
unterscheiden sich hinsichtlich der Empfindlichkeit entsprechend bretra™ bpenta> brexa-
Die Steigungen sind signifikant. Die Korrelationen sind hoch signifikant. Durch die
Kalibrierfunktion von Tetrathionat werden iiber 99 % der Gesamtstreuung erklart. Fiir
Pentathionat sind damit 98 % der Gesamtstreuung erklirt. Fiir Hexathionat sind 95 %

der Gesamtstreuung durch den Zusammenhang erkléirbar.
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Abb. 42: Kalibrierfunktionen der Polythionate, Methode IPC4 RPC16Amide 250x4, Kalibrierung in

Natriumthiosulfat-Matrix.

Bei Uberpriifung der Residuenplots ergab sich kein Hinweis auf einen nichtlinearen
Zusammenhang. Die Achsenabschnitte fiir Pentathionat und Hexathionat sind nicht
signifikant von Null verschieden (VKgpenta =82 % und VKigexa =22 %). Der
Achsenabschnitt fiir die Kalibrierfunktion von Tetrathionat ist signifikant
(VKatetra = 24 %).

Die Nachweisgrenze fiir Tetrathionat liegt bei 340 ng/mL, die Bestimmungsgrenze bei
680 ng/mL (f'= 13, a = 0,05, k= 3). Der prozentuale Fehler der Bestimmung betrigt im
Mittel 8,5 %. Die Verfahrensstandardabweichung betragt 8,9 %. Die Nachweisgrenze
fiir Pentathionat liegt bei 520 ng/mL und die Bestimmungsgrenze bei 1,78 pg/mL
(f=13, a =0,05, k=3). Der prozentuale Fehler der Bestimmung betrdgt im Mittel

6,1 %. Die Verfahrensstandardabweichung betrdgt 13,8 %. Die Nachweisgrenze fiir
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Hexathionat liegt bei 950 ng/mL und die Bestimmungsgrenze bei 2,76 ng/mL (f'= 13,
a = 0,05, k=3). Der prozentuale Fehler der Bestimmung betrdgt im Mittel 21 %. Die
Verfahrensstandardabweichung betrigt 22,0 %. Die Standardabweichung des Gehalts
betrug fiir Tetrathionat 0,18 pg/mL, fiir Pentathionat 0,27 pg/mL und fiir Hexathionat
0,43 pg/mL. Die Angaben beziehen sich auf die 1:1 verdiinnte Natriumthiosulfat-
Losung 10 g/ 100 mL. Bezogen auf die unverdiinnten Injektionslosungen ergeben sich
somit Nachweisgrenzen von 0,7 pg/mL fiir Tetrathionat, 1 pg/mL fiir Pentathionat und

1,9 pg/mL fiir Hexathionat.

Tab. 15: Grenzwerte der Kalibrierung Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat in verdiinnter

Losung.

Parameter Tetrathionat Pentathionat Hexathionat Einheit
Aa 11726 12813 5078 pAU*s
Vi 26910 17695 5814 pAU*s
XNG 0,34 0,52 0,95 pg/mL
XEG 0,68 1,04 1,90 ug/mL
XBG 1,18 1,78 2,76 pg/mL

Die Variationskoeffizienten fiir die Peakfldchen lagen sowohl unter Vergleichs- als auch
Wiederholbedingungen zwischen 6 % und 8 % fiir Tetrathionat und Pentathionat, fiir
Hexathionat bei =20 %. Die Streuung ist deutlich héher im Vergleich zu einer
Bestimmung ohne Natriumthiosulfat-Matrix. Entsprechend fallen die Bestimmungs-

grenzen ebenfalls etwas hoher aus.

3.2.2.9 Vermessen von Realproben

Die Injektionslosungen wurden entsprechend der durchgefiihrten Kalibrierung verdiinnt,
so dass die Natriumthiosulfat-Konzentration 5 g/ 100 mL betrug. Fiir die Angabe der
Endkonzentration an Polythionaten erfolgte eine Riickrechnung mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor (F=2 fiir 10 %ige Injektionslésungen, F =3 fiir
15 %ige Injektionslosungen, F =5 fiir 25 %ige Injektionsldsungen). Es erfolgte eine

Doppelbestimmung an jeweils frisch ge6ffneten Ampullen.
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Abb. 43: Chromatogramm Natriumthiosulfat-Injektionslosung 10 %ig, Charge I1IA2 1:1 verdiinnt,
Methode IPC4, Sdule RPC16Amide® Supelco 250x4.
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Abb. 44: Konzentration der Polythionate in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen bestimmt mit

Methode IPC4, Sdule RPC16Amide® Supelco 250x4.

Die Giiltigkeit der Kalibrierung wurde zwischen den Analysen durch Injektion von drei
Standardlosungen hinsichtlich Steigung und Achsenabschnitt {iberpriift. Im Vergleich
zur Kalibrierung ohne Matrix ergab sich eine hohere Varianz der Peakflichen. Der
Systempeak erwies sich sowohl bei Kalibrierlosungen als auch bei Injektionslosungen

hinsichtlich Retentionszeit und Peakfldche konstant (VK = 0,4 %; VKarea = 7,9 %).
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Abb. 45: Chromatogramm Injektion von Microsol Soufré® unverdiinnt, Methode IPC4, Séule
RPC16Amide® Supelco 250x4.

Bemerkenswert fiel das Spektrum an detektierbaren Verbindungen in der Zubereitung
Microsol Soufré” aus. Es handelt sich hierbei nicht um eine Injektionslésung, sondern
um eine Natriumthiosulfat-Zubereitung mit 3,87 mg/ mL fiir den Einsatz im HNO
Bereich zum Spiilen. Es konnte neben Thiosulfat Sulfit, Trithionat, Tetrathionat,
Pentathionat, Hexathionat und Spuren hoherer Polythionate detektiert werden. Sulfid
und Polysulfide konnten nicht eindeutig bestimmt werden. Ein unbekanntes Produkt
konnte nicht zugeordnet werden. Das Vorkommen von Polysulfiden mit Kettenldngen,

die von der Vergleichslosung abweichen, kann nicht ausgeschlossen werden.

In einem Handelspréparat (25 %ige Natriumthiosulfat-Injektionslosung, Fa. Anfarm,
Griechenland) wurde auch Trithionat als Zersetzungsprodukt identifiziert. Fiir
Tetrathionat wurden bei den Handelspriparaten zumeist Peakfldchen unterhalb des
kritischen Messwertes gefunden, so dass Tetrathionat nicht als nachgewiesen bezeichnet
werden kann. Nur im Falle der 25 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosung der Fa.
Anfarm wurde Tetrathionat mit 1,85 pg/mL oberhalb der Nachweisgrenze gefunden.
Pentathionat konnte in den Losungen nicht nachgewiesen werden (Peakfldche maximal
unterhalb des kritischen Messwertes). Hexathionat wurde in keinen kommerziellen
Injektionslésungen gefunden. (Im Falle der Losung von Anfarm wurde ein Peak, jedoch
mit einer Fldche kleiner als der kritische Messwert, beobachtet.) Eine direkte
Korrelation zwischen der Art der Sterilisation und dem Grad der Zersetzung wurde

nicht gefunden.
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Bei den Injektionslosungen eigener Herstellung wurde als hochste Tetrathionat-
Konzentration 8,64 pg/mL fiir die Charge IIA2 ermittelt. Es handelt sich um eine
sterilfiltrierte Charge, die nach 12 Monatiger Lagerzeit vermessen wurde. Die
entsprechende sterilisierte Charge wies eine etwas niedrigere Konzentration mit
6,20 pug/mL auf. Dieser Wert stellt das Maximum fiir die sterilisierte Losung iiber den
Beobachtungszeitraum dar. Nach weiteren 16 Monaten werden nur noch geringe
Tetrationat-Konzentrationen gemessen. Das gilt auch fiir Pentathionat und Hexathionat.
Auch hier werden bei der Charge I11A2 gefolgt von Charge 1IB2 die hochsten Werte
gemessen. Die Pentathionat-Konzentrationen betragen 4,75 pg/mL und 3,17 pg/mL.
Die Hexathionat-Konzentrationen sind fiir die sterilfiltrierte Charge nicht bestimmbar,
sie liegt jedoch bei einem Wert > 1,90 pg/mL (xng). Die Konzentration in der

sterilisierten Charge liegt unterhalb der Erfassungsgrenze, wurde jedoch nachgewiesen.

Tetrathionat konnte noch in allen Chargen der Rezeptur I und in IVB2, IVA3 bestimmt
werden, hier ist eine kontinuierliche Abnahme tliber die Lagerungszeit zu beobachten. In
einigen Ampullen der Rezeptur III, IV und IX lag die Konzentration, z. T. auch noch
nach 28 Monatiger Lagerung, bei mindestens > 0,68 pg/mL (xng). In einigen Ampullen
lag die Konzentration noch oberhalb der Nachweisgrenze. Auch Pentathionat konnte in
der Ampulle IB3 nachgewiesen werden, wobei die Konzentration nach 4 Monatiger
Lagerungszeit in der sterilisierten Charge mindestens > 1,04 pg/mL (xng) betrug.
Pentathionat konnte aufler in den bereits aufgefiihrten Chargen nur noch in 1A2, IVB2,
IVA3, nachgewiesen werden. Hexathionat konnte auBler in den bereits erwédhnten

Chargen nicht nachgewiesen werden.

Im Natriumthiosulfat, welches zur Herstellung der Injektionsldsungen verwendet wurde,
ist bereits Tetrathionat als Verunreinigung enthalten. Dies konnte an Hand eines Peaks
im Chromatogramm identifiziert werden. Die Konzentration liegt jedoch unterhalb der
Nachweisgrenze der durchgefiihrten Kalibrierung. An Hand der Chromatogramme der
vermessenen Injektionslosungen ldsst sich zusammenfassend feststellen, dass in einigen
Ampullen die Konzentration an Tetrathionat zugenommen hat, dass in einigen
Losungen die Bildung weiterer hoherer Polythionate erfolgte, dass bei Lagerung der
Ampullen teilweise eine Maximalkonzentration durchlaufen wurde und in der Folge ein
Abbau der Polythionate stattfindet und dass in einigen Losungen das urspriinglich
vorhandene Tetrathionat abgebaut wurde. Die geringste Zersetzung wurde wiederholt in

den Ampullen mit alkalischem pH-Wert und hoher Pufferkapazitit beobachtet.
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3.2.3 Ionenpaarchromatographie mit Leitfihigkeitsdetektion

3.2.3.1 Methodenentwicklung und Parameter der Thiosulfatbestimmung

Auf Grund der ionischen Natur der zu bestimmenden lonen wurde in diesem Ansatz
versucht, eine ionenpaarchromatographische Bestimmung mit der Leitfdhigkeits-
detektion zu kombinieren. Eine Gradientenelution erwies sich als nicht sinnvoll, da eine
Basisliniendrift durch die sinkende Leitfdhigkeit bei Reduktion der ionischen
Bestandteile verursacht wurde. Eine simultane Bestimmung der Polythionate wurde
durch die unter diesen Bedingungen resultierenden hohen Retentionszeiten und breiten
Signale ausgeschlossen, da fiir die Trennung von Sulfit, Sulfat und Thiosulfat
schwichere Elutionsmittel nétig sind. Tetrathionat eluiert je nach chromatographischen
Bedingungen bei Retentionszeiten um 40 min, hohere Polythionate noch spiter. Als
stationdre Phase wurde ein RP18 ODS endcapped Material gewihlt. Es wurden Siulen
von 125mm und 250 mm Lénge auf ihre Eignung getestet. Es wurde ein
Tetrabutylammoniumhydroxid / Acetonitril Eluent eingesetzt. Der pH-Wert wurde mit

Phosphorsédure auf einen Bereich von 7,2 eingestellt.

Unter Verwendung der 250 mm RP18 Séule und eines FlieBmittels mit 2,46 mmol/L
TBAOH, 2,1 mmol/L H3;PO4 und 10 % Acetonitril (v/v) bei einer Flussrate von
1,5 mL/min und 50°C sind Sulfit, Sulfat und Thiosulfat bei &4quivalenten
Konzentrationen relativ gut getrennt (K’sysic = 19,00; K syifae = 20,35; dsuifaysuic = 1,07;
K’ Thiosulfat = 22,27; OlThiosulfaysulfat = 1,09). Bei stark unterschiedlichen Konzentrationen
wird durch verschlechterte Auflosung und Basislinienstérungen eine Auswertung des
Chromatogramms der niedrig konzentrierten Komponente unmdéglich. Eine Erhéhung
des Acetonitril-Gehalts auf 14,5 % (v/v) verschlechtert bei insgesamt kiirzeren

Retentionszeiten die Auflosung (Otthiosutfat/sutfat = 1,03).

Eine weitere Erhohung des Acetonitril-Gehalts auf 25 % (v/v) fiihrt neben einer
Verschlechterung der Auflosung (Otthiosulfaysuifat 1,02) zu einer Verschlechterung der
Peaksymmetrie mit starkem Tailing. Auch eine Variation der Temperatur erbrachte
keine Verbesserung. Bei Verringerung des Acetonitril-Gehalts verschlechterte sich die
Auflosung von Sulfit und Sulfat. Unter Einsatz der erstgenannten Trennbedingungen
(2,46 mmol/L TBAOH, 2,1 mmol/L H3POy4, 10 % Acetonitril (v/v), 1,5 mL/min, 50 °C)

wurde eine Kalibrierung von Thiosulfat durchgefiihrt. Der getestete lineare Bereich
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erstreckt sich von 50 pg/mL bis zu 150 pg/mL, vorgesehen fiir eine Verdiinnung von
1:500 einer 10 %igen Injektionslosung auf etwa 90 ng/mL Thiosulfat (Schwerpunkt der
Kalibrierung). Der Zusammenhang ldsst sich mit einer linearen Gleichung beschreiben.
Die Steigung und der Achsenabschnitt sind signifikant. Die relative Verfahrensstandard-
abweichung betrigt 2,7 %. Es wurde teilweise Schwankungen der Retentionszeiten und
der Auflésung unter Wiederholbedingungen beobachtet. Da auch die Retentionszeiten
relativ lang sind, wurde in weiteren Versuchen eine Sdule von 125 mm Lénge

eingesetzt.

Zunichst wurden das FlieBmittel der ionenpaarchromatographischen Bestimmung der
Polythionate auf das System {iibertragen (s. Methode IPC4). Bei 2,0 mmol/L TBAOH,
2,0 mmol/L H3POy, 1,0 mmol/L Na,COs, 30 % Acetonitril (v/v), einer Flussrate von
1 mL/min und einer Temperatur von 30 °C wurde deutlich, dass die relevanten Ionen
nicht getrennt wurden. Bei einer verminderten Flussrate von 0,5 mL/min wurden sie

ebenfalls nicht basisliniengetrennt. Die Peaks fallen dicht mit einem Systempeak

zusammen (aThiosulfat/Sulfat = 1306; QLsystempeak/Thiosulfat — 1907)

Die Trennbedingen wurden modifiziert, um eine geniigende Auflosung zu erreichen.
Bei Verringerung der Anteile an lonenpaarbildner, organischem und anorganischem
Modifikator (1,0 mmol/L TBAOH, 1,0 mmol/L H3;PO4, 0,5 mmol/L Na,COs;, 15 %
Acetonitril (v/v), Flussrate 1 mL/min) wurde eine zufrieden stellende Aufldsung erreicht
(OtThiosulfaysulfat = 1,12;  Olsystempeak/Thiosulfat = 1,75). Sulfit eluiert mit dem Systempeak

(Methode IPC-LFD1). Weitere Modifikationen fiihrten zu keiner Verbesserung.

Auffillig sind auch hier die Basislinienverdnderungen zwischen Sulfat und Thiosulfat.
Bei groBer werdenden Konzentrationsverhéltnissen von Sulfat und Thiosulfat wird
beobachtet, dass eine Bestimmung von Sulfat neben einem Uberschuss von Thiosulfat
zunehmend erschwert und schlieBlich unmdglich wird. Dies wird durch die
Vergroferung der Peakbasis von Thiosulfat bei gleichzeitiger Verringerung des Sulfat-

Peaks und die Verstarkung des Basislinienabfalls zwischen den Peaks verursacht.

Eine Bestimmung von Sulfat ist erst bei Konzentrationen oberhalb von 250 pg/mL in
10 %iger Injektionslosung und bei einer Verdiinnung von 1 : 500 moglich. Niedrigere
Konzentrationen, wie sie bei der Zersetzung jedoch beobachtet werden, sind mit dieser

Methode nicht quantifizierbar.

Die Bestimmung von Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze ist flir diese
Gehaltsbestimmung nicht notwendig. Die Bestimmung erfolgte deutlich oberhalb des

kritischen Messwertes.
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Abb. 46: Chromatogramm Sulfit (eluiert mit Abb. 47: Chromatogramm Natriumthiosulfat-
Systempeak), Sulfat und Thiosulfat, Methode Injektionslosung 10 %ig, Charge IVAL,
IPC-LFD1, Séule RP18 Lichrochart® 125x4 1:1000 verdiinnt, Methode IPC-LFD1, Saule
endcapped. RP18 Lichrochart® 125x4 endcapped.

Fir die Kalibrierung wurde eine Verdiinnungsreihe von sieben Natriumthiosulfat-
Losungen, berechnet als Thiosulfat, im Bereich von 20 pg/mL bis 90 pg/mL dreifach
vermessen. Dieser Bereich liegt innerhalb des zuvor bestimmten linearen Bereichs. Die
Erwartungswerte  der  Thiosulfat-Konzentrationen  (Crnio~45 — 55 pg/mL)  bei
entsprechender Verdiinnung der Injektionslosungen liegen in der Néhe des

Schwerpunkts der Kalibrierung.

Ein Residuenplot ergab keinen Hinweis auf einen nichtlinearen Zusammenhang. Die
Steigung der Kalibriergeraden ist hoch signifikant, der Achsenabschnitt ist ebenfalls
signifikant. Durch das Modell werden iiber 99,6 % der Gesamtstreuung erkldrt. Der
Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9985. Als obere Grenze fiir den linearen Bereich
wurde 110 pg/mL bestimmt. Oberhalb dieser Konzentration flacht die Kalibriergerade

ab. Die relative Verfahrensstandardabweichung betréagt 2,2 %.
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Die Uberpriifung der Richtigkeit, auch unter Wiederholbedingungen, ergab
Abweichungen von maximal 9 %, im Mittel betrugen sie 4 %. Die Standardabweichung
des Gehalts betrigt um den Schwerpunkt der Kalibrierung (von 40 pg/mL bis
60 pg/mL) im Mittel + 0,77 ng/mL, die relative Standardabweichung des Gehalts liegt
somit bei 1,6%. Die Prizision der Peakhdhe entspricht einer relativen

Standardabweichung von 4,6 % und unter Wiederholbedingungen 5,9 %.
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Abb. 48: Kalibrierfunktion der ionenpaarchromatographischen Bestimmung von Thiosulfat.

Der Fehler der Bestimmung entspricht einer Abweichung in der Wiederfindung von
durchschnittlich 2,0 pg/mL Thiosulfat. Die Standardabweichung des Gehalts betrdagt im
Mittel 0,7 pg/mL (n = 13). Das entspricht Variationskoeffizienten zwischen 1,3 % und
2,0 %.
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3.2.3.2 Vermessen von Realproben

Die Injektionslosungen wurden derart verdiinnt, dass die Konzentration gemilB der
nominalen Angabe in den Datenschwerpunkt der Kalibrierung fdllt. Bei einer 10 %igen
Natriumthiosulfat-Injektionslosung  (berechnet als Pentahydrat) entspricht eine
Verdiinnung von 1:500 einer Endkonzentration von etwa 45 pg/mL Thiosulfat. Analog
dazu wurden 15 %ige und 25 %ige Losungen auf diese Konzentration verdiinnt. Es

erfolgte fiir alle Ampullen eine unabhingige Doppelbestimmung.
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Abb. 49: Konzentration der Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen, bestimmt mit Methode IPC-LFD1

im Vergleich zur nominalen Konzentration (berechnet als Natriumthiosulfat-Pentahydrat).

Die Konzentrationen der Handelsprdparate stimmen mit den nominalen Angaben gut
iiberein. Es wurden Abweichungen nach oben ab 0,1 g/ 100 mL Natriumthiosulfat bei
einem Handelspréparat (f,, = 0,3 %) bis zu 3,4 g/ 100 mL Natriumthiosulfat bei einer
Injektionslosung (10 g/ 100 mL) eigener Herstellung (firo.. = 33,8 %) festgestellt. Unter
Berticksichtigung des 95 % Konfidenzintervalls der Bestimmung liegen hier teilweise
vom Nominalwert signifikant abweichende Gehalte vor (fiir Natriumthiosulfat-

Pentahydrat 10 g/ 100 mL von 9,5 g/ 100 mL bis 10,4 g/ 100 mL).
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3.2.4 Reversed Phase Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

3.2.4.1 Vorversuche zur Charakterisierung der Methode — Schwefelbestimmung

Mit der Entwicklung einer geeigneten Trennmethode soll eine Bestimmung von
molekularem Schwefel durch Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie in den
Natriumthiosulfat-Injektionslosungen eigener Herstellung als auch in Handelspraparaten
ermdglicht werden. Der Gesamt-Schwefel resultiert aus dem als Verunreinigung im
Rezeptur-Ausgangsstoff bereits bei Ansatz der Losungen vorhandenen Schwefel und
vor allem dem im Laufe der Herstellung und Lagerung durch Zersetzung entstandenen

Schwefel.

Es wurde fiir diese Fragestellung eine RP-HPLC Trennmethode und eine geeignete
Extraktion von Schwefel durch Ausschiitteln mit Cyclohexan erarbeitet. Fiir die
Bestimmung von Schwefel in Cyclohexan-Losung als auch nach Extraktion des
Schwefels aus Natriumthiosulfat-Losungen durch Cyclohexan wurde der lineare
Zusammenhang kalibriert. Da nach visueller Beurteilung der Ampullen nur sehr wenig

Schwefel ausgefallen ist, ist auch hier eine Kalibrierung im ppm-Bereich erforderlich.

Fiir Schwefel als lipophile wasserunldsliche Substanz erscheint eine Reversed Phase
Chromatographie an einer Sdule mit octadecylsilysiertem Kieselgel geeignet. Unter den
angestrebten Trennbedingungen und unter Beriicksichtigung der Zusammensetzung der
Injektionslésungen kommen als detektierbare Verbindungen neben Cyclooctaschwefel
nur noch weitere Schwefelhomologe, diese jedoch mit geringer Wahrscheinlichkeit und
dann im Ultraspurenbereich, in Frage. Samtliche anorganischen Verbindungen werden
von der stationdren Phase nur wenig oder gar nicht retardiert, so dass sie mit Totzeit
oder sehr zeitig eluieren. Bei der Wahl der Methode steht die quantitative Auswertung
der online-Detektion im Vordergrund. Mit dem Einsatz der HPLC werden des Weiteren
die Schwierigkeiten umgangen, die sich bei anderen Bestimmungsmethoden durch die

Anwesenheit weiterer Schwefelverbindungen ergeben.

Es wurden bereits chromatographische Trennungen von Schwefelringen bis zu S;, mit
reinem Methanol als auch mit Mischungen von Cyclohexan/Methanol sowie

Cyclohexan/Methanol/Ethanol als FlieBmittel beschrieben [195].

117



Ergebnisse und Diskussion

1,23 -
o
1 >
31 ~
1,0
2 0,8
> E
pey 06—;
L] 3
[+ =
3 3
] 0,4
H E
0,2 -
0.9 S — .
7I—|—|*r1|rvlrlvrlr!l|rv‘vllll|v1v|vvvvylv\llllv\‘vr'lll||||‘|||I|ryu||-|"vxv|? I!VI
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ratention Time (min)

Abb. 50: Chromatogramm 500 pg/mL Schwefel in Cyclohexan, LM: Methanol/Cyclohexan
(70/30 v/v), Séule RP18 125x4, 5 um, endcapped, 1 mL/min.

Um ein Ausfallen des mit reinem Cyclohexan extrahierten und injizierten Schwefels auf
der Sdule bei Verwendung von Methanol zu vermeiden, wurde die Eignung einer
mobile Phase der Zusammensetzung Methanol/Cyclohexan (70/30 v/v) iiberpriift. Bei
einer Flussrate von 1,0 mL/min und einer Sdulendimensionen von 125 x 4 mm sowie

einer Partikelgrofe von 5 um resultiert fiir Sg eine Retentionszeit von 2,05 min.

Die Peaksymmetrie liegt bei Sy=1,0, der Kapazititsfaktor betrigt k*=2,41. Die
Trennparameter wurden fiir alle weiteren Versuche unverdndert beibehalten. Eine
Verdnderung des Methanolanteils um * 5 % resultierte in einer Verschiebung der
Retentionszeiten ohne weitere Verdnderungen im Chromatogramm. Eine Erh6hung des
Methanolanteils ergab eine Verringerung der Retentionszeit um 0,13 min und

umgekehrt. Die Kapazititsfaktoren dnderten sich dabei um + 0,2.

3.2.4.2 Parameter der Schwefelbestimmung

Zunichst wurde mit einer Verdiinnungsreihe unter Verwendung einer Stammldsung von
Schwefel in Cyclohexan (5000 pg/mL) gepriift, ob ein linearer Zusammenhang
zwischen der Konzentration der injizierten Schwefellosung im Bereich von 100 pg/mL
bis 900 ug/mL und dem Detektorsignal der UV-Detektion bei einer Wellenldnge von
254 nm besteht (Methode HPLC-la). Es konnte durch lineare Regression eine

Geradengleichung angepasst werden. Der Korrelationskoeffizient liegt bei 0,9959. Die
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Standardabweichung des Achsenabschnitts liegt bei 66 %, wobei der Achsenabschnitt

nicht signifikant von Null verschieden ist. Die Standardabweichung der Steigung liegt

bei 1,5 %. Bei Betrachtung der Residuen ist eine lineare Regression zuléssig.

Die Nachweisgrenze liegt bei 24 ng/mL, die Erfassungsgrenze bei 47 ng/mL und die

Bestimmungsgrenze bei 108 ng/mL (=19, a = 0,05, k =4). Die Methode weist einen

absoluten Fehler von durchschnittlich 3,3 pg/mL auf, der prozentuale Fehler sinkt mit

steigender Konzentration von 1,6 % auf 0,5 %. Die relative Standardabweichung der

gemessenen Peakflachen liegt im Mittel bei 1,4 %, die Standardabweichung des Gehalts

liegt bei = 12,0 pg/mL. Die Verfahrensstandardabweichung betrigt 3,8 %.
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Abb. 51: Kalibrierung - Schwefel in Cyclohexan gelost - HPLC-Bestimmung HPLC-1a.

Tab. 16: Grenzwerte der Kalibrierung.

Aa 228287,27 nAU*s
Yk 351184,66 nAU*s
XNG 23,51 pg/mL
XEG 47,02 pug/mL
XBG 107,67 ug/mL
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Fiir die Bestimmung des Schwefels in den Injektionslosungen ist eine Extraktion
notwendig, da der wasserunlosliche Schwefel in auskristallisierter Form vorliegt. Die
Existenz einer kolloiden Losung von Schwefel, der in Polythionat-Mizellen
eingeschlossen ist, wie beispielsweise beim Raffo-Sol, erscheint unter den vorliegenden
Bedingungen nicht plausibel. Es werden hier nicht die entsprechenden niedrigen pH-
Werte erreicht, die zu einer raschen Bildung von Polythionaten in ausreichender Menge
und Kettenldnge fiihren wiirden. Die lange Lagerungszeit (1’2 bis 3% Jahre) und die
Beobachtung von teilweise nadelformigen Kristallen in den Ampullen sprechen zudem

fiir die Bildung der thermodynamisch stabilen Sg-Form.

Es wurde in kommerziell erhéltlichem Schwefel je nach Herkunft und Reinheit neben
Cyclooctaschwefel das Vorkommen von S7, Sg und in Spuren S;, beschrieben [196].
Bei dem langsamen Kristallisationsprozess in den Ampullen ist zu erwarten, dass eine
Bildung von anderen Schwefelhomocyclen wie z. B. S; oder S;; nicht in detektierbaren

Mengen erfolgen wird.

Schwefel 16st sich sehr leicht in Schwefelkohlenstoff, in allen anderen organischen
Losungsmitteln sehr schlecht und in Wasser praktisch nicht [11]. Auf eine Extraktion
mit Schwefelkohlenstoff sollte hier bewusst verzichtet werden, da es sich um ein
leichtfliichtiges und leichentziindliches als auch gesundheitsgefdhrdendes Losungsmittel
handelt. In den Arbeiten von Steudel et al wurden bereits erfolgreich Schwefelhomologe

mit Cyclohexan aus hydrophilem Schwefelsol extrahiert [100].

Es wurde fur die Extraktion von Sg-Schwefel aus Natriumthiosulfat in Vorversuchen
ermittelt, dass bereits bei einer Konzentration von 1,5mg Schwefel in 10 mL
Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100 mL (150 pg/mL Sg), die mit 1 mL Cyclohexan 3 h
ausgeschiittelt wird, die Schwefelkonzentration in der Cyclohexanphase den
Detektorbereich iiberschreitet. Bei Annahme einer vollstindigen Extraktion wiirde das
einer Konzentration von 1500 pg/mL entsprechen. Aus den Ergebnissen der HPLC-
Untersuchung von Schwefellosungen ist abzuleiten, dass innerhalb der Extraktionszeit
von 3 Stunden mehr als 900 pg Schwefel in die Cyclohexanphase iibergegangen sind.
Entsprechend diesem Resultat wurde der Konzentrationsbereich fiir die Kalibrierung
niedriger gewdhlt. Desgleichen zeigt dieser Versuch, dass Cyclooctaschwefel mit

Cyclohexan in relativ kurzer Zeit extrahierbar ist.

Die Extraktion wurde anschlieBend an Injektionslosungen mit deutlicher
Schwefelbildung zur Abschitzung der Schwefelkonzentration in den Injektionsldsungen

und zur Festlegung der Extraktionszeit, wiederholt.
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Entsprechend dieser Ergebnisse lagen die zu erwartenden Konzentrationen bei stirker
zersetzten Losungen innerhalb des oberen Drittels des linearen Kalibrierbereiches der
Bestimmung, die mit reinen Schwefellosungen in Cyclohexan durchgefiihrt worden
war. Die Extraktionszeit wurde fiir die Kalibrierung auf 2 Stunden bei 25 °C verringert,

die Cyclohexanmenge wurde bei 1 mL belassen.

Fir die quantitative Bestimmung des Schwefels in den Natriumthiosulfat-
Injektionslésungen kann eine Kalibrierung nicht mit Hilfe von Schwefellosungen in
Cyclohexan erfolgen. Es muss auch fiir die Kalibrierung eine Extraktion unter
identischen Bedingungen wie bei der quantitativen Bestimmung der Ampullen
durchgefiihrt werden, da in den Vorversuchen ermittelt wurde, dass die Extraktion

unvollstdndig und konzentrationsabhingig erfolgt.

Die Tatsache, dass die Zugabe eines definierten Volumens gelosten Schwefels zur
Natriumthiosulfat-Lésung nicht den Ausgangsbedingungen in den Injektionslosungen
entspricht und den Einfluss der Extraktion unberiicksichtigt ldsst, spricht gegen die

Herstellung einer Verdiinnungsreihe unter Verwendung einer Schwefel-Stammlosung.

Fiir die Kalibrierung musste aus diesem Grund die entsprechende Schwefelmenge als
Feststoff direkt eingewogen werden. Zur Verringerung des Wiagefehlers wurde an einer
Halbmikro-Prizisionswaage mit entsprechender Vorlast gearbeitet und sowohl die
Einwaage als auch die entsprechen auch die Volumina verdoppelt. Es wurde tiberpriift,
dass bei der Verdopplung aller Mengen nach der Extraktion keine signifikante

Abweichungen im Vergleich zum einfachen Volumen auftritt.

Um die Injektionslosung und den ausgefallenen Schwefel vollstindig iiberfiihren zu
konnen, wurden die Ampullen mit Reinstwasser zweimal gespiilt und das Spiilwasser
der Injektionslosung hinzugefiigt. Der resultierenden Verdiinnung wurde auch bei der
Kalibrierung Rechnung getragen. Das Spiilvolumen wurde festgelegt und entsprechend
Reinstwasser bei der Kalibrierung zur Natriumthiosulfat-Losung einschlieBlich der

Schwefeleinwaage zugefiigt.

Nach Zugabe von Cyclohexan zu jeder Verdiinnung wurde auf dem Schiittelwasserbad
extrahiert. Beide Phasen wurden in ein Reagenzglas iiberfiihrt. Nach vollstdndiger
Phasentrennung wurden 100 ul der oberen Cyclohexanphase mit einer Mikroliterspritze
vorsichtig abgenommen und injiziert. Fiir jede Konzentration wurden zwei Einwaagen
vorgenommen, entsprechend aufgearbeitet und nach Extraktion mit Cyclohexan

vermessen.
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Die quantitative Auswertung fiir die Kalibrierung erfolgte iiber die konzentrations-
abhédngige Peakfliche des Signals bei 2,05 min im Chromatogramm. Der lineare
Bereich der Kalibrierung erstreckt sich von 200 pg/mL bis 900 pg/mL, berechnet als
Schwefel in Cyclohexan. Das entspricht einem Bereich von 200 pg bis 900 pg Schwefel

in 10 mL Injektionslosung.

Chrom Type: Fixed WL Chromatogram, 254 nm
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Abb. 52: Chromatogramm 500 pg Schwefel je 10 mL Natriumthiosulfat-Lsung 10 g/ 100 mL,
extrahiert mit 1 mL Cyclohexan je 10 mL Natriumthiosulfat-Lésung, HPLC-1a.

Es lésst sich zwar eine lineare Regression anpassen (o = 0,05, f'=12), jedoch wird bei
einem Linearititstest und bei Betrachtung der Residuen deutlich, dass hier ein

quadratischer Ausgleich mit Anpassung eines Polynom 2. Grades vorgenommen werden

muss.
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Abb. 53: Kalibrierung Schwefel aus Natriumthiosulfat mit Cyclohexan extrahiert - HPLC-1.
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Das Vertrauensband (o =0,05, f=11) fillt bei der quadratischen Regression im
Vergleich zur linearen Regression deutlich schmaler aus und umschlie3t fast alle
Messwerte. Die Fehlerquadratsumme und die Reststreuung fallen beim quadratischen
Ausgleich ebenfall niedriger aus (Ssresidilinear:4,11947*1012, ssresidiquadrat=4928*10“,

Sxy lincar = 985924, Syy quadrat = 23460). Das Bestimmtheitsmal} betragt 0,996.
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Abb. 54: Kalibrierung Schwefel aus Natriumthiosulfat mit Cyclohexan extrahiert - HPLC-1,
a) Ausgleich lineare Regression und Vertrauensband b) Ausgleich nicht lineare Regression (Polynom

2. Grades) und Vertrauensband.
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Die Standardabweichungen der Messwerte sind im Vergleich zur Bestimmung der
reinen Schwefel-Losungen erwartungsgemdll grofer. Die Zahl der moglichen
Fehlerfaktoren nimmt durch die geringe Einwaage und den Extraktionsvorgang zu. Der
Achsenabschnitt ist nicht signifikant (VK,o = 464 %). Die Peakflache bei Injektion einer
Natriumthiosulfat-Losung der Ausgangssubstanz fiir die Ampullenherstellung ist nicht

signifikant vom Leerwert verschieden.

Durch die quadratische Regression gestaltet sich die Berechnung statistischer Parameter
schwieriger. Es wurde die Leerwertmethode zur Berechnung der Grenzwerte der
Kalibrierung angewendet. Aus dem halbseitigen Prognoseintervall des Leerwertes
(a=0,05) wurden der kritische Messwert und die Nachweisgrenze ermittelt. Die
Erfassungsgrenze wurde daraus mit 3 - NG und die Bestimmungsgrenze mit 6 - NG
bzw. 3-EG berechnet. Damit wird auch die Bedingung erfiillt, dass die
Bestimmungsgrenze oberhalb der niedrigsten vermessenen Konzentration der
Kalibrierung liegen soll. Zum Vergleich wurden die Parameter mit den Daten der
linearen Regression (Leerwertmethode f= 12, a = 0,05, k =3) berechnet. Sie fallen

erwartungsgeméal etwas hoher aus.

Tab. 17: Grenzwerte der Kalibrierungen — Leerwertmethode.

. ) Vergleich: lineare o
Parameter quadratische Regression ) Einheit
Regression

Ayr 114544,46 177608,26 nAU*s

Yk 198799 261863 pAU*s
XNG 34 93 ug/ 10 mL
XEG 68 186 ng/10 mL
XBG 204 284 png/10 mL

Die Methode weist einen absoluten Fehler von durchschnittlich 26,7 pg/mL auf, der
prozentuale Fehler der Bestimmung betrdgt im Mittel 6,0 %. Die Standardabweichung
des Gehalts lésst sich fiir den (nicht zuldssigen) linearen Zusammenhang mit 47 pg/mL
berechnen. In jedem Fall liegt sie bei der quadratischen Regression auf Grund des
engeren Vertrauensbandes niedriger. Die Standardabweichung des Gehalts wurde an
Hand der Reststreuung und der Standardabweichungen der Regressionskoeffizienten fiir

den quadratischen Ausgleich auf = 35 pg/mL geschétz.
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3.2.4.3 Vermessen von Realproben

Das Vermessen der Ampullen erfolgte in Analogie zur Vorgehensweise bei der
Kalibrierung (Methode HPLC-1b), wobei nach dem Uberfiihren des Ampulleninhalts
eventuell noch vorhandene Schwefelpartikel aus der Ampulle mit definiertem Volumen
von 2 mal 5 mL Reinstwasser ausgespiilt und vollstdndig ins Extraktionsgefal} tiberfiihrt
wurden. Nach Zugabe von 1 mL Cyclohexan wurde 2 Stunden mit einer Frequenz von
~ 100/min im Schiittelwasserbad bei 25 °C extrahiert. Der Inhalt der Extraktionsgefa3e
wurde in Reagenzgliser iiberfiihrt. Nach einer Ruhezeit zur Phasentrennung wurden mit
einer Mikroliterspritze 100 ul abgenommen und injiziert. Die Chromatographie-
Bedingungen wurden beibehalten. Lag die so bestimmte Schwefelkonzentration hoher
als der kalibrierte Bereich, wurde eine Verdiinnung eines Anteils der Cyclohexanphase
im Verhéltnis 1:1 vorgenommen, diese Losung vermessen und der Gehalt

entsprechend riickgerechnet.

Fiir jede Charge erfolgten Doppelbestimmungen. Alle Losungen wurden zweimal
vermessen. Zur Auswertung wurde die Fliache des Peaks bei 2 min herangezogen. Die
Methode wurde zwischen den Messungen sowohl mit Standardldsungen als auch mit
Standardextrakten von Schwefel iiberpriift. Bei keinem Chromatogramm konnten

Nebenpeaks, die weitere Schwefelhomocyclen entsprochen hitten, beobachtet werden.
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Abb. 55: Chromatogramm der Injektionslosung Charge IVA2 - HPLC-1b.
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Die Schwefelkonzentrationen der Injektionslosungen wurden mit Hilfe der Gleichung
des quadratischen Ausgleichs berechnet. Sie bewegen sich zwischen Werten von
unterhalb der Nachweisgrenze bis deutlich oberhalb der Bestimmungsgrenze. Man kann
zwischen Injektionslosungen mit starker Schwefelabscheidung und solchen
Zubereitungen, die praktisch ohne messbare Schwefelbildung die Herstellung und
Lagerung iiberdauerten, unterscheiden. Die sterilfiltrierte Charge I[A2 fillt mit
140,8 ng/mL (1408 pg in 10 mL Injektionslosung) durch einen besonders hohen Wert

auf.
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Abb. 56: Schwefelkonzentrationen der Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen - Bestimmung nach

Extraktion mit Cyclohexan und HPLC-Bestimmung.

Eine vergleichende Beuteilung der einzelnen Ampullen ist auch mdglich, wenn man die
Konzentration an Natriumthiosulfat in den entsprechenden Natriumthiosulfat-
Injektionslésungen berticksichtigt. Es wurden im Verlauf der Lagerung bis zu
1050 pug Schwefel je g Natriumthiosulfat durch Zersetzung gebildet. Die in den
Losungen enthaltenen Schwefelmengen unterscheiden sich nach Lagerungszeitraum,
Keimverminderungsverfahren und Ampullenrezeptur. Unabhéngig von den genannten
Kriterien ist bei den meisten Zubereitungen die Zunahme der Schwefelkonzentration

uber den Zeitraum von 3% Jahren feststellbar.
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Legt man Gleichung (I) (s. S. 22) zugrunde, so entspricht im Fall der Charge IA2 die
gebildete Menge von 1050 pg Schwefel einer Zersetzung von etwa 8,1 mg
Natriumthiosulfat-Pentahydrat, was einem Anteil von 0,6 % der konfektionierten
Menge entspricht (Berechnungsgrundlage fiir den Gehalt an Natriumthiosulfat:

Bestimmung mit DPP).
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Abb. 57: Schwefelgehalt der Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen - bezogen auf die in den Losungen

enthaltene Menge an Natriumthiosulfat-Pentahydrat.

Fir die Ampullen der Chargen IX und V lagen die gemessenen Schwefel-
Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze. Es kann vermutet werden, dass
weitestgehend keine Zersetzung der Losung unter Schwefelabscheidung stattgefunden
hat. Beim Vergleich von sterilisierten und sterilfiltrierten Ampullen einer Charge ergibt
sich kein einheitliches Bild. Im Falle der Charge III enthélt die sterilisierte Charge
eindeutig mehr Schwefel, im Falle der Charge I enthélt die sterilfiltrierte Charge
deutlich mehr Schwefel. Im Fall der Charge IV wurde in allen drei Jahren eine Teilung
des Ansatzes durchgefiihrt. Die Schwefelkonzentration der sterilfiltrierten Losung liegt

in allen Féllen hoher.

Bei allen untersuchten Handelspraparaten lag mit Ausnahme der Zubereitung der Fa.
Anfarm die Schwefelkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze. Die Losung der Fa.
Anfarm wies eine Schwefelkonzentration vom 276 pg/ 10 mL Injektionslosung auf.
Die Schwefelabscheidung war in diesem Fall auch als Niederschlag erkennbar.
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3.2.5 Kapillarelektrophorese

3.2.5.1 Vorversuche zur Beurteilung von Trennsystemen

Die untersuchten schwefelhaltigen Ionen sind einfach oder zweifach negativ geladen
und unterscheiden sich vorrangig in der Anzahl der im Ion gebundenen Schwefel- und
Sauerstoffatome. Entsprechend ihrer Ladung und Struktur weisen sie unterschiedliche
Massen und Ionenradien auf, die im solvatisierten Zustand z. T. wieder nivelliert
werden. lonenstdrke (Konzentration des Elektrolyten), Viskositit (Zusatz organischer
Losungsmittel), pH-Wert (pH-Wert 5 - 10) und Temperatur (15 °C bis 60 °C) wurden
variiert. Dadurch wurden die elektrophoretischen Mobilitdten und die Selektivitits-
faktoren der Ionen beeinflusst. Bei der Wahl des pH-Werts, der organischen Zusitze
(Methanol, n-Propanol, Acetonitril, THF, Aceton), der Art des Elektrolyten
(Pyromellitsdure, Chromat, Phosphat, Trimesinsdure, u. a.) und der Kapillare (,,fused
silica®, als Quarz bezeichnet, Amin- und Alkyl-Oberflichen) wurde auch der Einfluss

auf den EOF berticksichtigt.
Trennsysteme mit Chromat (indirekte Detektion)

Chromat weist als anorganisches lon eine sehr hohe elektrophoretische Mobilitit,
verbunden mit einer hohen Absorption im UV-Bereich auf, wodurch es fiir die
Trennung anorganischer Ionen geeignet erscheint. Es wurden verschiedene Chromat-
Konzentrationen von 1 mmol/L bis 10 mmol/L getestet. Als EOF-Modifikatoren
wurden CTAB oder TEMED bei verschiedenen pH-Werten von 8 bis 10 eingesetzt. Der

Einfluss eines Methanolzusatzes wurde ebenfalls untersucht.

Es wurde beobachtet, dass durch den starken, anodischen EOF unter CTAB die
Auflosung der Signale der entscheidenden Ionen sehr gering ausfdllt. Fir
Konzentrationen im mittleren ppm-Bereich gelingt fiir Thiosulfat und Sulfat noch eine
Basislinientrennung, vorausgesetzt, kein Ion liegt im Uberschuss vor. Bei hoheren
Konzentrationen verschmelzen die Peaks und eine Quantifizierung wird unmdglich.
Modifikationen der Feldstirke, der Temperatur der Konzentration an CTAB und ein
Methanolzusatz brachten bei deutlich langeren Migrationszeiten keine Verbesserung der

Auflésung und gingen einher mit einer Verschlechterung der Peaksymmetrie.
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Tab. 18: Beispiele fiir die Beeinflussung der Trennung bei Anderung der Feldstéirke, der Temperatur

und des Methanolgehalts (v/v).

5 mmol/L Chromat, 0,5 mmol/L Thiosulfat Sulfat Sulfit o o
CTAB, pH 9,2, Kapillare Quarz, tnINMmin | tp,inmin | ty, 10 MIN | Thio-Sulfat | Sulfat-Sulfit
695 V/cm, 25 °C, MeOH 10 % 0,93 0,95 1,15 1,02 1,21
465 V/cm, 25 °C, MeOH 10 % 1,40 1,44 1,56 1,03 1,08
141 V/em, 20 °C, MeOH 16 % 10,44 10,72 11,63 1,03 1,08

Zur Bestimmung von Sulfat, Tetrathionat und Sulfit in Natriumthiosulfat-Losung

10 g/ 100 mL reichte die erreichte Auflosung (Rs < 1) jedoch nicht. Zur vollstindigen

Trennung war eine so starke Verdiinnung der Losung nétig, dass die Nachweisgrenzen

der zu bestimmenden

Ionen die

in den

Injektionslosungen  vorhandenen

Konzentrationen iiberstiegen. Sulfit konnte nur in hohen Konzentrationen, bei

Methanol-Stabilisierung und Stickstoffbegasung detektiert werden. Eine CTAB-

Konzentration oberhalb der CMC brachte ebenfalls keine verbesserte Auflosung.

Thiosulfat

I OF fAL

Sultht

Sulfit

Tetrathionat (neg. Peak)

zn

Minutes

Abb. 58: Elektropherogramm — Trennbedingungen: Chromat 5 mmol/L, CTAB 0,5 mmol/L, MeOH
10 % (v/v), pH-Wert 9,23; -20 kV (E =465 V/cm), 25°C, ind. Detektion A = 254 nm; Kapillare
43 cm/75 pm Quarz; Inj. 2 sec hydrodynamisch, Probe: Tetrathionat 400 pg/mL und Sulfit 500 pg/mL

(Stammlosung stickstoffbegast) — Tetrathionat abgebaut zu Sulfat, Thiosulfat und Trithionat (hier nicht

aufgeldst).

Wihrend eine Bestimmung bei deutlichem Uberschuss einer Komponente mit &hnlicher

Mobilitdt nicht durchfiihrbar ist, eignet sich das Chromat-System gut, um verschiedene

schwefelhaltige lonen im unteren ppm-Bereich bei anndhernd gleichen Konzentrationen
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nachzuweisen. So konnten z. B. in Natriumsulfid die Zersetzungsprodukte Sulfit, Sulfat

und Thiosulfat detektiert werden.

Sulfat

Thiosulfat | Sulfit o

Y Or may

Minumes

Abb. 59: Elektropherogramm — Trennelektrolyt: Chromat 5 mmol/L, CTAB 0,5 mmol/L, pH-Wert 9,7,
Trennbedingungen: -14 kV (E =325 V/cm), 15 °C, ind. Detektion A = 254 nm; Kapillare 43 cm/50 pm
Quarz; Inj. 5 sec. hydrodynamisch, Probe: Sulfid 20 pg/mL mit Abbauprodukten.

Mit TEMED als EOF-Modifikator konnte im Vergleich zum CTAB eine bessere
Auflosung der Peaks erreicht werden. Insbesondere die Selektivitdtsfaktoren fiir Sulfat
und Thiosulfat wurden erhdht. Eine Bestimmung von Sulfat neben hoheren Thiosulfat-
Konzentrationen erscheint somit mdglich. Eine Veridnderung der sonstigen
Trennbedingungen (Temperatur, Feldstirke, pH-Wert) brachte keine entscheidende

Verbesserung. Sulfit weist bei diesen Bedingungen ein deutliches Tailing auf.

Eine Einfithrung eines Spannungsgradienten mit Absenkung der Feldstirke im Bereich
der dichten Peakfolge [Absenken der Spannung von -25 kV bei 3 min mit einem Abfall
linear iiber je 0,2 min auf -10 kV und wieder Anstieg ab 6 min auf -25 kV] resultierte
zwar in einer besseren Aufldsung, jedoch zu Lasten der Robustheit. Dies duf3erte sich in

starken und nicht reproduzierbaren Basislinienstérungen.

Tab. 19: Beispiele fiir die Beeinflussung der Trennung bei Anderung der Feldstrke.

Chromat 5 mmol/L, pH 8,0
TEMED 0,68 mmol/L, Kapillare

Thiosulfat Sulfat Sulfit o o

tpmmin | tymmin | t, N MIN | Tho-Sulfat | Sulfat-Sulfit
Quarz,

581 V/em, 35 °C, 3,35 3,95 6,54 1,18 1,66

465 V/em, 35 °C, 4,10 4,78 7,90 1,17 1,65
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Abb. 60: Elektropherogramm — Elektrolyt: Chromat 5 mmol/L, TEMED 0,68 mmol/L, pH-Wert 7,98,
Trennbedingungen: -25 kV (E = 581 V/cm) bzw. —20 kV (E = 465 V/cm), 35 °C, ind. Detektion
A =369 nm; Kapillare: Quarz 43 cm /50 um; Inj. 5 sec., Probe: Thiosulfat, Sulfat, Sulfit je 50 pg/mL.

Die Bestimmung der Polythionate gelang mit beiden Chromat-basierenden
Trennsystemen im unteren ppm-Bereich auf Grund der héheren Extinktionskoeffizienen
der Ionen nicht. Bei einer Kalibrierung von Sulfit in thiosulfatfreier Matrix liegt die
Untergrenze des linearen Bereichs bei 5 pg/mL, kleinere Konzentrationen waren unter
diesen Bedingungen nicht mehr nachweisbar. Neben Thiosulfat erhoht sich die
Nachweisgrenze auf etwa 50 pg/mL. In den Injektionslosungen konnte bei Verdiinnung
einer Losung mit 10g/100 mL 1:100 mit 10 pg/mL Sulfat dotiert (entspricht
10000 pg/mL in unverdiinnter Losung) nur bei langen Injektionszeiten (15 sec) Sulfat
nachgewiesen werden. Systempeaks storten bei beiden Systemen teilweise die
Bestimmung. Die Trennsysteme wurden deshalb fiir die gesuchte Anwendung als

ungeeignet eingestuft.

Trennsystem mit Pyromellitsiure (indirekte Detektion)

Pyromellitsdure (1,2,4,5 Benzentetracarbonsdure) eignet sich einerseits durch ihr
chromophores System zum Einsatz in der Kapillarelektrophorese mit indirekter
Detektion, andererseits weist sie durch ihre, je nach pH-Wert deprononierten, negativ
geladenen Carbonsdurefunktionen eine elektrophoretische Mobilitdt &dhnlich der
Mobilitit der zu bestimmenden anorganischen Ionen auf. Dadurch werden

weitestgehend symmetrische Signale erhalten.

131



Ergebnisse und Diskussion

Unter Berticksichtigung grof3tmoglicher Selektivitit der Trennung der schwefelhaltigen
Ionen bei ausreichender Auflosung der Signale als auch akzeptablen Migrationszeiten
erwiesen  sich  hauptsichlich DETA  (Diethylentriamin) und TEMED
(N'N, N’, N’ Tetraethylendiamin) als geeignete EOF-Modifikatoren. Die
Trennergebnisse bei Verwendung von Hexamethoniumsalzen, Tetrabutyl- und
Cetyltrimethylammoniumsalzen fielen auf Grund zu geringer Selektivitit bei zu dichter
Peakfolge, besonders im Hinblick auf die Trennung von Thiosulfat, Sulfat und
Trithionat, unbefriedigend aus. Derartige Trennsysteme wurden deshalb nach

entsprechenden Vorversuchen nicht weiter verfolgt.

Es wurden sowohl verschiedene Quarzkapillaren als auch CElectAmin® Kapillaren mit
einer mit Aminogruppen modifizierten Oberfliche, was zu einer EOF-Umkehr durch
die positive Ladung der Kapillarwandung fiihrt, getestet. Bei den Quarzkapillaren wurde
in diesem Zusammenhang festgestellt, dass beim Einsatz verschiedener Kapillar-
Chargen die Trennergebnisse bei Betrachtung der mittleren Migrationszeiten und der
Selektivititsfaktoren abweichen. Mit der CElectAmine® Kapillare wurden hohere
Mobilititen der Ionen bei sonst vergleichbaren Bedingungen beobachtet. Die
Selektivititen sind dhnlich. Eine vollstindige Trennung von Polysulfiden gelang

optimal mit der CElectAmine” Kapillare.
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Abb. 61: Beeinflussung der Selektivititsfaktoren durch die Feldstérke - Trennbedingungen:
PMA/DETA 3 mmol/L /2 mmol/L, pH 9,5; Kapillare 43 cm / 50 um Quarz, 30 °C.
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Eine Modifizierung der Feldstirke verdnderte erwartungsgeméill die Migrationszeiten,
fiihrte jedoch zu keiner Verbesserung der problematischen Auflosung von Trithionat
und Sulfat. Eine Erhohung der Feldstirke fiihrte bei allen Ionen zu kiirzeren
Migrationszeiten, jedoch teilweise begleitet durch abnehmende Signalauflosung und
verstirkte Basislinienstorungen. Bei sehr geringer Feldstirke wurden bei langsameren
Ionen unsymmetrische Peaks beobachtet. Die Selektivitdtsfaktoren weisen
feldstdrkenabhingige Maxima und Minima auf (z. B. Oregrathionat - suific D€l einem

PMA/DETA-Trennsystem: Minimum bei etwa 400 V/cm; s. Abbildung 62).

Bei Zusatz von organischen Losungsmitteln zum jeweiligen Trennsystem verdndert sich
die Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen je nach Art und Menge des Zusatzes. Es
andern sich gleichzeitig die Selektivititsfaktoren. Ein einheitlicher Zusammenhang
konnte jedoch nicht beobachtet werden. Ein Zusatz von Acetonitril verringert die
Migrationszeiten. Gleichzeitig verschlechtert sich jedoch die Auflésung von Thiosulfat,
Sulfat und Tetrathionat und eine Deformation des Thiosulfat-Signals wurde beobachtet.
Bei einem Zusatz von 10% Acetonitril (v/v) im Elektrolyten wurde eine
Basislinientrennung der drei Ionen nicht mehr erreicht. Das Signal fiir Trithionat fallt

unter diesen Bedingungen vollig mit Sulfat zusammen.
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mittlere Migrationszeit #n in min

Abb. 62: Beeinflussung der Migrationszeiten durch Methanolszusatz — Trennbedingungen:
PMA/DETA 3 mmol/L / 2 mmol/L, pH 9,7; -30 kV, 30 °C, Kapillare 43 cm / 50 um Quarz; Probe: je
70 pg/mL je Ion.
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Ein Zusatz von Methanol und n-Propanol erhoht im Gegensatz dazu die
Migrationszeiten der Ionen. Bei beiden Losungsmitteln wird die Trennung der Ionen
verbessert. Bei Zusatz von n-Propanol erhoht sich die Auflosung Trithionat und Sulfat
sowie der Polysulfide. Ein analoger Effekt auf die Auflosung Trithionat - Sulfat sowie
Sulfid - Tetrathionat wurde bei Zusatz von Methanol beobachtet, besonders bei
Systemen mit TEMED. Dieser Effekt verstirkt sich mit zunehmendem Methanol-
Gehalt. Oberhalb eines 25 %igen Losungsmittel-Zusatzes treten jedoch verstirkte Basis-

linienstorungen auf.

Bei einer Anndherung des pH-Wertes von pH 6 an den Neutralpunkt wurde meist keine
signifikante Anderung der Migrationszeiten beobachtet. Lediglich bei Sulfit war hier
eine deutliche Zunahme der Mobilitdt, vermutlich durch Deprotonierung des
Hydrogensulfits, zu beobachten. Eine weitere Erhdhung des pH-Wertes {iber einen pH
von 8 fiithrte - auch bei Trennsystemen mit Zusatz von Tensiden, n-Propanol oder
Methanol - zu ldngeren Migrationszeiten durch Zunahme des kathodisch gerichteten
EOF. Vergleichbar sind hier nur Untersuchungen an identischen Kapillaren und nach
ausreichender Konditionierung. Die Migrationszeiten der einzelnen Ionen @nderten sich
bei pH-Wert Anderungen nicht einheitlich. Somit ging mit einer Anderung des pH-
Wertes auch eine Anderung der Selektivititsfaktoren einher. Besonders auffillig ist die
Verdanderung in der Migrationsreihenfolge von Tetrathionat und Sulfid. Die

Signalaufldsung von Trithionat und Sulfat wurde nur gering beeinflusst.
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Abb. 63: Beeinflussung der Migrationszeiten durch Anderung des pH-Wertes - Trennbedingungen:
PMA/TEMED 6 mmol/L / 5 mmol/L, pH 6,5 bis 9,0; -15 kV, 25 °C; Kapillare 43 cm / 75 pm Quarz.
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Bei stéirker alkalischem pH wurden zunehmend Basislinienstérungen beobachtet. Eine
Trennung im sauren pH-Bereich unter pH 6 fiihrte zu einer verschlechterten Auflosung

bis zu nicht mehr basisliniengetrennten Signalen und deformierten Peaks.

Eine Verinderung der lonenstirke fiihrte neben Anderungen der Migrationszeiten

ebenfalls zu Selektivitdtsdnderungen.
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Abb. 64: Abhingigkeit der Migrationszeiten von der lonenstirke (Konzentration PMA) bei pH 8 —
Trennbedingungen: TEMED 5 mmol/L, pH 8,0, -15 kV, 25 °C; Kapillare 43 cm / 75 pm Quarz.

Die Auswirkungen einer Anderung der Ionenstirke des Elektrolyten auf die Mobilitit
der Ionen ist pH-Wert abhéngig. Hier kommt es zu einem komplizierten Zusammenspiel
von Deprotonierung der Silanolgruppen der Kapillarwand, Dissoziation des

Elektrolyten (PMA), Zeta-Potential sowie Dissoziation und Solvatation der Ionen.

Der kathodische EOF wird bei Zunahme der Ionenstirke reduziert. Die lonenstirke
nimmt mit dem pH-Wert durch Dissoziation der Pyromellitsdure zu. Der EOF wird
durch steigenden pH-Wert erhoht. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen nimmt
bei zunehmender Ionenstidrke durch Reduktion der effektiven Ladung bei Abnahme der

diffusen Doppelschicht ab.

Einige Ionen werden bei zunehmendem pH deprotoniert und erhéhen somit ihre
Ladung. Fiir pH-Werte oberhalb pH 7 wurden bei verschiedenen Pufferkonzentrationen
variierende Minima und Maxima der Mobilitidten beobachtet. Bei pH < 7 gab es meist

keine signifikanten Anderungen in der Mobilitit bei Anderung der Ionenstirke.
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Abb. 65: Beispiel fiir das Trennverhalten (Selektivititsfaktoren) von Sulfat - Trithionat in
Abhéngigkeit von Ionenstiarke und pH-Wert — Trennbedingungen: PMA 3,0 bis 7,5 mmol/L, TEMED
5 mmol/L, pH 6,5 bis 9,0; -15 kV, 25 °C; Kapillare 43 cm / 75 pm Quarz, Proben: je Ion 70 pg/mL.

Die Selektivititsfaktoren dnderten sich aus den angefiihrten Griinden teilweise sehr
deutlich in Abhidngigkeit von den beiden Parametern pH-Wert und lonenstirke. So
wurden z. B. Trithionat und Sulfat bei pH 8 bis 8,5 mit 3 mmol/L PMA (TEMED als
EOF-Modifikator) nicht getrennt, wihrend bei 6 bis 7,5 mmol/L PMA eine Trennung
erfolgte. Bei pH 8,5 zeichnete sich bereits bei 4,5 mmol/L eine Trennung ab. Sulfid
anderte seine Position in der Migrationsreihenfolge deutlich von einer Detektion nach
Sulfit bis hin zu einer Detektion vor Tetrathionat und Sulfit. Bei pH-Werten unter 7 war
die Bestimmung von Sulfid nicht moglich, da die Peakidentifizierung auch bei

Dotierung uneindeutig blieb.

Fiir akzeptable Migrationszeiten und ausreichende Auflosung ist ein Zusatz von
mindestens 5 mmol/L TEMED oder 2 mmol/L DETA einzusetzen. Eine Erhohung der
Konzentration an kathionischem Tensid-Zusatz fiihrte zu kiirzeren Migrationszeiten,
geringeren EOF-Storungen und somit robusteren Trennsystemen. Bei Systemen mit
Methanol- oder Propanol-Zusatz treten bei Thiosulfat-Uberschuss im Vergleich zu

Proben mit gleichférmig niedriger Konzentration deutliche Basislinienstérungen auf.

136



Methodenentwicklung und Untersuchungen

Tab. 20: Beispiele fiir das Trennverhalten der lonen im unteren ppm-Bereich (n = 3) - PMA/TEMED -

System, Quarzkapillare.

Thiosulfat | Trithionat Sulfat Sulfid Tetrathionat Sulfit
Trennsystem: tnin min | t,inmin; | t,inmin | t,Iin min t, 1N min t, 1N min
OlThio- OlTrith OlSulfat Olulfid. OlTetra
S in min s in min sinmin | sinmin s in min s in min
VK in % VK in % VK in % VK in VK in % VK in %
PMA 6 mmol/L,
9,705 9,811 11,050 15,090 15,602 19,995
TEMED 9 mmol/L,
1,01 1,13 1,33 1,03 1,28
10 % n-Propanol
0,135 0,107 0,274 0,054 0,237 0,500
(v/v), pH 8,0,
1,39 1,09 2,48 0,36 1,52 2,50
441 V/cm, 20 °C
PMA 6 mmol/L,
7,380 8,513 9,710 10,474 11,149 16,647
TEMED 9 mmol/L,
1,15 1,14 1,08 1,06 1,49
20 % Methanol
0,095 0,118 0,114 0,109 0,089 0,129
(v/v), pH 8,5, 448
1,29 1,39 1,17 1,04 0,80 0,78
V/cm, 20 °C
PMA 6 mmol/L, 6,288 7,649 7,757 8,970 10,810 11,798
TEMED 5 mmol/L, 1,22 1,01 1,16 1,39 1,09
pH 8,5, 448 V/cm, 0,053 0,053 0,038 1,25 0,141 0,188
25°C 0,84 0,69 0,50 1,51 1,30 1,60

Eine vollstindige Trennung aller relevanten Ionen bei anndhernd gleichformigen
Konzentrationen ist bei pH >7, PMA-Konzentrationen >3 mmol/L sowie TEMED-
Konzentrationen >5 mmol/L mdglich. Eine bessere Reproduzierbarkeit wurde bei
TEMED-Konzentrationen von 10 mmol/L erreicht. Durch Losungsmittelzusatz wurde

die Auflésung teilweise verbessert.

Unter Beriicksichtigung der Selektivititsfaktoren wird deutlich, dass bei Erh6hungen
der Analytkonzentration eine Basislinientrennung zunehmend erschwert wird, da die
Peakbreite zunimmt und somit die Auflosung abnimmt. Bei den meisten Trennsystemen
tiberschneiden sich die Intervalle der 2s-Bereiche der mittleren Migrationszeiten von
Thiosulfat, Sulfat und Trithionat, wodurch sich die Selektivitdt verringert. In anderen
Fillen liegt der VK der Migrationszeiten bei > 2 %, wodurch auch die Reproduzier-

barkeit der Peakfliachen abnimmt.
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Bei Zusatz von DETA als EOF-Modifikator sind bei pH-Werten von 7 bis 9,5 bereits
mit Konzentrationen von 3 mmol/L PMA und 2 mmol/L DETA gute Trennergebnisse
zu erzielen. Die Selektivitdtsfaktoren von Trithionat — Sulfat, Thiosulfat - Trithionat und
/ oder Tetrathionat — Sulfit fallen am niedrigsten aus. Mit der Erh6hung des pH-Wertes
erhdhen sich die Migrationszeiten. Bei Thiosulfat-Uberschuss gelang jedoch bei
neutralem pH-Wert eine reproduzierbarere Trennung von Thiosulfat, Trithionat und

Sulfat.

Sulfitolyseprodukte: Trithionat und Thiosulfat,
+0 Oxidationsprodukt: Sulfat
a0 S,05%
S04
% 20
5 el )
E 2‘* S406™~
i 5 S50 n
2 < g
u
0o U + g
40

3.5 4.0 4.5 L] b5 &.0
Mines

Abb. 66: Trennsystem: PMA/DETA 3 mmol/L /2 mmol/L, pH 7,3, -30 kV, 30 °C, Kapillare
70 cm / 75 pm Quarz, Injektion 6 sec hydrodynamisch, Probe: Natriumthiosulfat-Pentahydrat
10 g/ 100 mL mit je 400 ug/mL Sulfit und Tetrathionat dotiert und 1 : 200 verdiinnt,

Bei niedrigen Temperaturen wurde eine bessere Trennung von Thiosulfat, Trithionat,
Sulfat und Tetrathionat erreicht, auch bei verringerter Auflésung auf Grund hoherer
Konzentrationen (mittlerer ppm-Bereich). Speziell die Auflésung von Trithionat und
Sulfat verbessert sich bei abnehmender Temperatur. Bei hoheren Temperaturen war
eine Trennung dieser lonen nicht mdglich, jedoch gelang die Trennung von
Polysulfiden unterschiedlicher Kettenlinge bei guter Peakform (s.u.). Eine
befriedigende Bestimmung hoherer Polythionate gelang mit der indirekten Detektion

nicht.

Sulfid konnte ebenfalls von Tetrathionat getrennt werden und migriert z. B. bei pH 9
und niedriger Feldstdrke (333 V/cm) zwischen Sulfat und Tetrathionat mit Selektivitéts-
faktoren von o = 1,07 (Sulfid / Sulfat) bzw. a = 1,09 (Tetrathionat / Sulfid).

Bei Methanolzusatz verringert sich die Reproduzierbarkeit.
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Tab. 21: Beispiele fiir das Trennverhalten der lonen im unteren ppm-Bereich (n = 3) - PMA/DETA -

System, Quarzkapillare.

Thiosulfat Trithionat Sulfat Tetrathionat Sulfit
Trennsystem: t, 1IN min ty 1IN Min; t, 1n min t, In min t, 1N min
OlThio- OlTrith Olsulfat. OlTetra
S in min s In min S in min S in min S in min
VK in % VK in % VK in % VK in % VK in %
PMA 3 mmol/L, 4,590 4,885 5,033 5,626 7,600
DETA 2 mmol/L, 1,06 1,03 1,12 1,35
pH 7.3, 429 V/cm, 0,045 0,021 0,038 0,008 0,081
30°C,d=75 um 0,97 0,42 0,76 0,13 1,06
PMA 3 mmol/L, 5,55 6,08 6,24 7,41 7,63
DETA 2 mmol/L, 1,09 1,03 1,09 1,03
pH 9.3, 333 V/cm, 0,086 0,128 0,107 0,076 0,052
20 °C,d =50 pm 1,55 2,11 1,72 1,02 0,68
PMA 3 mmol/L,
2,39 2,59 2,84 3,59 3,75
DETA 2 mmol/L,
1,09 1,10 1,26 1,05
Methanol 20 %
0,069 0,067 0,031 0,038 0,034
pH 9,7, 697 V/cm,
2,88 2,57 1,08 1,05 091
30°C
Migrationsreihenfolge: Thiosulfat- Trithionat —Sulfat - Tetrathionat
40
35
=0
B 25
2 o
E o 60 °C
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Abb. 67: Trennbedingungen: PMA/DETA 3 mmol/L /2 mmol/L, pH 9,73, -10 kV, Injektion 2 sec.
hydrodynamisch, indirekte Detektion 254 nm, Probe: 350 pg/mL Tetrathionat und 310 pg/mL Sulfit
(Sulfit nicht mehr detektierbar) mit Abbau zu Thiosulfat, Sulfat und Trithionat.
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Eine Stabilisierung von Sulfit durch einen Formaldehyd-Zusatz zum BGA zur
Sulfitbestimmung ist ungeeignet, da es zu einer Deformation des Sulfit-Signals kommt.
Der Sulfat-Peak wurde nicht davon beeinflusst. Ein Zusatz von Methanol zur Probe und
eine Begasung mit Stickstoff sind geeignet, um einen schnellen Abbau von Sulfit zu
Sulfat innerhalb von 12 h zu verhindern, ohne storende Einfliisse auf das Sulfitsignal.
Nach 24 h waren bei 15 % Methanol-Zusatz (v/v) etwa 1/5 der Sulfitkonzentration zu
Sulfat abgebaut.

Es wurden verschiedene anorganische und organische Anionen auf ihre Eignung als
interner Standard untersucht. Chlorid, Bromid, Nitrat und Nitrit besitzen #hnliche
Mobilitdten wie Thiosulfat, Trithionat und Sulfat und waren daher ungeeignet. Lactat
und Tartrat interferieren mit Tetrathionat, Sulfit und Sulfid. Citrat, Acetat und Glycolat
besitzen zu geringe Mobilitdt und migrieren deutlich langsamer. Der Fluorid-Peak wird
durch eine héufig in diesem Bereich auftretende Basilinienstérung bei Thiosulfat-
Uberschuss beeinflusst. Oxalat migriert zwischen Sulfat und Tetrathionat und wurde in
Trennsystemen mit DETA von den relevanten Ionen getrennt. Die erreichte Auflosung
entspricht einer grenzgingigen Basislinientrennung, besonders bei Thiosulfat-

Uberschuss. Die Ansitze wurden deshalb nicht weiter verfolgt.

Bei Untersuchungen zur Standardaddition von Sulfit wurde beobachtet, dass sich in den
Injektionslésungen bei Sulfit-Dotierung ein Trithionat-Peak ausbildete. Es war keine
reproduzierbare Linearitit der Signalhdhe und der dotierten Sulfit-Konzentrationen
gegeben. Da Injektionslosungen meist Tetrathionat als Zersetzungsprodukt enthalten,
erfolgt bei Zugabe von Sulfit ein Abbau zu Thiosulfat und Trithionat. Eine Bestimmung
iiber Standardaddition ist aus diesem Grund nicht moglich. Entsprechendes gilt fiir die
Standardaddition von Polythionaten bzw. Sulfid. Hier erfolgt ein Abbau durch Sulfit
und / oder Sulfid bzw. durch Polythionate.

Eine Storung durch Phosphat als hdufigster Bestandteil der Injektionslosungen tritt nicht
auf, da sich die Mobilitdt deutlich von schwefelhaltigen Ionen der Injektionslésungen
unterscheidet. Eine Beispiel-Kalibrierung filir eine quantitative Bestimmung von
Phosphat in Natriumthiosulfat-Losungen erfolgte fiir eine Verdiinnung der
Injektionslosungen von 1:50. Es wurde der Bereich von 5 bis 200 pg/mL, berechnet als
Hydrogenphosphat, neben entsprechender Thiosulfat-Konzentration als Dreifach-
bestimmung kalibriert, da von 5 mg/mL bis 500 pg/mL Phosphat in den 10 %igen

Natriumthiosulfat-Injektionslosungen ausgegangen wurde.
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Der Achsenabschnitt ist nicht signifikant. Die relative Verfahrensstandardabweichung

betrigt 7,0 %. Es besteht ein linearer, gut korrelierter Zusammenhang (r = 0,9969).
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Abb. 68: Trennbedingungen: PMA/DETA 3 mmol/L /2 mmol/L, pH 9,3; -30 kV, 30 °C, Kapillare
70 cm /75 pm Quarz, Inj. 6 sec hydrodynamisch, Probe: 2500 pg/mL Phosphat in Natriumthiosulfat-
Losung 10 g/ 100 mL 1:50 verdiinnt (Analytkonzentration 50 pg/mL Phosphat).
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Abb. 69: Kapillarelektrophoretische Bestimmung von Phosphat in Natriumthiosulfat-
Injektionslésungen — Trennbedingungen: PMA/DETA 3 mmol/L / 2 mmol/L pH 9,3; -30 kV, 30 °C,
Detektion 214 nm indirekte Detektion, hydrodynamische Inj. 6 sec, Kapillare 75 pm / 70 cm Quarz.
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Ein unter Umstédnden vorhandenes Signal von Chlorid, bedingt durch Chloridzusatz zu
den Injektionsldsungen, liegt bei geringer Verdiinnung unter dem Signal von Thiosulfat.
Hier ist eine simultane Bestimmung durch CZE nicht moglich, da bei der notwendigen,
starkeren Verdiinnung die Nachweisgrenze unterschritten wird. Thiosulfat selbst kann

dann bei entsprechender Verdiinnung quantifiziert werden.

Die Beispiel-Kalibrierung wurde mit einer entsprechenden Verdiinnungsreihe,
hergestellt aus einer 10000 pg/mL Thiosulfat-Stammldsung durchgefiihrt. Der Bereich
der Kalibrierung wurde im Beispiel von 20 pg/mL bis 150 pg/mL gewihlt. Bei einer
1 : 500 Verdiinnung einer 10 %igen Injektionslosung liegt der Erwartungswert im
Schwerpunkt der Kalibrierung (ca. 90 pg/mL). Der lineare Zusammenhang besteht
jedoch auch fiir Konzentrationen bis 300 pg/mL. Es erfolgte eine Stabilisierung mit
15 % MeOH. Die ermittelte relative Verfahrensstandardabweichung betrégt 4,4 %. Der
Achsenabschnitt ist hier signifikant. Es besteht ein linearer, gut korrelierter

Zusammenhang (r = 0,9966).
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Abb. 70: Kalibrierung Thiosulfat — Trennbedingungen: PMA/DETA 3mmol/L / 2mmol/L, pH 9,3;
-30 kV, 30 °C, hydrodynamische Inj. 4 sec., indirekte Detektion 214 nm Kapillare 70 cm / 75 pm

Quarz.
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Die aus vermessenen Verdiinnungsreihen abgeschitzte Nachweisgrenze fiir Sulfit’ ohne
Thiosulfat-Matrix betrdgt 10 pg/mL bei pH 9 und Stabilisierung mit 20 % Methanol
(vv). 7,5 pg/mL konnten nicht mehr detektiert werden. In einer 1:10 verdiinnten
Natriumthiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL waren 50 pg/mL Sulfit noch gut zu erfassen.
Bei niedrigeren Konzentrationen bis zur NWG von ca. 20 ug/mL sank die
Reproduzierbarkeit der Bestimmung drastisch unter Verlust des linearen Zusammen-
hangs. Bei einer 1 : 100 Verdiinnung lag die NWG bei etwa 10 pg/mL. Somit sind erst
Sulfit-Konzentrationen von 0,5 bis 1 mg/mL, bezogen auf die unverdiinnten

Injektionslésungen, nachweisbar. Die Bestimmungsgrenze liegt entsprechend hoéher.

Fiir die kapillarelektrophoretische Bestimmung ist die Injektionsdauer von Bedeutung.
Hier muss, soweit moglich, ein Kompromiss zwischen einer Peakverbreiterung
einhergehend mit einer Uberladung bei lingeren Injektionszeiten und der notwendigen
Uberschreitung der Nachweisgrenze des zu bestimmenden Ions gefunden werden. Fiir
Sulfit konnte bei FEinsatz der -elektrokinetischen Injektion (4 sec, 10kV) ohne
Thiosulfat-Matrix die Nachweisgrenze auf etwa 2 pg/mL gesenkt werden. Neben
Thiosulfat-Uberschuss erfolgt bei elektrokinetischer Injektion eine Diskriminierung der
weniger mobilen Ionen, so dass hier vor Erreichen einer akzeptablen Nachweisgrenze
eine Uberladung eintritt. Dehnt man die Injektionsdauer auf 10 sec bei 10 kV aus,
konnen noch 5 pg/mL Sulfit neben einer 1 : 10 verdiinnten 10 %igen Natriumthiosulfat-
Losung detektiert werden. Bei Verdiinnung 1 : 100 wurde noch bei 0,8 pg/mL Sulfit ein
Signal detektiert. Durch die Uberladung kommt es zu Basislinienstérungen, die eine
Basislinienfestsetzung filir die quantitative Auswertung eines Sulfit-Peaks erschweren.

Sulfat und Trithionat liegen bei diesen Injektionszeiten unter dem Thiosulfat-Peak.

Bei hydrodynamischer Injektion liegt die Nachweisgrenze neben Thiosulfat-Uberschuss
im Vergleich zur thiosulfatfreien Matrix ebenfalls hoher. Da in den unverdiinnten
Injektionslésungen von maximalen Sulfit-Konzentrationen um 50 pg/mL ausgegangen
werden kann, sind die erreichbaren Nachweisgrenzen fiir eine Sulfitbestimmung zu
hoch. Versuche mit Realproben (sulfithaltiges Handelspriparat 1 : 100 verdiinnt) und
verldngerten Injektionszeiten (bis zu 12 sec) bestdtigten, dass die notwendige
Nachweisgrenze nicht erreicht wurde. Es konnte kein Sulfit-Peak detektiert werden.

Nach Dotierung der verdiinnten Losung mit 1 pg/mL Sulfit wurde ein Signal detektiert.

3 Kriterium NWG hier: signifikanter Unterschied vom Grundrauschen # fiir ein Signal-Rausch-Verhiltnis

(S/N) von 3, erforderliche Signalhohe H liegt zwischen 100 pAU und 150 pAU bei S/N = 2H/h.

143



Ergebnisse und Diskussion

Durch die Uberladung wird bei héherer Thiosulfat-Konzentration die Peakbasis breiter
und besonders die Signale von Trithionat und Sulfat werden in Auflésung und
Nachweisgrenze negativ beeinflusst. 5 pg/mL  Sulfat treten bei einer 1:100
Verdiinnung nur als Schulter am Thiosulfat-Peak auf. Erst hohere Verdiinnungen
ermoglichen hier eine Basislinientrennung. Des Weiteren kommt es zu Verschiebungen

der Migrationszeiten. Eine eindeutige Identifizierung ist nur durch Dotierung moglich.

Fir Tetrathionat liegt die Nachweisgrenze bei 1:100 Verdiinnung der 10 %igen
Natriumthiosulfat-Losung bei 6 pg/mL, fiir Trithionat und Sulfid bei etwa 10 pg/mL. In
den Injektionslosungen konnte in Einzelfdllen Trithionat oberhalb der Nachweisgrenze

identifiziert werden. Tetrathionat und Sulfid waren nicht nachweisbar.

Fiir Sulfat liegt die erreichte Nachweisgrenze bei einer 1:100 Verdinnung der
Natriumthiosulfat-Injektionslosung mit etwa 1,5 pg/mL um etwa eine Zehnerpotenz
niedriger. Sie wird von der fehlenden Eigenabsorption und den somit groferen
Absorptionsunterschied giinstig beeinflusst. Des Weiteren unterliegt Sulfat keinen

Abbaumechanismen durch Sauerstoff oder schwefelhaltige Spezies.

Bei Einsatz der CElectAmine® Kapillare mit PMA, TEMED und Propanol-Zusatz
gelang bei Injektion von frischen Polysulfid-Losungen eine Trennung von Signalen, die
als Polysulfide verschiedener Kettenlédnge angesehen werden konnen. Die Signale sind
relativ symmetrisch und fast basisliniengetrennt. Einige dieser Signale lassen sich auch
bei hochkonzentrierten Sulfidlosungen als Nebenpeak beobachten. Bei Einsatz von
Quarzkapillaren und anderen Trennsystemen waren die Signale deformiert und geringer
aufgelost. Bei Erhohung der Temperatur und Verringerung der Feldstirke kam es zu
einer Abnahme der Selektivititsfaktoren der Polysulfide bei kiirzeren Migrationszeiten
und besserer Peakform. Sulfit wird hier nicht mehr von den kurzkettigen Polysulfiden

getrennt.

Tab. 22: Trennverhalten der lonen — Trennbedingungen: -30 kV, 20 °C, ind. Detektion 250 nm;
PMA/TEMED/MeOH 6 mmol/L / 10 mmol/L /20 %, pH 8,04; Kapillare CElect® Amine
42 cm /50 pm.

Parameter | S,03° S306” S0~ HS Si0¢7 | S5 SO~
tminmin | 6,194 6,668 6,817 | 7,596 | 7,908 | 8,455 8,843
S in min
0,103 0,069 0,069 | 0,041 | 0,068 | 0,074 0,056
(n=3)
VK in % 1,67 1,03 1,01 0,54 0,86 0,87 0,64
a 1,077 1,022 | 1,114 | 1,041 1,069 1,046
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Tab. 23: Trennverhalten der Polysulfide (Kettenldngen unter Vorbehalt) — Kapillare CElect® Amine,
PMA/TEMED/MeOH 6 mmol/L/ 10 mmol/L / 20 % (v/v), pH 8,04; ind. Detektion 250 nm a) -30 kV
(714 V/cm), 20 °C, Kapillare 42 cm / 50 pm; b) -30 kV (417 V/cm), 35 °C Kapillare 72 cm / 50 pm.

Parameter HS S,” S;> S~ S5 S¢
tm Y inmin | 7,596 8,455 10,660 11,470 12,856 14,543
s¥ in min
0,041 0,074 0,165 0,119 0,165 0,118
(n=3)
VK in % 0,54 0,87 1,55 1,04 1,29 0,81
a? — 1,046 1,261 1,076 1,121 1,131
tn ¥ inmin | 7,473 9,029 9,362") 9,812 10,288 10,945
a® - 1,21 1,04 1,05 1,05 1,06

*) bei Trennbedingungen wie unter b) erfolgt hier keine Trennung des Signals von Sulfit

Bei Alterung der verdiinnten Polysulfid-Losungen kann man Abbau und Umbau der
Polysulfide verfolgen. Geht man in der Signalreihenfolge von einer homologen Reihe

aus, so sind in frischen Losungen vorrangig S,* neben S;*, Ss> und Sulfit vorhanden.

Sulfid
&

1 bis 5: Polysulfide mit vermutlich
25 zunehmender Kettenldnge HS; 41
(mit vermutlichn=1-5)

Thiosulfat

2.0

Abb. 71: Alterung von Polysulfid-Losung - Trennbedingungen: -30kV, 35°C, indirekte Detektion
250 nm; PMA/TEMED/MeOH 6 mmol/L / 10 mmol/L / 20 % (v/v), pH 8,04; Kapillare 72 cm / 50 pm
CElect® Amine Proben: Polysulfid-Losung 1,6:100 verdiinnt a) frisch; b) nach 120 min.
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Es bilden sich bei Alterung vermutlich vorrangig S;*~ und S,”. Nach 24 h wurde S5

neben S, und auch S,> detektiert. Nach 96 h wurde unter Annahme der postulierten

Kettenlingen hauptsichlich Ss* mit wenig S,> gefunden.

Der Alterungsprozess geht mit einer Entfarbung der Losung und Schwefelabscheidung

einher. Es wurden keine wesentlichen Unterschiede im Spektrum der Polysulfide bei

Herstellung von definierten Polysulfidlosungen durch stochiometrische Umsetzung von

Schwefel mit Sulfid entsprechend der gewiinschten Kettenlédnge festgestellt. In frischen

Sulfidldsungen wurden neben Sulfit zunédchst Spuren fast aller Spezies detektiert. Beim

Alterungsprozess scheint sich hier vorrangig Ss> zu bilden.

Tab. 24: Abbau der Polysulfide in wissriger Sulfid- bzw. Polysulfidlosung bei Alterung unter

Annahme einer Peakreihenfolge entsprechend einer homologen Reihe der Kettenlénge.

Vermutete
. S,” SO / S3* S Ss™ S¢”
Spezies:
Peak: 1 2 3 4 5
in frischer nicht _ _ _ )
' in Spuren in Spuren in Spuren in Spuren
Sulfidlosung nachweisbar
bei Alterung von )
Abbau bis
Sulfid-Lésungen nicht konstant bei Haupt-
_ nicht mehr in Spuren
nach 24 h und nachweisbar _ Alterung komponente
nachweisbar
96 h
frische _ 2.Neben- Haupt- 3.Neben- )
in Spuren in Spuren
Polysulfidlésung komponente | komponente | komponente
nach2h . Haupt- 2.Neben- . )
in Spuren in Spuren in Spuren
Alterung komponente | komponente
nach 24 h 3.Neben- 2.Neben- Haupt- )
in Spuren in Spuren
Alterung komponente komponente | komponente
nach 96 h 2.Neben- nicht nicht Haupt- nicht
Alterung komponente | nachweisbar | nachweisbar | komponente |nachweisbar
bei Alterung der
Polysufid- Zunahme Thiosulfat und Sulfat, kompletter Abbau von Sulfid und Sulfit
Losung
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Sonstige Trennsysteme (indirekte Detektion)

Neben den fir die Trennung von anorganischen Anionen iiblichen
Hintergrundelelektrolyten ~ wurden des Weiteren Molybdat, Ascorbinsdure,
Trimesinsdure, Phthalat, Naphthalintetracarbonsdure und Naphthalindi- und
Naphthalintrisulfonsdure auf ihre Eignung in Kombination mit verschiedenen Zusitzen
untersucht. Es wurde Borsdure zugesetzt, um den pH-Wert einstellen zu kdnnen und die
Ionenstirke heraufzusetzen. Im Wesentlichen waren bei allen Trennsystemen die
Auflésung gut, jedoch die Robustheit zu gering und die Reproduzierbarkeit
ungeniigend. Besonders auffillig waren hier starke Storungen des Basislinienverlaufs
und positive als auch negative Systempeaks in der Néhe der zu bestimmenden lonen,
meist zwischen Thiosulfat und Sulfat. Die stirksten Stérungen durch
Basislinienfluktuation und Systempeaks wurden bei Naphthalintetracarbonsiure
beobachtet. Bei Ascorbinsdure wurde ein Verlust an Trennqualitit und Auswertbarkeit
durch ein starkes Grundrauschen festgestellt. Des Weiteren werden Sulfit, Sulfid und
Tetrathionat nicht getrennt. Naphthalindisulfonsdure, Phthalsdure und Trimesinsdure
zeigten ebenfalls sehr starke Basislinienfluktuation wund teilweise schlechte

Peaksymmetrie.

Thiosulfat— Sulfat
Lotn]

4.0

a)
) M‘W\/\I\V\F

1.0 b)

Y or et

Thiosulfat — Trithionat — Sulfat — Tetrathionat - Sulfit

1 20 20 40 50 &0 70 en
Minutes

Abb. 72: Trennbedingungen: Naphthalintrisulfonsédure 5 mmol/L, DETA 2 mmol/L Borséure

100 mmol/L, pH 8,0, MeOH 2 % (v/v), -30 kV, 35 °C, ind. Detektion A = 284 nm; Kapillare 42 cm /
50 um Quarz; Inj. 4 sec., Probe: a) Thiosulfat 250 pg/mL und Sulfat 50 pg/mL, b) Tetrathionat und
Sulfit je 470 pg/mL abgebaut zu Sulfat, Thiosulfat und Trithionat.
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Tab. 25: ausgewihlte Beispiele fiir das Trennverhalten der lonen — diverse Systeme indirekter

Detektion.

Trennsystem: Thiosulfat | Sulfat | Tetrathionat Sulfit Sulfid
tm IN tm 1N tm IN tm 1N tm 1N
min min; min min min

(anodischer Modus, 35 °C) O'Thio. OlSylfat OTetrat (OlSulfat) OlTetra

Quarz, NTSS 5 mmol/L, DETA 1,69 1,87 2,09 2,39 3,20

2 mmol/L Borsdure 100 mmol/L,

pH 8,0, MeOH 2 %, 714 /cm, -- 1,11 1,12 1,14 (1,28) 1,34

NT I/L, TEMED

Quarz, NTSS 5 mmol/L, 2,64 3,20 4,34 n. d. n. d.

10 mmol/L, , pH 8,1, Borsédure

100 mmol/L, MeOH 2 %,

714 V/em, N 1,21 1,36 - -

NTCS 5 I/L

Quarz, Mo, 3,16 3,85 5,25 n. d. n. d.

TEMED 10 mmol/L, pH 8,2,

Borsdure 100 mmol/L, MeOH

-- 1,22 1 - -

2 %, 714 V/cm, ’ 36

Quarz, NTCS 5 mmol/L, DETA 291 3,23 4,17 n. d. n. d.

2 mmol/L, Borsdure 100 mmol/L,

pH 8,2, MeOH 2 %, 714 V/cm, - 1,11 1,29 — —

Molybdat 5 I/L, TEMED

Olybdat > THmouL, 5,13 5,92 6,90 *) n. d. n. d.

10 mmol, n-Propanol

10 %, MeOH 2 %, pH 8,6,

416 V/em; - LI3 L17 h h

Quarz, Ascorbinsr. 50 mmol/L, 2.96 3.47 4,49 4,53 4,46

TEMED 10 mmol/L, pH 7,9,

Borsdure 100 mmol/L;

n-Propanol 10 %, 416 V/cm; - L17 1,29 LOT(1,31) 1,00

*) negatives Signal, nur bei 214 nm detektierbar; n. d. = nicht detektiert

Die Beeinflussung von Peakform, Auflosung und Retentionszeiten bei bereits geringem
Thiosulfat-Uberschuss wird in der Abbildung 75 deutlich. Im Beispiel liegt ein
Verhiltnis Thiosulfat:Sulfat von 4,5 : 1 vor. Mit abnehmender Verdiinnung verschieben
sich die Migrationszeiten. Die Auflésung verschlechtert sich mit steigender
Konzentration. Die Signale sind ab einer Verdiinnung von 1 : 20 nicht mehr basislinien-

getrennt.
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Abb. 73: Trennelektrolyt: Naphthalintetracarbonséure 5 mmol/L, TEMED 10 mmol/L, Borsiure
100 mmol/L, pH 8,2, MeOH 2 % (v/v), -30 kV, 35 °C, ind. Detektion A = 237 nm; Kapillare 42 cm /
50 um Quarz; Inj. 1 sec., Probe: Thiosulfat, Sulfat, Tetrathionat je 20 png/mL.
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Abb. 74: Trennelektrolyt: Naphthalintrisulfonsédure 5 mmol/L, DETA 2 mmol/L Borsdure 100 mmol/L,
pH 8,0, MeOH 2 % (v/v), -30 kV, 35 °C, ind. Detektion A = 284 nm; Kapillare 42 cm / 50 pm Quarz;
Inj. 4 sec., Proben: Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100 mL (= 45000 pg/mL S,05>) mit 10000 pg/mL
Sulfat dotiert, in den Verdiinnungsstufen 1 : 1000; 1 : 200; 1 : 100; 1 : 20; 1 : 10 (von vorn nach

hinten).
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Ein direkter Vergleich eines Molybdatbasierenden Trennsystems mit einem PMA-
basierenden System, bei sonst gleicher Pufferzusammensetzung und identischen Trenn-
bedingungen, zeigt, dass fiir Molybdat schmalere Peaks bei kiirzeren Migrationszeiten

erhalten werden.

2-
8203 — - SO42'
2 &
P i
1.4
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Abb. 75: Elektropherogramm mit direktem Vergleich von 2 Elektrolyten — Trennelektrolyt: a)
Molybdat 5 mmol/L, TEMED 10 mmol/L, n-Propanol 10 % (v/v), MeOH 2 % (v/v), pH 8,6, -30 kV,
35 °C,b) PMA 6 mmol/L, TEMED 10 mmol/L, n-Propanol 10 % (v/v), MeOH 2 % (v/v), pH 8,6, -
30 kV, 35 °C; ind. Detektion A =250 nm; Kapillare 72 cm / 50 um CElect® Amine; Inj. 4 sec., Probe:
Thiosulfat 360 pg/mL, Sulfat und Tetrathionat je 80 pg/mL.

Nachteilig wirkt sich hier wie schon bei Chromat der zu geringe Absorptionsunterschied
zwischen dem Hintergrundelektrolyten und den Polythionaten auf deren
Detektierbarkeit aus, so dass diese lonen sich der Bestimmung entziehen. Auch fiir
Thiosulfat und Sulfat fillt der geringere Absorptionsunterschied bereits ins Gewicht,
was an der geringeren Signalhohe zu erkennen ist. Dies limitiert die erreichbaren
Nachweisgrenzen. Beim Molybdat-System treten Basislinienstérungen im Vergleich

zum PMA-System ebenfalls haufiger auf.

Trennsystem mit Phosphat (direkte Detektion)

Trennsysteme mit direkter Detektion erwiesen sich als robuster im Vergleich zu
Systemen mit indirekter Detektion. Basislinienstorungen, ausgeprigte Schwankungen
im EOF sowie Systempeaks waren hier seltener zu beobachten. Nachteilig fiir den
Einsatz bei der Bestimmung von anorganischen lonen ist die fehlende Detektierbarkeit

von z. B. Sulfat auf Grund fehlender Eigenabsorption.
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Fiir Thiosulfat, Sulfit, Sulfid und die Polythionate sind die Absorptionskoeffizienten

jedoch ausreichend, um noch eine Bestimmung im ppm-Bereich zu ermoglichen.

Obwohl bei niedriger Detektionswellenlédnge ein hoheres Grundrauschen auftrat, war
der Nachweis von Ionen im unteren ppm-Bereich bis hin zum oberen ppb-Bereich
moglich. Die detektierten Signale zeichnen sich, besonders im unteren
Konzentrationsbereich, durch ein hohe Symmetrie und eine schmale Peakbasis aus. Bei
Injektion einer Natriumthiosulfat-Lésung 10 g / 100 mL unverdiinnt oder 1 : 1 verdiinnt

blieben groBere Storungen des Basislinienverlaufs aus.

Tab. 26: ausgewihlte Beispiele fiir das Trennverhalten der Ionen — Phosphatsystem.

Trennsystem:

Trithionat
Tetrathionat
Pentathionat

Thiosulfat
ty 1IN min

tm 1N MIN, OTrith
Sulfit
tm 10 MIN, OTerat
Sulfid
tm 10 MIN, OTetra
tm 1N MiN, Osylfid
Hexathionat
tyn 1N MIN, Openta

tm 1IN MIN; OiThio.

Phosphat 50 mmol/L, 2,24 2.37 2,58 2.89 3,27 3,72 4,56
pH 7,02, 357 V/em,

20 °C, Quarz-

kapillare 1 - 75 pm -- 1,06 1,09 1,12 1,13 1,14 1,23
Phosphat 50 mmol/L, 2.64 423 5.85 9.50
pH 7,00, 357 V/cm,

25 °C, Quarz-

kapillare 2 — 50 pm - h - 1,62
Phosphat 50 mmol/L,

DETA 2 mmol/L, 5,91 6,33 10,10 10,96 13,77 27,99
pH 7,00, 400 V/cm, -

35 °C, Quarz- -- 1,07 1,59 1,09 -- 2,03

kapillare 3 — 75 um

E gl E|L £ T ¢

- = =) ° 2

< .8 = %) n = n =
S g g 2 |=e @ E g | & | o
a E 2 8 9| &= 9§ |= &
o) o = = '_5' . — — . — E . — E .—
o= wn = n g a g =] g = g
= S £ .E %“ g 2 E 2 E

= S s EF L F L £
Phosphat 50 mmol/L,
P 2,26 2,89 3,27 5,14 5,53 6,82
pH 7,02, 357 V/cm,
20 °C, Quarz-

-- 1,28 1,12 1,57 1,08 1,23

kapillare 1 — 75 um
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Die Selektivititsfaktoren sind vergleichbar mit den Ergebnissen der indirekten
Detektion. Die Trennung von Trithionat und Thiosulfat gelingt jedoch im Vergleich
besser. Sulfat stort hier auf Grund seiner fehlenden Absorption nicht. Es konnten alle
Polythionate bis zum Hexathionat detektiert werden. Sulfid weist bei diesem

Trennsystem einen deutlichen Selektivitdtsunterschied zu Tetrathionat auf.

Es wurde wiederholt beobachtet, dass sich die Oberflichen verschiedener Chargen der
Quarzkapillaren deutlich unterscheiden. Auffillig waren hier die deutlich ldngeren
Migrationszeiten bei Kapillare 3, die auf einen starken Elektroosmotischen Fluss
schlieBen lassen. Selbst bei Zusatz von DETA lagen die Zeiten noch deutlich iiber den
anderen ermittelten Werten, besonders bei den hoheren Polythionaten. Auch bei

Kapillare 2 liegen die Werte trotz hoherer Temperatur {iber denen der Kapillare 1.

In einer frisch verdiinnten Polysulfidlésung wurden neben Sulfid, Sulfit und Thiosulfat
auch Signale detektiert, die mit groBer Wahrscheinlichkeit von Polysulfiden
verschiedener Kettenldnge stammen. Die Signale konnen eindeutig von Polythionaten
unterschieden werden. Im Alterungsprozess der Losung ist der Abbau der Polysulfide

zu Thiosulfat und Sulfit (mit Oxidation zu Sulfat, hier nicht detektierbar) zu beobachten.

$05" 50>
} vermutlich HS, verchiedener

Kettenldnge g

i |
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Abb. 76: Trennelektrolyt - Phosphat 50 mmol/L, pH 7,5, -15 kV, 20 °C, direkte Detektion A = 210 nm;
Kapillare 42 cm / 75 um Quarz; Inj. 4 sec hydrodynamisch, Probe: Polysulfidlosung (1 : 100 frisch

verdiinnt).

Die verschmelzenden Signale mit Tailing bzw. Leading der Fronten lédsst einen
Gleichgewichtszustand zwischen den verschiedenen Spezies vermuten, der einem
staindigen Umbau der Kettenldngen entspringt. Eine eindeutige Zuordnung der Signale
zu bestimmten Kettenlingen der homologen Reihe war an Hand des

Elektropherogramms nicht mdglich. Bei einer Untersuchung von Polysulfid-Ldsungen,
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die aus einer Umsetzung von molekularem Schwefel und Sulfid in entsprechend
stochiometrischem Verhiltnis fiir Kettenlingen von 3-6 Schwefelatomen gewonnen
wurden, gelang kein Nachweis eines unterschiedlichen Signalspektrums. Neben dem
Abbau der Polysulfide ldsst sich mit der Methode auch der Abbau von Tetrathionat
durch Sulfit oder Sulfid zu Thiosulfat und Trithionat verfolgen. Bei Zugabe von Sulfid
und Sulfit reagiert Sulfid mit Tetrathionat bevorzugt zu Thiosulfat und wenig Trithionat.
Sulfit kann auch noch nach 24 h im Gegensatz zu Sulfid nachgewiesen werden. In der

Folge setzt eine Bildung von Tetrathionat ein.

Bei der Sulfitolyse von Tetrathionat zu Thiosulfat und Trithionat ist eine stirkere
Trithionatbildung zu beobachten. Sulfit wird relativ schnell abgebaut und als
Nebenreaktion zu Sulfat oxidiert. Sulfat ist hier nicht detektierbar. Die Sulfat-Bildung
konnte bei Anwendung der indirekten Detektion und bei Untersuchungen mit

Ionenpaarchromatographie belegt werden.

20 % Trithionat (Abbauprodukt)
Thiosulfat
257 1 Tetrathionat
o : g Sulfi
- g
Z 157 o Sulfid
-
£ o] %
L. o E
h 1 b)
o L | a)
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Abb. 77: Trennelektrolyt: Phosphat 50 mmol/L, pH 7,0, -15 kV, 20 °C, direkte Detektion A =210 nm;
Kapillare 42 cm / 75 um Quarz; Inj. 4 sec. hydrodynamisch Probe: Thiosulfat 60 pg/mL, Sulfit und
Sulfid je 80 ug/mL, Tetrathionat 40 pg/mL; a) frisch, b) nach 24 h, (Wasser als Blindprobe).

Dotiert man eine hochkonzentrierte Thiosulfat-Losung mit einer Mischung aus
Tetrathionat und Sulfit, ist im Vergleich zur Mischung ohne Thiosulfat ein schnellerer
Abbau zu beobachten. Die Peakfldchen nehmen in vergleichbarem Zeitraum stirker ab.
Daraus ist zu schlieen, dass grole Mengen an Thiosulfat den Abbau katalysieren. Bei
Zugabe von Tetrathionat und Sulfit zu einem Thiosulfat-Uberschuss wurde zeitweise
ein nichtidentifizierbares Signal mit einer Selektivitdt zwischen Tetrathionat und Sulfit

beobachtet.
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Es ldsst sich eine leichte Verschiebung der Migrationszeiten bei hohem Thiosulfat-
Uberschuss feststellen. Die Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten nimmt bei groBem
Thiosulfat-Uberschuss ab. Die Migrationszeit von Trithionat bei annihernd gleichen
Konzentrationen aller Komponenten liegt bei Betrachtung der Peakbasis eines
Thiosulfat-Uberschusses in diesem Migrationszeit-Intervall. Neben einem Uberschuss

wird es jedoch noch als nicht vollig aufgeldstes Signal sichtbar.
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Abb. 78: Elektropherogramm: Trennelektrolyt Phosphat 50 mmol/L, pH 7,0, -15 kV, 20 °C, direkte
Detektion A =210 nm; Kapillare 42 cm / 75 um Quarz; Inj. 4 sec., Probe: a) und c) Natriumthiosulfat-

Losung 10 g/ 100 mL 1 : 20, dotiert mit Tetrathionat und Sulfit je 50 pg/mL b) Thiosulfat 60 pg/mL,
Tetrathionat und Sulfit je 50 pg/mL.
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Abb. 79: Neben dem Einsatz von Quarzkapillaren wurde eine Kapillare mit einer C18-modifizierten
Oberfliche (CElect®H2) getestet. Durch die Hydrophobizitit verringert sich der Elektroosmotische
Fluss um etwa 1/3 auf 65 % der EOF-Geschwindigkeit einer Quarzkapillare bei pH 7°.

Bei der Auswahl der Trennbedingungen muss beriicksichtigt werden, dass eine
Verdanderung von pH-Wert und Viskositét eine geringere Verdnderung beziiglich der
Gesamtgeschwindigkeit bewirken, da der EOF hier durch diese Parameter weniger stark
beeinflusst wird. Die Auswirkungen der Anderung verschiedener Parameter auf das
Trennverhalten bei Einsatz der CElect® H2 Kapillare wurde speziell fiir Thiosulfat und
die Polythionate (Tetrathionat bis Hexathionat) bei Konzentrationen im unteren ppm-
Bereich systematisch untersucht. Bei Uberschuss von Thiosulfat kommt es durch
Beeinflussung einzelner Mobilitdten zu entsprechenden Abweichungen in Selektivitit

und Auflosung.
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Abb. 80: Vergleich von verschiedene pH-Werten — Trennelektrolyt: Phosphat 50 mmol/L a) pH 6,0
b) pH 7,0 ¢) pH 8,0; -16 kV, 20 °C, direkte Detektion A = 214 nm; Kapillare 37 cm /75 pm
CElect® H275; Inj. 4 sec. hydrodynamisch, Probe: Thiosulfat 20 pg/mL, Tetrathionat, Pentathionat,
Hexathionat je 10 pg/mL.

4 SUPELCO Instruction Manual CElectTM Electrophoresis Columns
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Tab. 27: ausgewdhlte Beispiele fiir das Trennverhalten von Thiosulfat und héherer Polythionate —

Phosphatsystem CElect®H275 (Kapillare 4).

Trennsystem: ) . Tetrathionat | Pentathionat | Hexathionat
gednderter | Thiosulfat o .. o
Phosphat P . . tm In min tm In Min tm in min
arameter | t, in min
50 mmol/L OThio. OlTetra OlPenta
pH 7,02, 432 V/cm, | Vergleichs 2.14 2,84 3,24 3,79
(16 kV) 20 °C, _bedingung - 1,33 1,14 1,17
pH 7,02, 486 V/cm, 1,41 1,93 221 2,52
(18 kV) 20 °C, B - 1,37 1,15 1,14
E
pH 7,02, 270 Viem, 4,19 5,71 6,52 7.89
(10 kV) 20 °C, - 1,36 1,14 1,21
pH 7,02, 432 Viem, 2,25 3,05 3,49 4,05
15 °C, - 1,36 1,14 1,16
pH 7,02, 432 Viem, T 1,72 2,29 2,59 3,11
40°C, - 1,33 1,13 1,20
pH 7,02, 432 Viem, 1,55 2,17 2,38 2,75
60 °C, - 1,40 1,10 1,16
pH 7,02, 432 Viem, 2,55 3,35 3,65 4,25
20 °C, 10% MeOH - 131 1,09 1,16
pH 7,02, 432 V/cm, | Worg Modif: 3,15 4.10 4,62 5.19
20°C,20%MeOH | (v/v) ~ 1,30 1,13 1,12
pH 7,02, 432 Viem, 1,95 2,25 2,45 2,70
20 °C, 10% n-Prop. -- 1,15 1,09 1,10
PH 5,99, 432 V/em, 2,17 2,89 3,28 3,86
20°C, - 1,33 1,14 1,18
pH

pH 8,03, 432 V/em, 2,00 2,64 2,97 3,47
20°C, - 1,32 1,13 1,17
pH 7,1, 432 V/cm,

N 1,34 113 1,18
3,1 mmol/L

CEOF-Modif.

pH 7.4, 432 V/cm,
20 °C, TBAOH 1,88 2,63 3,16 3,75

- 1,40 1,20 1,19
9,3 mmol/L
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Die elektrophoretischen Mobilititen der Ionen unterscheiden sich beim Vergleich der
Quarzkapillare mit der CElect®H2 Kapillare. Wihrend unter sonst vergleichbaren
Bedingungen hohere Wanderungsgeschwindigkeiten fiir Pentathionat und Hexathionat
in der hydrophoben Kapillare beobachtet wurden, wurden fiir Thiosulfat und
Tetrathionat niedrigere Wanderungsgeschwindigkeiten festgestellt. Da auf Grund des
abgeschwichten kathodisch gerichteten EOF eine grundsitzlich kiirzere Migrationszeit
in Richtung Anode zu erwarten war, scheinen hier weitere Effekte die Mobilitdt zu

beeinflussen.

Bei einer Erhohung der Feldstirke verkiirzen sich die Migrationszeiten. Hexathionat
und Thiosulfat werden hierbei nicht im gleichen Mall wie Tetrathionat und Pentathionat
beschleunigt, so dass eine stirkere Anderung der Selektivititsfaktoren beobachtet

werden kann.

Bei Erhohung der Temperatur nimmt die Mobilitdt der Ionen zu, wobei sich die
Migrationszeiten deutlich verkiirzen. Die Selektivitdtsfaktoren verdndern sich ebenfalls.
Der Abstand von Tetrathionat zu Thiosulfat verringert sich bei Erhoéhung der
Temperatur zunichst. Bei einem Anstieg der Temperatur auf 60 °C erhoht sich die
Mobilitdt von Thiosulfat jedoch stirker, so dass das Verhiltnis der Migrationszeiten
zueinander wieder ansteigt. Fiir Hexathionat wird ebenfalls erst bei hdheren

Temperaturen eine Zunahme der Mobilitdt beobachtet.

Bei einem pH-Wert von = 6 verlidngern sich die Migrationszeiten bei weitestgehend
gleich bleibenden Selektivititsfaktoren. Die Erhohung des pH-Wertes auf 8 resultiert in
einer Beschleunigung der Wanderungsgeschwindigkeit mit geringfiigig niedrigeren

Selektivitatsfaktoren.

Der Zusatz von Methanol reduziert die Wanderungsgeschwindigkeit der Ionen
unterschiedlich, wobei zumeist eine Verringerung der Selektivititsfaktoren zu
beobachten ist. Bei Zusatz von n-Propanol hingegen erfolgt eine Erhdhung der

Wanderungsgeschwindigkeit mit starker Verringerung aller Selektivitdtsfaktoren

Ein Zusatz von Tetrabutylammoniumhydroxid geht zunédchst mit einer kiirzeren
Migrationszeit einher. Bei hoheren Konzentrationen verkiirzt sich die Retentionszeit fiir
Thiosulfat und Tetrathionat weiter, wihrend Pentathionat und Hexathionat langsamer

wandern. Die Selektivititsfaktoren steigen an.
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Tab. 28: ausgewdhlte Beispiele fiir die Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten — Phosphatsystem
Phosphat 50 mmol/L, pH 7,7; 20 °C; 357 V/cm (Quarz) und 432 V/cm (CElect® H2).

Thio Trithio Tetra Sulfit Sulfid Penta Hexa
sulfat nat thionat thionat thionat
g tyinmin | t,inmin | t,in min | t,in min | t,in min | t, in min | t, in min
'g sinmin | sinmin | sinmin | sinmin | sinmin | sinmin | sinmin
e
VKin% | VKin% | VKin% | VKin% | VKin% | VKin% | VKin %
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
1- 2,24 2,37 2,58 2,89 3,27 3,72 4,56
Quarz 0,05 0,05 0,05 0,10 0,12 0,15 0,19
42 cm 2,1 2,0 2,1 3,6 3,6 4,0 42
75 pm (7) (6) 4) (7 (6) (6) (6)
2- 2,64 423 5,85 9,50
Quarz 0,12 0,34 0,67 1,40
43 cm 4,6 8,0 11,4 14,7
50 pm (7) ©) ) (6)
4-
2,14 2,84 3,24 3,79
CElect
0,02 0,04 0,03 0,03
H2 -- -- --
1,04 1,28 0,78 0,90
37 cm
4) (5) (5) (%)
75 um

Die Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten liegt im Mittel bei Standardabweichungen
von 0,1 min. Bei Kapillaren mit stirkeren EOF-Schwankungen fillt die
Standardabweichung jedoch teilweise mit bis zu 1,5 min hdéher aus. Es wurde
beobachtet, dass bei problematischen Kapillaren auch umfangreiche Konditionierungen,
z. B. mit NaOH und Reinstwasser bei 60 °C und HGE bei Arbeitstemperatur, nicht zu
einer Verbesserung der Prizision fiihrten. Fiir die eindeutige Identifizierung und
Bestimmung der hoheren Polythionate sind die ermittelten Selektivititsfaktoren bei den
entsprechenden Standardabweichungen der Migrationszeiten ausreichend. Bei der
Unterscheidung von Thiosulfat, Trithionat, Sulfit und Tetrathionat tiberschneiden sich
die Vertrauensintervalle (Closo,) der Erwartungswerte geringfiigig. Die hdufige Injektion
eines Standards oder eine Dotierung wire deshalb zwischen den Bestimmungen zur
eindeutigen Identifizierung empfehlenswert. Damit erhoht sich jedoch der Aufwand im

Hinblick auf Analysendauer und Probenaufwand bei einer Bestimmung.
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Die Wiederholprizision der Migrationszeiten féllt im Vergleich zu der ermittelten
Reproduzierbarkeit hoher aus. Die ermittelte Standardabweichung liegt fiir die
CElect®H2 Kapillare zwischen 0,07 min und 0,1 min, fiir die Quarzkapillare bei bis zu

1 min.

Bei der Bestimmung der Ionen neben hochkonzentriertem Thiosulfat kommt es zu einer
Verschlechterung der Prizision. Die Robustheit des Systems gegeniiber kleineren
Schwankungen ist gering. So wurde z.B. der Injektion von hochkonzentrierter
Natriumthiosulfat-Losung, dotiert mit Tetrathionat, eine Abweichung der Migrationszeit
von Thiosulfat bei einer Einzelinjektion in einer Messserie von 1,2 min zur mittleren
Migrationszeit beobachtet. Als Ursache kommt hier eine Stérung im elektroosmotischen

Fluss in Betracht.
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Abb. 81: Kapillarelektrophoretische Bestimmung von Polythionaten in thiosulfatfreier Losung,
Kalibrierung iiber die Peakhohe, Trennbedingungen: Kapillare 43 cm / 75 um Quarz, Detektion
215 nm, -16 kV, 20 °C, Phosphat 50 mmol/L pH 7,0, Injektion 3 sec. hydrodynamisch.

Bei einer Kalibrierung wurde eine Auswertung der Peakhdhe vorgezogen, da die
Messwerte im Vergleich zur Peakfliche eine hohere Reproduzierbarkeit aufweisen.
Auch unter Verwendung korrigierter Peakflichen fdllt die Verfahrensstandard-
abweichung hoher aus. Die elektrokinetische Injektion erscheint gegeniiber der
hydrodynamischen Injektion zu einer deutlichen Diskriminierung zu fiihren. Die

Kalibriergeraden schneiden hier die Konzentrationsachse bei etwa 1 pg/mL.
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Die Nachweisgrenzen der Polythionate in thiosulfatfreier Ldsung liegen bei
hydrodynamischer Injektion unter Beriicksichtigung der Integrierbarkeit der Signale und
der signifikanten Unterscheidung vom Grundrauschen fiir Tetrathionat und Pentathionat
bei 1 ug/mL, fiir Hexathionat bei etwa 4 pg/mL. Die Bestimmungsgrenzen liegen bei

etwa 3 pg/mL fiir Pentathionat und Tetrathionat, bei tiber 10 pg/mL fiir Hexathionat.

Die relativen Verfahrensstandardabweichungen liegen zwischen 6,0 % und 11,4 %. Die
Korrelationskoeffizienten liegen {tber 0,988. Die Empfindlichkeit nimmt von
Pentathionat zu Tetrathionat und weiter zu Hexathionat ab. Die Achsenabschnitte sind
in allen Féllen nicht signifikant von Null verschieden. Es bleiben etwa 2 % der
Gesamtstreuung durch den Zusammenhang Absorption - Konzentration unerklért. Die

relative Standardabweichung der Peakhohen liegt zwischen 3,1 % und 14,8 %.

Fiir Tetrathionat konnte eine separate Kalibrierung im ppb-Bereich bei lidngerer
Injektionszeit (4 sec), Erhéhung der Feldstirke (-21kV; 488 V/cm) und direkter
Detektion bei 210nm durchgefiihrt werden. Die Nachweisgrenze konnte in

thiosulfatfreier Losung somit auf 0,35 ug/mL (= 6; k =9; a = 0,05) gesenkt werden.

Die Bestimmungsgrenze liegt bei 1,3 ug/mL. Die relative Verfahrens-
standardabweichung liegt bei 4,35 %. Der Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9978. Der
Achsenabschnitt ist nicht signifikant von Null verschieden. Der Anstieg unterschied

sich von der Kalibrierung im unteren ppm-Bereich durch eine héhere Empfindlichkeit.

Neben hochkonzentrierten Natriumthiosulfat-Losungen verschlechterten sich die
Nachweisgrenzen deutlich. Als optimale Verdiinnung unter Beriicksichtigung
integrierbarer Signale bei moglichst niedriger Nachweisgrenze wurde der Faktor 20
gefunden. In hoher konzentrierten Losungen verschlechterten sich die

Reproduzierbarkeit, die Auflosung und die Empfindlichkeit.

In einer 1:20 verdiinnten Natriumthiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL wurde eine
Nachweisgrenze von 8,2 ug/mL Tetrathionat erreicht (f=12; k=5; a=0,05). Die
Nachweisgrenze verschlechtert sich somit um den Faktor 20. Berechnet auf die
unverdiinnte Injektionslosung entspricht das einer nachweisbaren Konzentration von
40,8 ug/mL Tetrathionat. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 29,7 ug/mL in der
verdiinnten Losung, berechnet fiir eine 10 %ige Injektionslosung entspricht das einer

Konzentration von 148,4 pg/mL Tetrathionat.
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Abb. 82: Kalibrierung Tetrathionat in thiosulfatfreier Losung ppb-Bereich - Trennbedingungen:
Kapillare 43 cm / 75 um Quarz, Detektion 210 nm, -21 kV, 20 °C, Phosphat 50 mmol/L, pH 7,0,
Injektion 4 sec. hydrodynamisch, Kalibrierung iiber die Peakhdhe.

30000

=258,24x + 22553
R?=0,9903 L

25000 -

20000

*

15000 -

Peakhéhe i in pAU
*

10000

5000 -

0 20 40 60 80 100 120
Konzentration ¢ in pg/mL

Abb. 83: Kalibrierung von Tetrathionat in 0,5 %iger Natriumthiosulfat-Losung im ppm-Bereich -
Trennbedingungen: Kapillare 43 cm / 75 um Quarz, Detektion 210 nm, -21 kV, 20 °C, Phosphat
50 mmol/L pH 7,0, Injektion 4 sec. hydrodynamisch, Kalibrierung iiber die Peakhdhe.
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Unterhalb einer Konzentration von 5 pg/mL (verdiinnte Losung) waren keine
reproduzierbaren Ergebnisse mehr erhédltlich. Der Korrelationskoeffizient betrigt
0,9951. Die relative Verfahrensstandardabweichung liegt bei 6,7 %. Es sind iiber 99 %
der Gesamtstreuung durch den linearen Zusammenhang erkldrbar. Die Prizision der
gemessenen Peakhohen entspricht einem VK von 3.4 %. Der prozentuale Fehler der
Bestimmung bei Berechnung der Wiederfindung liegt unter 10,3 %. Bei Einsatz der
CElect® H2 Kapillare wurden vergleichbare Ergebnisse im Hinblick auf

Nachweisgrenze und Prizision erhalten.

Bei der Untersuchung der Realproben konnten in einer 1:20 Verdiinnung keine
Polythionate nachgewiesen werden. Eine quantitative Bestimmung der Polythionate in
den Injektionslésungen war somit nicht moglich. Die Nachweisgrenzen und
Bestimmungsgrenzen der Methode liegen iiber den Konzentrationen der Polythionate,

die in den Injektionsldsungen bei entsprechender Zersetzung auftreten.

Bei einer Injektion von unverdiinnten oder 1 : 1 verdiinnten Injektionslosungen waren
z. T. Signale erkennbar, die auf Spuren von Tetrathionat schlieen lassen. Die hohe
Imprézision in diesem Konzentrationsbereich machte jedoch eine Kalibrierung und
Quantifizierung unmoglich. Die relative Standardabweichung der Peakhohe lag bei
VK =25,0% (Natriumthiosulfat-Lésung 10 g/ 100mL 1:1 verdinnt mit 10 pg/mL
Tetrathionat dotiert; n=3). Die detektierte mittleren Peakhohen bei 1: 1 verdiinnten
Injektionslésungen (Chargen Ig', 11,% IIg®) erlauben eine vorsichtige Schitzung des

Tetrathionat-Gehalts auf < 10 pg/mL.

Neben der Bestimmung der Polythionate wurde die Mdglichkeit der Bestimmung von
Sulfit untersucht. Dazu wurde eine Kalibrierung in Natriumthiosulfat-Losung
vorgenommen. Die optimale Mindest-Verdiinnung fiir auswertbare, reproduzierbare
Elektropherogramme betrdgt auch hier 1:20. Die erreichte Nachweisgrenze betragt
dabei 14,1 ug/mL Sulfit in der verdiinnten Ldosung (f=6; k=5; a=0,05). Bei
Berechnung fiir die unverdiinnte Losung entspricht das einer Nachweisgrenze von
282 pg/mL. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 33,1 pg/mL respektive 662 pg/mL in der
10 %igen Injektionslosung. Die relative mittlere Verfahrensstandardabweichung betragt
8,5 %. Der Korrelationskoeffizient liegt bei 0,9868. Der Achsenabschnitt ist signifikant
von Null verschieden. Die Empfindlichkeit der Bestimmung liegt deutlich unter der

Empfindlichkeit der Polythionatbestimmung.
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Bei der Untersuchung von Injektionslosungen konnte mit Hilfe der
Kapillarelektrophorese kein Sulfit nachgewiesen werden. Auch in Losungen, die einen

Sulfitzusatz als Rezepturbestandteil aufwiesen, war kein Signal detektierbar.
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Abb. 84: Kalibrierung Sulfit in Natriumthiosulfat-Losung 0,5 g/ 100 mL, Trennbedingungen: Phosphat
50 mmol/L pH 7,0; Kapillare 43 cm / 75 pm Quarz, Detektion 210 nm, -15 kV, 20 °C, Injektion 4 sec.
hydrodynamisch, Kalibrierung iiber die Peakhohe.

3.2.5.2 Parameter der Bestimmung von Sulfat

Zur Quantifizierung von Sulfat in 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosungen
wurde auf Grund der fehlenden Eigenabsorption von Sulfat auf eine indirekte UV-
Detektion zuriickgegriffen. Aus den Vorversuchen mit Gemischen der Ionen im ppm-
Bereich und neben Thiosulfat-Uberschuss resultierte, dass Trennsysteme mit auf
Pyromellitsdure und DETA oder TEMED das Optimum im Hinblick auf Selektivitit
und Auflosung, Grundrauschen, Reproduzierbarkeit, akzeptabler Analysendauer und
Robustheit  darstellen. Bei  Systemen mit  Naphthalintrisulfonsdure  und
Naphthalintetracarbonséure wurden hohere Selektivitatsfaktoren ermittelt, die Prazision
fiel jedoch deutlich geringer aus und die Basislinienstérungen verhinderten eine
Quantifizierung mit genligender Prézision und Richtigkeit. Die Systeme auf Basis von
Chromat gestatteten keine Trennung von Sulfat und Trithionat. Bei Molybdat- und

Chromat-Elektrolyten fiel die Nachweisgrenze fiir Polythionate deutlich niedriger aus.
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Die Selektivitiatsfaktoren und Auflésungen im Versuch mit gleichformigen
Konzentrationen im ppm-Bereich bei Methanol- und Propanol-Zusatz sowie TEMED
lagen fiir einige Ionen hoher im Vergleich zu Systemen ohne Zusatz und / oder bei
Verwendung von DETA. Die Prézision fiel jedoch deutlich geringer aus. Bei
Thiosulfat-Uberschuss nehmen bei diesen Systemen die Prizision und die Robustheit

stiarker ab (Basislinienschwankungen, Migrationszeitdrift, Peakdeformation, Streuung).

Fiir die Bestimmung von Sulfat wurde deshalb ein Trennsystem mit Pyromellitsdure
und Diethylentriamin bei pH 7,5 unter Verwendung einer Quarzkapillare eingesetzt
[Methode CE1]. Die entscheidende Auflésung von Sulfat neben Thiosulfat-Uberschuss
ist mit Ry =2,35 ausreichend. Spuren von Trithionat storen die Bestimmung nicht, da
Trithionat als schmaler Peak mit Selektivitdtsfaktoren von je 1,03 zwischen Thiosulfat

und Sulfat migriert und meist unterhalb der NWG vorliegt.
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Abb. 85: Beispiel fiir die Trennung von Sulfat neben Thiosulfat-Uberschuss — Trennbedingungen:
PMA/DETA 3 mmol/L /2 mmol/L, pH 7,5, -30 kV, 30 °C, Kapillare 70 cm / 75 um Quarz, Injektion
6 sec hydrodynamisch, Probe: Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100 mL — a) Blindwert undotiert und b)
mit 300 pg/mL Sulfat dotiert - jeweils 1 : 200 verdiinnt, HCHO-stabilisiert.

Tab. 29: Elektrophoretische Kennzahlen Sulfat neben Thiosulfat-Uberschuss.

Ion tm in mMin sinmin | VK in % (n) o R
Thiosulfat 4,763 0,069 1,44 (5) -- --
Sulfat 4,943 0,085 1,72 (30) 1,06 2,35
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Um eine Verfilschung des ermittelten Sulfatgehalts durch oxidiertes Sulfit zu
verhindern, wurden die Proben stabilisiert. Dazu wurde Formaldehyd in alkalischem
Milieu herangezogen. Die Proben wurden mit einer entsprechend frisch hergestellten
Losung zur Verdiinnung aufgefiillt, so dass sie eine Endkonzentration von 0,185 % (v/v)
Formaldehyd und 1 mmol/LL Natriumhydroxid enthielten. Die Stabilisierung storte die
Sulfatbestimmung nicht. Die Kalibrierung wurde als Doppel-Bestimmung durchgefiihrt.
Als abzudeckender Konzentrationsbereich wurde aus Vorversuchen mit verschiedenen
Injektionslésungen der Bereich von 100 pg/mL bis 600 ug/mL Sulfat, bezogen auf eine

unverdiinnte 10 %ige Natriumthiosulfat-Injektionslésung, ermittelt.
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Abb. 86: Kalibrierung Sulfat in Natriumthiosulfat-Losung 10g / 100 mL bei Verdiinnung 1 : 200
(Konzentrationsangabe Sulfat bezogen auf unverdiinnte Losung) mit kapillarelektrophoretischer

Bestimmung, Methode CE1.

Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung auf 1/200 der urspriinglichen Konzentration
entspricht dieser Bereich Konzentrationen im Analyten von 500 ng/mL bis zu
3,0 pg/mL Sulfat in einer 0,05 %igen Natriumthiosulfat-Losung. Es wurde eine
Verdiinnungsreihe mit sechs Konzentrationen gewdihlt. Der Blindwert wurde bei der

Kalibrierung aus einer entsprechend verdiinnten Natriumthiosulfat-Losung ermittelt.

Die Steigung ist signifikant, der Achsenabschnitt ist nicht signifikant (VK, = 724 %). Es

liegen bei Betrachtung der Residuen keine Hinweise auf einen nichtlinearen
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Zusammenhang vor. Die Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9962, die Korrelation ist
hoch signifikant (P < 0,0005). Durch den Zusammenhang nach Regression werden iiber

99 % der Gesamtstreuung erkldrt. Die relative Verfahrensstandardabweichung betragt

4,7 %.

Die mittlere relative Standardabweichung der korrigierten Peakfliche (Quotient aus
Peakfliche und Migrationszeit) betrdgt unter Wiederholbedingungen 1,72 %. Der
Variationskoeffizient der Migrationszeit betrigt 1,44 %.

Die aus der Kalibrierung ermittelte Bestimmungsgrenze fiir Sulfat in einer
Natriumthiosulfat-Injektionslosung mit 10 g/ 100 mL betrdgt 120 pg/mL (f =10,
a=0,05, k=4). Bei Beriicksichtigung der Verdiinnung von 1:200 liegt diese
Konzentration im oberen ppb-Bereich und entspricht 0,6 pg/mL Sulfat neben
0,5 mg/mL Natriumthiosulfat. Bezogen auf das Anion entspricht das einem Verhiltnis

von etwa 1 : 375 Sulfat:Thiosulfat.

Tab. 30: Grenzwerte der Kalibrierung.

Ermittelter Wert,
bezogen auf die Absoluter Wert in
Parameter Einheit
unverdiinnte 10 %ige verdiinnter Losung
Losung
Aa 78,4 pAU*s/min
Yk 81,2 pAU*s/min
XNG 41,4 0,21 pg/mL
XEG 82,9 0,41 pug/mL
XBG 119,7 0,60 ug/mL

Die Nachweisgrenze liegt bei 41 ng/mL Sulfat in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-
Injektionslosung. Das entspricht einer Probenkonzentration von 210 ng/mL Sulfat.
Bezogen auf das Anion entspricht das einem Verhéltnis von etwa 1:1100
Sulfat:Thiosulfat. Der mittlere prozentuale Fehler der Wiederfindung im Bereich des
Schwerpunkts der Kalibrierung betragt 7,9 %. Der mittlere absolute Fehler liegt bei
21,5 pg/mL. (bezogen auf die unverdiinnte Injektionslésung). Die relative
Standardabweichung des Gehalts betrdgt im Mittel 6,5 %, was einer Abweichung von

etwa £+ 17 pg/mL Sulfat (bezogen auf die unverdiinnte Injektionslosung) entspricht.
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3.2.5.3 Vermessen von Realproben

Bei der Entwicklung aller Trennsysteme wurden sémtliche Injektionsldosungen in
niedriger und hoher Verdiinnung injiziert, um das Zersetzungsprofil abschitzen zu
konnen. Bei diesen Untersuchungen wurde bei der kapillarelektrophoretischen
Trennung in allen Losungen lediglich Sulfat nachgewiesen. Einen Hinweis auf Sulfit,
Sulfid, Polysulfide und Polythionate oberhalb der erreichbaren Nachweisgrenze gab es
nicht. In einem Fall wurden Spuren von Trithionat nahe der Nachweisgrenze
identifiziert. Aus diesem Grund wurde ausschlieBlich eine Quantifizierung von Sulfat in

den Realproben vorgenommen.

Entsprechend der Vorgehensweise bei der Kalibrierung wurden die Injektionslésungen
1:200 verdiinnt und dabei mit der HCHO / NaOH-Stabilisatorlosung aufgefiillt. Die
Proben wurden sofort vermessen. Die Bestimmung wurde als unabhéngige
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Es wurden die korrigierten Peakfldchen als Quotient
aus Peakfliche und Migrationszeit berechnet. In jeder Messserie wurden zwei
Standardldsungen zur Kontrolle der Giiltigkeit der Kalibrierung mitgefiihrt. Es wurden
keine signifikanten Abweichungen in der Wiederfindung und in der Empfindlichkeit im

Vergleich zur Kalibrierung festgestellt.

Der Gehalt an Sulfat in den 10 %igen Injektionslosungen (einmal 15 %ige Losung)
bewegt sich zwischen 120 pg/mL und 599 pg/mL Sulfat, bezogen auf die unverdiinnten
Injektionslosungen. Alle Werte liegen oberhalb der Bestimmungsgrenze. In den
alkalisch stabilisierten Losungen und den ebenfalls alkalisch eingestellten
Handelspriaparaten wurde ein im Vergleich niedrigerer Gehalt an Sulfat gefunden. Der
hochste Gehalt wurde in den édltesten Chargen der wenig stabilisierten Rezepturen II und

IIT ermittelt. Es zeigt sich eine Zunahme des Sulfatgehalts im Laufe der Lagerung.

Der Unterschied zwischen den sterilfiltrierten und sterilisierten Chargen féllt nicht
einheitlich aus. In den meisten Fillen liegt der Sulfatgehalt der sterilisierten Chargen

signifikant hoher im Vergleich zur sterilfiltrierten Charge.

Unter der Annahme, dass der gesamte ermittelte Sulfatgehalt aus der Zersetzung von
Natriumthiosulfat stammt (Blindwert Sulfatausgangs-Verunreinigung unberiicksichtigt)
und 1 mol Thiosulfat je 1 mol Sulfat bildet, entspricht die maximal gefundene

Sulfatkonzentration von = 600 pg/mL einem Zersetzungsgrad von etwa 1,6 %.
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Abb. 87 PMA/DETA 3 mmol/L /2 mmol/L, pH 7,5, -30 kV, 30 °C, Kapillare 70 cm / 75 um Injektion
6 sec, Proben: 10 %ige Natriumthiosulfat-Injektionslosungen Chargen IB2und II1B2 je 1 : 200
verdiinnt, stabilisiert, vergrosserter Ausschnitt des Sulfat-Peaks, (projektierte Darstellung zur besseren

Sichtbarkeit bei vorliegender Uberlappung der Signale — Elektropherogramm Charge 11B2 nach Rechts

verschoben).
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Abb. 88: Konzentration Sulfat in Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen, kapillarelektrophoretische

Bestimmung Methode CEL.
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3.2.6 Polarographie

3.2.6.1 Vorversuche zur Methodenentwicklung

Mit Hilfe der Polarographie wurden die voltammetrisch direkt bestimmbaren Ionen
Sulfit, Sulfid und Thiosulfat qualitativ und quantitativ bestimmt. Auf Grund der
besseren Auswertbarkeit der resultierenden peakformigen Kurven und der erreichbaren
niedrigen Nachweisgrenzen wurde mit der Methode der Differential-Puls-Polarographie
gearbeitet. Zunichst wurden die Parameter geeigneter Polarographiesysteme ermittelt.
Eine simultane Bestimmung aller drei Ionen ist nur durch einen pH-Wechsel nach
vorangegangener alkalischer Sulfidbestimmung zum sauren System fiir die Bestimmung
von Sulfit und Thiosulfat moglich. Da die vorliegenden Konzentrationsunterschiede
eine Simultanbestimmung nicht ermdglichen, wurde dieser Ansatz nicht verfolgt und

eine Einzelbestimmung der lonen erarbeitet.

Zundchst wurde die Polarographie im sauren pH-Bereich fiir Thiosulfat und Sulfit
entwickelt. Die polarographische Bestimmung erfolgte mit DP 50 (Amplitude 50 mV)
im Messbereich von 0 V oder -0,3 V bis -1,0 V oder -0,8 V. Als Grundelektrolyt wurde
zundchst mit 20 mL Reinstwasser unter Zugabe von 1 mL 2 mol/L NaOH und 2 mL
2 mol/L Essigséure gearbeitet. Das entspricht einem Acetatpuffersystem mit dem pH-
Wert von =4,75 (pK der Essigsdure). Vor jeder ersten Messung wurde 5 min mit

Stickstoff entliiftet, um eine Oxidation des Sulfits zu unterdriicken.

Zur Identifizierung wurde die jeweilige charakteristische Peak-Spannung der einzelnen
Ionen bestimmt. Unter den gewéhlten Bedingungen liegen diese fiir Thiosulfat bei etwa
-0,14 V, fir Sulfit bei etwa -0,58 V. Sulfid wird bei diesem pH-Wert auf Grund des
hohen pK; Wertes von H,S / HS nicht quantitativ polarographiert. Es kann ein
Peakstrom bei etwa -0,40 V beobachtet werden.

Das resultierende Polarogramm von je 40 pg/mL Sulfit und Thiosulfat zeigt eine sehr
gute Signalauflosung und Konstanz der Stromantwort. Es wurde im Weiteren iiberpriift,
ob diese Bedingungen auch fiir die vorgesehene Bestimmung von Sulfit neben einem
hohen Thiosulfat-Uberschuss geeignet sind. Dazu wurde eine Bestimmung des
Blindwertes einer Natriumthiosulfat-Lésung 10 g/ 100 mL vorgenommen und

mehrfach vermessen.
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Abb. 89: Polarogramm von 40 pg/mL Abb. 90: Polarogramm von 2 mL Natrium-
Thiosulfat und 40 png/mL Sulfit in Wasser, thiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL
n = 3 Messungen. (= 4000 pg/mL Thiosulfat), n =4
Messungen.

Nach Zugabe der undotierten Thiosulfat-Stammldsung wurde nach kurzem Mischen
umgehend polarographiert, wobei Sulfit bereits bei der ersten Messung erkennbar war.
Eine wiederholte Messung zeigte die umgehend einsetzende Zersetzung von Thiosulfat
zu Sulfit und Sulfid. Somit ist zu beriicksichtigen, dass Sulfit bereits in der Stamm-
Losung in geringen Konzentrationen als Verunreinigung vorhanden sein kann und dass
bei hohen Thiosulfat-Konzentrationen im Grundelektrolyten wéhrend der kurzen
Mischphase Sulfit entsteht. Die Zersetzung von Thiosulfat zu Sulfit und Sulfid im
sauren Milieu geht bei hohen Thiosulfat-Konzentrationen derart rasch von statten, dass
bei vier aufeinander folgenden Messungen eine Zunahme der registrierten Peakstrome
zu beobachten ist. Beim Vermessen der 40 pg/mL Thiosulfat-Losung wurde der

Zersetzungseffekt nicht in diesem Ausmal} beobachtet

Im Folgenden wurde der pH-Wert des Grundelektrolyten variiert mit pH-Werten von
pH 4,6, pH 5,0 und pH 5,5. Dabei wurde deutlich, dass bereits eine Erhohung des pH-
Wertes auf 5,0 mit einer deutlichen Verringerung der Zersetzung einhergeht, die bei
weiterer Erhohung des pH-Wertes nur noch unwesentlich verdndert wird. Entsprechend
wurde fiir die vorgenommenen Bestimmungen der pH-Wert angepasst und bei einem

pH-Wert von 5,0 polarographiert.
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Abb. 91 a bis c: Ausschnitte der Polarogramme von 10 %igen Natriumthiosulfat-Losungen (1 : 5
verdiinnt, =~ 9000 pg/mL Thiosulfat) mit Sulfit dotiert bei verschiedenen pH-Werten des
Grundelektrolyten a) + 3,5 ug/mL Sulfit, pH 4,6; b) + 15 pg/mL Sulfit, pH 5,0; ¢) + 10 pg/mL Sulfit
pH 5,5, je n =3 Messungen.

1/nA

W

Abb. 92: Polarogramme von 4 Abb. 93: Polarogramme von 4
verschiedenen Konzentrationen Sulfid verschiedenen Konzentrationen Sulfid
0,5 pg/mL bis 8 pg/mL matrixfrei. 0,1 pg/mL bis 1 pg/mL in 10 %iger

Natriumthiosulfat-Losung (1 : 5 verd.).

Von Sulfid liegt im sauren pH-Bereich nur ein Teil als gelostes Ion vor. Fiir eine
quantitative Bestimmung ist hier ein alkalischer pH-Wert notwendig. Dazu wurde als
Grundelektrolyt eine 0,1 mol/L. Natriumhydroxid-Losung verwendet. Es wurde im
Bereich von -0,5 V bis -0,8 V polarographiert. Der Peakstrom von Sulfid resultiert bei
etwa -0,72 V.
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3.2.6.2 Parameter der Bestimmung von Sulfit

Fir die Bestimmung von Sulfit neben hohen Konzentrationen Thiosulfat wurde
entsprechend der Vorversuche in saurem Acetatpuffer bei pH 5,0 gearbeitet. Der
Grundelektrolyt wurde vorab hergestellt und mit eingestelltem pH-Wert vorgelegt. Das
Gesamtvolumen von Vorlage und Probenlosung betrug 25,00 mL. Auf Grund der nicht
zu vernachldssigenden Zersetzung des Thiosulfats in saurer Losung erfolgte die
Kalibrierung von Sulfit in d4quivalenter Natriumthiosulfat-Matrix. Um die Oxidation des
Sulfits zu verringern, wurde das Reinstwasser fiir die Stammldsungen mit Stickstoff

begast.

1/nf

-64@—
~66@ —~
~688—
- 708
~720—
48—
-768—
-788—
-98@ —
/7w

1
[
»
]

l

—580 =
~-520—
~546 —

Abb. 94: Beispiel Polarogramme von 10 verschiedenen Konzentrationen Sulfit, Kalibrierung 1 pg/mL

bis 35 pg/mL in 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung (1:5 verd.).

Die Stammldsungen wurden regelmiBig frisch hergestellt. Fiir die Verdiinnungsreihen
wurden abgestufte Konzentrationen von Sulfit mit einer Natriumthiosulfat-
Stammlosung versetzt und mit Wasser aufgefiillt, so dass die gewiinschte Sulfit-
Konzentration in einer Natriumthiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL oder 25 g/ 100 mL
vorlag. Von diesen Probenldsungen wurden jeweils 5,00 mL zum entliifteten
Grundelektrolyten zugegeben, gemischt und im Bereich von —500 mV bis —800 mV
polarographiert [Methode DPP1].
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Die Auswertung der Kalibrierung erfolgte iiber die konzentrationsabhingige Hohe des
Peakstroms. Mit der Kalibrierung wurde der Bereich von 0,5 pg/mL oder 1,0 pg/mL
nahe der Nachweisgrenze bis maximal 35 pg/mL abgedeckt, berechnet auf die
unverdiinnten Natriumthiosulfat-Losungen 10 g/ 100 mL oder 25 g/ 100 mL. Unter
Beriicksichtigung der vorgenommenen Verdiinnung betrug die Konzentration im
Polarographiegefal 100 ng/mL bis 7 pg/mL. Der Zusammenhang kann mit einem
linearen Modell beschrieben werden, ein Residuenplot ergab keinen Hinweis auf einen

nichtlinearen Zusammenhang.
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Abb. 95: Beispiel fiir Kalibrierung von Sulfit neben Natriumthiosulfat-Losung 10 g / 100 mL mit

polarographischer Bestimmung Kal 3.

Da unter Wiederholbedingungen die Steigungen und die Achsenabschnitte von
Testkalibrierungen signifikant verschieden waren, wurde fiir jede Proben-Messserie
eine neue giiltige Kalibrierung durchgefiihrt und die Richtigkeit mit Standardlésungen
bestimmt. Es wurden fiir Sulfit neben Natriumthiosulfat-Losungen 10 g/ 100 mL und
25 g/ 100 mL separate Kalibrierungen durchgefiihrt, da in Lésung mit 25 g/ 100 mL im
Vergleich zur Losung mit 10 g/ 100 mL der Zersetzungsgrad des Thiosulfats zu Sulfit
und Sulfid groBer ist (Kal 2 bis Kal 5 fiir 10 g/ 100 mL; Kal 6 fiir 25 g/ 100 mL).

Die Steigung der Kalibrierfunktionen ist signifikant. Die entsprechenden
Achsenabschnitte sind ebenfalls signifikant (VK, zwischen 9 % und 22 %) und

entsprechen mit guter Ubereinstimmung den jeweils bestimmten Blindwerten. Die
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Korrelationskoeffizienten liegen zwischen 0,9932 und 0,9993, die Korrelationen sind
hoch signifikant (P <0,0005). Es werden zwischen 97,2% und 99,8 % der

Gesamtstreuung durch  die  gefundenen Modelle erkldart. Die relativen

Verfahrensstandardabweichungen liegen zwischen 2,6 % und 10,2 % fiir die Losungen

mit 10 g/ 100 mL und bei 13,9 % fiir die Lésungen mit 25 g/ 100 mL.

Tab. 31: Grenzwerte der Kalibrierung bezogen auf die unverdiinnte Natriumthiosulfat-Losung.

Kal 2 Kal 3 Kal 4 Kal 5 Kal 6 Einheit
Aa 0,47 0,86 2,12 2,12 6,79 nA
Yk 1,97 3,33 5,34 6,34 33,04 nA
XNG 0,39 0,47 1,04 1,23 2,99 pg/mL
XEG 0,77 0,94 2,09 2,46 5,97 pg/mL
XBG 1,36 1,67 3,68 4,17 9,72 pg/mL

Die mittlere relative Standardabweichung der Hohe des Peakstroms betrdgt etwa 7 %
fiir Sulfit in Natriumthiosulfat-Losung 10 g/ 100 mL und 8,5 % beim Vermessen von
Natriumthiosulfat-Losungen 25 g/ 100 mL. Bei vergleichbaren Bedingungen und nicht
signifikantem Unterschied in Steigung und Achsenabschnitt vergrofert sich die relative

Standardabweichung unter Widerholbedingungen nicht.

Die niedrigste Bestimmungsgrenze fiir Sulfit in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-
Injektionslésung betragt 1,36 ug/mL (f = 22, a = 0,05, k = 3). Bei Reduktion der
Probenzahl und des Kalibrierbereiches fiir Proben mit héherem Sulfitgehalt wurden
Bestimmungsgrenzen von 3,68 pg/mL bis 4,17 pg/mL erreicht (f= 10, a = 0,05, k = 3).
Unter Beriicksichtigung der vorgenommenen Verdiinnung von 1:5 entspricht die
niedrigste Bestimmungsgrenze 0,27 pg/mL Sulfit neben 20 mg/mL Natriumthiosulfat.
Bezogen auf das Anion entspricht das einem Verhéltnis von etwa 1:33000
Sulfit:Thiosulfat. Die Bestimmungsgrenze fiir Sulfit in einer 25 %igen
Natriumthiosulfat-Injektionslosung bei reduziertem Kalibrierungsaufwand betrigt
9,72 ng/mL (=7, o= 0,05, k =3). Die Nachweisgrenze fiir Sulfit in einer 10 %igen
Natriumthiosulfat-Injektionslosung liegt je nach Kalibrierung zwischen 0,39 pg/mL und
1,23 pg/mL in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosung und 2,99 pg/mL in
einer 25 %igen Proben-

Natriumthiosulfat-Injektionslosung. Das  entspricht

konzentrationen von 80 ng/mL bis 600 ng/mL.
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Der mittlere prozentuale Fehler der Wiederfindung betrdgt 2,3 %, die hochste relative
Abweichung betrug -14 %. Die relative Standardabweichung des Gehalts betrdgt fiir
Losungen 10 g/ 100 mL etwa 4,5 % und 14,7 % fir Losungen 25 g/ 100 mL. Das

entspricht einer Abweichung von etwa + 0,3 pg/mL respektive + 1,5 pg/mL.

3.2.6.3 Vermessen von Realproben

Fiir jede Messserie wurde eine neue Kalibrierung durchgefiihrt und deren Giiltigkeit mit
Hilfe von Standardldsungen laufend iiberpriift. Entsprechend der Vorgehensweise bei
der Kalibrierung wurden die Ampullenlésungen bezogen auf die Vorlage 1:5 verdiinnt.
Die Vorlage wurde vor Probenzugabe entgast. Die Proben wurden nach kurzem

Durchmischen sofort vermessen.

Die Bestimmung wurde als unabhéngige Doppelbestimmung mit je drei Messungen
durchgefiihrt. Fiir jede Messserie wurde ein Blindwert mehrfach bestimmt und mit dem
Blindwert der Kalibrierung hinsichtlich Ubereinstimmung verglichen. Der Gehalt der
Injektionslésungen wurde mit der jeweils giiltigen Kalibrierfunktion iiber die Hohe des
Peakstroms ermittelt. Bei Sulfitkonzentrationen oberhalb des Kalibrierbereiches wurde
ein aliquoter Teil der Probe abgenommen und mit Natriumthiosulfat-Stammldsung

wieder auf den entsprechenden Gehalt an Thiosulfat eingestellt und vermessen.
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Abb. 96: Polarogramm von Sulfit in einer 1 : 5 verdiinnten 10 %igen Natriumthiosulfat-

Injektionslésung Charge 11A2, Methode DPP1.
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Fir die 10 %igen Injektionslosungen wurden Sulfitkonzentrationen von nicht
nachweisbaren Mengen (unterhalb der Nachweisgrenze von 0,39 pg/mL) bis zu
23 pg/mL gefunden. Fiir die 25 %igen Injektionsldsungen wurden Sulfitkonzentrationen

zwischen 4,5 ng/mL und 58 pg/mL bestimmt.

Injektionslosungen ¢ in pg/mL

Konzentration Sulfit in 10%igen Natriumthiosulfat-

K697
Apobo

AmReag

Abb. 97: Konzentration Sulfit in den 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosungen, Methode DPP1.

In den alkalisch stabilisierten Losungen eigener Herstellung ohne Sulfitzusatz konnte
meist kein Sulfit nachgewiesen werden. In den Handelspraparaten wurde jedoch Sulfit
quantifiziert. In den Ampullen der Rezeptur I und III wurden die hdochsten
Konzentrationen Sulfit nachgewiesen. Der gefundene Gehalt an Sulfit in der 25 %igen
Infusionslosung der Fa. Kohler, die kurz nach ihrer Herstellung (1998) vermessen
wurde, korreliert mit dem Zusatz von 100 mg Natriumdisulfit laut Rezeptur. Es miissten
bei 100 % Wiederfindung etwa 54 pg/mL Sulfit nachgewiesen werden. Es wurden
57,9 pg/mL (£ 2,8 pg/mL, o= 0,05, n = 10, m = 3) quantifiziert.
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Abb. 98: Konzentration Sulfit in den 25 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosungen mit DPP1

bestimmit.

3.2.6.4 Parameter der Bestimmung von Thiosulfat

Fiir die Quantifizierung von Thiosulfat wurde analog zur Sulfitbestimmung in saurem
Acetatpuffer bei pH 5,0 gearbeitet. Das Volumen der Vorlage betrug 20,00 mL. Es
wurde jeweils 1,00 mL Probenlésung zum entgasten Grundelektrolyten zugegeben und
von 0 mV bis —600 mV polarographiert. Die Stammldsungen von Natriumthiosulfat

wurden frisch hergestellt [Methode DPP2].

Die Auswertung der Kalibrierung erfolgte iiber die konzentrationsabhingige Hohe des
Peakstroms. Da eine Auswanderung des Peaks zu positiveren Potentialen bei
zunehmenden Konzentrationen zu verzeichnen war, wurde fiir die Auswertung der
Peakstrom im Peakmaximum zu Grunde gelegt. Mit den Kalibrierungen wurden die
Konzentrationsbereiche von 10 pg/mL bis 40 pg/mL oder 40 pg/mL bis 60 pg/mL
abgedeckt.

Die Natriumthiosulfat-Injektionslésungen wurden so verdiinnt, dass sie entsprechend
der Erwartungskonzentration im mittleren Bereich der Kalibrierfunktion von etwa
45 pg/mL bzw. 22,5 pg/mL vermessen werden konnten. Der ermittelte Zusammenhang
von Peakstrom und Konzentration entspricht einem linearen Modell, da ein

Residuenplot keinen Hinweis auf einen nichtlinearen Zusammenhang ergab.
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Abb. 99: Beispiel Polarogramme von verschiedenen Konzentrationen Thiosulfat von 20 pg/mL bis
60 pg/mL DPP2.

Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten zwei Kalibrierungen mit unterschiedlichen
Konzentrationsbereichen fiir verschiedene Verdiinnungen durchgefiihrt. Der Hauptteil
der Bestimmungen erfolgte mit einer Kalibrierung fiir den Bereich von 10 pg/mL bis
40 pg/mL. Die Kalibrierungen sind hinsichtlich Steigung und Achsenabschnitt
signifikant verschieden. Entsprechend wurde fiir jede Messserie eine giiltige

Kalibrierung erstellt.
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Abb. 100: Kalibrierung von Thiosulfat mit polarographischer Bestimmung Methode DPP2.
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Die Steigungen der Kalibrierfunktionen sind signifikant (VKy = 2,7 % und 3,0 %). Der
Achsenabschnitt der Kalibrierung von 10 ug/mL bis 40 pg/mL ist nicht signifikant
(VKa=5 %), der Achsenabschnitt der Kalibrierung von 40 pg/mL bis 60 pg/mL ist
signifikant (VK, = 8 %). Die Korrelationskoeffizienten betragen 0,9963 und 0,9967, die
Korrelationen sind hoch signifikant (P < 0,0005). Es sind 99,3 % der Gesamtstreuung

durch die gefundenen Modelle erklérbar.

Die relativen Verfahrensstandardabweichungen der Kalibrierungen betragen 4,2 % und
1,5 %. Die mittleren relativen Standardabweichungen des Peakstroms betragen im

Mittel 2,2 % bzw. 1,0 %, unter Wiederholbedingungen 3,2 %.

Tab. 32: Grenzwerte der Kalibrierung.

Kal 1 Kal 2 Einheit
Aa 0,52 1,77 nA
Yk 0,52" 1,777 nA
XNG 1,74 3,07 pg/mL
XEG 3,48 6,15 pg/mL
XBG 5,80 9,61 ug/mL

“'berechnet fiir a = 0, da Intercept negativ

Die Bestimmungsgrenzen betragen 5,8 pg/mL (Cgrwar. 22,5 pg/mL) (f=10, oo = 0,05,
k=3) bzw. 9,6 ug/mL (Cgrwar. 45 ug/mL) (f =7, a=0,05, k=3) und limitieren die
Bestimmung nicht. Die Nachweisgrenzen betragen 1,7 pg/mL und 3,1 pg/mL.

Der mittlere prozentuale Fehler der Wiederfindung betrdgt 0,5 %. Die mittlere
Wiederfindung liegt bei 99,5 % bzw. 99,3 %. Die relative Standardabweichung des
Gehalts betragt 2,6 % bzw. 2,7 %. Das entspricht einem 95 % Vertrauensintervall von
etwa * 1,4 ug/mL bzw. + 2,2 ng/mL. Bezogen auf die Gehaltsangabe einer 10 %igen
Injektionslosung entspricht das im Mittel einem Vertrauensbereich von + 0,6 %
Natriumthiosulfat-Pentahydrat. Fiir eine 25 %ige Injektionslosung ist dieses Intervall
auf Grund der hoheren Verdiinnung grofer und betrigt etwa + 1,6 % Natriumthiosulfat-

Pentahydrat.
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3.2.6.5 Vermessen von Realproben

Die Injektionslosungen wurden fiir die Bestimmung derart verdiinnt, dass die
Erwartungskonzentration im Bereich um 22,5 pg/mL Thiosulfat lag (10 %ige
Injektionslésung 1 :2000 verdiinnt, 15 %ige Injektionslosung 1:3000 verdiinnt,
25 %ige Injektionslosung 1 : 5000 verdiinnt). Dies entspricht dem Schwerpunkt der
Kalibrierung. Fiir eine geringe Anzahl von Proben wurde mit der doppelten

Konzentration von = 45 pg/mL gearbeitet und der entsprechenden Kalibrierung.

30,0

25,0

20,0

15,0

10,0

5,0

Konzentration Natriumthiosulfat-Pentahydrat ¢ in %

0,0 r T T 1 _T17 1 T _T17 1 _ T 1 _T1T_ T T T T _ T T T T T _ T T T _T T T _T _T_ T T T I

IS T S B B S B S B S B S R S B S B T S BB B~ B B B - S R R R S ]

Anfarm25Y%

Kéhler25%9¢
Kohler25%9:

Abb. 101: Konzentration der Natriumthiosulfat-Injektionslosungen, berechnet als Natriumthiosulfat-

Pentahydrat, bestimmt mit Methode DPP2.

Die Proben wurden mit der jeweils giiltigen Kalibrierfunktion iiber die Hohe des
Peakstroms ausgewertet. Das Probenvolumen, welches zur Vorlage gegeben wurde,
entsprach gemal der Durchfiihrung der Kalibrierung 1,00 mL. Die Vorlage wurde vor
Probenzugabe entgast und nach kurzem Durchmischen sofort vermessen. Die
Bestimmung wurde als unabhingige Doppelbestimmung mit je drei Messungen
durchgefiihrt. Die Giiltigkeit der Kalibrierung wurde iiber die Wiederfindung von
Standardldsungen gepriift.

Die mittlere Abweichung von der Nominalkonzentration fiir die untersuchten Proben
betragt 2,9 % NayS;03* 5H,O. Die hochste Abweichung fiir die 10 %igen
Injektionsldsungen betrug 3,4 % Na,S,03 * 5 H,O vom Nominalwert, fiir die 25 %igen
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Injektionslésungen + 5,0 %. Die geringste Abweichung betrug fiir eine 10 %ige
Injektionslosung + 0,4 %. Generell weichen alle bestimmten Konzentrationen nach
oben vom deklarierten Gehalt ab. Die Abweichungen bei vermessenen Handels-

préiparaten fallen meist geringer aus.

3.2.6.6 Parameter der Bestimmung von Sulfid

Die Bestimmung von Sulfid wurde in alkalischem Milieu durchgefiihrt. Als
Grundelektrolyt wurden 20,00 mL einer 0,1 mol/L Natriumhydroxid-Losung vorgelegt
und mit Stickstoff entliiftet. Das Gesamtvolumen von Vorlage und Probenlésung betrug
25,00 mL. Auf Grund moglicher Beeinflussung der hohen Thiosulfat-Konzentration
erfolgte die Kalibrierung in dquivalenter Natriumthiosulfat-Matrix. Um die Oxidation
und die Evaporation des Sulfids zu verringern, wurde Sulfid in mit Stickstoff begaster

0,4 mol/L NaOH gelost. Die Stammlosungen wurden regelméBig frisch hergestellt.

Fiir die Verdiinnungsreihen wurden abgestufte Konzentrationen von Sulfid mit einer
Natriumthiosulfat-Stammldsung versetzt und mit Stickstoff-begastem Reinstwasser
aufgefiillt. Die gewiinschte Sulfidkonzentration lag somit in einer Natriumthiosulfat-
Losung mit 10 g/ 100 ml oder mit 25 g/ 100 ml vor. Von diesen Probenldsungen
wurden jeweils 5,00 mL zum entliifteten Grundelektrolyten zugegeben, gemischt und

sofort im Bereich von —500 mV bis —900 mV polarographiert (Methode DPP3).

1/nA’

U/

Abb. 102: Polarogramme von verschiedenen Konzentrationen Sulfid: 250 ng/mL bis 1 pg/mL in

10 %iger Natriumthiosulfat-Losung (1 : 5 verd.) Methode DPP3.
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Die Auswertung erfolgte iiber die konzentrationsabhéngige Hohe des Peakstroms. Fiir
die Kalibrierung wurde der Bereich von 50 ng/mL bis zu maximal 1,0 pg/mL
vermessen, bezogen auf die unverdiinnte Natriumthiosulfat-Losung. Unter
Beriicksichtigung der vorgenommenen Verdiinnung betrugen die absoluten
Konzentrationen im Gefdl 10 ng/mL bis 200 ng/mL. Der Zusammenhang zwischen
resultierender Peakstrom-Hohe und Sulfid-Konzentration kann mit einem linearen
Modell beschrieben werden. Es gab keinen Hinweis auf einen nichtlinearen

Zusammenhang.

Da bei Wiederholung die Achsenabschnitte von Testkalibrierungen teilweise signifikant
verschieden waren, wurde fiir jede Proben-Messserie eine separate giiltige Kalibrierung
durchgefiihrt. Die Richtigkeit wurde mit Standardlésungen bestimmt. Es wurden
mehrere Kalibrierungen fiir Sulfid in Natriumthiosulfat-Losungen 10 g/ 100 mL (Kal 2
bis Kal 5) und Natriumthiosulfat-Losungen 25 g/ 100 mL (Kal 6) sowie zusitzliche
Testkalibrierungen durchgefiihrt.
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Abb. 103: Beispiel Kalibrierkurve fiir die Sulfidbestimmung in Natriumthiosulfat-Losung
10 g/ 100 mL, Methode DPP3; KAL 4.

Die Steigungen der Kalibrierfunktionen sind hoch signifikant. Die entsprechenden
Achsenabschnitte sind teilweise signifikant von Null verschieden (VK, zwischen 7,6 %
und 13,6 %), teilweise nicht signifikant (VK, zwischen 40,5 % und 90 %). Sie liegen in

der Grofenordnung der jeweils bestimmten Blindwerte. Die Korrelationskoeffizienten
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liegen zwischen 0,9904 und 0,9981, die Korrelationen sind hoch signifikant
(P <0,0005). Es sind zwischen 98,1 % und 99,6 % der Gesamtstreuung durch die

linearen Modelle erkldrt. Die relativen Verfahrensstandardabweichungen liegen

zwischen 4,0 % und 9,9 % fiir die 10 %igen Losungen und bei 3,9 % fiir die 25 %igen

Losungen. Die mittlere relative Standardabweichung der Peakstrom-Hohe betrigt 4,1 %

und unter Wiederholbedingungen 5,4 %.
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Abb. 104: Beispiel Kalibrierkurve fiir die Sulfidbestimmung in Natriumthiosulfat-Losung

25 g/ 100 mL, Methode DPP3; KAL 6.

Die ermittelten Nachweisgrenzen, bezogen auf die unverdiinnten Natriumthiosulfat-

Losungen, liegen je nach Umfang der Kalibrierung zwischen 4,2 ng/mL und 32 ng/mL.

Die Bestimmungsgrenzen liegen entsprechend zwischen 51 ng/mL und 110 ng/mL.

Tab. 33: Grenzwerte der Kalibrierung in unverdiinnter Natriumthiosulfat-Losung.

Kal 2 Kal 3 Kal 4 Kal 5 Kal 6 Einheit
Aa 0,81 1,37 0,44 0,69 0,25 nA
Yk 1,61 1,37 2,61 2,30 1,71 nA
XNG 19,1 31,2 10,5 16,8 4,2 ng/mL
XEG 38,1 62,4 21,0 33,7 8,3 ng/mL
XBG 103,9 109,6 56,9 55,0 50,5 ng/mL
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Der mittlere prozentuale Fehler der Wiederfindung betrdgt etwa 10 %. Die hdchste
relative Abweichung von der Einwaage betrug 19,7 % fiir Natriumthiosulfat-Losungen
10 g/ 100 mL und 12,2 % bei der Bestimmung in den Losungen mit 25 g/ 100 mL. Die
relative Standardabweichung des Gehalts betrdgt im Mittel 4,7 % fiir 10 %ige

Injektionslésungen und 3,6 % fiir 25 %ige Injektionslosungen.

3.2.6.7 Vermessen von Realproben

Der Gehalt an Sulfid wurde bei jeder Messserie iiber die Hohe des Peakstroms mit der
Gleichung aus der jeweils giiltigen Kalibrierung berechnet. Die Richtigkeit wurde unter
Verwendung von Standardldsungen tiberpriift. Die Bestimmung wurde als unabhéngige
Doppelbestimmung mit je drei Messungen durchgefiihrt. Die Vorgehensweise erfolgte

analog dem Vermessen der Losungen der Kalibrierung.

Die gemessenen Sulfidkonzentrationen bewegen sich bei den meist sehr alkalisch
stabilisierten Losungen und allen Handelspréparaten unterhalb der Nachweisgrenzen der
jeweiligen Kalibrierung (Cinio% < 10,5 ng/mL und < 16,5 ng/mL, Cinpso <4,2 ng/mL).
Fiir alle anderen Priparate wurden Konzentrationen oberhalb der Erfassungsgrenze von
62 ng/mL oder oberhalb der Bestimmungsgrenzen von 107 ng/mL und 109 ng/mL
gefunden.
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Abb. 105: Polarogramm von Sulfid in einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosung Charge I11A2,
(effektiv im Gefal3 1 : 5 verdiinnt), Methode DPP3.
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In keiner Losung wurden Konzentrationen im ppm-Bereich gefunden. In den Ampullen
der Rezeptur I, II und III der 10 %igen Injektionslosungen wurden die hochsten
Konzentrationen an Sulfid mit bis zu 216 ng/mL bestimmt. Die Sulfidkonzentration in
den vermessenen 25 %igen Injektionslosungen eigener Herstellung lag in der
sterilfiltrierten Losung oberhalb der Erfassungsgrenze der Kalibrierung von 8§ ng/mL im
unteren ppb-Bereich. In der sterilisierten Losung lag die Sulfidkonzentration oberhalb

der Bestimmungsgrenze bei 59 ng/mL.
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Abb. 106: Konzentration Sulfid in Natriumthiosulfat-Injektionslésungen - Methode DPP3.

Die Mengen an Sulfid nehmen wiahrend der Lagerung je nach Rezeptur ab oder zu. In
den nicht autoklavierten Chargen wurden meist sehr hohe Mengen quantifiziert, jedoch
sind hier nicht grundsétzlich hohere Konzentrationen im Vergleich zu den sterilisierten

Chargen zu finden.
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3.2.7 Biamperometrische Gehaltsbestimmung von Thiosulfat

3.2.7.1 Parameter der Bestimmung

Die Bestimmung des Gehalts von Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen erfolgte durch
iodometrische Titration mit biamperometrischer Endpunktanzeige. Das Prinzip der
Titration beruht auf der Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat durch Iod, welches zu

lodid reduziert wird.

Bei Vorlage des elektrochemisch inaktiven Thiosulfats und Titration mit lodmaf16sung
resultiert bis zum Aquivalenzpunkt kein Stromfluss an den polarisierbaren Elektroden.
Mit dem Uberschreiten des Aquivalenzpunktes bleibt zugegebenes Iod unreduziert und
das reversible Redoxpaar lod / lodid wird elektrochemisch an den Elektroden
umgesetzt. Ein Stromfluss im Diffusionsgrenzstrombereich setzt ein, der bei weiterer

Zugabe von lod linear ansteigt.
L+ 2505 R 2T+ 8406”

Die Messung erfolgte unter Verwendung von zwei Platinelektroden. Als Titrator wurde
eine 0,05 mol/L IodmaBlosung verwendet. Die Einstellung des Faktors erfolgte jeweils
nach den Vorschriften des Europdischen Arzneibuchs und als Mittelwert einer

Dreifachbestimmung.

Die Zugabe der MaBlosung erfolgte durch einen Titrationsautomaten in 0,03 mL-
Schritten. Als Potentialdifferenz wurde eine Spannung von 400 mV angelegt. Es wurde

die Stromstirke in Abhéngigkeit vom zugegebenen Volumen an Mall16sung registriert.

Eine Natriumthiosufat-Losung mit 10 g/ 100 mL weist eine Konzentration von
0,403 mol/L, eine Losung mit 25 g/ 100 mL eine Konzentration von 1,007 mol/L auf.
Als Volumen fiir die Vorlage der Injektionslosungen wurden bei 10 %igen
Natriumthiosulfat-Injektionslosungen 0,50 mL und bei den 25 %igen Natriumthiosulfat-
Injektionslésungen 0,20 mL festgesetzt. Die Auswahl erfolgte unter dem Gesichtspunkt
einer ausreichenden Titrandenzugabe bei trotzdem kurzer Analysendauer. Unter
Beriicksichtigung des Faktors ergibt sich ein theoretischer Verbrauch von 2,30 mL

Maf16sung.
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Die Wiederfindung fiir eine Natriumthiosufat-Losung mit 10 g/ 100 mL betrug 101,8 %
mit einer ermittelten Konzentration von 10,18 g/ 100 mL £0,28 g/ 100 mL (n = 6).
Die Standardabweichung des Volumens an MaBlosung betrdgt im Mittel 0,04 mL, die
relative Standardabweichung betrdgt somit 1,8 % (n = 6). Bezogen auf die Berechnung
fiir die Injektionslosungen entspricht das einer mittleren Standardabweichung von

0,28 g / 100 mL Natriumthiosulfat-Pentahydrat.
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Abb. 107: Beispiel Titrationskurven biamperometrischen Dreifachbestimmung bei iodometrischer

Titration einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosung, Charge IVB1.

3.2.7.2 Vermessen von Realproben

Von jeder Charge wurden drei Messungen von je zwei Ampullen durchgefiihrt. Es
wurde zuvor der pH-Wert der zu titrierenden Losung bestimmt. Er sollte zwischen pH 8
und pH 6 liegen, um eine stochiometrische Bestimmung zu gewihrleisten. Bei
Abweichungen wurde wiederholt nach pH-Wert-Einstellung titriert und verglichen. Es
konnten hier keine Abweichungen festgestellt werden. Zur Berechnung wurde jeweils

der Mittelwert der sechs Bestimmungen herangezogen.

Die gefundenen Konzentrationen an Natriumthiosulfat-Pentahydrat liegen fiir die
10 %igen Injektionslosungen zwischen 8,59 g/ 100 mL und 10,76 g/ 100 mL
Natriumthiosulfat-Pentahydrat. Fiir die 25 %igen Injektionslosungen wurden
Konzentrationen zwischen 20,55 ¢g/100 mL und 31,05 g/ 100 mL gefunden. Die

Standardabweichungen  der  Bestimmungen  liegen,  berechnet auf die
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Endkonzentrationen, im Mittel bei 0,28 g/ 100 mL Natriumthiosulfat-Pentahydrat. In
einem Fall trat eine groBBere Schwankung auf (s, = 2,56 g/ 100 mL).
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Abb. 108: Konzentration der Injektionslosungen an Natriumthiosulfat-Pentahydrat, bestimmt mit

biamperometrischer Titration (Methode Biamp1), verglichen mit Nominalkonzentration.

Die Abweichungen von der Nominalkonzentration sind entsprechend der
Standardabweichungen der Bestimmungen teilweise signifikant. Der Gehalt nimmt iiber
die Lagerzeit ab. Sterilisierte Chargen weisen in der Regel eine hohere Zersetzung auf
im Vergleich zur parallel sterilfiltrierten Charge. Die geringsten Verdanderungen wurden
bei den stark alkalisch stabilisierten Ampullen gefunden. Eine zum Zeitpunkt der
Bestimmung sieben Jahre alte 25 %ige Injektionslosung mit deutlicher Schwefel-
abscheidung wies eine absolute Verringerung um - 4,45 g/ 100 mL Natriumthiosulfat-
Pentahydrat bezogen auf die Nominalkonzentration auf (relativ: 17,8 % der Nominal-
konzentration). Eine Betrachtung der sterilisierten Chargen und der entsprechenden
sterilfiltrierten Chargen ldsst zumeist eine stirkere Abnahme des Gehalts bei den
sterilisierten Chargen erkennen. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung der

Bestimmung lésst sich dieser Unterschied jedoch nicht als signifikant einstufen.
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3.2.8 Bestimmung der Pufferkapazitit durch potentiometrische Titration

3.2.8.1 Parameter der Bestimmung

Mit Hilfe einer Séaure-Base-Titration unter Einsatz einer potentiometrischen
Endpunktsanzeige wurden die Pufferkapazititen der einzelnen Injektionslosungen
bestimmt. Die Untersuchung erfolgte mit besonderem Augenmerk auf das Potential der
Injektionslésungen, pH-Wert-Verschiebungen in den sauren pH-Bereich abzufangen, da
in diesem Milieu die Zersetzung von Thiosulfat gefordert wird. Entsprechend der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Injektionslosungen, aber auch hinsichtlich
einer pH-Wert Verschiebung bei Abfiillung, Sterilisation und wahrend der Lagerung

konnen hier unterschiedliche Werte resultieren.

Die Pufferkapazitidt beschreibt die GroBe der Pufferwirkung. Sie kennzeichnet die
Aufnahmefdhigkeit von Pufferlésungen fiir Sduren und Basen. Die Pufferwirkung ist
begrenzt und abhédngig von der Totalkonzentration des Puffergemisches aus z. B.
schwacher Sdure und dem Salz der korrespondierenden Base. Sie hdngt weiterhin ab
vom pK-Wert der beteiligten Sdure und vom pH-Wert der Losung. Die Pufferkapazitit

B wurde definiert als

dc + dC(Base) _ - dC(Séure)

d(pH) d(pH) d(pH)

Das bedeutet, wenn sich bei Zusatz von 1 Mol H;O" oder 1 Mol OH zu 1L einer
Pufferlosung der pH-Wert um eine Einheit dndert, entspricht dies einer Pufferkapazitit
von =1 mol/L. Fiir die Beurteilung der Injektionslosungen wurde das Volumen an
MaBldsung bis zum Aquivalenzpunkt der Titrationskurve herangezogen. Je groBer die
Pufferkapazitdt der Injektionslésung, desto hoher der Verbrauch an MaBlosung. Zur
Auswertung wurde das Tangentenverfahren verwendet. Es wurden 10,00 mL
Natriumthiosulfat-Losung unverdiinnt vorgelegt und titriert. In einem Vorversuch
wurde iiber die Titration von Dinatriumhydrogenphosphat sowie Natriumthiosulfat
allein und nebeneinander iiberpriift, ob die Natriumthiosulfat-Matrix einen Einfluss auf

das Ergebnis der Titration hat. Es konnte hierbei kein Unterschied in den
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Titrationskurven festgestellt werden. Bei Verdiinnung erfolgt eine Verschiebung der

Kurve, die resultierende Pufferkapazitat fallt geringer aus.

85®
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Abb. 109: Titrationskurve einer Losung von 1 g/ 100 mL Na,HPO, in einer Natriumthiosulfat-Losung
mit 10 g/ 100 mL.

3.2.8.2 Vermessen von Realproben und pH-Wert Bestimmung

Entsprechend der Vorgehensweise in den Vorversuchen wurden die 10 %igen
Injektionslésungen unverdiinnt vorgelegt und mit SalzsduremaBlosung titriert. Der
Kurvenverlauf wurde iiber die Anderung des pH-Wertes der Losung in Abhiingigkeit
vom zugegebenen Volumen an MaBlosung erfasst und ausgewertet. Die Bestimmung
erfolgte als Einfachbestimmung. Gleichzeitig wurde zu diesem Zeitpunkt der pH-Wert

der Injektionslosungen bestimmt.

Zur Berechnung von f; wurde die vom Start (pH; pH-Wert vor Beginn der Titration) bis
zum ersten Titrationsschritt (pHi:; pH-Wert nach Zugabe des ersten Tropfens
MaBlosung) resultierende Abnahme des pH-Wertes, die Erhdhung des Gesamtvolumens
der Losung die Konzentration und der Verbrauch an MaBlosung (AVyc = 0,05 mL)

herangezogen:

-1* (AVua * enar™ fua)

B =

Vges * | pHi* pHi+1 |
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Die so bestimmten Pufferkapazititen liegen zwischen 1,4 mmol/L und 2,6 mmol/L fiir
unter galenischen Gesichtspunkten ungepufferte Losungen und Werten bis zu
9,4 mmol/L fir Injektionszubereitungen mit hohem Phosphatpufferzusatz. Die
bestimmten Werte decken sich mit der entsprechenden Zusammensetzung der
Losungen. Die vermessenen Handelspridparate weisen eine verbliebene Pufferkapazitit

zwischen 5,1 mmol/L und 6,5 mmol/L auf.

85 T
8

7’5 !!

7T ]
65t s

671 L]
55

5 £
45+ =

2
441
35+
3+ ]
25+ L] [ ]
2+ | L] ] ] ™

1,5

1

05 +

0

0 005 01 015 02 025 03 03 04 045 05 05 06 065 07 075 08 08 09 09 1 105
Volumen an Maf3losung HC1 V' in mL

Abb. 110: Beispiel einer Titrationskurve einer 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektionslosung Charge

IVA3 (stiarker gepuffert mit Dinatriumhydrogenphosphat und NaOH-Zusatz).

Bei den Chargen eigener Herstellung ist teilweise ein deutlicher Abfall der
Pufferkapazitit {liber den Lagerzeitraum zu beobachten. Bei Betrachtung der
gemessenen Pufferkapazititen wird der stabilisierende FEinfluss einer hohen
Pufferkonzentration mit Einstellung im alkalischen Bereich deutlich. Die sterilisierten

Chargen weisen meist einen ausgeprigteren Abfall der Pufferkapazitit auf.

Mit zunehmender Pufferkapazitit der Injektionslésung zum Zeitpunkt der Herstellung
verringert sich der pH-Wert Abfall. In allen Féllen sinkt der pH-Wert bei der
sterilisierten Charge stirker in den sauren Bereich im Vergleich zur parallel
sterilfiltrierten Charge. Ab einer gewissen Pufferkapazitit bringt eine weitere Erh6hung
der Konzentration jedoch keine weiteren Vorteile im Hinblick auf eine Verminderung

des pH-Wertes bei Lagerung (vergleiche z. B. Chargen IV und IX).
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Abb. 111: Pufferkapazititen der 10%igen Natriumthiosulfat-Injektionslosungen.
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Abb. 112: Vergleich des prozentualen pH-Wert-Abfalls nach 20 Monaten in Abhéngigkeit von der
Ausgangs-Pufferkapazitit (nach Herstellung) fiir sterilisierte (B) und sterilfiltrierte (A)

Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen eigener Herstellung.

Die jeweils maximalen Pufferwirkungen konnten grafisch unter Beriicksichtigung des
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Anstiegs der Titrationskurven fiir die Losungen mit Phosphatpufferzusatz im Bereich
von pH 6,2-6,4 und fiir die Losung mit Boratpufferzusatz (Handelsprédparat) bei etwa
pH 6,7 ermittelt werden (ohne Abb.). In den Losungen ohne Pufferzusatz fallen die
Titrationskurven mit der ersten Zugabe von HCI steil in den sauren pH-Bereich ab. In
den gepufferten Losungen setzt der steilere pH-Wert Abfall bei zunehmender
Saurezugabe erst bei pH-Werten zwischen pH 5,0 bis 5,5 ein. Die Losungen der Charge
IX weisen dabei die hochste pH-Wert-Konstanz bei Zugabe von Siure auf.

Im Rahmen der Untersuchungen wurde der pH-Wert der Lésungen nach entsprechender
Lagerung ermittelt. Der pH-Wert ist breits nach der Herstellung der Losungen und nach
der Sterilisation gemessen worden. Die Messung erfolgte mit einer pH-sensitiven
Einstabmesskette (Glaselektrode) potentiometrisch mit einem gegen Standard-
Pufferlosungen kalibrierten Potentiometer. Es wird deutlich, dass die Losungen ohne
Pufferzusatz den hochsten Abfall um bis zu drei pH-Einheiten aufweisen. Die grofBte
Anderung ist sofort nach der Sterilisation (ohne Abb.) und innerhalb der ersten Monate
zu verzeichnen. Die Injektionslosungen mit hohem Phosphatpufferzusatz weisen
ebenfalls einen Abfall in den sauren Bereich auf, jedoch nur um etwa 1 bis 1,5 pH-

Einheiten. In den Folgemonaten erfolgt nur noch eine geringfiigige Verdnderung.
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Abb. 113: Beispiele fiir den pH-Wert-Abfall in sterilisierten 10 %igen Natriumthiosulfat-Injektions-

l6sungen eigener Herstellung unterschiedlicher Zusammensetzung in Abhéngigkeit von der Lagerzeit.
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3.2.9 Priifung der Natriumthiosulfat-Injektionslosungen auf Sterilitit

3.2.9.1 Priifung in Fliissigkultur

Um eine moglicherweise durch Mikroorganismen bedingte Zersetzung oder
Beeinflussung des Zersetzungsweges auszuschlieBen, erfolgte eine Priifung auf
Sterilitdt. Die Priifung erfolgte gemil3 den Vorgaben des Europdischen Arzneibuches.
Fiir die Priifung auf vorrangig anaerobe Bakterien wurde ein fliissiges Thioglycolat-
Medium verwendet. Zur Priifung auf vorrangig aerobes Wachstum wurde ein
Caseinpepton-Sojapepton-Medium eingesetzt, welches auch fiir Pilze geeignet ist. Die
Bebriitung erfolgte 14 Tage bei 32,5 °C bzw. 22,5 °C in einem geeigneten Brutschrank.
Nach 7 Tagen erfolgte eine Zwischenauswertung. Das Medium wurde unter
Verwendung von mikrobiologischen Kulturrdhrchen aus Glas mit Press-Stopfen
sterilisiert und pro Charge wurden mit jedem Medium je 2 Ansdtze mit der Probe nach
Aufschiitteln beimpft (Direktbeschickung). Die beobachtete Verfiarbung im oberen
drittel des Thioglycolat-Mediums ist auf eine Sauerstoffdiffusion zuriickzufiihren. Das
Ergebnis wurde bewertet und ein eventueller Bewuchs im unteren Teil des Rohrchens
gepriift. Es wurde fiir alle Priifungen Blindproben mitgefiihrt, die in beiden Medien
ohne Bewuchs innerhalb des Priifzeitraums von 14 d blieben. Die Medien waren im

Vorfeld mit Positivproben auf Eignung gepriift worden.

Thioglycolat-Medium:

Nach 7 Tagen konnte noch keine Triibung festgestellt werden. Alle Ansdtze zeigten
nach 14 Tagen eine Trilbung. Bei ndherer Betrachtung handelte es sich um ein
untypisches netzartiges Gebilde von eher weiBlicher Farbung im Thioglycolat-Medium
an der Grenzschicht zur verfarbten Zone. Es konnte sich um anaerobes Wachstum mit
einer Wachstumszone oder um eine Reaktion des Mediums oder der Injektionslosung
handeln. Das Phinomen konnte sowohl bei allen Chargen mit geringen Unterschieden
im AusmalBl der Triibung beobachtet werden. Eine Korrelation zu Rezeptur oder

Sterilisationsverfahren konnte nicht festgestellt werden.
Caseinpepton- Sojapepton-Medium:

Es wurde ein nur geringer feinkdrniger Bodensatz in allen Rohrchen beobachtet. Es gab

keinen Hinweis auf fiir Mikroorganismen typisches Wachstum.
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3.2.9.2 Kultur auf Agar

Die Priifung erfolgte in sterilisierten Petrischalen mit Agarmedium B (Agarmedium mit
Casein- und Sojapepton) fiir die Bakterien-Anzucht und mit Agarmedium C
(Sabouraud-Medium) fiir die Pilz-Anzucht. Die Medien sind nach den Vorschriften des
Européischen Arzneibuchs hergestellt worden. Je Medium wurden 5 Petrischalen unter
der Laminar-Flow-Arbeitsbank gegossen und unter Verwendung von sterilen
Glasstaben mit der im Thioglycolat-Medium erhaltenen Triibung beimpft. Die
Bebriitung erfolgte bei 35 °C bzw. 25°C 5 Tage lang. Es konnte keine Pilzkultur
nachgewiesen werden. Von der Trilbung im unteren Teil des Thioglycolat-Mediums
konnte keine Kultur auf Agar geziichtet werden. Eine aerobe Kontamination kann
ausgeschlossen werden. Zur Uberpriifung auf generelles mikrobielles Wachstum wurde

eine Vitalitatsfarbung durchgefiihrt.

3.2.9.3 Ubersichtsfirbung / Vitalitiitsfirbung mit Methylenblau

Von den Proben des Thioglycolat-Mediums wurden aus der Trilbungszone mit
ausgegliihten Platindsen Proben auf Objekttrager iibertragen, flammenfixiert und mit
Methylenblau angefdarbt. Die Proben wurden unter dem Lichtmikroskop unter

Verwendung von Immersionsdl bei einer VergroBerung von 1 : 1000 betrachtet.

Bei der Flammfixierung und Einfarbung fiel auf, dass die Proben den Farbstoff fast
nicht annahmen. Die Betrachtung der im Thioglycolat-Medium aufgetretenen Triibung
ergab sehr diinne netzartige Gebilde von sehr kleinen kugeligen Anhdufungen mit einer

Grofle < 1 pm (geschitzt = 500 nm).

Dabei konnte bestitigt werden, dass es sich nicht um Bakterien oder
Bakterienbestandteile handelt. Vermutlich handelt es sich hier um anorganische
Zersetzungsprodukte. In  Frage kommen in  diesem  Fall eventuell
Schwefelabscheidungen aus den Injektionslosungen. Ein tatsdchlicher mikrobieller

Befall konnte mit den vorhandenen Mitteln ausgeschlossen werden.
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3.3 Vergleich der Methoden und der Stabilititen der Injektionslosungen

3.3.1 Beurteilung der Methoden

Bei einem Vergleich der untersuchten Methoden werden die Unterschiede bei
Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, Selektivitit, Prizision, Richtigkeit, Robustheit
deutlich. Dementsprechend konnen die Methoden verschiedentlich sehr gut, teilweise

nur eingeschrénkt oder gar nicht fiir die analytische Problemstellung eingesetzt werden.

Vor dem Test einer Methode auf Eignung zur Bestimmung der schwefelhaltigen Ionen
neben Thiosulfat-Uberschuss stand die Methodenentwicklung an Hand von Losungen
mit anndhernd adidquaten Analyt-Konzentrationen. AnschlieBend wurden die im
Hinblick auf Auflésung und Selektivitdt optimierten Methoden auf ihre Eignung zur

Bestimmung der lonen in Natriumthiosulfat-Injektionslésungen gepriift.

Bei einigen Methoden zeigte sich bereits in der ersten Phase der Entwicklung, dass den
Bestimmungen in einigen Féllen durch zu hohe erreichbare Nachweisgrenzen, z. T.
kombiniert mit geringer Selektivitit, Grenzen gesetzt sind. Die entwickelten Methoden
konnten somit nicht alle fiir die Bestimmung der Ionen neben Thiosulfat-Uberschuss
eingesetzt werden. Fiir einige Methoden wurde diese Limitierung erst in der zweiten
Phase deutlich. Durch das ungiinstige Konzentrationsverhéltnis verschlechterten sich oft

Selektivitditen und Nachweisgrenzen bei abnehmender Prizision und Robustheit.

Die Tabelle 34 liefert einen Uberblick iiber die Eignung und den Erfolg der einzelnen
Methoden bei der Bestimmung der schwefelhaltigen Ionen in matrixfreier, verdiinnter
Losung und in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen. Die lonenpaarchromatographie
mit Leitfahigkeitsdetektion wurde dabei nur kurz dargestellt. Es gelang hier fiir Sulfit,
Sulfat und Thiosulfat eine Trennung, die jedoch nur fiir die Gehaltsbestimmung von
Thiosulfat geeignet ist. Die RP-HPLC wurde nur fiir die Schwefelbestimmung
aufgefiihrt. Die Titrationsmethoden wurden nur bei der Gehaltsbestimmung von

Thiosulfat und der Bestimmung der Pufferkapazitét eingesetzt.
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Tab. 34: Ergebnisse der Methodenentwicklung.

Bestimmung ohne

Bestimmung in

Nachweis in

Matrix in verdiinnter Natriumthiosulfat- Natriumthiosulfat-
Losung: Losung 10 g/ 100 mL: Injektionslosungen:
Ion Methode
Trennung/Bestimmung erfolgreich: Ja/Nein / NWG bzw. Bereich:
NWG fiir unverd. gefundene Konzen-
NWG o )
Injektionslosung trationen (unverd. Lsg.)
CE Ja,~ 0,15 pg/mL* Ja, 41 pg/mL* Ja, 120 — 600 pg/mL
IC-LFD Ja, = 0,025 pg/mL Ja, 7 pg/mL Ja, 107 — 586 pg/mL
Sulfat
IPC Nein (keine UV-Abs.) | Nein (LFD > 250 ug/mL) Nein
DPP Nein Nein Nein
CE Ja, 10 pg/mL", Ja, 500 pg/mL”, Nei
ein
10pg/mL} 280 pg/mL®
Sulfit IC-LFD Ja, 0,080 pg/mL Ja, 2 pg/mL Ja, <NWG - 25 pg/mL
IPC Ja, n.b. Nein, n.b., + Nein
DPP Ja,~ 0,2 pg/mL Ja, =~ 0,4 pg/mL Ja, <NWG - 23 pg/mL
CE Ja, =5 ng/mL Ja, = 1000 pg/mL Nein
IC-LFD Nein Nein Nein
Sulfid
IPC Ja, n.b. Nein + Nein
DPP Ja, = 0,003 pg/mL Ja, 0,01 ng/mL Ja, <NWG - 0,2 pg/mL
CE Ja, = 10 pg/mL Ja,nb., + Nein
IC-LFD Nein Nein + quant. Nein
Trithionat
IPC Ja Nein Nein (aufer Microsol)
DPP Nein Nein Nein
CE Ja, 4 pg/mL”, Ja, 600 pg/mL”, Nei
ein
0,35 pg/mL} 41 pg/mL*
Tetrathionat | IC-LFD Nein Nein Nein
IPC Ja, 0,18 pg/mL Ja, 0,7 pg/mL Ja, <NWG - 8,6 pg/mL
DPP Nein Nein Nein
CE Ja, 1 pg/mL* Nein Nein
IC-LFD Nein Nein Nein
Pentathionat
IPC Ja, 0,11 pg/mL Ja, 1 pg/mL Ja, <NWG —4,8 ng/mL
DPP Nein Nein Nein
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Fortsetzung Tabelle 34

Bestimmung ohne Bestimmung in Nachweis in
Matrix in verdiinnter Natriumthiosulfat- Natriumthiosulfat-
Losung: Losung 10 g/ 100 mL: Injektionslosungen:
Ion Methode - - - -
Trennung/Bestimmung erfolgreich: Ja/Nein / NWG bzw. Bereich:
NWG fiir unverd. gefundene Konzen-
NWG o ]
Injektionslosung trationen (unverd.)
CE Ja, 4 pg/mL? Nein Nein
IC-LFD Nein Nein Nein
Hexathionat
IPC Ja, 0,76 pg/mL Ja, 1,9 pg/mL Ja, <NWG - 2,3 pg/mL
DPP Nein Nein Nein
CE Nein Nein Nein
hohere IC-LFD Nein Nein Nein
Polythionate | [pc Ja, n.b. n.b. Nein
DPP Nein Nein Nein
CE Ja Nein Nein
IC-LFD Nein Nein Nein
Polysulfide
IPC Ja, n.b. n.b. Nein
DPP Nein Nein Nein
CE Nein Nein Nein
IC-LFD Nein n.b. Nein
Schwefel IPC Ja, n.b. n.b. Nein
DPP Nein, n.b. Nein, n.b. Nein
HPLC Ja, 24 pg/mL Ja,~ 34 pg/10 mL Ja, <NWG -1408 pg/mL
CE Ja, fiir Gehaltsbestimmung geeignet
IC-LFD Ja, fiir Gehaltsbestimmung geeignet
Thiosulfat | IPC Ja, fiir Gehaltsbestimmung geeignet
DPP Ja, fiir Gehaltsbestimmung geeignet
Biamp. Ja, fiir Gehaltsbestimmung geeignet
n.b. nicht bestimmt
+ Interferenz mit anderen Ionen, Selektivitit ungeniigend, Uberladung
§ direkte Detektion;
# indirekte Detektion
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Tab. 35: Vergleich der Methoden zur Sulfit- und Sulfatbestimmung.

Parameter / Methode sulfi Suifit 1211_3 Sulfa s

ﬁfbei“bere“h fr 10 %ige 5-40 pg/mL | 1-35pg/mL | 25-500 pg/mL | 100 - 600 pg/mL
osung

ﬁflz‘fgfbermh absolut fiir 0,25-2pg/mL | 02-7pg/mL |0,125-2,5 pg/mL | 0,5 -3 pg/mL

xng fur 10 %ige Losung 2,08 pg/mL 0,47 pg/mL 7,2 pg/mL 41,4 pg/mL

xpg fiir 10 %ige Losung 7,0 pg/mL 1,67 pg/mL 25,8 ug/mL 119,7 pg/mL

xng absolut fiir Analyt 0,1 pg/mL 0,09 pg/mL 0,04 pg/mL 0,21 pg/mL

Xpg absolut fiir Analyt 0,35 ng/mL 0,32 pg/mL 0,13 pg/mL 0,60 pg/mL

r 0,9909 0,9993 0,9997 0,9962

a -0,505 2,469 -0,9925 2,814

Sa 0,200 0,253 0,467 20,283

b 0,275 1,830 0,218 1,892

Sb 0,009 0,013 0,002 0,052

Vixo 8,30 % 2,59 % 2,14 % 4,70 %

VK Signal 9,98 % 7,0 % 1,01 % 1,70 %

g“&}fggi ftflflﬁfgaler Fehler 5,80 % 23% 5,2 % 7,90 %

kritischer Selektivitatsfaktor >1,2 entfallt 43 1,06

sc fiir 10 %ige Losung 1 pg/mL 0,3 pg/mL 3,8 pg/mL 17 pg/mL

Analysendauer 32 min 5 min 32 min 10 min

Robustheit mittel hoch hoch gering

Beim Vergleich der ionenchromatographischen Bestimmung von Sulfit mit der
Bestimmung durch DPP wird die Uberlegenheit der polarographischen Methode
deutlich. Die erreichbaren Nachweis- und Bestimmungsgrenzen, bezogen auf die
Injektionslésungen, sind bei der DPP niedriger (s. Tabelle 35). Sie betragen etwa Y der

GrenzgroBlen der lonenchromatographie.

Die niedrigere NWG wird dabei in erster Linie durch die deutlich geringere
Verdiinnung, die zur DPP-Bestimmung notwendig ist, moglich. Im Analyten sind die
absoluten NWG sehr dhnlich. Im Hinblick auf Prizision, Richtigkeit und Aufwand ist

der Polarographie jedoch ebenfalls der Vorzug zu geben.

Auch beziiglich der Robustheit wurden stirkere Stérungen durch z. B. abnehmende
Pufferstabilitit, pH-Wert-Schwankungen und wechselnde Probenzusammensetzung
(z. B. Chlorid, Phosphat) bei der Ionenchromatographie beobachtet. Lediglich die durch
sauren pH-Wert begiinstigte Thiosulfat-Zersetzung, die eine prizise pH-Wert-Kontrolle
und ziigiges Arbeiten erfordert, fallen bei der DPP negativ ins Gewicht.
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Ein Paarvergleich der mit beiden Methoden ermittelten Werte zeigt, dass ein
signifikanter Unterschied zwischen den Methoden besteht (t-Test). Mit der DPP werden
im Vergleich zur IC geringfiigig hohere Konzentrationen gefunden. Im Mittel betrdgt
die Abweichung 1,3 pg/mL. Mdgliche Ursachen fiir den systematischen Fehler kdnnen
eine unzureichende Sulfit-Stabilisierung, Adsorptionsphianomene oder Stoérungen in der
Basislinie des Chromatogramms, die die korrekte Bestimmung der Peakhohe beeinflusst
haben, sein. Die Sulfitbildung im Elektrolyten bei der DPP wurde durch die
Kalibrierung in Thiosulfat-Matrix beriicksichtigt.

Eine Bestimmung von Sulfat durch Ionenchromatographie ist der kapillarelektro-
phoretischen Bestimmung iiberlegen (s. Tabelle 35). Es werden niedrigere Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen bei gleichzeitig hoherer Prdzision und Richtigkeit der
Methode erreicht. Auch die Robustheit der chromatographischen Methode ist hoher, da
bei der CE die Bestimmung durch EOF-Stérungen beeinflusst wird. Die CE-
Bestimmung reagiert empfindlicher auf pH-Abweichungen und Elektrolytstirke. Eine
CE-Bestimmung ist jedoch in deutlich kiirzerer Zeit durchfiihrbar. Fiir die Bestimmung
des Sulfat-Gehalts von Natriumthiosulfat-Injektionslésungen sind beide Methoden
geeignet, da hier Konzentrationen im mittleren bis oberen ppm-Bereich oberhalb der
Bestimmungsgrenzen vorliegen. Ein Paarvergleich der mit den Methoden ermittelten
Werte fiir identische Injektionslosungen ergab keinen signifikanten Unterschied

zwischen beiden Methoden.

Fir die Gehaltsbestimmung von Thiosulfat stellte sich keine der drei eingesetzten
Methoden eindeutig als Methode der Wahl heraus (s. Tabelle 36). Die Polarographie
weist die geringste Abweichung beziiglich der Richtigkeit auf. In der Prazision weisen
chromatographische und polarographische Bestimmung &hnliche Abweichungen auf.
Die Biamperometrie besitzt eine im Verhéltnis sehr gute Préizision, was zum Teil durch
die geringe Signalauflosung bedingt ist (Bestimmung des Volumens fiir den Verbrauch
an MaBlosung manuell iiber Tangentenverfahren). Beziiglich der Richtigkeit liegt die

Abweichung im Vergleich zwischen DPP und IPC.

Ein Paarvergleich ergab keinen signifikanten Unterschied fiir lonenpaar-
chromatographie und DPP. Es wurden jedoch signifikant niedrigere Werte fiir die
Titration bestimmt. Die Abweichung bei der Gehaltsangabe betrdgt im Mittel -2,4 %
Natriumthiosulfat-Pentahydrat. Der systematische Fehler kann bei der Bestimmung des
Aquivalenzpunktes liegen, durch einen Volumenfehler oder zu hohe Titrations-

geschwindigkeit bedingt sein.
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Tab. 36: Vergleich der Methoden zur Thiosulfatbestimmung und Parameter der Sulfidbestimmung.

DPP2 . .
paamer (Maode | TOTDL | moaina | Dimpemeie | DRE
Arbeitsbereich fiir 10 %sige entfillt entfillt entfillt 20 - 200 ng/mL
Losung
xﬁi;tsbere“h absolut fiir 20-90 pg/mL | 10 -40 pg/mL entfallt 4 - 40 ng/mL
xng fur 10 %ige Losung entfallt entfallt entfallt 31 ng/mL
xpg fiir 10 %ige Losung entfallt entfallt entfallt 110 ng/mL
xng absolut fiir Analyt entfallt 1,74 ng/mL entfallt 6 ng/mL
xpg absolut fiir Analyt entfallt 5,80 pg/mL entfallt 22 ng/mL
r 0,9985 0,9963 entfallt 0,9981
a 34,426 -0,626 entfallt -0,542
Sa 2,416 0,224 entfallt 0,488
b 3,149 0,300 entfallt 0,440
Sb 0,04 0,008 entfallt 0,001
Vixo 2,2 % 4,21% entfallt 4,94 %
VK Signal 4,6 % 2,2 % 0,28 % 4,1 %
g“&}fggi ftflflﬁfgaler Fehler 4,0 % 0,5 % 1,80 % 10,0%
kritischer Selektivitatsfaktor 1,8 entfallt entfallt entfallt
s¢ fiir 10 %ige Losung 0,77 pg/mL 0,69 ng/mL 0,28 ug / 100 mL 13 ng/mL
Analysendauer 16 min 5 min 7 min 5 min
Robustheit hoch hoch hoch hoch

Fiir die Bestimmung von Sulfid (s. Tabelle 36) in Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen
ist die Differentielle Pulspolarographie die Methode der Wahl. Nur hier gelang eine
Kalibrierung im notwendigen Konzentrationsbereich. Beziiglich der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze ist die DPP allen chromatographischen und elektrophoretischen
Methoden deutlich iiberlegen. Im Hinblick auf die Prizision werden Werte erreicht, die
mit den DPP-Bestimmungen anderer Ionen vergleichbar sind. Beziiglich der Richtigkeit
resultiert auf Grund der niedrigen Konzentrationen ein hoherer relativer Fehler. Bei
Betrachtung der absoluten Werte ist dieser Wert im unteren ppb-Bereich jedoch
akzeptabel.

Die Bestimmung der Polythionate Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat neben
Thiosulfat-Uberschuss gelang nur mittels ionenpaarchromatographischer Analyse
(s. Tabelle 37). Ein Vergleich mit anderen Methoden steht nicht zur Verfiigung, da die
bei der Kapillarelektrophorese erreichten Nachweisgrenzen nicht fiir eine Bestimmung

in den Injektionslosungen ausreichen. Erst mit Einsatz eines neuartigen Sdulenmaterials
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mit einer Amidgruppe (Supelco Discovery® RPC16Amide) konnte eine ausreichende

Auflosung aller Signale bei der IPC erreicht werden. Beziiglich Nachweisgrenze und

Prizision nimmt die Giite der Bestimmungen von Tetrathionat bis Hexathionat ab.

Tetrathionat weist eine etwas groBBere Abweichung beziiglich der Richtigkeit auf, was

vermutlich durch die Ndhe zum Thiosulfat-Peak und somit stirkere Beeinflussung durch

die Sduleniiberladung verursacht wird. Kritische Parameter beziiglich der Robustheit

sind die Ionenpaarbildner-Konzentration und ein Nachlassen der Sédulenqualitit, was

sich durch eine Sdulenregeneration minimieren l&sst.

Fiir die Bestimmung von Schwefel (s. Tabelle 37) kann lediglich auf eine RP-HPLC-

Methode nach Extraktion mit Cyclohexan zuriickgegriffen werden. Hier liegt ein

nichtlinearer Zusammenhang zwischen Signal und Konzentration vor. Prézision,

Richtigkeit und Robustheit sind vergleichbar mit IC und IPC. Relevant fiir die

Robustheit der Methode sind vor allem Einflussfaktoren bei der Extraktion.

Tab. 37: Parameter der Polythionatbestimmung und der Schwefelbestimmung.

Parameter / Methode IPC.4 IPC IPC. HPLC
Tetrathionat Pentathionat Hexathionat Schwefel

éé:ﬁg;be“’“h fur 10 %ige 0,7-16 pg/mL | 0,7-16 pg/mL | 0,7-16 pg/mL | 20 - 90 pg/mL

ﬁ;t:l’iytfberei‘:h absolut fiir 035-8 pg/mL | 0,35-8 ug/mL | 0,35-8 pg/mL | 200-900 pg/mL

xpg fur 10 %ige Losung 0,7 pg/mL 1,0 pg/mL 1,9 pg/mL 3,4 ng/mL

xpg fur 10 %ige Losung 2,36 pg/mL 3,56 pg/mL 5,52 ng/mL 20,4 pg/mL

xngG absolut fiir Analyt 0,34 ng/mL 0,52 pg/mL 0,95 pg/mL 34 ng/mL

xpg absolut fiir Analyt 1,18 pg/mL 1,78 pg/mL 2,76 pg/mL 204 pg/mL

r 0,9957 0,9899 0,9750 0,9980

a /ay fiir HPLC 15184 4882 736 31174

Sa / Sa0 fiir HPLC 3684 4026 1595 144587

b/ a; und a, fir HPLC 34596 24641 6124 2?34395’3

Sb/ Sa1 und sy fiir HPLC 893 975 386 07’(7)2’952

Vixo 9,00 % 13,8 % 22,0 % n.b.

VK Signal 6-8 % 6-8 % 20 % 0,80 %

?i{}&fgggféﬁzi‘g‘glaler Fehler 18,70 % 6,1 % 21% 6,0 %

kritischer Selektivitatsfaktor 1,6 1,3 1,5 entfallt

sc fiir 10 %ige Losung 0,36 pg/mL 0,54 pg/mL 0,86 ng/mL ~ 35 pg/ 10mL

Analysendauer 15 min 15 min 15 min 2 h 10 min

Robustheit mittel mittel mittel mittel
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Fiir alle Bestimmungen gilt, dass eine Kalibrierung der zu bestimmenden Spezies in
einer addquaten Natriumthiosulfat-Matrix fiir die Richtigkeit der Bestimmung
erforderlich ist. Externe Kalibrierungen in wéssriger Losung und Standardadditionen
fihren zu abweichenden Ergebnissen, da dabei der Einfluss des Thiosulfat-

Uberschusses auf die Signalintensitit unberiicksichtigt bleibt.

Ein allgemeiner und methodenunabhéngiger Faktor der Robustheit ist die Stabilitdt von
Sulfit und Sulfid. Eine konstante und reproduzierbar durchgefiihrte Stabilisierung durch
Formaldehyd oder Methanol sowie eine Stickstoffbegasung verbessern hier die Giite der
Bestimmung deutlich. Auch die Polythionatbestimmung ist durch Abbaureaktionen
gefdhrdet. Hier besteht keine Stabilisierungsmoglichkeit, somit sind ziigiges Arbeiten

und reproduzierbare Zeiten zwischen Probenvorbereitung und Messung erforderlich.

Alle Methoden bediirfen pH-Wert-, Temperatur- und Elektrolyt-Konstanz, wobei es hier
Unterschiede in der Empfindlichkeit gibt. Wahrend die DPP eher stark auf pH-Wert-
Verschiebungen reagiert, ist in der CE eine pH-Wert- und Elektrolyt-Konstanz wichtig.
Die Temperatur wird bei der CE und den chromatographischen Methoden geritebedingt
durch Thermostatisierung gewdhrleistet. Die Elektrolytzusammensetzung und,
besonders bei der IC, auch der pH-Wert sind kritische Parameter bei allen

chromatographischen Methoden.

Das computergestiitzte System zur Steuerung der Kapillarelektrophorese und zur
Auswertung der Daten erwies sich ebenfalls als ein kritischer Faktor beziiglich der
Robustheit der Methode. Trotz entsprechender Rechnerkonfiguration kam es gehauft zu
Fehlfunktionen bei der Datenaufzeichnung und beim Fortgang einer Messserie. Durch
die Ausfille waren die Zersetzung des Analyten und die Kapillarkondition in den
betroffenen Messserien nicht vorhersehbar und entsprechend nicht reproduzierbar. Eine

Wiederholung der gesamten Analyse war in diesen Féllen unumgénglich.

Fiir die unterschiedlichen Probenzusammensetzungen ist in allen Féllen eine
ausreichende Robustheit der Methoden gegeben. Lediglich bei der ionenchromato-
graphischen Bestimmung wurden vereinzelt Storungen im Chromatogramm bei

Handelspriaparaten mit hohem Phosphat- und Chlorid-Gehalt beobachtet.
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3.3.2 Beurteilung der Zersetzung der Injektionslosungen

In allen Injektionslésungen wurde Sulfat als Hauptzersetzungsprodukt oberhalb der
Bestimmungsgrenze quantifiziert. Als Ausgangsbelastung einer Natriumthiosulfat-
Losung von 10 g/ 100 ml wurden etwa 60 pg/mL Sulfat geschitzt’. Daraus ldsst sich
ableiten, dass in allen Injektionslosungen weiteres Sulfat gebildet wurde. Die
bestimmten Mengen liegen im mittleren bis oberen ppm-Bereich. Sulfat bildet
unabhingig von der Art der Stabilisierung den gréfiten prozentualen Anteil am
Gesamtspektrum der Zersetzungsprodukte. Er betrdgt im Minimum ~ 62 % bei z. B.
vollig unstabilisierter Losung mit starkem pH-Wert Abfall und breitem Spektrum an
Zersetzungsprodukten (IB3) und kann bis auf =98 % bei stark gepufferten, relativ
alkalischen Losungen (IX) ansteigen. Auch bei den Handelspriparaten ist Sulfat das

mengenmifig am meisten gebildete Zersetzungsprodukt.

In der Rangfolge der gebildeten Zersetzungsprodukte steht molekularer Schwefel an
zweiter Stelle. Es konnte in den meisten Injektionslosungen Schwefel nachgewiesen
werden. Der Anteil des Schwefels an der Gesamtzersetzung bewegt sich zwischen
~4 % bei sehr gut stabilisierten, gepufferten Losungen (IX) und =30 % bei z. B.
unstabilisierten Losungen mit einem pH-Wert Abfall in den schwach sauren Bereich (I).
In den gut stabilisierten Handelspraparaten konnte, ausgenommen in einem Fall, kein

Schwefel bestimmt werden

Sulfit wurde nicht in allen Injektionslosungen gefunden. Der hochste Gehalt wurde in
den vollig unstabilisierten Losungen (I) und in den schlecht gepufferten Losungen mit
Disulfit-Zusatz, jedoch ohne EDTA-Zusatz (III) ermittelt. Der Anteil des Sulfits am
Gesamtspektrum bei Losungen eigener Herstellung betrdgt zwischen =3 und 8 %. In
den unzureichend gepufferten Losungen mit Disulfit- und EDTA-Zusatz (II) wurde im
Vergleich dazu sehr wenig Sulfit mit einem Anteil um = 0,5 % gefunden. Offensichtlich
liegen hier Bedingungen vor, die einen Abbau von Sulfit fordern. In den moderat und
stark gepufferten Losungen konnte Sulfit nicht nachgewiesen werden. In den gut
alkalisch stabilisierten Handelspraparaten mit Sulfit- und EDTA-Zusatz konnte
ebenfalls Sulfit mit einem Anteil von = 13 % bestimmt werden. Das hier

nachgewiesenene Sulfit stammt vermutlich aus dem Zusatz geméf Rezeptur.

externe Kalibrierung von Sulfat in matrixfreier Losung mit CE-Bestimmung
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Abb. 114: Beispiele fiir die Konzentrationen an bestimmbaren Zersetzungsprodukten in unverdiinnten

Injektionslosungen.

Hoéhere Gehalte von Polythionaten, vor allem Tetrathionat mit einem Anteil bis = 1,6 %
und Pentathionat mit einem Anteil bis =0,5 % wurden vorrangig in den minimal
gepufferten Losungen mit Disulfit und EDTA-Zusatz (II), aber auch in moderat
alkalisch gepufferten Losungen ohne weitere Zusdtze (IV) am Anfang der

Lagerungszeit nachgewiesen.

Sulfid wurde in einigen Injektionslosungen im unteren ppb-Bereich gefunden. Bezogen
auf den Gesamtanteil der Zersetzungsprodukte ist diese Menge sehr gering. Es muss
jedoch beriicksichtigt werden, dass das in den Losungen vorliegende HS™ Teil des

Protolysegleichgewichts

H,S + H,0 —_— HS + H;0"

mit der korrespondierenden Sdure H,S ist. Auf Grund des pKs-Wertes von 6,99 liegt bei
zunehmend saurem pH-Wert ein Teil als H,S in der Gasphase vor. Besonders bei den
Losungen mit stirkerem pH-Wert Abfall (I) war ein Geruch von Schwefelwasserstoff
beim Offnen der Ampullen wahrnehmbar. Der angegebene Gehalt wird um diesen nicht
erfassten Anteil bereinigt. Die Berechnung erfolgte iiber die Henderson-Hasselbalch-

Gleichung.
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Die Abbildung 116 verdeutlicht den Unterschied zwischen der quantifizierten Menge an
Hydrogensulfid und dem berechneten, korrespondierenden Anteil an nicht erfasstem
Schwefelwasserstoff. Es lassen sich Verhéltniszahlen fiir H,S : HS™ mit bis zu 300fach
héheren H,S-Konzentrationen im Vergleich zur Hydrogensulfid-Konzentration
berechnen. Diese Extrema resultieren dabei fiir die nicht stabilisierten Losungen und fiir
die wenig stabilisierten Losungen mit Sulfit-Zusatz oder Sulfit- und EDTA-Zusatz (I bis
III). Es wurde hier wéhrend der Lagerung ein pH-Wert Abfall in den schwach saueren
Bereich verzeichnet (pH 4,5 bis 6,3).
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Abb. 115: Konzentration Hydrogensulfid (berechnet als Sulfid) und korrespondierende Konzentration

Schwefelwasserstoff in den Injektionsldsungen.

Eine Beurteilung der Zersetzung der Injektionslésungen ist nur moglich, wenn man die
gebildeten Mengen der verschiedenen Zersetzungsprodukte in umgesetzte Stoffmengen
Schwefel umrechnet. Die einzelnen Ionen besitzen stark abweichende Molgewichte.
Somit werden bei den bisher vorgenommenen Betrachtungen der in den Ldsungen
vorliegenden Konzentrationen die Mengen an gebildeten Polythionaten, Sulfat und

Sulfit starker im Vergleich zu Schwefel, Sulfid und Schwefelwasserstoff gewichtet.

Bei einer Berechnung als Stoffmenge des mit den Zersetzungsprodukten umgesetzten
Schwefels in den Ionen und Verbindungen wird diese Fehlwichtung vermieden. Eine
eindeutige Aussage erhdlt man zuletzt durch eine Bezugnahme des Anteils der
Stoffmenge Schwefel der gebildeten Zersetzungsprodukte im Verhéltnis zur Stoffmenge

Schwefel des Natriumthiosulfats der Injektionslosung.
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Fir alle sterilisierten Losungen ist dabei eine eindeutige Zunahme des
Zersetzungsgrades zu beobachten (s. Abbildung 117). Der zeitliche Verlauf ist stark von
der Zusammensetzung der Losungen abhdngig. Ein eindeutiger Zusammenhang bei
Vergleich der sterilisierten mit den sterilfiltrierten Losungen kann nicht bestimmt

werden (ohne Abb.).
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Abb. 116: Umrechnung der gebildeten Zersetzungsprodukte als Stoffmenge Schwefel, Bezugnahme
Anteil des Schwefels der Zersetzungsprodukte relativ im Verhaltnis zur Stoffmenge Schwefel des

Thiosulfats der Injektionsldsung, sterilisierte Injektionslosungen.

Wihrend die sehr gut stabilisierten, autoklavierten Losungen einen fast linearen Anstieg
vermuten lassen, ist bei den unstabilisierten, zusatzfreien Losungen der Rezeptur I eine
Verminderung der Zersetzungsrate im Verlauf der Lagerzeit festzustellen. Die
Losungen der Rezeptur II mit Sulfit und EDTA zeigen einen dhnlichen Verlauf. Bei den
Losungen der Rezeptur III mit Sulfitzusatz in ungeniligend gepufferter Losung ist

hingegen eine Beschleunigung der Zersetzung bei fortschreitender Alterung aufgetreten.

Der Anteil der Stoffmenge Schwefel der Zersetzungsprodukte an der Stoffmenge
Schwefel des eingesetzten Natriumthiosulfats, betrachtet nach der lidngsten
Lagerungszeit und bei sterilisierten Injektionslosungen, reicht von 0,02 % bei sehr
stabilen Handelspraparaten sowie ~ 0,3 % bei stark stabilisierten Zubereitungen bis zu

1,1 % bei stark zersetzten Losungen.
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Den hochsten Zersetzungsgrad bei Vergleich aller Injektionslosungen weist die
sterilisierte Injektionslosung der Rezeptur III (Sulfitzusatz und unzureichender
Pufferzusatz) nach der langsten Lagerungsdauer auf. Ebenfalls starke Zersetzung weisen
die anderen Losungen der Rezepturen I, II und III mit vorsétzlich unzureichender

Stabilisierung auf.

Eine starke Zersetzung kombiniert mit dem breitesten Spektrum an Zersetzungs-
produkten weisen die Losungen der Rezeptur II auf. Eine unzureichende pH-Wert
Stabilisierung mit gleichzeitigem EDTA und Sulfit-Zusatz fordert im Vergleich zu
Losungen ohne jeden Zusatz (s. Rezeptur I) eher das AusmalBl der Zersetzung. Ein
Sulfitzusatz allein kombiniert mit unzureichender Pufferkapazitit fiihrt im Vergleich (s.
Rezeptur IIT) nicht zu derart starker Zersetzung mit sehr breitem Spektrum. Bei
ausreichender Pufferkapazitit im alkalischen Milieu wirken EDTA und Sulfit hingegen

nicht zersetzungsfordernd sondern stabilititsfordernd (s. Handelspréparat Fa. Kohler).

Eine ausreichende Stabilitit kann jedoch auch ohne Sulfit- und EDTA-Zusatz durch
hohe Pufferkapazitit und pH-Einstellung im alkalischen Milieu (pH = 8,5) erreicht
werden (s. Rezepturen IV und IX). Ein Erhitzen eines Ansatzes, der eine sehr hohe
Pufferkapazitit im alkalischen Milieu aufweist, vor Abfiillung mit anschlieBender
Filtration des abgeschiedenen Schwefels entfernt offenbar Zersetzungsprodukte aus dem

Gleichgewicht, so dass eine hohere Stabilitdt der Losungen gegeben ist (s. Rezeptur IX).

Ein Anstieg der Konzentration an Zersetzungsprodukten (hier vorwiegend Sulfat) ist
jedoch sowohl in den alkalisch stabilisierten Losungen als auch bei den Handels-

priparaten bei ldngerer Lagerung zu beobachten.

In der mit Borsdure stabilisierten Injektionslosung (Handelspriparat) konnten neben

Sulfat keine nennenswerten Mengen anderer Zersetzungsprodukte bestimmt werden.

Ein eindeutiger Unterschied beziiglich der Gesamtzersetzung kann zwischen
sterilisierten und sterilfiltrierten Losungen (ohne thermische Belastung) nicht
nachgewiesen werden. Lediglich bei den Chargen II und III (Sulfitzusatz, mit und ohne
EDTA, geringe Pufferwirkung) ist eine stirkere Zersetzung in der sterilisierten Losung
eindeutig zu erkennen. Bei der Charge I féllt der hohere Anteil an gebildetem Schwefel

der nicht sterilisierten Losung im Vergleich zur sterilisierten Losung auf.

Eine Zersetzungskinetik kann aus den wenigen Datenpunkten nicht abgeleitet werden.
Art und Umfang der gebildeten Zersetzungsprodukte sind zu komplex. Es ldsst sich
jedoch feststellen, dass die Bildung mit unterschiedlichem zeitlichen Verlauf von statten
gehen und einige lonen vermutlich nur intermediér bei giinstigen Bedingungen in den
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Losungen vorkommen. Besonders die Polythionate lassen sich in wechselnden
Konzentrationen wiahrend der Lagerung, auch in neutraler Losung, nachweisen. Bei
einigen Ionen erfolgt in verschiedenen Zubereitungen nach zunichst ansteigendem
Gehalt ein Abbau bei weiterer Lagerzeit (s. Sulfit, Sulfid, Polythionate). Lediglich

Schwefel und Sulfat nehmen in allen Losungen wihrend der Lagerung stetig zu.

Die sterilisierten Losungen der Rezepturen I, II und III weisen z.B. anndhernd
identische Endkonzentrationen an gebildetem Schwefel auf und zeichnen sich durch
eine starke, nicht unbedingt lineare Zunahme des Schwefelgehalts wihrend der
Lagerung aus. Die Charge II weist bereits nach 1 % Jahren eine im Vergleich relativ
hohe Konzentration auf, gefolgt von Charge I und III. Die Charge IV fillt z. B. durch
eine im gesamten Zeitraum zu beobachtende geringere Zersetzung auf (ohne

Abbildung), so dass die Konzentrationen nur knapp iiber der Nachweisgrenze liegen.

In den Handelspriparaten konnte, ausgenommen in einem Fall, kein Schwefel
nachgewiesen werden. Ob es sich nur um bereits aus dem Ausgangsstoff eingebrachte
Verunreinigung oder um ein lagerungsbedingtes Zersetzungsprodukt handelt, kann nicht
mit Sicherheit gesagt werden, da die Ausgangsbelastung hier unbekannt ist. Die jedoch

deutlich sichtbare Niederschlagsbildung deutet auf eine Zersetzung der Losung hin.
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Abb. 117: Entwicklung der gebildeten Schwefelmenge in sterilisierten 10 %igen Natriumthiosulfat-

Injektionslosungen eigener Herstellung.
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Der stirkste pH-Wert Abfall wurde bei den sterilisierten Losungen der Chargen I, IT und
Il im Vergleich zur jeweils sterilfiltrierten Losung beobachtet. Offenbar fiihrt die
thermische Belastung zu Reaktionen, die mit einem pH-Wert Abfall einhergehen. Ob
die Ursache in Zerfallsreaktionen oder Reaktionen mit der Glasoberflache zu suchen ist,
kann nicht gekldrt werden. Eingetragenes Kohlendioxid beim Abschmelzen der
Ampullen kann als Ursache ausgeschlossen werden, da beide Losungen identisch
ampulliert wurden. Eine ausreichende Pufferkapazitit kann den pH-Wert Abfall

verhindern.

Fiir die meisten Zersetzungsprodukte konnte keine Korrelation zwischen pH-Wert und
gebildeter Konzentration gefunden werden. Besonders bei den Polythionaten, aber auch
bei Sulfit, Sulfat, Schwefel und in geringerem Ausmal} bei Sulfid/Schwefelwasserstoff
wurden z. T. in den weniger saueren Losungen deutlich hohere Mengen gefunden, so
dass hier weitere Faktoren einen zersetzungfordernden Einfluss haben. Besonders eine
hohere Ausgangsbelastung durch Sulfit bei schwach saurem pH-Wert fiihrt zu einer
starkeren Zersetzung. Bei Betrachtung der Pufferkapazititen der Losungen ldsst sich
hingegen feststellen, dass bei steigender Pufferkapazitit der Injektionslosung ein

abnehmender Grad der Zersetzung beobachtet wird (s. z. B. Abbildung 119).
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Abb. 118: Zusammenhang Pufferkapazitit — Konzentration Sulfit in Natriumthiosulfat-

Injektionsldsungen eigener Herstellung.
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Allgemein giiltige Reaktionsgleichungen lassen sich fiir diese komplexen
Zusammenhédnge nicht formulieren. Zur Bildung der beobachteten Zersetzungsprodukte

konnen folgende Vorgénge fiihren:

= Hydrolyse von Thiosulfat zu Schwefelwasserstoff / Sulfid und Sulfat und zu
Schwefel und Sulfit, durch die thermische Belastung und pH-Absenkung (Protolyse
Schwefelwasserstoff, CO,-Eintrag) beschleunigt und u.U. in der Art der

Reaktionsprodukte beeinflusst,

= Oxidation von Thiosulfat zu Tetrathionat, von Sulfit zu Sulfat und von
Schwefelwasserstoff / Sulfid zu Schwefel durch Reste von Sauerstoff in der
Gasphase, eventuell durch Schwermetallreste (Ausgangsstoffverunreinigung,
Glasoberfliche / Glaszusammensetzung, eventuell durch EDTA im schwach sauren

Milieu herausgeldst) katalysiert,

= Sulfitolyse / Sulfidolyse von Polythionaten, die aus Ausgangsstoffverunreinigungen,
aus der Oxidation von Thiosulfat und Reaktion von z. B. Thiosulfat mit Sulfit (z. B.

Reaktion von Thiosulfat mit Sulfit (H;0O") zu Trithionat und Tetrathionat) stammen,

= Schwefeleinlagerung in Polythionate, die somit einer Kettenverlingerung

unterliegen.

Bei den moglichen Reaktionen kann man neben Reaktionen ohne Beteiligung von

Protonen zwischen

a)  Reaktionen, die Protonen generieren, z. B.:

$,0:5 + 2H0 SO + HS + H;0"
38,0;° + 7H,0 > 4S05F + 2 HS + 4 H;0"
280~ + 6 H,0 5 2804" + 28,05  + 4H;0°
48,06~ + 3 H,0 283067+ 58,057+ 6H;0"
HSO;® + H,0 +% 0, — SO4& + 4 H;0"

b)  und Reaktionen mit Protonenverbrauch, z. B.:

HS +%0, + H:0" o So + 2H,0
$,0;°  +4HSO; +2H;0° —»  2S;0 + 5H0
28,05  + H;0" S S3067 + HS + H,0
2 8% +2H;0" +20, S S05” + 3H0
28,05 +1% 0, +2H;0° —  S4067 + 3H0
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unterscheiden [zu @) s. u. a. auch Gleichungen II, VI, VIII, IX, XIII, XXI, LXX,
XXVIII S. 22-35, zu b) s. u. a. auch Gleichungen IV, XII, XVI, XXII, XXIV, XXIX,
XXX, XLI, S.23-28]. Denkbar wire somit eine primdre Absenkung des pH-Wertes in
den Injektionslosungen, bei der sehr langsam ablaufende Reaktionen vom
protonengenerierenden Typ zur Zersetzung der Losung fithren. Eine Beschleunigung
der Reaktionskinetik durch die Hitzeeinwirkung bei der Sterilisation und weitere
unbekannte Faktoren, z. B. Katalyse, sind vorstellbar. Sekundér kénnten, nachdem der
pH-Wert in den Losungen etwas abgesenkt ist, auch zusdtzlich Reaktionen unter
Protonenverbrauch ablaufen. In den Losungen konnten sich damit auch verschiedene

thermodynamische Gleichgewichte einstellen.

Eine Photokatalyse als Initialreaktion ist fiir das beobachtete Spektrum an
Zersetzungsprodukten nicht erforderlich, da die untersuchten Losungen unter absolutem
Lichtschutz gelagert wurden. Die Bildung von Polythionaten ist nicht von einem
pH £ 7,0 in der Losung abhéngig, da auch in Lésungen mit einem pH > 7,4 Polythionate
im oberen ppb-Bereich nachgewiesen wurden. Falls in den Losungen Polysulfide

entstehen, so liegen die Konzentrationen unter der Nachweisgrenze.

Vermutlich sind Art und Umfang der Verunreinigung des eingesetzten
Natriumthiosulfat mit Sulfit, Sulfid und Tetrathionat in Kombination mit pH-Wert und
Pufferkapazitit sowie Schwermetallbelastung ausschlaggebend flir die sich

ausbildenden Reaktionsgleichgewichte und Reaktionsrichtungen (s.a. Kap. 2.4).

Bei einer Betrachtung der gebildeten Stoffmengen der einzelnen Zersetzungsprodukte
lasst sich feststellen, dass sich etwa 80 — 99,8 % des abgebauten Thiosulfats zu Sulfat
und molekularem Schwefel zersetzen. Bei den schwach sauren, stark zersetzten
Losungen lassen sich die Mol-Verhiltnisse auf ~1 Mol S°:~ 1Mol SO grob
eingrenzen. Deutlich weniger Thiosulfat beschreitet den Zersetzungsweg zu
Schwefelwasserstoff / Hydrogensulfit und Sulfit. Etwa 0,1 — 17,5 % des abgebauten
Thiosulfats bilden Schwefelwasserstoff / Hydrogensulfit und Sulfit mit einem
ungefdahren Mol-Verhiltnis von =1 -3 Mol H,S/HS : =3 -1 Mol Sng'. In einigen
Losungen reagieren intermedidr bis zu 0,1 -4,9 % des abgebauten Thiosulfats zu
Polythionaten. Hierbei nimmt die gebildete Menge mit zunehmender Kettenldnge ab.

Hexathionat wurde hiufig nicht mehr nachgewiesen.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Methoden zur Bestimmung der
Zersetzungsprodukte von Natriumthiosulfat in hochkonzentrierten Injektionslésungen

entwickelt, optimiert und validiert.

Entsprechend der Zielsetzung konnten in den Injektionslosungen eigener Herstellung
verschiedene Verunreinigungsprofile erzeugt werden. Die Leistungsfdhigkeit der
Methoden wurde bei der Bestimmung der schwefelhaltigen Verbindungen in den

verschiedenen Zubereitungen bewiesen.

Ein vorangestellter Uberblick iiber die in der Literatur beschricbenen Methoden
verdeutlicht, dass nur in wenigen Arbeiten die Bestimmung der im Spurenbereich
auftretenden Zersetzungsprodukte von hoch konzentriertem Thiosulfat untersucht
wurde. Bei diesen Untersuchungen konnten nicht fiir alle potentiellen Zersetzungs-
produkte Methoden mit ausreichender Nachweisgrenze und Selektivitdt entwickelt
werden. Die bisher beschriebenen Methoden der instrumentellen Analytik zur
Bestimmung schwefelhaltiger lonen und molekularen Schwefels decken einen extremen

Uberschuss an Thiosulfat nicht ab.

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden der lonenchromatographie unter Einsatz
der Leitfahigkeitsdetektion zur Bestimmung von Sulfit und Sulfat im unteren bis
mittleren ppm-Bereich neben Thiosulfat-Uberschuss entwickelt. Sulfat und Sulfit
wurden hier trotz Thiosulfat-Uberschuss getrennt und weisen im Hinblick auf andere
mogliche Probenbestandteile eine ausreichende Selektivitit auf. Eine gegenseitige
Beeinflussung der Signale bei der Bestimmung beider Ionen besteht somit nicht mehr.
Die Nachweisgrenzen konnten gesenkt und Prézision und Korrelation im Vergleich zu

den bisher beschriebenen Methoden verbessert werden.

Fir die Bestimmung von Sulfat in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen wurde
erstmalig eine kapillarelektrophoretische Methode entwickelt und eingesetzt. Trithionat

konnte mit dieser Methode ebenfalls in Einzelfdllen detektiert werden.

Fiir die Bestimmung der Polythionate wurde unter Einsatz einer RPC16Amide-Phase
erstmalig eine ionenpaarchromatographische Bestimmung von Tetrathionat,
Pentathionat und Hexathionat in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen ermoglicht. Die

Kalibrierung erfolgte im unteren ppm-Bereich.
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Es konnten die Methoden der Differentiellen Pulspolarographie zur Bestimmung von
Sulfid im unteren bis mittleren ppb-Bereich und Sulfit im unteren ppm-Bereich neben
Thiosulfat-Uberschuss sowie zur Gehaltsbestimmung von Thiosulfat optimiert und
validiert werden. Die Methoden zeichnen sich durch hohe Prézision und Robustheit aus.
Die Nachweisgrenzen konnten gesenkt und Prézision und Korrelation im Vergleich zu

den bisher beschriebenen Methoden verbessert werden.

Zur Quantifizierung des molekularen Schwefels im unteren bis mittleren ppm-Bereich
in den wissrigen Injektionslosungen wurde eine Extraktion mit Cyclohexan und
nachfolgender RP-HPLC-Bestimmung entwickelt. Im Vergleich zu den bisher
beschriebenen Untersuchungen mit einer Grenzpriifung auf Schwefel ist somit erstmalig

eine konkrete Konzentrationsangabe moglich.

Neben der Differentiellen Pulspolarographie wurde der Gehalt an Thiosulfat auch mit
Hilfe der Ionenpaarchromatographie mit Leitfdhigkeitsdetektion und mit biampero-

metrischer Titration bestimmt.

Eine Bestimmung der Pufferkapazitit der Injektionslosungen wurde mit Hilfe einer

Saure / Base — Titration mit potentiometrischer Endpunktsanzeige durchgefiihrt.

Unter Einsatz eines modifizierten Kapillarmaterials (CElect® Amine) und optimierter
Trennparameter konnten in einer Polysulfidlosung Polysulfide verschiedener

Kettenldngen mit Hilfe der Kapillarzonenelektrophorese getrennt werden.

Fiir alle Methoden wurden die validierungsrelevanten Parameter ermittelt und bewertet.
Ein Vergleich der Methoden ergab, dass zur Bestimmung von Sulfit und Sulfid die
Differentielle Pulspolarographie, zur Bestimmung von Sulfat die lonenchromatographie
mit Leitfdhigkeitsdetektion und zur Bestimmung des Thiosulfat-Gehalts die
Ionenpaarchromatographie mit Leitfahigkeitsdetektion oder die DPP die Methode der
Wahl sein sollten. Zur Bestimmung der Polythionate kann auf die ionenpaar-
chromatographische Bestimmung zuriickgegriffen werden. Fiir die Bestimmung von

Schwefel steht die HPLC-Methode zur Verfiigung.

In der Arbeit wurden verschiedene Methoden fiir die Trennung und Bestimmung einer
Vielzahl relevanter schwefelhaltigen Ionen im unteren ppm-Bereich in einem
Analysengang entwickelt und vorgestellt. Eine Simultanbestimmung aller Spezies in
den Injektionslosungen ist jedoch nicht durchfiihrbar. Als Ausblick fiir kiinftige
Arbeiten erscheint die Isotachophorese mit Heartcutting eine viel versprechende
Alternative, da hier der storende Thiosulfat-Uberschuss ausgeschleust werden kann. Die
Methode stand fiir diese Arbeit nicht zur Verfiigung.
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Es erfolgte eine vergleichende Beurteilung der Injektionslésungen unter
Beriicksichtigung des stochiometrisch umgesetzten Anteils an Schwefel aus Thiosulfat,

der zu den Zersetzungsprodukten fiihrte.

Es wurde in der Vorbetrachtung ein Uberblick iiber die komplexen Reaktionen der
schwefelhaltigen, anorganischen Verbindungen gegeben. Dabei wurde deutlich, dass
viele Zusammenhdnge noch ungeklart sind. Einige der dort dargestellten Vorginge

fiihren zur Bildung des in den Injektionslésungen nachgewiesenen Zersetzungsprofils.

Es wurden bei bisher beschriebenen Untersuchungen nur Sulfit, Sulfat und Schwefel als
Zersetzungsprodukte in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen nachgewiesen. Schwefel
wurde mit Hilfe einer Grenzpriifung nachgewiesen. Polythionate sind bisher nicht in
Injektionslosungen bestimmt worden. Sulfid ist nur im Stresstest in stark alkalischen

Losungen gefunden worden.

Die Untersuchungen an den Injektionslésungen verdeutlichen, dass es in schlecht
stabilisierten Losungen zum pH-Wert Abfall, besonders nach der Sterilisation, kommt.
Im schwach sauren Milieu bildet sich ein umfangreicheres Spektrum an
Zersetzungsprodukten bei insgesamt hoherem Zersetzungsgrad der Injektionslosungen.

Besonders ein Sulfitzusatz in gering gepufferter Losung fordert die Zersetzung.

In einigen Fallen wurde eine stirkere Zersetzung durch die thermische Belastung bei der
Sterilisation gefunden. Dieser Zusammenhang ldsst sich jedoch nicht fiir alle Losungen
bestitigen. Bei unzureichender Pufferkapazitit der Ausgangslosung ist ein starkerer pH-

Wert Abfall in den thermisch belasteten, autoklavierten Losungen festgestellt worden.

Eine ausreichende Pufferkapazitit im alkalischen Milieu wurde als Hauptfaktor fiir

stabile Injektionszubereitungen bestimmt.

Es wurde eine thermische Vorbelastung der Losung mit dem Ziel einer schnelleren
Gleichgewichtseinstellung von ablaufenden Zersetzungsreaktionen mit einhergehender
Féllung schwerldslicher Sulfide und molekularen Schwefels durchgefiihrt. Die
anschlieende Entfernung von zersetzungsfordernden Bestandteilen aus der Losung

durch Filtration des Ansatzes erhohte die Stabilitét.

Eine grundsitzliche Forderung der Zersetzung durch EDTA und / oder Sulfit konnte im
Rahmen der Untersuchungen nicht bestitigt werden. Nur bei ungeniigender
Pufferkapazitit wurde bei Losungen mit EDTA wund/oder Sulfit eine stirkere

Zersetzung im Vergleich zu Losungen ohne jeden Zusatz nachgewiesen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Unter Einsatz der entwickelten Methoden wurde in den Injektionslosungen Sulfid im
ppb-Bereich, Sulfit, Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat im unteren ppm-
Bereich, Sulfat und Schwefel im unteren bis mittleren ppm-Bereich nachgewiesen und
quantifiziert. Die real vermessenen Konzentrationen der lonen im Analyten liegen dabei

um den Faktor der Verdiinnung korrigiert um 5 bis 200fach niedriger.

In Einzelfillen wurde Trithionat detektiert. Polythionate mit einer Kettenldnge von
mehr als sechs Schwefelatomen und Polysulfide konnten in den Injektionslésungen

nicht nachgewiesen werden.

Tetrathionat, Pentathionat und Hexathionat wurden auch in Natriumthiosulfat-Losungen
mit einem pH-Wert um den Neutralpunkt nachgewiesen. Sulfid wurde sowohl in
schwach sauren als auch neutralen Losungen nachgewiesen. Es wurde dabei das
Protolysegleichgewicht von Schwefelwasserstoff beriicksichtigt. Sulfit wurde nur in
Losungen mit pH-Wert Abfall in den schwach sauren Bereich und bei hochstabilen
Handelspriaparaten mit Sulfitzusatz gefunden. Schwefel und Sulfat konnten in allen
Losungen nachgewiesen werden. Sulfat ist das Hauptzersetzungsprodukt aller

Injektionslosungen.

Die entwickelten Methoden bilden eine umfassende Grundlage fiir die
Inprozesskontrolle und Stabilitatsiiberwachung von Natriumthiosulfat-
Injektionslosungen. Unter FEinsatz der beschriebenen Spurenanalytik konnen
Untersuchungen zur  Kinetik des Zerfalls hochkonzentrierter, wissriger
Natriumthiosulfat-Losungen durchgefiihrt werden. Neben der Bestimmung von
Zersetzungsprodukten in  Natriumthiosulfat-Injektionslosungen  gestatten  die
entwickelten Methoden auch eine breite Anwendung in der allgemeinen Analytik
schwefelhaltiger, anorganischer Verbindungen. Es konnte ein Beitrag zur Einschédtzung
von Faktoren, die mit der Zersetzung und der Stabilitdt wéssriger Natriumthiosulfat-
Losungen im Zusammenhang stehen, durch die durchgefiihrten Untersuchungen

geleistet werden.
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Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

5.1.1 Materialien fiir die Analytik

Aceton; LiChrosolv®, > 99,8 %; MERCK, E.Merck Darmstadt

Aetonitril; HPLC Reagent Baker Analyzed®; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker B.V.
Ammoniumacetat; reinst, > 96 %; MERCK, E.Merck Darmstadt
Ammoniummolybdat; puriss.; 99,99 - 101,0 %, VEB Laborchemie Apolda
Ammoniumoxalat; z. Analyse, VEB Laborchemie Apolda
Ammoniumsulfid-Lésung; z. Analyse, > 20 %; FERAK, Berlin

Ascorbinsdure; puriss.; Laborfeinchemikalien

1,2,3- Benzentricarbonséiure; ~ 98 %; FLUKA Chemie AG Bruchs

1,3,5- Benzentricarbonséure; purum > 97 %; FLUKA Chemie AG Bruchs

1,2,4,5- Benzentetracarbonsaure; =~ 95 %; SIGMA Chemical Co. St. Louis, USA
Benzoesiure; z. Analyse; SERVA Feinbiochemica Heidelberg

Bleiacetat; z. Analyse, VEB Laborchemie Apolda

Borséure; puriss.; VEB Laborchemie Apolda

Citronensiure; reinst, z. Analyse; isocommerz VE Aufien-und Binnenhandelsbetrieb
Chloroform; reinst, 99,0 - 99,4 %, Mehrwegfasser; MERCK, E.Merck Darmstadt

Cyclohexan, HPLC Reagent Baker Analyzed®; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker B.V.

Decamethoniumbromid; puriss. fiir [PC; FLUKA Chemie AG Bruchs
2-Diethylaminoethanol; purum, > 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Diethylaminoethyl-Dextran; Chlorid-Form; SIGMA Chemical Co. St. Louis, USA
Diethylentriamin; > 99 % unter Argon; SIGMA Chemical Co. St. Louis, USA
Dinatriumethylendiamintetraacetat; Caesar und Loretz GmbH
Dinatriumhydrogenphosphat; DAB 7 DDR; VEB Laborchemie Apolda
Dinatriumpentacyanonitrosylferrat-(II) Dihydrat; z. Analyse > 99 %; MERCK
di-Phosphorpentoxid; rein; FERAK Berlin

Essigsdure; Eisessig 100 %, z. Analyse, > 99,8 %; FERAK Berlin

Ethanol; z. Analyse, Rothipuran® > 99,8 %; ROTH Carl Roth GmbH Karlsruhe
Formaldehyd-Losung; 37 %, stab. mit 10 % Methanol; z. Analyse; FERAK Berlin
Galacturonsdure; puriss. = 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
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Glycerol; z. Analyse; FERAK Berlin

Glykolsdure; reinst = 99 %; SERVA Feinbiochemica Heidelberg
Hexadecyltrimethylammoniumbromid; puriss. fiir [IPC; FLUKA Chemie AG Bruchs
Hexamethoniumchlorid; purum; FLUKA Chemie AG Bruchs
4-Hydroxybenzoeséure; puriss. = 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Hydroxypropylmethylcellulose; fiir die CE; SIGMA Chemical Co. St. Louis, USA
IodmaBlésung; Riedel-de Haén

Ionenaustauscher; z. Analye, 2x8, mesh 20-50; DOWEX AG / SERVA Feinbioch.
Kaliumbromat; p.a. E.Merck KGA Darmstadt

Kaliumbromid; Uvasol®, E.Merck KGA Darmstadt

Kaliumchloridlosung; 3 mol/L; Metrohm AG Herisau

Kaliumdihydrogenphosphat; 2. AB DDR; VEB Laborchemie Apolda
Kaliumhydrogenphthalat; z. Analyse; FERAK Berlin

Kaliumnitrit; z. Analyse 97 %; MERCK, E.Merck Darmstadt

Kaliumiodid; reinst E.Merck KGA Darmstadt

Lithiumlactat; z. Analyse; SERVA Feinbiochemica Heidelberg

Methanol; HPLC Reagent Baker Analyzed®; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker B.V.
Naphthalin-1,4,5,8- tetracarbonséure, Hydrat; 97 %; ALDRICH Chemie Steinheim
Naphthalin- 1,5- disulfonséure; 97 %; ALDRICH Chemie Steinheim
Naphthalintrisulfonsauretrinatriumsalz, (1,3,6-/1,3,5-/1,3,7-); ALDRICH Chemie Stein.
Natriumbenzoat; BP 73, USP XIX, DAB 7; FERAK Berlin

Natriumbisulfit; z. Analyse; > 98 %; Riedel-deHaén AG Seelze

Natriumcarbonat, wasserfrei; 99,5 %; FERAK Berlin

Natriumchlorid; reinst, z. Analyse; Chempur

Natriumchromat, Tetrahydrat; puriss.; P.P.H. Polskie Odczynniki Chem.-Gliwice
Natriumdithionat; p.a. Hersteller nicht identifizierbar

Natriumdithionit; z. Analyse; FERAK Berlin

Natriumfluorid, p.a. E.Merck KGA Darmstadt

Natrium-D-gluconat; puriss. > 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Natrium-D-glucuronat; puriss. = 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Natriumhydrogencarbonat Urtiter, reinst, E.Merck KGA Darmstadt
Natriumhydroxid-MaB16sung; Titrisol® 1mol/L; MERCK, E.Merck Darmstadt
Natriumhydroxid-MaB16sung; Fixanal® 1 mol/L und 0,1 mol/L; Riedel-deHaén AG Seelze
Natriumiodid; p.a.VEB Feinchemie Sebnitz

Natriumnitrat, p.a. VEB Labor- und Feinchemikalien

Natriumsulfat; z. Analyse > 99 %; MERCK E. Merck Darmstadt

Natriumsulfid, Nonahydrat; 99,99 + %; SIGMA ALDRICH Co. Milw. USA
Nonansulfonsiure; 97 %; ALDRICH Chemie Steinheim

Natriumsulfit, wasserfrei; Microselekt® > 98 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Netriumtetraborat; Eich-Puffersubstanz; VEB Feinchemie Sebnitz
Natriumtetrathionat, Dihydrat; Microselekt® > 99,0 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
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Natriumthiosulfat, Pentahydrat; z. Analyse > 99,5 %; Riedel-deHaén AG Seelze
Natriumthiosulfat-MaB16sung; 1 mol/L; Riedel-deHaén AG Seelze
Octansulfonsiure; 98 %; ALDRICH Chemie Steinheim

Phosphorsdure, 85 %; reinst, z. Analyse; VEB Laborchemie Apolda
Phthalsédure; z. Analyse, VEB Laborchemie Apolda

2-Propanol; HPLC Reagent Baker Analyzed®> 99 %; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker

Reinstwasser, > 16 MQ; Reinstwasseranlage — im Text als Wasser bezeichnet
Salzsdure, rauchend 36-37 %; reinst; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker
Salzsdure-MaBl6sung, F ixanal® 1 mol/L und 0,1 mol/L; Riedel-deHaén AG Seelze
Schwefel, kolloid; 95 %; VEB Schwefelveredlung Pocklwitz

Schwefelsdure, 95-97 %; z. Analyse; Riedel-deHaén AG Seelze

Schwefelsdure; DILUT-IT® 1 mol/L; f J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker B. V.
Schwefelwasserstoff; 99,5 + %; ALDRICH Chemie Steinheim

Sorbinséure; puriss. > 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs

Standardpufferlosungen, pH 4,01 / 7,02 / 9,26; Ingold MeBtechnik GmbH Steinbach
Standardpufferlosungen, pH 4,01 / 7,02 / 9,26; Mettler Toledo GmbH Steinbach
Tetrabutylammoniumhydroxid-Losung, = 40 %; puriss.; FLUKA Chemie AG Bruchs
Tetrahydrofuran, stabilisiert; p.a. > 99 %; VEB Laborchemie Apolda

N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin; > 99 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Triethylendiamin; FLUKA Chemie AG Bruchs

Triethanolamin; OAB 1990;Caesar und Loretz GmbH Hilden
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; reinst; SERVA Feinbiochemica Heidelberg / NY
Weinséure 99,9 % BAKER, Mallinckrodt Baker B. V.

Wasser = sieche Reinstwasser

5.1.2 Materialien fiir Synthesen und préiparative Arbeiten

Aceton; z. Analyse, > 99,5 %, Mehrwegtfisser; MERCK, E.Merck Darmstadt
Ammoniumsulfid-Lésung; z. Analyse, > 20 %; FERAK, Berlin

Aqua purificata, Ringleitung

Diethylether; abgefiillt FB Chemie HU Berlin

di-Phosphorpentoxid; rein; FERAK Berlin

Dischwefeldichlorid; z. Synthese, > 99 %; abgefiillt FB Chemie HU Berlin;
Eisen- (III)- chloride (Hexahydrat); > 98 %; Roanal Budapest

Ethanol; z. Analyse, Rothipuran® > 99,8 %; ROTH Carl Roth GmbH Karlsruhe
Kaliumhydroxid; puriss. > 86 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Kaliummetabisulfit; > 98%; SIGMA ALDRICH Chemie GmbH Deisenhofen
Kaliumthiosulfat; Hydrat; SIGMA ALDRICH Chemie GmbH

Methanol; z. Analyse, > 99,8 %, Mehrwegfasser; MERCK, E.Merck Darmstadt

Natriumchlorid; reinst, z. Analyse; Chempur
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Natriumchlorid, fiir Kéltemischungen; Bulkware BHG Miihlenbeck; FB Chemie HU
Natriumhydrogensulfit-Losung, 39 %; MERCK E. Merck Darmstadt
Natriumhydroxid; z. Analyse > 98%; FERAK Berlin

Natriumsulfit, wasserfrei; Microselekt® > 98 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Natriumsulfid, Nonahydrat; 99,99 + %; SIGMA ALDRICH Co. Milw. USA
Natriumtetrathionat, Dihydrat; Microselekt® > 99,0 %; FLUKA Chemie AG Bruchs
Natriumthiosulfat, Pentahydrat; z. Analyse > 99,5 %; Riedel-deHaén AG Seelze
n-Propanol; z. Synthese > 99 %; Merck Schuchard Hohenbrunn

2-Propanol; HPLC Reagent Baker Analyzed®> 99 %; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker
Reinstwasser, > 16 MQ); Reinstwasseranlage

Salzsdure, rauchend 36-37 %; reinst; J.T. BAKER, Mallinckrodt Baker

Schwefel, kolloid; 95 %; VEB Schwefelveredlung Pocklwitz

Schwefel puriss., > 99,0 %; FLUKA Chemie AG Bruchs

Schwefeldichlorid, FB Chemie HU

Schwefelsdure, 95-97 %; z. Analyse; Riedel-deHaén AG Seelze
Schwefelwasserstoff; 99,5 + %; ALDRICH Chemie Steinheim

Schweflige Sdure, 5-6 %; z. Analyse; VEB Jenapharm Laborchemie Apolda
Tetrachlorkohlenstoff, VEB Laborchemie Apolda

Trockeneis; Peter Lindner GmbH Vertrieb Technische Gase Propan Trockeneis
Universalindikatorpapier, pH 0-14; MERCK E. Merck Darmstadt
Wasserstoffperoxid 35 %; 33,5 - 36,5 % Ph. Nord; FERAK Berlin

Wasser = siche Reinstwasser

5.1.3 Materialien fiir die Ampullenherstellung

Ampullen 10 mL Aufbrechampullen Fiolax® klar, OSON Glaswarenfabrik Volkach
Wasser fiir Injektionszwecke, hausinterne Herstellung
Dinatriumethylendiamintetraacetat (NaEDTA) Caesar und Loretz GmbH
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat; DAB 7 DDR; VEB Laborchemie Apolda
Dinatriumhydrogenphosphat-Dodekahydrat; VEB Laborchemie Apolda
Kaliumdihydrogenphosphat; 2. AB DDR; VEB Laborchemie Apolda
Natriumbisulfit; z. Analyse; > 98 %; Riedel-deHaén AG Seelze

Natriumhydroxid; z. Analyse; Chemapol Prag

Natriumthiosulfat, Pentahydrat; z. Analyse > 99,5 %; Riedel-deHaén AG Seelze

Gerite allgemeiner Laborstandard
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5.1.4 Untersuchte Handelspriaparate

Natriumthiosulfat-Infusionslésung 25 %ig a 100mL, Ch.: 961301, verw. bis 06/98,
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH Alsbach-Hahnlein, Deutschland

Natriumthiosulfat-Infusionsldsung 25 %ig a 100mL, Ch.: 981731, verw. bis 05/00
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH Alsbach-Héhnlein, Deutschland

Natriumthiosulfat-Injektionslosung 10 %ig a 5 x 10 mL, Ch.: 950811, verw. bis 06/98
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH Alsbach-Héahnlein, Deutschland

Natriumthiosulfat-Injektionslosung10 %ig a 25 x 10 mL, Ch.: 961911, verw. bis 12/99
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH Alsbach-Héahnlein, Deutschland

Natriumthiosulfat-Injektionslosung10 %ig a 25 x 10 mL, Ch.: 973431, verw. bis 12/00
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH Alsbach-Héhnlein, Deutschland

Sodium Thiosulfate Injekt.10 %ig 5 x 10 mL, Ch.: 7202, verw. bis 02/99
American Reagent Laboratories, Inc., Shirley, USA

Natriumtiosulfat for inj. 150 mg/mL 15 %ig 10 x 10mL, Ch.: 704X2372, verw. bis 05/00
Apoteksbolaget Umed, Schweden

Sodium Thiosulphate 25 % 10 x 20mL, Ch.: 1201, verw. bis 04/02
Pharmazeutisches Institut fiir Forschung und Technologie Pallini Attika, Griechenland

Microsol Soufre Ampullen, 3,87 mg/mL
Laboratories Herbaxt Z.I1. Nord Torcy, Frankreich

5.2 Verwendete Geriite, Apparaturen und Hilfsmittel

5.2.1 Gerite, Apparaturen und Hilfsmittel der Analytik

5.2.1.1 Kapillarzonenelektrophorese

Kapillarelektrophorese: Spectra Phoresis 500™; TSP Thermo Separation Products, Darmstadt
Software: PC 1000 Software Version 2.6; TSP Thermo Separation Products, DA

Kapillaren: Quarz ,,fused silica® ID 50 pm / 10m; TSP Thermo Separation Prod.
Quarz ,,fused silica® ID 75 um / 10 m; TSP Thermo Separation Prod.
Celect™ Amine 75 um/ 1m vorkond. SUPELCO Inc. Bellefonte, USA
Celect™ Amine ID 50 um/ Im vorkond.; SUPELCO Inc. Bellefonte,

USA
Celect™ H275 ID 75 um/ 1m vorkond.; SUPELCO Inc. Bellefonte,
USA
Kapillarkassetten mit integrierter Balllinse; TSP Thermo Separation Products
Kapillarschneider: Polymicro Technologies, Inc. Bloomfield, USA
Probengefife: 2 mL Glas; TSP Thermo Separation Products

500 pl Polypropylen; TSP Thermo Separation Products
Verschliisse: Polypropylen, mit Gewinde; TSP Thermo Products
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5.2.1.2 Ionenaustauschchromatographie

Ionenchromatograph

Pumpe:
Integrator:

Injektionsventil:

Spritze:

UV-Detektor:
Séulen:

Schreiber:

GAT Wescan lon Analyzer; GAT Gamma Analysen Technik,
Bremerhaven / Berlin

307 Piston Pump Abimed Gilson, Gilson, Villes Le Bel, France
Shimadzu C-R6A Chromatopac

Rheodyne 7125, 100 pl Probenschleife und Lock-Luer-Ansatz

2 mL Einmalspritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen Filtervorsatz
Minisart SRP 25, 0,45 pm; Sartorius GmbH Gottingen

Variable Wavelength Monitor Nr. 16333; Knauer Berlin

GAT ZAL 269-013 Anion/S; 100 x 4,6 mmm;Vorsaule ZAL 269090 Ion
Guard; Gamma Analysen Technik GmbH

GAT ZSHPCI 201 S Anion /R 100 x 4,6 mm, Vosidule ZSHPCI

201 SG Guard Column; Gamma AnalysenTechnik GmbH

Hamilton Anion-Resin R 250 x 4,1 mm (Hamilton Reno, USA)

endim 621.02 y-t-Recorder

5.2.1.3 lonenpaarchromatographie

HPLC-Anlage:

Software:

Injektionsventil:
Spritze:
Saulen:

5.2.14 HPLC

HPLC-Anlage:

Software:

Injektionsventil:
Spritze:

Séaulen:

Intelligent Pump L-6200A; Interface L-6000; Diode Array Detektor L 4500
MERCK HITACHI, E. Merck Darmstadt / Hitachi, Ltd. Tokyo

HPLC System Manager Chromatography Data Station Software” Modell D-
7000; MERCK HITACHI, E.Merck Darmstadt / Hitachi Instruments, Inc.
San Jose

Rheodyne® 7125 mit 20 pl Probenschleife

Microdosierspritze Gastight®#1710 100 pl; Hamilton Co., Reno, USA
LiChroCART® 250-4 HPLC Cartridge LiChrosphere 100 PR-18 endcapped
(5 pm); E. Merck Darmstadt

LiChroCART" 125-4 HPLC Cartridge LiChrosphere 100 PR-18 endcapped
5 um); E. Merck Darmstadt

Discovery® RP Amide C16250 x 4,6 mm, 5 um; SUPELCO Bellefonte,
USA

Intelligent Pump L-6200A; Interface L-6000; Diode Array Detektor L 4500
MERCK HITACHI, E. Merck Darmstadt / Hitachi, Ltd Tokyo

HPLC System Manager Chromatography Data Station Software®” Modell D-
7000; MERCK HITACHI, E. Merck Darmstadt / Hitachi, Instruments, Inc.
San Jose

Rheodyne® 7010 mit 20 pl Probenschleife
Microdosierspritze Gastight® #1710 100ul; Hamilton Co., Reno, USA

LiChroCART" 125-4 HPLC Cartridge LiChrosphere 100 PR-18 (5um); E.
Merck Darmstadt

Reagenzgliser 25 mL mit Schliff und Stopfen

Erlenmeyer mit Schliff und Stopfen 50 mL und 100 mL,
GFL-Schiittelwasserbad 1083 (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel)
Sartorius-Basic™ Elektronische Halbmikrowaage

222



Experimenteller Teil

5.2.1.5 Polarographie

Polarograph: VA-Stand 694; METROHM AG Herisau, Schweiz

Software: VA-Processor 693, Software Version Sept. 1995; METROHM
AG Herisau, Schweiz

Arbeitselektrode: Multi-Mode-Electrode (MME) Quecksilbertropfelektrode;

METROHM AG Herisau, Schweiz

Referenzelektrode: Silber/Silberchlorid-Elektrode, Ag/AgCl// KCI 3 mol/L ;
METROHM AG Herisau, Schweiz

Auxilliaryelektrode:  Glassy Carbon; METROHM AG Herisau, Schweiz

5.2.1.6 Titrationsverfahren

Apparatur: Titrino 736 GP, Dosimat 685, 665; Stirrer 728; METROHM AG
Herisau, Schweiz

Elektroden: Doppelplatin-Elektrode 716 DMS Titrino Biamperometrie

Biiretten: DURAN 25 mL

Riihrer: IKAMAG RH Janke & Kunkel IKA —Labortechnik

5.2.1.7 IR-Spektroskopie

Spektralphotometer: ATI Mattson Unicam™ Genesis FTIR

Software:

ATI Mattson Unicam™ WINFirst Version 2.0
PreBwerkzeug: Gaseby Specac™ 13 mm DIE PT. No 3000 und Presslinghalter
Presse: Gaseby Specac™ Hydraulische 15-t-Presse manuell
Vakuumpumpe: Labormembranpumpe KNF Type N 726.3 FT.18
Morser: Achatmorser und —pistill

5.2.1.8 UV/Vis-Spektroskopie

Spektralphotometer: registrierendes UV/Vis-Spektralphotometer UV-2101/3102 PC
Shimadzu Corp. Anal. Instr. Divis. Kyoto Japan

Software: 3102 PC Version 3.0

Kiivetten Hellma Prazisions-Kiivetten, Quarzglas 100-QS, 10 mm

Schichtdicke; Hellma GmbH & Co, Miillheim

223



Experimenteller Teil

5.2.1.9 Allgemeine Gerite und Hilfsmittel

Reinstwasserherstellung: SG Reinstwassersystem Typ RS 90-4 UF, SG Wasseraufbereitung-

Probenfiltration:

Eluentenfiltration:
pH-Messung:
Pipetten:
Ultraschallbad:
Analysenwaage:
Trockenschrank:

Glasgerite:

Datenauswertung:

Signalauswertung:

und Regenerierstation GmbH, Hamburg-Barsbiittel

2mL und SmL Einmalspritzen BRAUN B. Braun Melsungen AG,
Melsungen; Filtervorsatz Minisart SRP 25, 0,20 um und 0,45 pm;

Sartorius GmbH Goéttingen

Filtriereinrichtung und Cellulose-Nitrat-Filter 0,45 um Sartorius AG

Gottingen

pH-Meter WTW pH 525; Glaselektrode Mikro-pH-Einstabmesskette
mit Ag/AgCl-Bezugssystem N 6000 A, Schottgerdte GmbH Hotheim

20 pl/ 100 ul / 1000 pl Varipette™ 4810; Standardtips

schwermetallfrei; Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, HH Vollpipetten

1 mL,2mL, 5mL, 10 mL, 20 mL;

Bandelin Sonorex RK 100

AC 211 P, Sartorius AG Goéttingen

Vacutherm VT 6025; Heraeus Instruments

allgemeiner Laborstandard Rasotherm® oder Duran®-Glas

Microsoft Excel-Versionen 5.0, 97 SR-2 /2000 / 2002 / XP
nichtlineare Regression: Mathematica™ Version 4.1

Integration der Peakfldche bei computergestiitzten Systemen mit
Auswertesoftware und einstellbaren BL-Parametern (HPLC, IPC,
CE)

Integration der Peakhohe bei Systemen ohne Auswertesoftware
Auswertung von Schreiberkurven (IC)

(DPP Auswertung der Hohe wg. gegebenem Zusammenhang)

5.2.2 Gerite und Hilfsmittel fiir Synthesen und priparativen Arbeiten

Magnetriihrer/Heizplatte: IKA RCT

Fritten:
Zentrifuge:
Eisbereiter:

Rotationsverdampfer:

Glasgerite:
Tonkacheln:

Duran® Robu-Glas Por.4, Rasotherm® Jenaglas R4
Medifuge 200 S, Heraeus Instr.

Stemmer KG Wessamat perfect ice

Biichi Waterbath B-480 Rotavapor R-114;

Biichi Labortechnik GmbH Konstanz

allgemeiner Laborstandard

allgemeiner Laborstandard
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5.2.3 Gerdite fiir die Herstellung der Injektionslosungen

Ansatzgefal3: Satorius Type SM 17531 DJG Werkstoff; Satorius AG Gottingen

Abfiillung: Fiill- und VerschlieBmaschine Typ R 915; Rota Apparate und
Maschinenbau Dr. Henning GmbH & Co

Autoklav: Dampfsterilisator Vakulab S 3000; Miinchner Medizin Mechanik
GmbH

pH-Messung: pH-Meter WTW pH 522; Glaselektrode Mikro-pH

Einstabmesskette mit Ag/AgCl-Bezugssystem N 6000 A,
Schottgerdte GmbH Hotheim
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5.3 Methoden

5.3.1 Methoden der Analytik

5.3.1.1 Methoden der Ionenaustauschchromatographie

ICI:

Laufmittel: 2,5 mmol/L Benzoeséure, 2,5 mmol/L. Natriumbenzoat, pH-Wert 4,1
Fluss: 1 mL/min

Temperatur: 30 °C

Sédule: GAT ZSHPCI 201 S Anion /R 100 x 4,6 mm, Vorsiule 201 SG Guard Column
Stabilisierung: 0,185 % (v/v) Formaldehyd; 1 mmol/L Natriumhydroxid
Schreiber/Integrator: Range 1, Zero SuppCoarse 2, Atten. 0, Speed 4, Min.Areal000,
manuelle Nullpunkt-Korrektur um ca. -200 uS

1C2:

Laufmittel: 2,5 mmol/L Benzoesdure, 2,5 mmol/L Natriumbenzoat, pH-Wert 4,1
Fluss: 1 mL/min

Temperatur: 30 °C

Séule: GAT ZSHPCI 201 S Anion /R 100 x 4,6 mm, Vosédule 201 SG Guard Column;
Stabilisierung: 0,185 % (v/v) Formaldehyd; 1 mmol/L Natriumhydroxid
Schreiber/Integrator: Range 1, Zero SuppCoarse 2, Atten. 1, Speed 4, Min.Areal 000
Die Korrektur in den negativen Bereich konnte entfallen.

5.3.1.2 Methoden der Ionenpaarchromatographie

IPCI:

Zusammensetzung Laufmittel A: 2 mmol/L Tetrabutylammoniumhydroxid; 2 mmol/L
Phosphorséure; 1 mmol/L Natriumcarbonat; Acetonitril / Wasser 30/70 (v/v); Laufmittel B:
Acetonitril / Wasser 30/70 (v/v); Laufmittel C: Acetonitril;

Fluss: 1 mL/min

Gradient: LM A 100 % bei Start auf 0 % bei 10 min , linearer Gradient; LM B 0 % bei Start auf
100 % bei 10 min, LM B von 10 min bis 25 min 100 %, Laufmittel C ab 25 min 100 %

Siule: Lichrosphere RP18, 250 x 4,6, 5 um, 100 A, endcapped

IPC2:

Zusammensetzung Laufmittel A; B und C s. IPC 1;

Fluss: 1 mL/min

Gradient: LM A 100 % bei Start auf 0 % bei 10 min , linearer Gradient; LM B 0 % bei Start auf
100 % bei 10 min, LM C ab 10 min bis 40 min von 0 % auf 100 %, ab 40 min bis max. 60 min
100% LM C

Sdule: Lichrosphere RP18, 250 x 4,6, 5 um, 100 A, endcapped
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IPC3

Zusammensetzung Laufmittel A: 2,5 mmol/L Tetrabutylammoniumhydroxid; 2 mmol/L
Phosphorsiure; 1 mmol/L Natriumcarbonat; Acetonitril / Wasser 25/70 (v/v); Laufmittel B:
Acetonitril / Wasser 30/70 (v/v); Laufmittel C: Acetonitril;

Fluss: Start bis 20 min 1,5 mL/min, dann 2,5 mL/min

Gradient: LM A 100 % bei Start auf 0 % bei 10 min , linearer Gradient; LM B 0 % bei Start auf
100 % bei 10 min, LM B von 10 min bis 20 min 100 %, Laufmittel C ab 20 min 100 %

Sdule: Lichrosphere RP18, 125 x 4,6, 5 um, 100 A, endcapped

IPC4:

Zusammensetzung Laufmittel A: 2,5 mmol/L Tetrabutylammoniumhydroxid; 2 mmol/L
Phosphorsiure; 1 mmol/L Natriumcarbonat; Acetonitril / Wasser 25/70 (v/v); Laufmittel B:
Acetonitril / Wasser 30/70 (v/v); Laufmittel C: Acetonitril;

Fluss: Start bis 20 min 1,5 mL/min, dann 2,5 mL/min

Gradient: LM A 100 % bei Start auf 0 % bei 10 min , linearer Gradient; LM B 0 % bei Start auf
100 % bei 10 min, LM B von 10 min bis 20 min 100 %, Laufmittel C ab 20 min 100 %

Siule: Sdule: Discovery RP C16, Amide 250 x 4, 5 um, 100 A, endcapped

Alle Fliemittel wurden vor Verwendung filtriert und 30 min im Ultraschallbad entgast. Die
verwendeten FlieBmittel entsprachen ,,HPLC-grade®.

IPC-LFDI:

Zusammensetzung Laufmittel: 1,0 mmol/L Tetrabutylammoniumhydroxid; 1 mmol/L
Phosphorsiure; 0,5 mmol/ 1 Natriumcarbonat; Acetonitril / Wasser 15/85 (v/v);
Fluss: 1,0 mL/min,

Temperatur: 30 °C

Sdule: Lichrosphere RP18, 125 x 4,6, 5 um, 100 A, endcapped

5.3.1.3 Methoden der Hochdruckfliissigkeitschromatographie

HPLC-1a und HPLC-1b:

Gerite und Apparatur wie oben beschrieben (s. 5.2.1.4),

Flussrate 1 mL/min, Temperatur 25 °C, Equilibrierung vor Tagesbeginn 2 Std. mit Laufmittel,
Saulenregeneration je 20 min Cyclohexan, MeOH, LM, Detektorwellenldnge 254 nm,
isokratische Arbeitsweise, Datenrate 400 ms, Lange eines Laufs a) 8 min, b) 3,5 min

Extraktion von Schwefel

Kalibrierung — Einwaage der doppelten Masse Schwefel (0,0004 g — 0,0018 g), Uberfiihrung ins
Extraktionsgefdll (100 mL Erlenmeyerkolben mit Schliff und Stopfen), Zugabe von 20,0 mL
Natriumthiosulfatlosung 10 g / 100 mL, 20,0 mL Reinstwasser, 2 mL Cyclohexan, Schiitteln im
Schiittelwasserbad bei 25 °C mit Frequenz =~ 100 min”', Abnehmen der Hilfe der Wasserphase
mit einer Spritze (10 mL und Kaniile), Uberfiihren des restlichen Inhalts ins Reagenzglas,
Abnehmen von 100 pl der Cyclohexanphase mit 100 ul Microliterspritze und Injektion in die
20 ul Probenschleife,

Ampullen — Uberfiihren des Ampulleninhalts (10 mL) ins ExtraktionsgefiB3, Spiilen der
Ampullenwand mit 2 mal 5,0 mL Wasser zur quantitativen Uberfiirung des Schwefels, Zugabe
des Wassers zum Extraktionsgefial3, Zugabe von 1,0 mL Cyclohexan, Schiitteln im
Schiittelwasserbad bei 25 °C mit Frequenz = 100 min'l, Uberfiihren des Inhalts ins Reagenzglas,
Abnehmen von 100 pl der Cyclohexanphase mit 100 ul Microliterspritze und Injektion in die
20 pl Probenschleife, gegebenenfalls Verdiinnung des Cyclohexans,
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5.3.1.4 Methoden der Kapillarzonenelektrophorese

Der Zuschnitt der Kapillaren auf die benétigte Lange erfolgte nach Bedarf entsprechend der
Kapillarkassette von 10 m Material oder 1 m Material mit einem Keramik-Plittchen (Fa.
Polymicro Techn.). Das Detektorfenster wurde eingebrannt und mit Methanol gereinigt. (Die
Parameter wihrend der Methodenentwicklung sind im Text angegeben.)

Konditionierung der Kapillaren vor Erstgebrauch und bei Pufferwechsel / tiglich:

1 N NaOH 30 min / 10 min, 60 °C

0,1 N NaOH 30 min / 10 min, Arbeitstemperatur

Reinstwasse 30 min / 15 min, Arbeitstemperatur

Elektrolyt 60 min / 30 min, Arbeitstemperatur

Allgemeines

Probenaufgabe 1,5 mL Glasvial mit Kappe

Probenfiltration 0,20 um Minisart-Filter ®

Pufferfiltration 0,45 um Minisart-Filter ®

Vialbehandlung  Ultraschallbehandlung in Reinstwasser 20 min
10fach Spiilung mit Reinstwasser

CE 1

Kapillare: »fused silica® Legr 70 cm; 75 pm ID;

Temperatur: 30°C (= 0,1°C)

Grundelektrolyt: ~ Pyromellitsdure 3 mmol/L
aus methanolischer Stammlosung 300 mmol/L hergestellt
Diethylentriamin 2 mmol/L
aus methanolischer Stammlésung 200 mmol/L hergestellt

Feldstérke: 428 V/cm

pH-Wert: 7,5(x0,1)

Injektion: hydrodynamisch 6 sec

Detektion: indirekte Detektion mit Peakumkehr, A =214 nm

5.3.1.5 Methoden der Polarographie

DPP I:

Grundelektrolyt:

Acetatpufter pH 5,0 (0,168 mol/L Essigsdure mit 1IN NaOH auf pH 5,00

eingestellt) Vorlage 20,00 mL, Gesamtvolumen: 25,00 mL
Entliiften 600 s mit Puffer, dann Probenzugabe, 10 sec Riihren, 3 Messungen

U-begin: -500 mV
U-end: -800 mV
Dropsize: 4
U-ampl: -50 mV
t-step: 0,80 s
t-meas: 20 ms
t-pulse: 60 ms
U-step : 6 mV
U-verify: -610 mV
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DPP2

Grundelektrolyt:  Acetatpuffer pH 5,0 (0,168 mol/L Essigsédure mit 1IN NaOH auf pH 5,00
eingestellt) Vorlage 20,00 mL, Gesamtvolumen: 21,00 mL
Entliiften 600 s mit Puffer, dann Probenzugabe, 10 sec Riihren, 3 Messungen

U-begin: 0 mV

U-end: -600 mV
Dropsize: 4

U-ampl: -50 mV
t-step: 0,80 s

t-meas: 20 ms

t-pulse: 60 ms

U-step : 6 mV
U-verify: ~-210mV
DPP 3:

Grundelektrolyt: 0,1 N NaOH-Losung vorgelegt (Ampulle), Vorlage 20,00 mL
Gesamtvolumen: 25,00 mL
Entliiften 600 s mit Puffer, dann Probenzugabe, 10 sec Riihren, 3 Messungen
U-begin: -500 mV
U-end: -900 mV
Dropsize: 4

U-ampl: -50 mV
t-step: 0,80 s

t-meas: 20 ms

t-pulse: 60 ms

U-step: 6 mV
U-verify: -725 mV

5.3.1.6 Titrationsverfahren

Biamp1:

Potentialdifferenz 400 mV an einer Doppelplatinelektrode, Vorlage 200 pl (25 %ige Lsg.) oder
500 pl (10 %ige Lsg.), Zugabe von Reinstwasser zum Titranden 5,00 mL, Titration unter
permanentem Riihren (Magnetriihrer, Becherglas), EDV-gesteuerte Titrationsiiberwachung und

Datenerfassung (s. Gerite), Tropfenvolumen 1 Step 30 pl, v = 3,0 mL/min, lod-MaB16sungen
0,05 mol/L (Ampulle), Faktor 0,831 und 0,875,

Pufferkapazitit:

pH-Meter WTW pH 522; Glaselektrode Mikro-pH Einstabmesskette mit Ag/AgCl-
Bezugssystem N 6000 A, Schottgerdte GmbH Hofheim, Vorlage Injektionslosung 10,00 ml
Titration unter permanentem Rithren (Magnetriihrer, Becherglas), Biirette, HCl-MaBl6sungen
1 mol/L (Ampulle Fixanal® ), Faktor 1,020 (Einstellung mit Natriumcarbonat-Urtiter)

5.3.1.7 Sonstige Verfahren

FTIR-Spektroskopie

Parameter: 10 min evakuieren 10 mbar Enddruck, 15 min Pressdruck 10 t
Scans 32, Auflésung 1 cm™
Schichtdicke Pressling 1mm, Verreibung Substanz / Kaliumbromid ~2,5 mg/1 g
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Priifung auf Sterilitdt

Rezeptur, Herstellung, Sterilisation und Beschickung der Medien:

s. Ph.Eur. Abschnitt 2.6.1, Agarmedium B (Agarmedium mit Casein- und Sojapepton) — fiir
Bakterien-Anzucht,Agarmedium C (Sabouraud-Medium) — fiir Pilz-Anzucht s. Ph.Eur.
Abschnitt 2.6.1, Sterilisierte Petrischalen Cellstar® 94/16mm Greiner Labortechnik
mikrobiologische Glasrohrchen, Pressstopfen, Nikon Licht-Microskop, Japan — VergroBerung
1 x 1000 (Objektivl : 100, Okular 1 : 10) mit Nikon Immersionsdl

UV/Vis-photometrische Untersuchungen

Spectralphotometer Shimadzu, Prazisions-Kiivetten 1 cm Schichtdicke Quarz

Spalt 1; Scan ,,schnell*; Datenrate 0,5; Bereich 200 nm bis 800 nm;

Leerprobe und Verdiinnungsmittel: Reinstwasser

Verdiinnung der Losungen durch Herstellung von Stammldsungen 0,1 %ig und Verdiinnung mit
Riicksicht auf die resultierenden Absorptionen auf 0,05 % bis 0,001 %

3.707 . SPREEAD . e f 2.500 _SPEZIL |
2-009 2.000/ S . o]
i 8
1.500 ]
A 2.000] 1 a
L b
el 8
1.000] -
1.0000
& 0.500 ]
-0.048 \ T T 876 5 4 32
200.0 400.0 600.0 ~ B0OO.O0 - o0.o000l Ll . oo b b Y]
Wellenliinge (nm) 190.0 400.0 600.0 800.0
Wellenldnge (nm) .
Abb. 119: UV/Vis Spektrum Sulfit. Abb. 120: UV/Vis Spektrum Thiosulfat
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Allgemeine Stammlosungen
Stabilisatorlosung fiir Sulfit: 5,00 mL/L Formaldehyd 37 %

1,00 mL/L Natriumhydroxidlésung 1N

Reinstwasser ad 1 L
methanolische Stabilisatorlosung: 15,0 mL Methanol p.a.

Reinstwasserad 1 L
Natriumthiosulfat-Lsg. 20 g /100 mL 20,000 g Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Reinstwasser ad 100 mL

Natriumthiosulfat-Lsg. 10 g /100 mL 10,000 g Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Reinstwasser ad 100 mL

Stammlosungen der lonen 1000 pg/mL (bezogen auf das Anion) in Reinstwasser oder

Stabilisatorlosung

5.3.2 Durchgefiihrte Synthesen und priparative Arbeiten

5.3.2.1 Synthese von Kaliumpentathionat und Kaliumhexathionat

Kaliumpentathionat

Vorbereitung:

Losen von 25,5 g Schwefeldichlorid in 100 mL Tetrachlorkohlenstoff in einem 1 L
Weithalsgefil3; Abkiihlen im Eisbad auf -15 °C = Losung A

Ldsen von 125 g Natriumthiosulfat Pentahydrat in 200 mL Wasser in einem 250 mL
Erlenmeyerkolben; Abkiihlen im Eisbad auf 0 °C = Losung B

Mischen von 100 mL Salzsdure 36 %ig mit 100 mL Wasser; Abkiihlen auf 0 °C = Losung C
Losen von 16,2 g Eisen-(I1I) chlorid Hexahydrat in 200mL Wasser; Abkiihlen der Losung auf
0 °C = Losung D

Losen von 10,0 g Kaliumhydroxid in 50 mL Methanol , Abkiihlen 0 °C = Losung E

Zugabe von 3,6 g Salzsédure 36 %ig zu 80 mL Wasser (Messkolben), Auffiillen auf 100 mL =
Losung F

Ablauf:

Losungen B und C gleichzeitig rasch zur Losung A zugieBBen, VerschlieBen des
Weithalskolbens mit einem Schliffstopfen und kraftig schiitteln und weiter kiihlen (max.
Erwiarmung des Reaktionsgemisches auf 0 °C) - die Losung entférbt sich innerhalb von etwa
20 sec, die wissrige Schicht ist fast klar und nur wenig von Schwefel getriibt; Zugabe von

temperierter Losung D, bis die wissrige Schicht hellgelb erscheint (etwa 65 mL), Trennung der
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wissrigen von der organischen Phase im Scheidetrichter; ziigiges Eindampfen der wéssrigen
Losung am Rotationsverdampfer bei max. Unterdruck und 40 °C Wasserbadtemperatur auf etwa
85 mL (Rundkolben in Schrigstellung vorher markieren), Filtration im Biichnertrichter
(Abscheiden von Natriumchlorid), Abkiihlen der Losung auf 0 °C im FEisbad, tropfenweise
Zugabe der temperierten Losung E (max. Erwdrmung des Reaktionsgemisches auf 10 °C) >
Abbruch bei Abscheidung von griinlichem Hydroxid (ca. pH von 3) und Abkiihlen der Losung
auf 0 °C, Absaugen des Kristallbreis, Waschen der Kristalle mit Aceton, Trocknen der Kristalle
auf einer Tonkachel = Ausbeute 44,3 g K,S506*5 H,O; Eintragen der Kristalle in ca 90 mL auf
60 °C erwiarmte Losung F (0,5 N HCI) (es erfolgt eine Abkiihlung der Losung) und rasches
Erwdrmen auf 50 °C, Filtrieren durch einen Warmwassertricher bei etwa 50 °C, Eintragen der
Losung in auf Eis gestellte Kristallisierschale = es scheiden sich weifle, sternformige Kristalle
ab; Absaugen der Kristalle und waschen mit Ethanol, Trocknen der Kristalle auf einer

Tonkachel > Ausbeute 16,7 g K,S506*5 H,O
Kaliumhexathionat

Vorbereitung:

Lésen von 27 g Schwefeldichlorid in 100 mL Tetrachlorkohlenstoff in einem 1 L Weithals-
gefil3; Abkiihlen im Eisbad auf -15 °C = Losung A

Lésen von 100 g Natriumthiosulfat Pentahydrat in 150 mL Wasser in einem 250 mL
Erlenmeyerkolben; Abkiihlen im Eisbad auf 0 °C = Losung B

Mischen von 80 mL Salzsdure 36 %ig mit 80 mL Wasser; Abkiihlen auf 0 °C = Losung C
Losen von 16,2 g Eisen-(III) chlorid Hexahydrat in 100mL Wasser; Abkiihlen auf 0 °C =
Losung D

Loésen von 20,0 g Kaliumhydroxid in 100 mL Methanol , Abkiihlen 0 °C = Lésung E
Zugabe von 14,4 g Salzséure 36 %ig zu 80 mL Wasser (Messkolben), Auffiillen auf 100 mL =
Losung F

Ablauf:

Losungen B und C gleichzeitig rasch zur Losung A zugieBen, VerschlieBen des
Weithalskolbens mit einem Schliffstopfen, kréftig schiitteln und weiter kiithlen (max.
Erwdrmung des Reaktionsgemisches auf 0 °C) = die Losung entféarbt sich innerhalb von etwa
20 sec, die wissrige Schicht ist fast klar und nur wenig von Schwefel getriibt; Zugabe von
temperierter Losung D, bis die wissrige Schicht hellgelb erscheint (etwa 20 mL), Trennung der
waéssrigen von der organischen Phase im Scheidetrichter; ziigiges Eindampfen der wéssrigen
Losung am Rotationsverdampfer bei max. Unterdruck und 35 °C Wasserbadtemperatur auf etwa
50 mL (Rundkolben in Schrégstellung vorher markieren), Filtration im Biichnertrichter
(Abscheiden von Natriumchlorid), Abkiihlen der Losung auf 0 °C im Eisbad, tropfenweise
Zugabe der temperierten Losung E (max. Erwdrmung des Reaktionsgemisches auf 10 °C) -
Abbruch bei Erreichen von ca. pH von 1-2 (Indikatorpapier Stuphan®, Verbrauch etwa 42 mL)

und Abkiihlen der Losung auf 0 °C, Absaugen des Kristallbreis, zweifaches Waschen der
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Kristalle mit je 50 mL Aceton, Trocknen der Kristalle auf einer Tonkachel - Ausbeute
38,3 g K»S¢Og; Eintragen der Kristalle in ca. 30 mL Losung F (2 N HCI); rasches Erwérmen auf
60 °C und schnelles Abkiihlen auf 0 °C, = es scheiden sich weille Kristalle ab; Absaugen der
Kristalle und Waschen mit Ethanol, Trocknen der Kristalle auf einer Tonkachel = Ausbeute
7,7 g K5S60¢

5.3.2.2 Untersuchung der Syntheseprodukte — Polythionate

Tab. 38: Beurteilung der Schwingungszahlen und Banden charakteristischer Peaks in den FT-IR-
Spektren der Polythionate und Vergleich mit der Literatur.

Zuordnung | Tetrathionat Pentathionat Hexathionat
vincm’ vincm’ vincm’
1621,51 m 1652,31 m
L 45 (S03) 1259,10 m
U as (S03) 1236,00 vsb Al 1242,88 S
U a5 (503) 1212,92 vs b 1219,51 \&
U §(s03) 1054,25 m sh 1032,69 m sh 1043,84 S
U 5(s03) 1029,21 s 1022,21 ] 1027,19 m
0 5 (s03) 668,57 vw sh 668,57 vw sh 669,97 vw sh
0 5 (s03) 630,54 sb Al 638,67 w sh 637,29 sb
0 5 (s03) 616,21 sb 617,48 w sh
d as (s03) 551,40 vw sh
J as (s03) 524,67 mb 530,26 mb 545,52 w
J as (s03) 519,41 w
d a5 (03) 507,52 VW
L (ss) 475,91 wb
U (ss) 435,28 wb 457,10 VW
L (ss) 418,99 VW

vw sehr schwach; w schwach; m mittel; s stark; vs sehr stark; sh Schulter; b breit; A! ungeniigende

Auflosung erkennbar, Schulter angedeutet; v Valenzschwingung; & Deformationsschwingung;
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Abb. 129: FTIR-Spektrum von Kaliumhexathionat — Syntheseprodukt.

Die Reinheit der Syntheseprodukte wurde durch lonenpaarchromatographie gepriift. Der

Peakfliche nach dem Umkristallisieren betrug fiir Pentathionat 98,56 Flichen-% und fiir
Hexathionat 98,84 Flachen-%.

5.3.2.3 Priaparation von Schwefelsol (,,Raffo-Sol)

Vorbereitung:
Losen von 74,4 g Natriumthiosulfat Pentahydrat in 80 mL Wasser und Auffiillen auf 100 mL

(Messkolben) und Einfiillen der Losung in einen Tropftrichter — Losung A

Vorlage von 10 mL 96 %ige Schwefelsdure [Rundkolben mit Schliff; Magnetriihrer,
Positionierung des Kolbens in einer Kristallisierschale, Bereithalten einer Kéltemischung
(NaCl: Eis 1 : 3)] — Losung B

Eintragen von 80 g Natriumchlorid in 200 g Wasser (gesittigte Losung) — Losung C

Ablauf:
Zugeben von 30 mL der Losung A tropfenweise innerhalb von ca. 25 min zu der Lésung B

unter stindigem Riihren, Abkiihlen des Reaktionsgemisches im Eisbad auf 0 °C fiir 30 min,
Zugabe von 100 mL Losung C - vollstindige Fallung, nach 15 min Zentrifugieren und

Dekantieren, anschlieBend eintragen und resuspendieren des Prizipitates in 200 mL Wasser und
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10 min Zentrifugieren und Dekantieren vom unloslichen Anteil, Zugabe von 50 mL der Losung
C -> Prizipitation des Sols, Zentrifugieren und Dekantieren des Uberstandes, noch 2maliges
Wiederholen von Resuspendieren, Prézipitieren, Zentrifugieren und Resuspendieren des Sols;

Lagerung des Sols unter Lichtschutz

5.3.2.4 Priparation von Wackenroder’scher Fliissigkeit

Es wurde reines Schwefelwasserstoff-Gas H,S (+99,5 %) 30 min durch schweflige Sdure H,SO;
(5-6 %; z. Analyse) durchgeleitet. Die Losung befand sich in einer Waschflasche, die gesamte
Apparatur wurde unter einem Abzug aufgebaut. Die Waschflasche wurde vor Licht geschiitzt.
Es konnte nach 30 min eine leicht opaleszierte Triibung und Abscheidungen von Schwefel

beobachtet werden. Die Losung wurde ausschlieBlich frisch verwendet.

5.3.2.5 Priparation von Polysulfid-Losung

Es wurden je nach vorgesehener Kettenlinge molekularer Schwefel in stochiometrischem
Verhiltnis mit Natriumsulfid versetzt und in wéssriger Losung auf einer Heizplatte unter
Riihren und unter Riickfluss 30 min erhitzt. Die Losungen verférbten sich dunkelrotbraun. Die
Zugabe der Polysulfidlosung zu Aceton resultierte in einer griinlich-blauen Farbung. Die

Losungen wurden unter Stickstoff, dunkel und kiihl gelagert.

5.3.3 Protokolle der Ampullenherstellung

Nr. Zusammensetzung Besonderheiten
I  Natriumthiosulfat Pentahydrat 50,0 g Filtration des Ansatzes
Aqua ad In;. ad 500 mL pH vor Sterilisation = 8,0

nach Autoklavieren pH = 6,0

II  Natriumthiosulfat Pentahydrat 80,00 g  pH vor Sterilisation = 7,5
Natriumdisulfit 0,080 g  nach Autoklavieren pH = 6,4,
KH,PO4 0,040 g 10 %ige Losung
Na,HPO,*2H,0 0,896 g
NaEDTA 0,800 g
Aqua ad Inj. ad 800 mL
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III Natriumthiosulfat Pentahydrat 50,00 g pH vor Sterilisation = 8,5
Natriumdisulfit 0,05¢g Ansatz filtriert
verdiinnte NaOH g.s. nach Autoklavieren pH = 7,1
Aqua ad Inj. ad 500 mL 10 %ige Losung

IV Natriumthiosulfat Pentahydrat 40,00 g Salzlésung pH = 8,0
Na,HPO,* 12 H,0O 3,322 ¢ durch NaOH-Zugabe pH =~ 9,0
NaOH 0,005 g nach Autoklavieren pH = 8,2
Aqua ad Inj. ad 400 mL 10 %ige Losung

V  Natriumthiosulfat Pentahydrat 500,00g  Salzlosung pH = 8,0
Na,HPO,*12H,0 40,26 g durch NaOH-Zugabe pH =~ 9,4
NaOH 0,068g Ansatzautoklavierung 15 min.
Aqua ad Inj. ad 2000 mL pH 8,9 nach Autoklavieren

25 %ige Losung

IX Natriumthiosulfat Pentahydrat 200,00 g  Salzlosung pH. = 8,0
Na,HPO,* 2H,0 20,02 g durch NaOH-Zugabe NaOH = 9,5
NaOH 0,064 g Ansatzautoklavierung 15 min
Aqua ad Inj. ad 2000 mL pH = 9,0 nach Autoklavieren

10 %ige Losung

Das Natriumthiosulfat wurde im Ansatzbehilter (Becherglas) zu dem Anteil (ca. 5/6) an
vorgelegtem Wasser fiir Injektionszwecken zugefiigt und unter Rithren und Temperieren auf
35°C gelost. Je nach Rezeptur wurden die entsprechenden Hilfsstoffe (Natriumdisulfit,
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat oder -Dodecahydrat, Kaliumdihydrogenphosphat,
NaEDTA) zugegeben und gelost. Das Natriumhydroxid wurde, falls vorgesehen, in wenig
Wasser gelost und der pH-Wert auf den Sollwert eingestellt (Glaselektrode) oder die gesamte
vorgegebene Menge zugegeben. Die Losung wurde mit WFI bis zum entsprechenden Volumen
aufgefiillt. Die Losung wurde filtriert, in Ampullen zu 10 mL abgefiillt und sterilisiert (121 °C,
30 min, 0,2 MPa) Bei geteilten Ansitzen wurde nur eine Hilfte der Ampullen sterilisiert
(,B*), die andere Hélfte der Charge wurde nur aseptisch mit wiederholter Sterilfiltration (,,A*)
abgefiillt. Bei Ansatzsterilisation wurde der Ansatz in Bluko-Flaschen 500 mL gefiillt und
sterilisiert. AnschlieBend wurde die Losung filtriert und Ampullen abgefiillt und wie
beschrieben weiter behandelt.

Es wurde der pH-Wert nach Sterilisation bestimmt. Bei allen Losungen war ein Abfall des pH-
Wertes zu beobachten. Bei den Injektionslosungen I bis 111 wiesen die sterilisierten Losungen
bereits feinste Partikel und Schwebeteilchen auf. Die Losung I wies einen leichten H,S-Geruch
auf. Die Ampullen wurden auf Dichtigkeit im Blaubad gepriift und entsprachen den
Anforderungen.
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Anhang — Tabellen

Tabelle 1: Kalibrierung Sulfit lonenchromatographische Bestimmung IC1.

Konzentratione Sulfit
cin pg/mL

Tabelle 2: Statistik der Geraden IC1Sulfit.

b

df =n-2
SSresid

Sxo

5,0
5,0

5,0

7,0

7,0

7,0

14,0
14,0
14,0
20,0
20,0
20,0
25,0
25,0
25,0
30,0
30,0
30,0
40,0
40,0
40,0

0,274997
0,00858
0,9818
1027,24
216,629
-0,50525
0,19978
0,45922

19

4,0068
1,6699

Leitfahigkeitsdnderung Peakhohe

SA4Qy
SAQOx
MWx ?
MW x
MWy
1I/n
/m

tf,a 0,05,eins

tf,a 0,05,zweis

1k
Vkxo

AG in nS
1,1
0,7
1,1
1,4
1,4
1,8
3,6
3,6
2,9
4,6
5,0
4,6
5,7
5,4
6,4
8,6
7,9
8,6
10,7
10,7
10,0

194,74
2864,57
405,73
20,14
5,0
0,04762
0,333
1,73
2,09
0,33
8,29
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Tabelle 3: Wiederfindung IC1Sulfit.

Konzentr. d.

Einwaage
cg in pg/mL
20,0

20,0
14,0

Konzentration der

Wiederfindung
cwinpg/mlL  cwin%
18,69 93,43
19,17 95,85
14,93 106,63

S MRGML o, i %

Fehler
absolut

1,31
0,83
0,93

Fehler Standardabweichung des

prozentual

6,57
4,15
6,63

Tabelle 4: Bestimmung von Sulfit lonenchromatographie.

Peakhohe /4, in nS  Peakhohe 4, 1n nS

Charge
IB1 4,6
1A2 4,6
1B2 4,6
IB3 4,3
1IB1 0,0
A2 0,0
11B2 0,0
11B3 0,0
11IB1 43
II1A2 5,0
111B2 3,9
I11B3 1,4
IVAI 0
IVB2 0
IVA2 0
IVB2 0
IVA3 *
IVB3 *
IXAl *
IXB1 *
IXA2 *
IXB2 *
IXA3 *
IXB3 *
Amer.Reag §
Apoteksbol. §
Kohler 96 §
Kohler 97 §
* Wert kleiner NWG;

§

Chromatogramm nicht auswertbar

5,0
4,5
5,0
3,9
0
0,0
0,0
0,4
4,3
5,4
4,3
1,4
0

0
0
0
%

*

L wn Lo Ln

Peakhohe Ay in nS
4,8
4,6
4,8
4,1

0
0,0
0,0
0,2
4,3
5,2
4,1
1,4

0

0
0
0
%

*

L n Lo Ln

Gehalts

s in pg/mL VK in %

1,032 5,521
1,031 5,379
1,044 6,990

¢ in pg/mL
19,4
18,4
19,4
16,8
0
0
0
2,5
17,4
20,7
16,8
7,0

S O O O O O O o o o o o o o o<
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Tabelle 5: Kalibrierung Sulfat lonenchromatographische Bestimmung 1C2.

Konzentratione Sulfat

¢ in pg/mL

25,0
25,0
50,0
50,0
100,0
100,0
200,0
200,0
300,0
300,0
400,0
400,0
500,0
500,0

Leitfahigkeitsinderung Peakhohe

AG in nS
4,3
5,0
11,4
10,0
19,3
21,4
421
41,4
65,0
64,3
84,3
85,7

109,3
108,6

Tabelle 6: Tabelle Bestimmung von Sulfat lonenchromatographie.

Charge

IB1
1A2
1B2
IB3
IIB1
ITA2
11B2
1IB3
IIB1
IITA2
I11B2
[1IB3
IVA1
IVBI1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXAl
IXBI1
IXA2

Peakhohe
hyin nS

79,8
67,0
72,0
29,9
117,6
87,0
106,2
60,6
1283
59,9
55,6
442
69,9
59,9
44,2
42,8
22,1
23,5
49,9
52,8
285

Peakhohe
hy,in nS

82,0
62,7
74,1
27,1
121,2
86,3
108,4
61,3
124,8
64,2
59,2
41,4
74,1
62,7
42,8
44,9
22,8
23,5
513
54,9
285

Peakhohe
hMW in nS

80,9
64,9
73,1
28,5
119,4
86,6
107,3
61,0
126,5
62,0
57,4
42,8
72,0
61,3
43,5
43,8
22,5
23,5
50,6
53,8
28,5

Konzentration
¢ in pg/mL

376,1
302,5
340,1
135.,5
552,9
4023
4972
284,5
585,6
2894
268,1
201,0
3352
286,1
204,3
205.9
107,7
112,6
237,0
251,7
135,5

Konzentration
unverdiinnt ¢ in pg/mL

376,1
302,5
340,1
135,5
552,9
4023
4972
284,5
585,6
2894
268,1
201,0
335,2
286,1
2043
205.9
107,7
112,6
237,0
251,7
135,5
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Charge Peakhohe  Peakhohe MW Peakhohe Konzentration Konzentration
hyin nS hyin nS hin nS cinpg/mL  unverdiinnt ¢ in pg/mL

IXB2 39,9 40,6 40,3 189,5 189,5
Kohler96 29,9 30,7 30,3 143,7 143,7
Kohler97 22,8 23,5 23,2 111,0 111,0
AmReag 46,3 47,1 46,7 219,0 219,0
Apobol15% 19,2 18,5 18,9 91,3 137,0
Anfarm25% 19,2 16,4 17,8 86,4 216,0
Kéhl;é%% 23,5 22,8 23,2 111,0 277,4
KoMer2>  1pg 15,7 143 70,0 1751

Tabelle 7: Statistik der Geraden Methode IC2 Sulfat.

b 0,21779 SAQy 18867,49
S 0,0017 SAQx 397500
r 0,9993 MWx? 50625
F 171941 MW x 225
Suee 18854,3 MWy 48,0
a -0,9925 In 0,07143
S 0,46689 Um 0,5
Sy 1,04717 005 in 1,78
df = n-2 12 005 mmeis 2,18
SSresid 13,159 1k 0,33
Sxo 4,8082 Vkyo 2,14

Tabelle 8: Wiederfindung IC 2 Sulfat.

Konzentration Konzentration der Fehler absolut Fehler Standardabweichung des
d. Einwaage Wiederfindung prozentual Gehalts

cginpg/mL  cwin pg/mL cwin%  fae inpg/mL  f0,in % s in pg/mL VK in %

350,0 336,8 96,2 -132 3,77 3,73 1,11
300,0 291,0 97,0 9,0 23,00 3,67 1,26
50,0 45,5 91,0 4.5 9,05 3,88 8,54
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Tabelle 9: Kalibrierung Polythionate lonenpaarchromatographie IPC2.

Konzentration Peakflachere, Peakflachepey, Peakflacheyexa pw
¢ in pg/mL A in pAU*s A in pAU*s A in pAU*s
0,25 9520 11590
0,25 7853 10896
0,25 8244 11590
0,5 14520 22590
0,5 14560 22555
0,5 15340 22535
1,0 28577 41826 33719
1,0 29900 43105 49786
1,0 28085 39040 22806
2,5 63890 114350 100986
2,5 69790 109420 101436
2,5 70510 110810 106286
5,0 140120 227530 184496
5,0 138470 225980 231711
5,0 140290 225855 199206
10,0 305280 475820 389066
10,0 298870 476280 400791
10,0 299400 479580 471051
20,0 598540 942825 783366
20,0 596830 947330 793781

Tabelle 10: Statistik der Geraden - Tetrathionat Methode IPC2.

b 299942 SAQOx 719,93

Sh 176,33 SAQy 6,48093%10"

r 0,9994 MWx 4,89

F 28934,27 MWx? 23,88
SSreg 6,476899*10"! Mwy 143929

a -2667,2 1/m 0,333

Sa 1364,54 I/n 0,05
Sy =5, 473127 00,005 cins 1,73
n-2=df 18 £ 0005 e 2,10
SSresid 4,029276*10° 1k 0,25

Sxo 0,1577 VKo 3,23
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Tabelle 11: Statistik der Geraden - Pentathionat Methode IPC2.

b
Sp
],.2
F
SS reg
a
Sq
S=8,

n-2=df

SSresid

SXO

47539,3
178,60
0,9998

70854,53
1,62704%10"
-4272.7
1382,05
4791,98

18

4,13335*10°
0,1008

SAQx
SAQy
MWx
MWx?
Mwy
1/m
1/n

tf,ot 0,05,eins

tf,ot 0,05,zweis
1k
VKo

719,93
1,62745%10"
550
23,88
228075
0,333
0,05
1,73
2,10
0,25
2,06

Tabelle 12: Statistik der Geraden - Hexathionat Methode IPC2.

b
Sp
],.2
F
SS reg
a
Sq
S=S,

n-2=df

SSresid

SXO

39828,4
1035,74
0,9920
14787
8,65015%10"
4634,1
9576,13
24186,41

12

7,01979%10°
0,6073

SAQx
SAQy
MWx
MWx?
Mwy
1/m
1/n

tf,ot 0,05,eins

tf,ot 0,05,zweis

1k
VKo

Tabelle 13: Wiederfindung IPC2.

Ion Konz. E. Peakfliche Konz. W.  Fehler abs.

CE A cw Jabs:
inpg/mL  in pAU*s in pg/mL in pg/mL
Tetra~ 5,0 143040 4,86 -0,14
Penta~ 5,0 219545 4,71 -0,29
Hexa~ 5,0 193881 4,75 -0,25
Tabelle 14: Priazision Methode IPC 2.
Ion Reproduzierbarkeit Peakfldche
VK in % IPC2
Tetrathionat 0,96
Pentathionat 1,97
Hexathionat 5,93

545,30
8,72035%10"!
6,82
46,53
276320
0,333
0,0714
1,78
2,18
0,25
8,9

Stabw.d. Gehalts

Joroz. S VK
in % in pg/mL in %

-2,84 0,098 1,96
-5,84 0,062 1,24
-4,97 0,390 7,80

Fehler proz.

Wiederholbarkeit Peakfliche
VK in % IPC2

1,97
2,03
5,30
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Tabelle 15: Peakfldchen und Konzentration der Polythionate in den unverdiinnten

Natriumthiosulfat-Injektionslésungen, bestimmt mit [PC2.

Charge Tetrathionat Pentathionat Hexathionat
A in pAU*s A4 in pAU*s 4 in pAU*s

IB1
1B2
BWeh
A2
11B2
IVA1
IVBI
IVA2
IVB2

Tabelle 16: Polythionate in unverdiinnten Injektionsldsungen, bestimmt mit IPC2.

BW Osnab. 90. 25%ig

Tabelle 17: Kalibrierung Polythionate in Matrix - lonenpaarchromatographie IPC3.

T

33870
45110
437260
173430
144945
15745
15280
12815
24130

Charge
IB1
1B2

IIA2
11B2
IVA1
IVBI
IVA2
IVB2

Konzentration
¢ in pg/mL

Tabelle 18: Kennzahlen fiir Kalibrierung IPC3 Polythionate (k =4, o = 0,05, f=4).

2

4
8
2
4
8

Aa
Yk
XNG
XEG

XBG

16670
15605
17390
77150
61615
9620
8350
8965
12350

CTetra IN Lg/mL

101479
185139
333969
114687
198541
348652

43373
76720
1,122
2,373
2,353

1,22
1,59
1467
5,87
4,92
0,61
0,60
0,52
0,89

Peakflachereqs,
A in pAU*s

Tetrathionat

159185
143420
175490
189840
189339
137700
151024
170890
208454

CTetra

in pg/mL

1,22
1,59
14,67
5,87
4,92
0,61
0,60
0,52
0,89

Cpenta IN Lg/mL

0,44
0,42
46
1,71
1,39
0,29
0,27
0,28
0,35

Peakflachepenta

A in pAU*s

55080
102760
178910
56423
114397
180112

Pentathionat

18515
38801
0,916
1,833
3,57

CPenta

in pg/mL

9850
14815
24860

8216
13055
25741

2268
5619
0,831
1,661
3,28

0,44
0,42
0,46
1,71
1,39
0,29
0,27
0,28
0,35

CHexa 1N pg/mL

Peakflacheyeya
A in pAU%*s

Hexathionat

0,70
0,31
111
1,47
1,46
0,16
0,50
1,00
1,94

CHexa

in pg/mL

0,70
0,31
1,11
1,47
1,46
0,16
0,50
1,00
1,94
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Tabelle 19: Kalibrierung Polythionate lonenpaarchromatographie IPC4.

Konzentration Tetrathionat Peakfliche Pentathionat Peakflache
A in pAU%*s

¢ in pg/mL

0,35

0,35

0,35
1

[ <BNe RN I ST S N \S R (S R S R

A in pAU*s

33717
37292
32270
48770
44960
42350
73450
81930
74155
167615
143385
167385
303045
286587
284020

12570
13860
16220
31500
29860
31500
52065
58210
54955
104730
82945
106980
205255
225140
182170

Tabelle 20: Statistik der Geraden — Tetrathionat IPC4.

b
Sp

’,.2

F
SSyeq
a
S(l

Sy =S,

n-2=df

SSresid

Sxo

34596,51
893,09
0,9914
1500,6

1,3644*10"
15184,08
3684,96
9535,34

13

1,18199%10°
0,2756

SAQOx
SAQy
MWx
MWx?
Mwy
1/m
1/n

tf,ot 0,05,eins

tf,u 0,05,zweis
1/k
VKo

14100
10045

33665
27310
29935
54855
45700
42835

113,99
1,37624*10"
3,07
9,42
121395
0,333
0,066
1,77
2,16
0,33
8,98

Hexathionat Peakfliche
A in pAU*s
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Tabelle 21: Statistik der Geraden — Pentathionat IPC4.

b 2464121 SAQOx 113,99
Sp 975,87 SAQy 7,0627%10"°
r 0,9800 MWx 3,07
F 637,58 MWx? 9,42
SSreq 6,92159*10" Mwy 80530,7
a 4882,15 1/m 0,333
Sa 4026,53 1/n 0,066
Sy =S, 10419,21 f 0.05eins 1,77
n-2=df 13 o 0052weis 2,16
SSresid 1,41127*10° 1k 0,33
Sxo 0,4228 VKo 13,77

Tabelle 22: Statistik der Geraden — Hexathionat IPC4

b 6124,47 SAQx 113,99
Sp 386,76 SAQy 4,4975%10°
r? 0,9507 MWx 3,07
F 250,75 MWx? 9,42

$Sreg 4,27583*10° Mwy 19538,66
a 736,51 1/m 0,333
Sa 1595,82 1/n 0,066
Sy =5, 4129,39 £ 0 0.05.cins 1,77
n-2=df 13 0. 0,05 2weis 2,16
SSresid 2,21675%10° 1/k 0,33
Sxo 0,6742 VKo 21,96

Tabelle 23: Wiederfindung der Polythionate IPC4.
Ion Konz. E.  Peakfliche @ Konz. W.  Fehler abs.  Fehler proz. Stabw.d. Gehalts

CE A Ccw Sabs: Joroz. S VK

inpg/mL  in pAU*s  in pg/mL in pug/mL in % in pug/mL in %

Tetra~ 0,75 44245 0,84 0,09 12,00 0,18 24,48
1,75 93504 2,26 0,51 29,36 0,18 10,03

2 73450 1,68 -0,32 -15,79 0,18 8,90

Penta~ 0,75 24330 0,79 0,04 5,23 0,28 37,64
1,75 44820 1,62 -0,13 -7,38 0,27 15,63

2 46200 1,68 -0,32 -16,16 0,27 13,65

Hexa~ 0,75 4990 0,69 -0,06 -7,40 0,43 57,51
1,75 9980 1,51 -0,24 -13,76 0,43 24,49

2 7860 1,16 -0,84 -41,84 0,43 21,48
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Tabelle 24: Konzentration der Polythionate in Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen,

Zubereitungen und Substanz —bestimmt mit [PC4.

Charge
IB1
1A2
1B2
IB3
1IB1
11A2
11B2
1IB3
1IB1
1I1A2
111B2
111B3
IVA1
IVBI1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXA1
IXBl1
IXA2
IXB2
IXA3
IXB3
VA2
VB2
Kohler10%96
Amer. Reag.
Apotek.15%
Apotek.15%
Anfarm25%
Kohler25%
Mikrosol S.
Thios.Riedel

FVerd~
2

Y Y Y S R S Y R O R O R S S O S O e S B O S R O S S R S R S R S R S R S R S S S S )

CTetrathionat

in pg/mL
1,43
1,77
1,90
2,79
0,39
8,64
6,20
1,26
0,77
0,81
0,75
0,42
0,27
0,41
0,67
1,19
1,88
1,07
0,27
0,61
0,18
0,21
0,33
1,17
0
0,54
0
0
0
0
1,85

3,03
0

Bereich
>EG
>EG
>EG
>BG

>NG <EG
>BG
>BG
>BG
>NG <EG
>NG <EG
>NG <EG
<NG
<NG
<NG
>NG <EG
>EG
>EG
>NG <EG
<NG
<NG <EG
<NG
<NG
<NG
>NG <EG
nicht det.
<NG <EG
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
>EG
nicht det.
>BG
> NG

CPpentathionat

in pg/mL
0
0,29
0,94
1,33
0
4,75
3,17
0
0,21
0,33
0,43
0
0
0
0,46
0,61
0,70
0,45
0,10
0,10

0,11

0,23

0,26

0,22

1,42
0

CHexathionat

Bereich  in pg/mL
nicht det. 0
<NG 0

>NG <EG 0
>NG <EG 0,42
nicht det. 0

>BG 2,31
>BG 1,51
nicht det. 0
<NG 0
<NG 0
<NG 0
nicht det. 0
nicht det. 0
nicht det. 0
0
>NG <EG 0
>NG <EG 0
<NG 0
<NG 0,34
<NG
nicht det. 0,
nicht det. 0
<NG 0
<NG 0
nicht det. 0
<NG 0
nicht det. 0
nicht det. 0
nicht det. 0
nicht det. 0
<NG 0,2
nicht det. 0
>NG <EG 0,63
nicht det. 0

Bereich
nicht det.
nicht det.
nicht det.

<NG
nicht det.
>NG <EG
>NG <EG
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
<NG
nicht det.
<NG
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
nicht det.
<NG
nicht det.
<NG
nicht det.
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Tabelle 25: Kalibrierung Thiosulfat lonenpaarchromatographische Bestimmung IPC-LFDI.

Konzentration Thiosulfat

cin pg/mL

20
20
20
30
30
30
45
45
45
55
55
55
70
70
70
80
80
80
90
90
90

Leitfahigkeitsinderung Peakh6he

AG in nS

92,9
92,9
91,4
135,7
128,6
125,7
181,4
182,8
184,3
204,3
205,7

207,1

257,1
258.6

2543

287,1

287,1
288.6
3143
3128
314,3

Tabelle 26: Peakhohen und Konzentration Natriumthiosulfat-Pentahydrat in den

Injektionslosungen, bestimmt mit [IPC-LFD1.

Charge

IB1
1A2
1B2
IB3
IIB1
ITA2
11B2
1IB3
1B1
IITA2
111B2

F verd-

1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000

Peakhohe Peakhohe Peakhohe
hyinnS  hywin nS

hyin nS

1843
202.8
197,1
191,4
208.6
2114
225,7
208.6
188,6
197,1
188,6

1843
202,8
1943
1928
207,1
211,4
218,6
225,7
188.6
197,1
185,7

Konzentration
CThio 1N pg/mL
unverdiinnt

184,3 47558,7
202,8 534347
195,7 51174,7
192,1 50044,7
207,8 55016,7
2114 56146,7
222.1 59536,7
217,1 57954,7
188,6 48914,7
197,1 51626,7
187,1 48462,7

Konzentration Crpj,
(als Pentahydrat) in
g/ 100 mL%

10,5
11,8
11,3
11,1
12,2
12,4
13,2
12,8
10,8
11,4
10,7
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[1IB3
Charge

IVAL
IVBI1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXAl
IXBI1
IXA2
IXB2
IXA3
IXB3
K696
K697
AmReag
Apobo
Anfarm
K625/98
K625/96
VAl
VBI1

1000

Fverd-

1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1515
2500
2500
2500
2500
2500

214,3

2114

2128

56598,7

Peakh6he Peakhohe Peakhohe Konzentration
hyinnS  JAywinnS o in pg/mL

h;innS

2143
212,8
2214
225,7
188,6
220,0
187,1
182,8
185,7
202,8
197,1
1943
1843
181,4
180,0
188,6
188,6
177,1
180,0
188,6
182,8

2128
2128
2228
2243
191,4
2228
188,6
178,6
185,7
201,4
197,1
194,3
182,8
182,8
177,1
187,1
188,6
177,1
180,0
198,6
187,1

213.,6
2128
2221
225,0
190,0
2214
187.8
180,7
185,7
202,1
197,1
1943
183,6
182,1
178,6
187,8
188,6
177,1
180,0
193,6
185,0

unverdiinnt

56824,7
56598,7
59536,7
60440,7
49366,7
59310,7
48688,7
46428,7
48010,7
53208,7
51626,7
507227
47332,7
46880,7
45750,7
737634
122286,7
113246,7
115506,7
126241,7
119461,7

Tabelle 27: IPC FLD 1 Statistik der Geraden Thiosulfat-Bestimmung.

b

Sp

2

F

SSreg

MW,
MW,
SAQy
MW,
SAQ,

3,14870562
0,03984706
0,99696637
6244,12363
119609,516
55,7142857
3104,08163
12064,2857
209,9
330030,165

a
Sa
Sxy
df=n-2
SSresid
I/m
I/n

SXO

VKo

34,4269962
2,41677328
4,37670344
19
363,955127
0,33333333
0,04761905
1,22799781
2,20409864

12,5

Konzentration Cry;o
(als Pentahydrat) in
g/ 100 mL%

12,6
12,5
13,2
13,4
10,9
13,1
10,8
10,3
10,6
11,8
11,4
11,2
10,5
10,4
10,1
16,3
27,1
25,1
25,6
27,9
26,4
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Tabelle 28: Wiederfindung IPC FLD 1 Thiosulfat-Bestimmung.

Konz. E

cg in pg/mL

40
40
40
40
50
50
50
50
50
50
60
60
60
60

PeakhGhe

hinnS

157,14
155,71
157,14
169,99
199,99
205,70
185,71
185,71
184,28
185,71
211,42
214,28
222,85
231,42

Konz. W fabsolut 1N

39,0
38,5
39,0
43,1
52,6
54,4
48,0
48,0
47,6
48,0
56,2
57,1
59,8
62,6

Cw;i in pg/mL pg/mL

1,0
1,5
1,0

3,1

2,6

4.4
2,0
2,0
2,4
2,0
3,8
2,9
0,2

2,6

fproz
in %

2,6
3,7
2,6
7,6
52
8,8
3,9
3,9
48
3,9
6,3
48
0,3
43

Tabelle 29: Schwefel in Cyclohexan gelost HPLC-Bestimmung.

¢ in pg/mL

100
100
100
200
200
200
350
350
350
500
500
500
600
600
600
750
750
750
900
900
900

A in pAU*s

1005675
1024550
1007580
1958250
1958600
1993295
3659630
3318960
3655840
5069830
5096795
5149730
6021850
6093410
6173144
7548795
7487584
7664675
8480609
8543329
8720655

Agin pAU*s
1012602

1970048

3544810

5105452

6096135

7567018

8581531

s in pAU*s
10391

20133

195601

40647

75684

89941

124499

Stabw. des Gehalts

s in pg/mL

0,781
0,782
0,781
0,771
0,759
0,758
0,763
0,763
0,763
0,763
0,758
0,758
0,759
0,762

VK in %
1,03

1,02

5,52

0,80

1,24

1,19

1,45

VK in %

2,0
2,0
2,0
1,9
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
1,5
13
13
1,3
1,3
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Tabelle 30: Statistik der Geraden Methode HPLC-1a.

b
Sp
rZ
F

SS8reg

Sa
Sy =S,
n-2=df

S res

Tabelle 31: Wiederfindung — Richtigkeit und Prizision Methode HPLC-1a.

9710,974591
146,4908344
0,99569
4394,452049
1,42465E+14
122897,3891
81280,25736
180053,5219

19

6,15966E+11
18,54

SAQy
SAQx
MWy
MWx
MWx?
1/m
1/n

tf,oc 0,05,eins

tf,a 0,05,zweis
1/k
VK,

Konz. E. Peakflache Konz. W.
cgin pg/mL A4 in pAU*s ¢y in pg/mL
200 2096380 203,22
750 7450144 754,53
750 7431950 752,66

Tabelle 32: HPLC-Bestimmung Schwefel mit Cyclohexan extrahiert aus

Natriumthiosulfatlosung.

Konzentration Sg
¢ in pg/mL

0
0
200
200
350
350
500
500
600
600
900
900
750
750

Peakflache
A in pAU*s

92570
75940
1216950
1247380
2374390
2338240
4161575
4213450
4954340
5070030
9344195
9361160
7738729
7431950

Mittelwert
Agin pAU*s

84255

1232165

2356315

4187513

5012185

9352678

7585340

Fehler abs.

Jabs. 0 pg/mL
3,22
4,53
2,66

1,43081E+14
1510714,286
4839656,476
485,7142857
235918,3673
0,333333333
0,047619048
1,73
2,09
0,25
3,8

Stabw.
s in pAU*s

11759

21517

25562

36681

81805

11996

216926

Fehler proz.
Joroz- 1 %

VK
in %

14

1,75

1,08

0,88

1,63

0,13

2,86

Stabw. d.G.
s in pg/mL
+12,2116
+12,1411
+12,1317
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Tabelle 33: Statistik bei linearer und bei quadratischer Regression - Extraktion Sg aus

Natriumthiosulfat—-Matrix und Bestimmung mit HPLC.

b 10563,85231 SAQOx 1178571,429
Sp 539,7133258 MWx 471,4285714
r? 0,969628363 MWx? 222244,898
F 383,1054756 Mwy 4258635,643
SSreg 1,31523E+14 1/m 0,5
a -721466,16 1/n 0,083333333
Sq 298763,659 Mwy 4258635,643
Sy =S, 585923,7409 £.000.05,cins 1,80
n-2=df 12 1£.6,0.05.7weis 2,20
SSyesid 4,11968E+12 1k 0,333
Sxo 55,46 VKo 11,8
quadratische Regression:
ao 31174 520 144587
aj 4849,36 Sal 706,452
as 6,33535 Sad 0,749224
SSreg 5,49277*10"! S5=S, 223460
r? 0,9960 n-3=df 11

Tabelle 34: Wiederfindung Extraktion S8 aus Natriumthiosulfat Bestimmung mit HPLC.

Konz. E. Peakflache CwWied Fehler abs. Fehler proz.
cg in pg/mL A in pAU*s cw in pug/mL Sfabs: 10 pg/mL Joroz- 1IN%
350 2505500,00 350,10 0,10 0,03
350 2785100,00 379,62 29,62 8,46
500 4499055,00 540,16 40,16 8,03
500 4462630,00 537,04 37,04 7,41

Tabelle 35: HPLC-Bestimmung Peakflichen und Konzentration Sg in Injektionslésungen.

Charge Peakfliche Peakfldche Konz. Konz MW Konz. Gebhalt.
Ay in pAU*s 4, in pAU*s ¢;in pg/mL ¢y in ug/mL ¢ in ug/10mL ¢ in Ug/g Thios-
unverd. Lsg

IB1 8040820 7807470 805 789 797 767
1A2 6587890 6583500 704 704 1408 1059
1B2 6639930 6721560 708 714 711 539
IB3 5204395 5371135 599 612 605 473
1IB1 8486564 8128795 834 811 823 697
ITA2 7237020 7196289 750 748 749 599
11B2 7797704 7433350 789 764 776 611
11B3 6736470 7021129 715 735 725 594
1IB1 3632610 3815010 463 480 942 754
I1A2 2446525 2338770 344 332 338 266
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Charge

B2
I1B3
IVAI
IVB1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXAl
IXBl1
IXA2
IXB2
IXA3
IXB3
VA2
VB2

Thiosulfat.

Peakfldche Peakfldche Konz.
¢y in pg/mL

Kohler 10%
Anfarm25%
Apotek.15%
*) rechnerischer Wert angegeben, Wert < EG aber > NG

Ay in
pAU*s
6830435
2202195
1464495
318385
1342630
732695
1335450
937120
67385
123705
25110
33900
67430
118795
498880
152240
92570
65805
1850640
36960

A, in
pAU*s
6802355
2106740
1406400
303890
1432980
730720
1322790
1072305
64850
133430
26140
33510
67330
89470
503960
147080
45105
63540
1849010
36895

722
317
228

110%)
212

124%)
211

155%)

<NG

<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
276
<NG

Konz.

¢ in pg/mL

720
306
220

106*)
224

124%)
209

175%)

<NG

<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
276
<NG

MW Konz.

cinpg/10mL ¢ in Ug/g Thies-

unverd. Lsg..

721

311

224

108*)
218

124%)
210

165%)
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
276

<NG

Gehalt

572
257
184
86%)
193
110%)
163
130%)
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
<NG
94
<NG

Tabelle 36:Kalibrierung Sulfat in 10 %iger Natriumthiosulfat-Losung- CE-Bestimmung CE1.

Konzentration Sulfat
cin pg/mL

100
100
200
200
300
300
400
400
500
500
600
600

Korrigierte Peakflache

A in pAU*s/min

200,3
176,9
407,1
3435
603,6
538,0
773,5
748,7
997,2
973,3
1111,9
1106,2

Tabelle 37: Wiederfindung CE1 Sulfat - Kalibrierung in Matrix.

Cg

in pg/mL

200
400

Cw
in pg/mL

219
424

Cw f;;bs-
in % in ug/mL
109,7 19
106,0 24

erroz

in %

9,7
6,0

in pg/mL

17,0
17,0

VK
in %

8,5
4,3
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Tabelle 38: Peakfldchen und Konzentration Sulfat in Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen,

CEl.

Charge

IB1
1A2
B2
IB3
IIB1
ITA2
11B2
1IB3
IIB1
I1A2
B2
11IB3
IVAI
IVBI1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXAl
IXBI
IXA2
IXB2
K696
K697
AmReag
Apobol5%

Peakfliche A
in uAU*s
3386
2737
3381
1348
5482
3549
4685
2795
5600
2942
2447
1804
3243
2559
1768
2099
1124
1207
2106
2273
1147
1390
1207
1207
2183
1190

Peakfliche A,
in pAU*s
3455
2849
3938
1268
5263
3494
4517
2573
5672
2828
2599
1973
3218
2709
1913
1912
1194
1036
2251
2372
1341
1625
1391
1330
1993
1255

fm
in min
4,946
4,862
4,987
4,923
4,975
4,823
4,886
4,921
5,002
5,136
4,935
4916
4,975
4,932
4,872
5,058
5,066
4,927
4911
4,965
4,803
4,957
4,888
5,012
5,009
5,108

fmp
in min
4,799
4,965
4,954
4,823
4,847
4,623
4,796
4,874
4,927
5,105
5,078
5,047
5,125
5,046
4,996
4,782
4,799
4,865
4,874
4,823
5,024
5,113
4,951
4,966
4,873
4,942

Tabelle 39: Statistik der Geraden CE1 Sulfat - Kalibrierung in Matrix.

1,8920
0,0521
0,9925
1319,6
1252866
2,8143
20,2835
30,813

10

9494,28
16,29

S4Qy
SAQx
MWx 2
MW x
MWy
1/n
1/m

tf,on 0,05,eins

tf,a 0,05,zweis
1k
VKkxo

1262360
350000
122500

350
665
0,0833
0,5
2,634

2,228

0,25
4,65

CSulfat in unv. Lsg.

in ug/mL
370
299
388
140
577
393
501
288
599
296
265
199
337
278
196
214
123
120
234
249
132
157
138
133
222
127
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Tabelle 40: Statistik der Kalibriergeraden Methode DPP1 Sulfit.

Parameter

b
Sb

a

MW, ?
f=n-2

Ssresid

1/n
1/m

tf,ot 0,05,eins

tf,a 0,05,zweis

k

Kal 2
1,20375
0,01603
1,50170
0,13487
0,99611
5636,47
934,071

644,6

6,63
937,716
9,48
0,40708
0,33818
5,1046
43,89
22

3,6458
0,04167
0,3333

1,72
2,07
3

Kal 3
1,83025
0,01313
2,46909
0,25309
0,99856
19421,47

11269,465
3364,2
16,10
11285,712

31,94
0,76175
0,4162
2,5851
259,21

28
16,2472
0,033333
0,3333
1,7
2,04
3

Tabelle 41: Wiederfindung Methode DPP1 Sulfit.

Kal x Konzentr.
Einwaage

cgin pg/mL cwin pg/mL  cwin %

AN N L AR W W WLWWNDN N

1,5
10,0
5,0
5,0
5,0
15,0
30,0
10,0
20,0
10,0
10,0
10,0

Konzentration
Wiederfindung
1,6 104,15
10,2 101,75
4,7 94,06
5,5 110,49
5,2 103,82
14,7 98,02
32,9 109,60
10,0 100,02
20,0 100,06
10,4 104,19
8,7 87,07
11,4 114,00

Kal 4 Kal 5
2,03100 1,72171
0,04167 0,06404
3,22504 4,22153
0,70679 0,73440
0,99581 0,98635
2376,04 722,73
6196,702 1796,356
1502,35 606,0
12,75 9,00
6222,782 1821,211
29,12 19,72
1,61493 1,57655
0,7951 0,9157
6,2364 10,1743
162,56 81,00
10 10
26,0799 24,8552
0,0833 0,0833
0,3333 0,3333
1,81 1,81
2,23 2,23
3 3
Fehler absolut Fehler
prozentual
Jabs in pg/mL fi0,in %
0,1 4,12
0,2 1,75
-0,3 -5,94
0,5 10,49
0,2 3,82
-0,3 -1,98
2,9 9,60
0,0 0,02
0,0 0,06
0,4 4,02
-1,3 -12,93
1.4 14,00

Kal 6
2,27612
0,14631
26,2514
2,28855
0,97189

242,02

3926,977
758,0
12,70

4040,560

55,08
4,02816

1,7697
13,9717

160,44

7
113,5827
0,0833
0,5
1,89
2,36
3

Standardabweichung des

Gehalts
s in pg/mL VK in %
0,218 13,95
0,212 2,09
0,209 4,44
0,263 4,76
0,264 5,08
0,252 1,72
0,279 0,85
0,516 5,16
0,534 2,67
0,681 6,54
1,882 21,62
1,830 16,05
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Tabelle 42: Kalibrierungen von Sulfit in Natriumthiosulfat-Ldsungen bestimmt mit

Polarographie.
Kal2
Csulfit I /ipegi IN
pg/mL nA
0,5 1,543
0,5 1,744
0,5 2,26
1,0 2,223
1,0 2,779
1,0 3,051
1,5 3,281
1,5 3,077
1,5 3,706
5,0 7,047
5,0 7,904
5,0 7,872
7,5 10,73
7,5 10,77
7,5 10,98
10,0 13,85
10,0 13,77
10,0 14,05
12,5 15,89
12,5 16,16
12,5 15,79
15,0 19,49
15,0 19,44
15,0 20,03

Kal3

Csulfit IN Apegi in

pg/mL nA
1,0 3,82
1,0 4,61
1,0 5,56
5,0 10,79
5,0 11,43
5,0 12,54
7,5 16,03
7,5 16,26
7,5 17,07
10,0 21,25
10,0 21,03
10,0 21,66
12,5 24,45
12,5 24,81
12,5 25,06
15,0 28,81
15,0 28,95
15,0 29,00
20,0 39,40
20,0 39,14
20,0 39,87
25,0 47,46
25,0 47,41
25,0 47,15
30,0 57,66
30,0 57,90
30,0 58,95
35,0 66,41
35,0 66,29
35,0 67,32

Kal4

Csulfit N Apegi in

pg/mL nA
1 4,556
1 5,478
1 6,529
5 12,86
5 14,12
5 14,68
15 31,85
15 32,55
15 32,6
30 66,34
30 66,25
30 61,63

Kal5

Csulfit I Aipeg IN

pg/mL nA
1 5,652
1 6,214
1 6,867
5 12,93
5 11,93
5 13,21
10 22,05
10 19,73
10 21,45
20 42,45
20 36,84
20 37,28

Kal6
Csulfit 1N Aipegy N
pg/mL nA
3 32,88
3 31,06
3 37,65
10 42,77
10 47,51
10 53,31
25 84,69
25 86,57
25 79,3
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Tabelle 43: Peakhohen und Sulfitgehalt in Natriumthiosulfat-Injektionslosungen bestimmt mit

Polarographie.
Charge
IB1 41,21
1A2 46,31
IB2 44,27
IB3 40,14
1IB1 10,85
A2 6,71
11B2 5,95
11B3 4,18
1IB1 36,51
1I1A2 42,07
111B2 31,81
111B3 15,28
IVAL 2,58
IVBI 2,88
IVA2 <yk
IVB2 <yk
IVA3 <yk
IVB3 <yk
IXAl <yk
IXBI <yk
IXA2 <yk
IXB2 <yk
IXA3 <yk
IXB3 <yk
K696 10% 39,43
K697 10% 35,76
AmReag 5,40
Apobol. 10,52

15%

42,25
47,98
45,06
39,97
12,76
8,59
8,03
5,73
37,38
42,36
31,98
16,15
3,51
2,02
< yk
<yk
<yk
<vyk
< yk
<yk
<yk
<vyk
< yk
<yk
39,85
36,17
6,90
12,49

Peakhohe — Peakstrom

h in nA

42,30 42,30
48,8 43,12
45,42 42,71
40,63 48,74
14,69 8,96
10,66 5,66
10,34 6,13
7,77 3,40
37,67 33,34
43,29 40,17
32,11 30,57
16,81 15,23
4,52 2,89
3,69 2,74
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk
40,15 39,66
36,36 36,70
4,57 8,89
11,81 11,02

Sulfitkonzentration Mittelwert

41,26
44,99
43,19
39,49
10,97
7,71
7,83
5,80
34,93
40,48
31,47
15,79
2,06
1,80
< yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
39,70
36,24
6,46
11,53

vonn=6
¢ in pg/mL

41,19
45,97
43,56
39,13
12,40
9,56
9,56
6,77
35,37
40,50
31,64
15,58
3,89
3,68
< yk
<vyk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
<yk
39,94
36,33
8,12
11,98

21,90
21,16
23,12
17,95
421
2,42
2,34
121
18,25
2131
15,91
7,29
0,42
0,18
0

S O O O o o o o <o

20,67
18,51
1,45
6,43
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Tabelle 44: Kalibrierungen von Thiosulfat fiir Natriumthiosulfat-Losungen bestimmt mit

Polarographie.
Kal 1

CThiosulfat 1N hpear in A
pg/mL
10,00 2,588
10,00 2,464
10,00 2,68
20,00 5,29
20,00 5,16
20,00 5,381
30,00 8,058
30,00 7,94
30,00 7,994
40,00 11,45
40,00 11,81
40,00 11,79

Tabelle 45: Statistik der Kalibriergeraden DPP2 Thiosulfat.

Parameter

Tabelle 46: Wiederfindung Statistik der Kalibriergeraden DPP2 Thiosulfat.

b
Sb
a
Sa

’,.2

F
SSreg
SAQ,
MW x

SAQy
MW,

Kal 1
0,3004
0,0082
-0,6258
0,2237
0,9927
1352,62
135,34
1500
25,00
136,35
6,88

Kal 2

CThiosulfat 111
pug/mL

Kal 2
0,5766
0,0177
-11,227
0,9006
0,9934
1052,39
199,52
600
50

200,85
17,61

40
40
40
50
50
50
60
60
60

hPeak in nA

11,98
12,03
12,26
17,24
17,15
16,92
23,53
23,47
23,87

Paramete

Sxy
SX,
VK,

MW, 2
f=n2

Ssresid

1/n
1/m

tf,ot 0,05,eins

tf,a 0,05,zweis

Kal x Konzentr. Konzentration
Einwaage Wiederfindung
cgin pg/mL ¢y in pg/mL
1 15 15,5 103,5
1 35 35,2 100,6
1 30 30,4 101,3
1 30 29,3 97,6
1 40 41,0 102,4
1 30 29,7 99,1

k

Fehler
absolut

0,5
0,2
0,4
0,7
1,0
0,3

Kal 1
0,3163
1,053
421
625
10
1,000
0,0833
0,3333
1,81
2,23
3

Fehler
prozentual

cwin %  fue in pg/mL  foro, in %

3,5
0,6
1,3

24
2.4

0,9

Kal 2
0,4354
0,7551
1,51
2500
7
1,327
0,111
0,3333
1,90
2,37
3
Standardabweichung
des Gehalts
s in VK in %
pg/mL
0,727 4,68
0,734 2,09
0,695 2,29
0,690 2,36
0,807 1,97
0,692 2,33
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Kal x Konzentr.
Einwaage

cg in pg/mL

[ O I N T NS R e e

30
30
20
30
30
40
40
40

cwin %  faps In pg/mL

Konzentration
Wiederfindung
cw in pg/mL
30,2 100,7
30,5 101,5
19,1 95,3
29,0 96,7
28,7 95,7
39,93 99,83
39,74 99,35
39,53 98,83

Fehler
absolut

0,2
0,5

0,9
1,0
13
0,1
0,3
0,5

Fehler Standardabweichung
prozentual des Gehalts
Jproz 10 %0 sin VK in %

pg/mL
0,7 0,694 2,30
1,5 0,696 2,28
-4,7 0,699 3,67
-3,3 0,688 2,37
-4,3 0,687 2,39
-0,2 1,075 2,69
-0,7 1,098 2,74
-1,2 1,123 2,81

Tabelle 47: Peakhohen und Natriumthiosulfatgehalt in Natriumthiosulfat-Injektionslésungen

bestimmt mit Polarographie.

Charge

IB1
1A2
1B2
IB3
[IB1
11A2
11B2
1IB3
1IB1
111A2
111B2
111B3
IVAI
IVBI1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXA1
IXB1
IXA2
IXB2
IXA3
IXA3
K696
K697
AmReag

Peakh6he — Peakstrom

12,95
16,91
16,89
7,944
7,229
7,704
8,029
7,759
7,842
8,075
8,012
7,562
7,439
8,078
7,006
7,052
8,043
8,189
7,74
7,688
7,814
7,699
8,475
8,506
7,373
7,125
7,385

h1in nA

12,91
17,91
16,82
8,08
7,177
7,732
8,056
7,748
7,805
7,84
8,153
7,48
7,639
8,015
6,867
6,916
8,149
8,16
7,648
7,871
7,834
7,858
8,426
8,346
7,292
7,133
7,287

12,94
18,34
16,87
7,842
7,12
7,748
8,042
7,699
7,902
7,985
8,202
7,461
7,538
7,809
7,058
6,858
8,133
8,235
7,661
7,936
7,869
7,726
8,224
8,532
7,446
7,235
7,363

Konz.
cin
pg/mL
44,92
60,70
57,87
28,52
25,95
27,77
28,81
27,79
28,17
28,54
29,07
27,02
27,15
28,56
25,36
25,18
29,03
29,31
27,62
28,11
28,03
27,88
30,12
30,19
26,59
2591
26,51

14,3

17,69
18,33
8,361
7,605
8,028
8,096
7,52

7,87

8,11

7,76

7,782
7,745
7,901
7,161
7,063
8,246
7,831
7,915
7,708
7,697
7,973
8,475
8,506
7,224
7,425
7,29

14,14
17,15
18,53
7,995
7,647
7,896
7,973
7,562
7,863
8,104
7,893
7,701
7,797
8,068
7,099
7,253
8,17
7,85
7,968
7,743
7,699
8,005
8,426
8,346
7,191
7,407
7,16

Peakhohe — Peakstrom
hyin nA

14,12
17,33
17,35
8,125
7,647
7,992
7,885
7,629
7,865
8,083
7,673
7,776
7,847
7,895
7,107
7,043
8,051
7,938
7,854
7,86

7,736
7,815
8,224
8,532
7,23

7,204
7,08

Konz.
¢ in pg/mL

49,04
59,62
61,86
29,20
27,46
28,57
28,62
27,25
28,23
28,99
27,93
27,85
27,99
28,52
25,77
25,77
29,18
28,25
28,38
27,91
27,71
28,44
30,12
30,19
26,11
26,51
25,95

Konzentr.
cin
g /100 mL
10,4
13,3
13,2
12,8
11,8
12,5
12,7
12,2
12,5
12,7
12,6
12,1
12,2
12,6
11,3
11,3
12,9
12,7
12,4
12,4
12,3
12,5
13,3
13,4
11,7
11,6
11,6
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Charge

Peakhohe — Peakstrom
hpin nA

Apobol5% 7,296 7,31 7,39
Anfarm25% 7,211 7,174 7,253

Kohler
25% 96

Kohler
25% 98

VA2
VB2

7,365 7,222 7,234

6,987 6,932 6,899

7,339 7,498 7,359
7,334 7,421 17,355

Konz. Peakhohe — Peakstrom  Konz.
cin hpin nA cin pg/mL

pg/mL

26,47 7,45 7,344 7279 26,55
26,07 7,463 7,521 7481 26,99
26,27 7,051 7,009 7,019 25,46
25,17 7,174 17,065 6,989 25,62
26,69 7,600 7,682 7,660 27,51
26,59 7,173 7,304 7,063 25,96

Tabelle 48: Kalibrierungen von Sulfid in Natriumthiosulfat-Losungen bestimmt mit

Polarographie.
Kal2 Kal3

Csulfid N Apeay IN

ng/mL nA ng/mL nA
100 5,689 100 4,868
100 5,363 100 5,342
100 4,792 100 4,451
250 10,98 250 9,73
250 11,16 250 9,333
250 11,21 250 9,256
500 22,29 500 21,38
500 22,82 500 20,89
500 21,65 500 21,05

1000 43,06
1000 45,05
1000 43,15

Csulfid 1N Apeai IN - Coyifig 1N Aipegic IN

Kal4 Kal5

ng/mL nA ng/mL nA
50 4,401 50 3,825
50 4,332 50 3,675
50 4,474 50 4,133
80 5,465 80 4,994
80 4,794 80 4,009
80 5,429 80 4,461
100 6,565 100 5,372
100 6,862 100 6,204
100 6,509 100 5,871
250 12,8 250 11,78
250 12,57 250 12,44
250 12,95 250 11,24

Tabelle 49: Statistik der Kalibriergeraden DPP3 Sulfid-Bestimmung.

Kalibrierung Kal 2 Kal 3 Kal 4 Kal 5
Parameter

b 0,4265 0,4398 0,0424 0,0407

Sh 0,0009 0,0008 0,0012 0,0018

a 0,8007 -0,5424 2,1687 1,6130

Sa 0,3242 0,4882 0,1667 0,2570

r? 0,9963 0,9963 0,9925 0,9808

F 1860,23 2683,20 1318,39 511,00

SSteg 445,58 2708,69 128,66 118,44

SAQy 245000 1400625 71400 71400
MW x 283,33 462,5 120 120

SAQy 447,25 2718,79 129,63 120,76

MW, 12,884 19,797 7,263 6,500

Sxy 0,4894 1,0047 0,3124 0,4814

Csulfid IN Apeai N

Konzentr.
cin

g /100 mL
17,6
29,4
28,6

28,1

30,0
29,1

Kal6

Csulfid IN Apegic N

ng/mL nA
50 4,391
50 4,618
50 4,518
75 6,075
75 5,872
75 5,954
100 7,242
100 6,967
100 7,198
125 8,990
125 9,080
125 9,164
Kal 6
0,0595
0,0021
1,4659
0,2015
0,9866
736,05
33,19
9375
90,9
33,64
6,67
0,2124
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Kalibrierung Kal 2
Parameter
$Xo 11,48
Vkso 4,05
MW,? 80277.8
f=n-2 7
Ssresid 1,677
1/n 0,1111
1/m 0,3333
1,01 0,05 eins 1,89
1£,0,.0,05,zweis 2,36
k 5

Kal 3

22,85
4,94
213906,3
10
10,095
0,0833
0,3333
1,81
2,23
3

Kal 4

7,36
6,13
14400
10
0,975
0,0833
0,3333
1,81
2,23

Tabelle 50: Wiederfindung DPP3 Sulfid-Bestimmung.

Kal x

tration der.

cginng/mL ¢y in ng/mL

AN N A A LW W W W

Konzen- Konzentration

Einwaage

1000 1197,7
500 491,5
500 4205
1000 1080,9
100 103,6
50 51,0
75 65,9
100 88,9

Wiederfindung

cw in %

119,8
98,3
84,1
108,1
103,6
101,9
87,0
88,9

Fehler
absolut

197,7
-8,6
-79.5
80,9
3,6
1,0
9,1
-11,1

Kal 5

11,82
9,85
14400
10
2,318
0,0833
0,3333
1,81
2,23

Fehler
prozentual

Sobs- iIn pg/mL fh0,in %

19,8
-1,7
-15,9
8,1
3,6
1,9
12,2
-11,1

Kal 6

3,57
3,93
8264,5
10
2,318
0,0833
0,3333
1,81
2,23

Standardabweichung des

s in ng/mL

20,5
14.8
14,8
19,0
5.8
6,1
2,8
2,6

2,05
2,95
2,95
1,90
5,83

12,21
43
2,9

Tabelle 51: Peakhohen und Sulfidgehalt in Natriumthiosulfat-Injektionslésungen bestimmt mit

Polarographie.
Charge
IB1 4,634 4874 4717
1A2 6,866 7,15 6,962
1B2 4,403 4,145 3,935
IB3 4,491 4421 446
IIB1 5,052 5,089 4,759
ITA2 7,619 8,834 8,226
11B2 2,727 2,408 2,844
1IB3 1,917 1,798 1,624
IB1 8,052 8276 8,108
IIA2 6,649 6,44 6,303
11B2 6,3 6,07 6,028
111B3 3,703 3,437 3,749
IVAL 2,621 2,738 2,896
IVB1 2,468 2,651 2,769

4,52
5,197
4,901
3,94
4337
7,078
2,481
1,845
6,716
5,128
6,000
3,413
2,68
2,401

PeakhOhe — Peakstrom Ay in nA

3,04
5,065
3,833
3,894
4,286
8,647
2,628
1,721
6,623
5,072
5,755
3,647
2,763
2,421

Konz. ¢ in ng/mL

2,078
5,012
3,166
3,633
4,189

9,19
2,554
1,76

6,5993
4,887
5,689
3,438

2,92
2,629

74
161
77
115
127
216
77
23
195
154
160
101
81
80

VK in %
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Charge

IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXAl
IXB1
IXA2
IXB2
IXA3
IXB3
K696
Ko97
AmReag
Apobol.15%

VAl

VBI

Kohler
25% 96

Kohler
25% 98

Anfarm

Tabelle 52: Volumen Iod-MaB16sung und resultierender Natriumthiosulfatgehalt der

3,102
2,908
2,176
1,875
1,621
1,008
1,189
<yk
<yk
<vyk
< yk
<yk
<vyk
<yk
3,648
4,979
<yk

< yk

<yk

Peakhohe — Peakstrom 4y in nA

3,384
3,35
2,755
2,24
1,572
1,173
1,043
<yk
<yk
<yk
< yk
<yk
<vyk
<yk
3,659
4,981
<vyk

<yk

<yk

3,687
3,361
2,932
2,29
1,818
1,154
1,318
<vyk
<vyk
<vyk
< yk
<vyk
<vyk
<vyk
3,606
4,918
<vyk

<yk

<yk

2,988 3,01

2,98 3,21

2,207 2,438
1,958 2,015
1,599 1,578
1,205 1,316
1,255 1,187
<yk <yk
<yk <yk
<yk  <yk
< yk < yk
<yk <vyk
<yk <yk
<yk  <yk
3,649 3,652
4,957 4,939
<yk <yk
<yk <yk
<yk <yk

3,064
3,297
2,621
2,089
1,674
1,005
1,047
<yk
<yk
<yk
<yk
<vyk
<yk
<yk
3,647
4,976
<yk

<yk

<yk

Konz. ¢ in ng/mL

Natriumthiosulfat-Injektionsldsungen bestimmt mit Biamperometrie.

Charge

IB1
[1A2
1B2
[IB1
ITA2
11B2
I11B1
IITA2
111B2
IVAI
IVBI
IVA2
IVB2
IXAl

2,04
2,52
2,46
2,14
2,28
2,25
2,17
2,25
2,28
2,25
2,26
2,10
2,07
2,21

Maflos.

2,10
2,43
2,52
2,06
2,22
2,25
2,27
2,25
2,19
2,25
2,26
2,10
2,24
2,21

MaBlés. MaBlos. MaBlos.

2,08
2,23
2,52
2,10
2,31
2,28
2,26
2,31
2,25
2,25
2,28
2,04
2,10
2,20

2,09
2,43
2,43
2,09
2,22
2,28
2,21
2,25
2,25
2,28
2,25
2,04
2,07
2,18

2,07
2,46
2,46
2,11
231
2,19
2,18
2,25
2,16
231
2,26
2,07
2,10
2,20

Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen

MabBlos. Mafl6s.

VinmL VinmL VinmL VinmL VinmL VinmL

2,11
2,43
2,46
2,23
2,25
2,31
2,23
2,28
2,25
2,29
2,26
2,13
2,07
2,18

85
90
84

©c o o o o oo o o QR

o

36,7
58,7

Masse
Natrium-
thiosulfat-
Pentahydrat

m in mg

42,9
52,5
53,8
43,8
49,2
49,1
45,8
49,2
48,5
46,9
46,7
45,2
45,8
47,7

Konzen-
tration

cin

8,59
10,50
10,76
8,75
9,84
9,82
9,16
9,84
9,69
9,37
9,33
9,04
9,16
9,55

2/100mL
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Charge

IXBI1
IXA2
IXB2
K696-10%
VAl
VBI1

Ko6hler96

BW

Tabelle 53: Pufferkapazititen und pH-Werte der Natriumthiosulfat-Injektionslésungen bei

Maf316s.

2,18
2,18
2,19
2,12
2,13
2,01

2,83

1,88

Maflos.

2,23
2,18
2,21
2,11
2,15
2,10

2,61

1,90

potentiometrischer Titration.

Charge
IB1
IA2
IB2
IB3
IIB1
A2
B2
11B3

IB1
MIA2
11B2
I11B3
IVA1
IVB1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXAl
IXB1
IXA2
IXB2
IXA3
IXB3
K696
K697

pH i
4,54
6,34
4,60
4,86
6,04
6,24
6,15
6,32
6,02
6,27
5,97
5,88
7,50
7.45
7,42
7,40
7,65
7,70
7,82
7,52
7,82
7,86
7,91
7,90
8,38
8,45

Maflos.

2,24
2,21
2,21
2,12
2,14
2,13

3,12

1,89

Mal3106s.

2,21
2,17
2,22
2,11
2,15
2,12

3,14

1,87

pH i+
2,62
2,77
2.65
2,79
3,18
488
4,58
5,36
2,71
2.91
2,81
3,05
6,75
6.53
6,79
6,49
6,98
6.91
7,20
6,77
7,23
7.14
7,37
7,25
7,60
7.64

2,23
2,20
2,19
2,11
2,10
2,11

2,85

1,90

Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
Mal3los. MaBlos.

VinmL VinmL VinmL VinmL VinmL VinmL

2,19
2,18
2,18
2,11
2,15
2,12

2,60

1,91

B in mmol/IL
2,64
1,42
2,60
2,45
1,78
3,73
3,23
5,29
1,53
1,51
1,61
1,79
6,77
5,52
8,06
5,58
7,58
6,43
8,19
6,77
8,60
7,05
9,40
7,81
6,51
6,27

Masse
Natrium-
thiosulfat-
Pentahydrat

m in mg

48,1
47,5
47,8
45,9
44,1
433

62,1

41,1

Konzen-
tration

cin

9,62
9,50
9,56
9,18
22,04
21,64

31,05

20,55

g/100mL
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Charge
AmReag
Apo-bolaget

pH i
7,95
7,46

pH i+1
6,96
6,50

Bi in mmol/IL
5,13
5,29

Tabelle 54: Konzentration Sulfid und korrespondierendem Schwefelwasserstoff in den

Injektionslosungen.

Charge

IB1
1A2
1B2
IB3
[IB1
1IA2
11B2
1IB3
11B1
11A2
111B2
111B3
IVA1
IVBI1
IVA2
IVB2
IVA3
IVB3
IXA1
IXB1
IXA2
IXB2
IXA3
IXB3
K696
K697
AmReag
Apo-bolaget

pH

45
6,3
4.6
49
6,0
6.2
6,2
6,3
6,0
6,3
6,0
56
7,5
7,5
7,4
7.4
7,7
7,7
7.8
7,5
7.8
7.8
7,9
7,9
8,3
8,6
7,6
7,5

Konzentration Sulfid
¢ in ng/ml

74
161
77
115
127
216
77
23
195
154
160
101

AN O O 0 X ©
A b ©O W O =

S O O O O O o o o o

Konzentration korrespond.
Schwefelwasserstoff ¢ in ng/mL

23018
721
187826
15492
1128
1215
534
107
1817
810
1674
2589
25
28
33
35
18

—
w

S O O O O O o o o o
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Tabelle 55: Umrechnung der gebildeten Zersetzungsprodukte als Stoffmenge Schwefel und
Bezugnahme fiir den Anteil des Schwefels der Zersetzungsprodukte auf die Stoffmenge

Schwefel des Thiosulfats der Injektionslosung.

Summe Stoffmenge Schwefel 'Anteil des Thiosulfat-Schwefels
Charge

n in pmol/mL el In %

IB1 7,45 0,88
1A2 7,92 0,83
B2 7,29 0,80
IB3 4,20 0,47
11B1 8,81 0,90
ITA2 6,94 0,69
11B2 8,04 0,76
11B3 5,38 0,52
I11B1 9,63 1,10
11A2 4,53 0,49
B2 5,35 0,62
I11B3 3,27 0,32
IVAL 4,30 0,42
IVBI 3,30 0,33
IVA2 2,79 0,26
IVB2 2,71 0,25
IVA3 2,02 0,23
IVB3 1,82 0,17
IXAl 2,50 0,29
IXB1 2,67 0,32
IXA2 1,42 0,17
IXB2 1,67 0,18
K696 1,73 0,02
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Symbole und Abkiirzungen

Verzeichnis der Symbole und Abkiirzungen

Aa

AG

AyL
1/k

aj

Abb.
Abs.
ACCN
AP

bos
Bdg.
BG
BL
BW

CE
CMC
CTAB
CTAC

Cw
CZE

U

DAD
DEEA
DETA
df
DPP
EDTA
EG
EGTA

fabs
FIA

fproz

GKE

in der Statistik: Irrtumswahrscheinlichkeit
Selektivitdtsfaktor
Pufferkapazitit

Breite des einseitigen Prognoseintervalls fiir den Ordinatenabschnitt der

Kalibriergeraden (nach DIN 32645)
Anderung der Leitfihigkeit

Breite des einseitigen Prognoseintervalls fiir den Leerwert (nach DIN 32645)

relative Ergebnisunsicherheit zur Charakterisierung der Bestimmungsgrenze

Achsenabschnitt

Regeressionskoeffizient (z. B. ao, a1)
Peakfldche

Abbildung

Absorption

Acetonitril

Aquivalenzpunkt

Steigung, Anstieg

Peakbreite in halber Peakhdhe
Bedingungen

Bestimmungsgrenze

Basislinie

Blindwert

Konzentration eines Bestandteils
Konzentration der Einwaage

Kritische Mizellbildungskonzentration
Cetyltrimethylammoniumbromid
Cetyltrimethylammoniumchlorid
Konzentration der Wiederfindung
Kapillarzonenelektrophorese
Diffusionskoeffizient (Ilkovi¢-Gleichung)
Durchmesser (bei Kapillaren)

Tage

Dioden-Array-Detektor
2-Diethylaminoethanol
Diethylentriamin

Anzahl der Freiheitsgrade
Differentielle Puls-Polarographie
Ethylendiamintetraessigséure
Erfassungsgrenze
Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)
Faraday-Konstante (Ilkovi¢-Gleichung)
PriifgroBe einer F-Verteilung
absoluter Fehler
FlieBinjektionaanalyse

prozentualer Fehler

Gesittigte Kalomelelektrode
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Symbole und Abkiirzungen

HCHO
HGE
HPLC
IC

Iq

IEF
IPC
ITP

k(
KHP
Konz..

Lsg.

MeOH
MetHb
MW

n.b.
NTCS
NTSS
NWG
OoDS
PHBA
PHS
PMA
ppb
ppm
q.s.

RP-HPLC

S/N
Sa
SAQ
sdv
Ss
SSreg

SSresid

Berechnung des Signal-Rausch-Verhiltnisses: Signalhohe des Bestandteils
Peakhohe, Signalhohe

Signal-Rausch-Verhiltnis: Bereich des Untergrundrauschens bei 20*Hyo 5
Formaldehyd

Hintergrundelektrolyt

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Ionenchromatographie

Diffusionsgrenzstrom

Isoelektrische Fokussierung
Ionenpaarchromatographie
Isotachophorese

relative Ergebnisunsicherheit
Kapazitatsfaktor

Kaliumhydrogenphthalat

Konzentration

Losung

FlieBgeschwindigkeit des Quecksilbers (Ilkovi¢-Gleichung)
Anzahl der Wiederholungsmessungen
Methanol

Methidmoglobin

Mittelwert

Zahl der umgesetzten Aquivalente (Ilkovi¢-Gleichung)
Anzahl der Messwerte

nicht bestimmt
Naphthalintetracarbonsdure
Naphthalintetrasulfonsiure
Nachweisgrenze

Octadecylsilan

p-Hydroxybenzoesiure

Phthalséure

Pyromellitsdure

part per billion

parts per million

»quantum sates® soviel als notig
Pearson’scher Korrelationskoeffizient
Bestimmtheitsmaf3

Reversed-phase Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Standardabweichung
Signal-Rausch-Verhéltnis
Standardabweichung des Achsenabschnitts
Summe der Abweichungsquadrate
Standardfehler des Messwertes
Symmetriefaktor
Regressionsquadratsumme
Residualquadratsumme

Verfahrensstandardabweichung
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Symbole und Abkiirzungen

Sxy

t

If,0. 0,05 eins/zweis
Tab.
TBAOH
TEMED
THF

tm

tr

TRIS
TTAB
unverd.
uv

%

Vis

VK
VKxo
WFI
XBG

XEG

XNG

Yk

yL

Reststandardabweichung
Tropfzeit (Ilkovic-Gleichung)
PriifgroBe einet t-Verteilung fiir o = 5 % (P 0,95) und f Freiheitsgrade

Tabelle

Tetratbutylammoniumhydroxid

N, N, N’ ,N’ Tetraethylendiamin

Tetrahydrofuran

Migrationszeit bei der Kapillarelektrophorese
Retentionszeit

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tetrabutyltrimethylammoniumbromid

unverdiinnt

ultravioletter Bereich des elektromagnetischen Spektrums
Volumen

sichtbarer Bereich des elektromagnetischen Spektrums
Variationskoeffizient (relative Standardabweichung)
relative Verfahrensstandardabweichung

Wasser fiir Injektionszwecke hier: Destilliertes Wasser
Konzentration der Bestimmungsgrenze

Konzentration der Erfassungsgrenze

Konzentration der Nachweisgrenze

kritischer Messwert

Leerwert / Blindwert bei Kalibrierung
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