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- Was ist der Retentionzeitindex RTI ? Warum ein Ringversuch ?

- Chromatographie von neutralen und negativ geladenen
Molekiilen oder von logP und logD

- RTI: Saulenvergleich und Berechnungsstrategien
- RTI als Parameter zur Nutzung in der STOFF-IDENT Datenbank
- RTI als Parameter zur Entscheidungshilfe in Strukturvorhersagen

- RTI als Parameter im Einsatz von HILIC ?
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- Was ist der Retentionzeitindex RTI ? Warum ein Ringversuch ?
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Ringversuch Retentionszeitindex (RTI) — neutrale Molekule

Vorgabe:
« RP-C18

Frei wahlbar:
« Losungsmittel (z.B. Acetonitril, Methanol)

 Additive (z.B. formic acid, acetic acid, Ammoniumacetat,
Ammoniumformiat)

» Gradient
 .Endcapped’, ,polar endcapped’ oder ,nicht endcapped’
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Normalization Retentionszeitindex — Known Standards

b, BIEpH Umwelt
STERIVN
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compound logP RTI RTI normalization
Metformin -1.36 50.0 °
Chloridazon 1.11 87.2 2
Carbetamide 1.65 95.3 4
Monuron 1.93 99.5 5
Metobromuron  2.24 104.2 A
Chlorbromuron  2.85 113.4 2
Metconazole 3.59 124.5 1
Diazinon 4.19 133.6 ’ 0 50 100 150 200
Quinoxyfen 4.98 145.5 1
Fenofibrate 5.28 150.0 2 -
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Berechnung RTI und logP Wert von unbekannten Molekulen

Technische Universitat Minchen
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compound MW [Da] logP (theor.) = 200 o1 B unknowns
= 20,
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Dapsone 248.06194 1.3 150 200
Linuron 248.01192 2.7
Picoxystrobin 367.10313 4.3 ¢
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Ringversuch — Ergebnisse RTI (Stand 21.03.2014)

compound Total (all methods) methods with MeOH methods with ACN

RTI RTI RTI

RSD [%] RSD [%] RSD [%]
Dapson 5.7 4.0 2.2
Linuron 1.6 1.4 1.7
Picoxystrobin 4.4 1.2 2.1
n= 37 (Linuron) n= 17 (Dapson, Linuron) n= 19 (Dapson)
n= 36 (Dapson, Picoxystrobin) n= 16 (Picoxystrobin) n= 20 (Linuron, Picoxystrobin)
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Known-Standard K- Ringversuch Known Standard K — Literatur [']

compound logP RTI compound logP RTI
Metformin -1.36 50.0

Chloridazon 1.11 87.2 Chloridazon 1.11 77.8
Carbetamide 1.65 95.3

Monuron 1.93 99.5 Monuron 1.93 91.5
Metobromuron  2.24 104.2 Metobromuron 2.24 96.7
Chlorbromuron  2.85 113.4 Chlorbromuron 2.85 107.0
Metconazole 3.59 124.5

Diazinon 4.19 133.6 Diazinon 4.19 129.4
Quinoxyfen 4.98 145.5

Fenofibrate 5.28 150.0

[1] Gilbert-Lopez, G. et. al, J. of Chromatoqgr. A, (2010), 1217, 6022-6035
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Berechnung unbekannte mit K Ringversuch vs K Literatur

compound calc. logP calc. logP theoretical
logP

(TUM LC-LC Methode) chemicalize
Monolinuron 2.18 2.16 2.08
Linuron 2.74 2.76 2.68
Fenoxycarb 3.52 3.49 3.31
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- Chromatographie von neutralen und negativ geladenen
Molekiilen oder von logP und logD
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Definition logP und logD Wert

AH — A + HT

P — [AH]DCL'E]ID[ - [A_]Dctanul - [AH]Dctanul-l'[A-]octanul
0— -1 R i
[AH]water [A ]water [AH]water‘l' [A ]water

RNH; = RNH, + HT

. [RNHZ]Dc’fanDl — [RNH;]DETE]ID[ D= [RNHE]DCTZEHD[—I_[RNH;]DHEJII.}[
0— 1
[l:".:N HE ]watel' T [RN H;- ]water [l:".:N HE ]water + [RN H; ]water

* Neutrale Molekule logP = logD

» Geladene Molekule logP # logD

Wahrend P-Werte aufgrund der Beschrankung auf nur eine Spezies weitgehend vom pH-Wert der
wassrigen Phase unabhangig sind, besteht fiir D-Werte haufig eine starke Abhangigkeit vom pH-

Wert der wassrigen Phase teilweise aus http://www.chemaxon.com
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Neutrale Molekule Geladene Molekule

logP = logD logP # logD

Nr. Standard logP logD logD Nr. Standard logP logD logD
pH3 PpH7 pH3 PpH7

Primidon 1.12 112 1.12 4  Valsartansaure 2.56 250 -1.88

2 Carbamazepine 2.77 277 2.77 5 Bezafibrate 3.99 393 0.97
Oxazepam 292 292 292 6 Diclofenac 426 422 1.37
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Moleklule bei pH 3 und pH 7
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Moleklule bei pH 3 und bei pH 7

1.05] 4 5
od - -

0:95] p
0.9

0.85]

LE:S

075

0.7

065

0.6

0.55]

0.5

0.45

0.4

0.35

0.3

025

0.2

0.15

o1

0.05]

- Vs y/ 4

26272329331323334353637333944142434445464743495515253545555575359 625364@5657’ 771727374757@77737973/433343536373339991929394959@979399
Acquisition Time (min)

]
2P

0.9

0.8+
0.75

0.7+
065
- -

Negativ geladene
Molekule eluieren fruher

26272829 3 313233343536373839 4 414243444546474849 5 515253545556575859 6 616263646566676869 7 717273 747576777879 & 818283848586 878889 9 91929394 95969798 99
unts (%) vs. Acquisition Time (min)

oore [/ 14 idi s LU o BN R DENT

SCIENCES . N . . CONDUCTIYE DIANOND munum.
Technische Universitat Minchen

HOCHS
S WEIHENSTEPHAN-TRI
‘ UNIVERSITY OF APPLIED S

Bayerisches Landesamt fir
Umwelt




RI S K identifizieren | Bewerten
BMBF-Verbundprojekt RISK-IDENT Handeln | Kommunizieren I D E N T

Stoff-ldent Anwendungsbeispiel: negativ geladenes Molekul

Target identifier Best matck Monoisotopic me A mass logP A logP Name
Diclofenac 295.0167 0.0000 6.09 4.20 Meclofenamic acid
Diclofenac X 295.0167 0.0000 4.26 2.37 Diclofenac
Ziele Diclofenac
Identifier RTI logP Exakte Masse RT Mittel rtl
Wert Quelle Zusatz
Oxazepam 100.4  1.99 286.0509 7.0 7.0
4.26 chemicalize.org
Bezafibrate 86.5 1.06 361.1081 6.1 6.1
Irbesartan 91.1 1.37 428.2324 6.4 6.4 logD
Valsartansdure 72.4 0.13 206.0804 5.0 5.0 Wert Quelle Zusatz
Diclofenac 08.9 1.89 205.0167 5.0 6.9 4.22 ChemAxon's Marvin -~ pH 3.0
3.22 ChemAxon's Marvin pH 5.0
Sucralose 50.9 0.69 396.0145 5.7 5.7
1.39 ChemAxon's Marvin pH 7.0
0.82 ChemAxon's Marvin pH 9.0
theor. logP ~ theor.logD pH7 calc. logP calc. logD A logP A logD
4.26 1.39 1.89 1.89 2.37 0.5
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- RTI: Saulenvergleich und Berechnungsstrategien
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Phasenvergleich, ACN, pH 7 — neutrale Molekule auf logP bzw.

logD bezogen

theor. C18 C18A phenyl PFP
Name log P AlogP AlogP AlogP AlogP
2.68 0.05 0.07 0.09 0.09
1.32 -0.34 -0.45 -1.09 -0.41
1.27 -0.01 0.15 0.25 0.22
4.31 -0.29 -0.21 0.3 0.16
theor. C18 C18A phenyl PFP
Name log D AlogD AlogD AlogD AlogD
2.68 0.05 0.07 0.09 0.09
1.32 -0.34 -0.45 -1.09 -0.41
1.27 -0.01 0.15 0.25 0.22
4.31 -0.29 -0.21 0.3 0.16
.. 7 THM
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Phasenvergleich, ACN, pH 7 — negativ geladene Molekule auf
logP bzw. logD bezogen

theor. C18 C18A phenyl PFP
Name log P AlogP AlogP AlogP AlogP
4.27 -2.32 -2.94 -2.15 -2.34
4.55 -2.57 -3.18 -2.45 -2.73
4.26 -2.27 -2.83 -2.06
3.53 -1.52 -2.02 -1.19 -1.33
2.62 -2.14 -3.45 -3.71 -3.11
2.90 -1.96 -3.31 -3.58 -2.55
theor. C18 C18A phenyl PFP
Name log D AlogD AlogD AlogD AlogD
0.77 1.18 0.56 1.35 1.16
1.03 0.95 0.34 1.07 0.79
1.37 0.62 0.06 0.83
0.50 1.51 1.01 1.84 1.7
-0.86 1.34 0.03 -0.23 0.37
-0.38 1.32 -0.03 -0.3 0.73
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Umwelt &
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K-Standard G-Standard
compound logD pH 7 logD pH 3 compound logD pH 7 logD pH 3
Metformin -1.36 (-5.75) Chlorsulfuron  -0.86 1.08
Chloridazon 1.11 1.11 Fluazifop 0.19 395
Carbetamide 1.65 1.65
Acifluorfen 1.03 2.91
Monuron 1.93 1.93
Metobromuron 2.24 2.24 Gemfibrozi 185 437
Chlorbromuron 2.85 2.85
Metconazole 3.59 3.53
Diazinon 4.19 (3.00)
Quinoxyfen 4.98 (4.15)
Fenofibrate 5.28 5.28
V¥ sovrsons andesame i BB wewensrepmanmesoone (A7 10 m o LN DA, S)ENT
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Berechnungsstrategien — negativ geladene Molektule

theor. mit K mit G
Name logD AlogD AlogD
Fenoprop 0.21 1.14 -0.02
Indomethacin 0.5 1.26 0.53
Fenoxaprop 0.69 0.84 -0.08
Fenoprofen 0.71 0.82 -0.1
Haloxyfop 0.77 0.84 0.01
Bensulfuronmethyl 0.93 1.08 0.29
Bezafibrat 0.97 0.33 -0.87
Fenofibric acid 0.98 0.48 -0.54
Diclofop 1.15 0.61 -0.12
Diclofenac 1.37 0.33 -0.42
Ibuprofen 1.71 0.22 -0.61




BMBF-Verbundprojekt RISK-IDENT PP
Zusammenfassung unpolare Molekule (RP)

e Neutrale Molekule e RTI mit logP und logD nutzbar
e Ausnahmen bekannt

e Negative Molekile e RTI mit logP Korrektur nutzbar
e RTI mit logD nutzbar

e RTI mit G Standard geladene
Molekulle nutzbar

e Positive Molekiile * Momentan keine
ausreichende Datenmenge
vorhanden
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- RTI als Parameter zur Nutzung in der STOFF-IDENT Datenbank
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Primidone
AM: 218.1055
logP: 1.12
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in Stoff-ldent — Bsp. Primidone

Mephenytoin
AM: 218.1055
logP: 1.67

0

N
X
X o

I Anzahl Treffer Anzahl Treffer

Massenabweichung mit AlogP < +/- 0.5 inkl. AlogP > +/- 0.5

5 ppm (0.001Da) 1 2

500 ppm (0.1 Da) 3 25

1000 ppm (0.2 Da) 3 27

H N)LO O)LNH i, O\\S//O S

Meprobamate Q Dorzolamide inter-7
AM: 218.1267 AM: 218.0071
logP: 0.93 OH logP: 0.66
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- RTI als Parameter zur Entscheidungshilfe in Strukturvorhersagen
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Beispiel aus der MS/MS-Auswertung (LW)

o 0 o [
» = o P J/ = "= \é i\:
2 _ | ) |
HO o o o o OH OH
HO . o\ o\ /A ) . \
o = o

= oH o - OH
OH \ A o ° o \\

—0 o N
= | ¢ © OH

20 Strukturformelvorschlage aus UM-PPS
far ein MS/MS-Spektrum
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Beispiel aus der MS/MS-Auswertung (LW)

e} o ° [}

\ OQ? : i OH 7 o // (f\j\//I[O OQ? : : E \é OE ;
HO /O —o o‘ ) o o‘ oH OH

HO N 5 5 /O ) o 0

= OH oH o OH

oH \ /" o =° o o\ \\

— o 0

o o =

/O ‘ ° © OH

Fur disoziierbare Verbindungen funktioniert RTI
derzeit noch nicht genau genug (da noch nach logP) !
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Beispiel aus der MS/MS-Auswertung (LW)
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h J 1 T

o AN °\ / . R N\
[\ /:[ f [\ /:[ :>[ /-/° =
= oH oH \u OH

o
OH o
o o
—0° o}
o o -
© o
| o
o )

o
| ?
OH

Berechneter LogP aus RTI-Modul: 2,87
Moglichkeiten bei Fehlergrenzen +/- 25%
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Beispiel aus der MS/MS-Auswertung (LW)
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o

Spectrum from 14-01-13_MSMS_TOF_BfG_pos OTNE_57433-05_OTNE+A_10ugL_11.wiff (sample...E+A_10ugL, Experiment 2, +TOF MS"2 of 265.2 (30 - 1200) fromm 11.614 to 11.728 min
1 119.0843 1771265 219.1734
10
9
8 175.1471
5 ‘
= 99.0790
2 6
5
= 5
91.0535 .
" 430191 121.0996  145.0991 1771627
3 133.1005 163.1101 201.1643 2661799
81.0693 187.1499 205.1573 -
2 69.0702 ;
38.9632 ‘
Sl T | 1 Ll | | T
0* L L ll‘ll II|| 1 IIIIII 1 ||||||||I|| III 1111 ||||I|||III| ||”I||||||| [T AIAT] |I|”||I|||||i||||||||l L dnmn |II||I| L [ Ly L1
40 50 60 70 s 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Mass/Charge, Da
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Beispiel aus der MS/MS-Auswertung (LW)
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LogP aus RTI-Modul: 2,87 (+/- 25%

Spectrum from 14-01-13_MSMS_TOF_BIG_pos_OTNE_57433-05_OTNE+A_10ugl_11.wiff (sample...E+A_10ugl, Experiment 2, +TOF MS*2 of 265.2 (30 - 1200) from 11.614 to 11.728 min
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- RTI als Parameter im Einsatz von HILIC ?
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Method LC-LC-ToF-MS

C18 Poroshell ZIC-HILIC
, (50 x 3.0, 2.7um) (150 x 2.1, 5um)
H=— —)0 Reversed Phase }) > —)0 HILIC Phase })—
0.05 mL/min 0.40 mL/min
0% 100% 0% ¥
NH,OAc 10 ACN + 10% Reference 0.05 mL/mln
mM + 10% NH,OAc 10 solution
ACN mM
Eluent A Eluent B Eluent C

Eluent A Eluent B

RP gradient HILIC gradient (TOF)-MS
100 / < 100 detection

80 80

60 i 60

40 / 40 *
/ /

20 20

0e / 0e /

0 10 20 0 10 20
Time (min) Time (min)
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Ausblick polare Molektule (logD < 0, HILIC mode)
7 il

RP-C18

]
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=) HILIC RP-C18
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Ausblick polare Molekiile (logD <0, HILIC mode)

Name logD pH 7 RT

1,2,4-Triazole -1.11 5.84
Gabapentin -1.27 10.83
Hydroxycarbamid -1.37 7.13
Melamine -2.02 7.29
Sotalol -2.47 14.17
Dicyandiamide -2.94 6.29
Acetylcholine -4.22 11.69
Metformin -5.69 16.9
Glutamat -5.86 6.23
Glyphosate -6.9 12.95
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Retention Elution

RPLC und HILIC:
Mechanismus

Retention Elution

Greco and Letzel.
Sep. Sci. 2013,
HILIC Solutions

No.2

 HILICphase N ~ HILIC phase :
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Screening Techniken im Abwasser

Non-
Target
Screening

molecules

) v
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¥
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search’

[ ,Non’expected ]

by
Hydrophobicity,
Molecular mass,
Fragmentation
pattern

¥

Structural
prediction
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of reference s

applied for Target-Screening (see

Compound Databases,
chemical Databases,
analyticial or rather mass
spectrometric Databases,
matching with in silico prediction
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Neutrale Molekule vs geladene Molektule

Neutral - Primidon

Calc. logP mitK  0.97 Soll logP 1.22 Differenz -0.25

Calc. logP mit K  0.97 Soll logD 1.22 Differenz -0.25

Calc. logD mit G -0.49 SolllogD  1.22 Differenz 171
Negativ pH 7 - Diclofenac -60%

Calc. logP mitK  1.70 Soll logP 4.26
Calc. logP mitK  1.70 Soll logD 1.37 Differenz 0.33
Calc. logDmitG  0.95 Soll logD 1.37 Differenz -0.42
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Phasenvergleich, ACN, pH 7 — neutrale und negativ geladene
Molekule auf logP bezogen

theor. C18 C18A phenyl PFP
Name log P logP Abw [%] logP Abw [%] logP Abw [%] logP Abw [%]
2.68 2 3 3 3
1.32 -26 -34 -83 -31
1.27 -1 12 20 17
4.31 -7 -5 7 4
theor. C18 C18A phenyl PFP
Name logP logP Abw [%] logP Abw [%] logP Abw [%] logP Abw [%]
4.27 -54 -69 -50 -55
4.55 -56 -70 -54 -60
4.26 -53 -66 -48
3.53 -43 -57 -34 -38
2.62 -82 -132 -142 -119
2.90 -68 -114 -123 -88

Abweichungen berechnet mit Standard K und logP Wert
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Phasenvergleich, ACN, pH 7 — neutrale und negativ geladene
Molekule auf logD bezogen

theor. C18 C18A phenyl PFP
Name logD logD Abw [%] logD Abw [%] logD Abw [%] logD Abw [%]
2.68 2 3 3 3
1.32 -26 -34 -83 -31
1.27 -1 12 20 17
4.31 -7 -5 7 4
theor. C18 C18A phenyl PFP
Name logD logD Abw [%] logD Abw [%] logD Abw [%] logD Abw [%]
0.77 153 73 175 151
1.03 92 33 104 77
1.37 45 4 61
0.50 302 202 368 340
-0.86 -156 -3 27 -43
-0.38 -347 8 79 -192



