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1. Prozessanalysentechnik in der Biotechnologie

2. Online-Einzel- und Mehrkomponentenanalyse

- Online-Kontrolle eines Klaranlagenzulaufs

- Online-Monitoring in einem anaerob/aeroben Bioreaktor zur
Ermittlung von optimalen Prozessfihrungsparametern

- Multi-Analyser Bioreaktorsystem
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Bioprozessanalysenmesstechnik

Analysator Einsatz

Insitu- und Online-Monitoring in der

UV-VIS Spektrometer (UV-VIS) flissigen Phase

Fluoreszens-Spektroskopie Zellkonzentrationsmessung,
Zellmetabolismus

Nuklear-Magnetische-Resonaz-Spektroskopie Zellmetabolismus

(NMR)

Fourier-Transformations-Nahinfrarot-Spektrometer Insitu-Monitoring in komplexen Matrizes,

(FT IR) z.B. Fettsauren in Bioreaktoren

Nah-Infrarot-Spektrometer Gasanalyse

(NIR)

Fourier-Transformations-Mikrowellen-Spektrometer Gasanalyse (Ozon)
(FT MW)

Biosensoren (Kombination eines Mikroorganismus, In-Situ-Einsatz zellfreier L6sungen,
Antikorpers, Enzyms, etc. mit einem Messumformer) “Realzeit’-signale bei hoherSelektivitat
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Online messbare abwasserrelevante e

Messaufgabe

pH-Wert
TOC/VOC

TN

CSB

BSB

DOC

UV-VIS

Online-Methode

Potentiometrische Methode

Katalytische Verbrennung mit IR-Detektion (mit VOC-Kanal), Verdinnung
und Filterung; UV-VIS

Verbrennungs-/Chemilumineszenz-Methode

Oxidierung mit Ozon - Sensorische Sauerstoffmessung in der Gasphase,
Elektrochemisch, Spektroskopisch

Erfassung als Kurzzeit-BSB (Respirationsrate)

Reinstwasser DOC (UV-Zersetzung und Leitfahigkeitsmessung)

(inline) Xenon Blitzlampe mit DAD, Fiberoptische Spektrometer
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Online-Analytik biotechnologischer Prozesse

Multikomponentenanalyse
Summenparameter

Einzelstoffanalyse

Ziel: Vordefinierte Produktqualitat
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Prozess-Fliussigchromatographen:
Modulare HPLC-Betriebsmessplatze oder Komplett-Analysatoren
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Chromatograph

Prozessfiihrung

Stellgrole
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Kommerzielle LC-Prozesschromatographen

Hersteller Bezeichnung Detektoren Anwendungsgebiete

Bestimmung der

Bayer BaychroMAT® Verschiedene Molmasse in

Technology (GC, HPLC, GPC) Detektoren Polymeranlagen,

Services Prozesskontrolle,
Nebenkomponenten

im ppm-Bereich,
Isomerenbestimmung

Dionex DX 800 UV-, Leitfahigkeits-, Spurenbest. in

Prozesschromatograph und elektrochemischer Reinstwasser,

(LC) Detektor org. Sauren bei
Nylonherstellung,
Nitrit/Nitrat
Klaranlage,
Fermenter-
Monitoring

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt




Fachhochschule Koéln, Institut fiir Anlagen- und Verfahrenstechnik

ssees
LR N
N N N N ]

lonenchromatographischer Process-LC-Analysator der Firma DIONEX

DX-800
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Modulare LC/LC-MS Prozessanalysentechnik

|

Automatisierte, kontinuierliche Online-Probenahmetechniken

Sedimentation/Porenfiltration

Automatisierte SPE/ SPME
Mikro- u. Ultrafiltration

Membranextraktion
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Online-Kontrolle eines Klaranlagenzulaufs

Etablierung eines automatisierten
Online-Analysensystems,

das die Klaranlage und damit die Umwelt

vor StoRbelastungen durch

ploétzliche, hohe Stoffemissionen

von organischen Einzelkomponenten schiitzt.

Mit freundlicher Genehmigung der BASF, Dr. Kurz BASF

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt 10
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Konzeption der BASF- Klidranlagen-Online-Uberwachung:

ARGUS und HYDRA

Wasser in Sicherheitsbecken <+ ALARM

GC-MS
| »ARGUS A“
. Probe
Filtration |—p| Mischprobe [ 1 . ersetzt D)5 . [FREE e
erstellen . Steuerung Alarmsignale
dosieren =S
_|/ \l_ > ,»ARGUS A“

bbA
Langs-

Wasser in Klaranlage < OK

BASF
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Probenvorbereitung fur ARGUS und HYDRA

Sandfang Bandfilter
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ARGUS:

* Prinzip: GC/MS-Analyse mit Wasserdirektinjektion
gaschromatographisch erfassbare Stoffe
Messzyklus ca. 40 min (effektiv 20 min; 2 Gerate)
130 Stoffe kalibriert

Arbeitsbereich: 1-100 mg/L

HYDRA:

* Prinzip: lonenpaarchromatographie mit Dioden-Array-
und Fluoreszenz-Detektion

polare und hohermolekulare Stoffe

Messzyklus: 20 min

ca. 45 Stoffe kalibriert

Arbeitsbereich: 0,1-20 mg/L (sehr stoffspezifisch)

BASF
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BASF
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HYDRA

Probezufuhr
DurchfluBzelle
Injektionsspritze

Testlosungen

1

2

3

4

5 Injektionsventil

6 Laufmittel + Entgaser
7 Pumpe

8 Saulenofen

9 Dioden-Array-Detektor
1

0 Fluoreszenz-Detektor

BASF
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a) Fern-Zugriff auf Chromatogramme und Reports liber das
Internet mit Bereitschaftsdienst-Laptop

b) Fernsteuerung der Gerate

c) Web-Cam zur visuellen Beurteilung von Fehlfunktionen und
Anleitung bei Reparaturen

d) Fehlermeldung nach Auswertung der Qualitatskriterien werden
als SMS auf Bereitschaftsdienst-Handy ubertragen

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt 16
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ARGUS und HYDRA iiberwachen kontinuierlich den Zulauf
der Klaranlage auf ca. 200 organische Einzelstoffe.

Systeme laufen seit mehreren Jahre mit nahezu
100%-iger Verfiugbarkeit

ARGUS: seit 1992, ca. 350.000 Analysen
HYDRA: seit 2001, ca. 100.000 Analysen

Zentrale Uberwachung ist billiger als Einzeliiberwachung in
den Betrieben.

Bei mehreren Einleitern werden kumulative Effekte
berlicksichtigt.

Systeme werden auch zum Abwassermanagement benutzt.

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt
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Unerwiinschter Farbe auf der Spur —

LC-MS-Monitoring zur Prozessoptimierung
der biologischen Behandlung von
Farbabwasserkonzentraten

Gefordert duch

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt 18
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Entwicklung von anaerob/aeroben Bio-Membran-Reaktoren
fur die Behandlung von textilen Azofarbstoff-Abwasserkonzentraten

1998-1999
e 3-Liter anaerob/aerobe BMR 2000-2001
(ungekoppelt) e 10-Liter gekoppeltes 2002-2005
e Offline-UV/VIS Spektroskopie anaerob/aerobes BMR-System e 40-Liter anaerob/aerob BMR-System
e Offline pH -Messung o Online-UF-LC-DAD-Monitoring e Automat. Messdatenerfassung
e Online-RI-Monitoring +Steuerung
e Offline pH-& e Online-MF-HPLC-DAD-Spektroskopie
Redoxmessung

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt 19
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Set-up und Methodenentwicklung des massenspektroskopischen Verfahrens:

Online-MF-HPLC-DAD-IC-ESI-MS?- Analysenverfahren

1. Etage
L J—
abor 75m /16" - ke - - | Kationen-Suppressor
PEEK l [0  Suppression von TBA*
I.D. 0,5mm

HPLC-RP-System o .
O polar embedded RP - \I\;I:rr;)':r?ggr? f:r:blger
0 RP mit TBA*-lonenpaar 9

~> Behandeltes O Matrixeffektfreie
Quantifizierung

Abwasser

Kontinuierliche Probenahme mit
Inline-Mikrofiltrationssonde

Zweistufiger anaerob/aerober Bioreaktor (2 x 40L)

DAD \ [0 Suppression von
Kationen

AB Qtrap Hybrid-MS
ESI - negativ Modus

Triple-Quadrupole-Modus:

[l Selektive und empfindliche
Quantifizierung mit MRM

lonTrap-Modus:

[J Enhanced (E) MS-Scans:
EMS, EPI, EMC, MS3fur
die Strukturanalyse
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Strukturaufklarung von Azofarbstoffintermediaten
mittels Online-LC-MS? aus Realmatrix

& Charakterisierung von primiren und sekundiren Verbindungen hydrolysierter

Reaktiver Farbstoffe im Feed (Reaktorzulauf aus Realmatrixabwasser)

& Identifizierung von priméaren Abbauprodukten der anaeroben und aeroben

biologischen Behandlung mittels Online-LC-MS2im Klarschlamm

& Strukturaufklirung durch Interpretation von Fragmentierungsmustern

erzeugt aus negativen und positiven lonen

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt 22
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Identifizierung von Farbabbau-Intermediaten aus Realmatrix durc
Online-LC-MS

Contou Plot of D40_BNEY_AE_JL_EMS wif, Samahe 1, (0000 min 1o 15013 min) Max 1658 1 mal)
. -

Totalionenchromatogramm

o]
E B TIC of -EMS: from Sample 1 (040901_BMR AE_EMS 002) of 040903 BM... Max. 4.768 cps.
T 72
2 45681
2] 8994
540 4.0e8
]
&0
550 3.5e8
. o Seisplel:
3.0e8
: =0 ] ' (]
E' = Unbekannte Verbindung, Massenspektrum
2.5e8-
-clic irn UV-Bereich absorbiert
&0 2.0e8
0 ~ 116 124
- 1568 6.5
=0
M0
0
ki 1]
2
X0
240
1
a0

ESI(-)-MS-Scan 50-1700 amu
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B _EVS: 6.335t06.568 min from Sample 1(040901_BVR_AE_EMS 002) of . Mex. 2.7e6 cps. Bl XIC of -EMS: 307.9 to 308.4 amu from Sample 1 (040901_BMR_AN EMS ... Mex. 1.4e6 cps.
1372 6.2 ¢
2666- Massenspektrum enthalt 14261
2461 . 1.3¢61 i -
) M2 ainen besonders ol Extrahiertes lonen
20661 21| charakteristischen 11661 chromatogramm der
1.066 |
1866 Peak ool Massenspur
1.6e6- '
05 m/z 308
1466 |
7.0e5
1266 6,065 = Aufnahme eines
10e61 871
5051 Produkt- lonen-
4,065/
3065 Spektrums der Masse
2065/
| 529.2 1,065 3.1 m/z 30-8/10.2
‘81.2(3?6'4(397:2 o J L ?1&7.3 {66?'2 779'5‘ 8585 955-1972-0‘ .00’ ‘ : ‘ﬂwM‘AJ g W?m]\;/ e AW»/‘ : WM«/»W : : ‘
30 400 500 60O 700 8O %0 000 T ¢4 2 3 4 5 6 7 8 9 1 M 12 13 14 15
m/z, amu Time, min
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Identifizierung eines Intermediats aus Realmatrix durch Online-LC-MS

B _EPI (308.00) CE (-35): Exp 1, 5.114 min from Se

100%-

90%-1

80%-

70%-

60%-

50%-

40%:

30%-1

20%-

10%-

125.0

N5y

C,oH305S"
Mol. Wt.: 107.11

80.0
68.8\744 2

310.7

O VA

60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

m/z, amu

C10H14NOgSy”
Mol. Wt.: 308.35

Product ion chromatogram
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Information Dependent Aquisition - IDA

Mazz T ol arce:

0100

~ M Liel - List View:

F—

Liste von lonen
mit m/z,
Retentionszeit
und Kollisions-
energie von
denen
automatisch
ein Produkt-
lonen-Scan
aufgenommen
wurde.

| (264,147
| [265.100]
| [265.136]
| [265.133]
| [265.154]
| [265.181]
| [0
| [260.100
| [260.140]

) [0043]

_J [eam)]

) [ 9%8)

) [a2aa8]

_J [0

_| [346.050)

) [46.080]

_| [3A605]

) [60] GE

| (3460 93

_| [HTEE] 6480

| (783 10409

_lFegEE 0zm

| g 9o

o [958 0053

[ e

J[Eae] asu

| [EraoTa) uEmE

| [BTaoE] 10ME
| [e0s ] 25T

_I[Ea300] 1236

| E3E 122e

5] TER

A2 12835
| [EE5 456] 13422
| [B55517] 1313
| [ET4161] BEEE
| [BTa18T] 8
| [FTA.200] GT4T
| [Era 200 01T
| [F.320 12
| (330343 12240

L
GE
750
Tz
a4
g
LR
A
47N
aTm
Ll
[ )]
.40
L]
0254
AT
f%-
roaEr

1 Tra View

EM A0
£ 24
EM 10
EF -2
EF -0
EFl 24
EFM -0
ER 10
EF 10
EF 10
EF %
EF %
|75 B
{5 1]
Efl &
ER 2
ER -2
|3 |
EA A
ER 0
EA 3
ER A0
EA A
EA A
ER a0
EF 1]
ER n
Em .
EA m
M
EF -0
EF 0
ERM 40
ER -
ER 13
EF -
EM X
EA 42
Em 20
EM 42
EM 42
EF 43
7 Lint View

e el - R o I i

I — R — R i i

' m/zam) Tirnedean] ﬁ % m I =]
| [264.124] 4024 ER |

el zeal D Mass W frmi. [ 5000 Y]
O TIC of -EM5: Cxp 1, from ... Wax. 1.Jed cps] B .EMS: Exp 1,9 835 min fr,., Max, 3,587 cps,
Total lonen Cp;omatograrn o BT m/z, das dur
7000 o
o 3007 vein Produkt-
o 2 5e? 3
= [ 8 2067
;:5 4063 1:_:
£ 308 g 1547
2068 i 1067
1.0e3 S0i6
unlr\ A C—
2 4 E & 10 2 14 00 200 300 400 500 B0 70D &N
Time, min miz, amy
W G of -EMS: Exp 1, 37281 Max 3867 cps B0 .EPFI(37307) Change (+1) Max. 2106 cps
30w Massenspurf¥on s e
B
oo | M/z 373.1 1o o2
e 1666 MS-Spektru
2567 [ 1.4¢8
& 5 B 126 von m/z 373,
§ o= | 2 1o
= : g e
E 157 E sos
1,067 I B s 2134
i 4065
5 Dol |
| 20e5
ol [V IN wigpilo
2 4 B 8 10 214 10 20 30 40 S0 B0 00 80
Tirrue, mun mi'z, amu

ch Signalintensitat

Jonen-Scan auslost

m

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek

AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt

26



Hochselektives Monitoring von Intermediaten im MRM-Modus
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B TIC of -EMS: from Sample 1 (040901_BMR_AE EMS_002) of 040903 BM...

4.5e8

4.0e8
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00
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MS-Scan
50-1000 amu

136

1 5 a4 & _ &7 & a4 _4n M1
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1,667
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4.0e6

2.0e6

00

S/N = 146

Peak Int.(Subt.) = 22462077.8

1

6.2

12 1

6.4

2 TR

B XIC of -MRM (26 pairs): 237.9/80.1 amu from Sample 1 (040901_BVR A..

3.7e5
3.5e5-

3.0e5

255

2.0e5

5.0e4-

00) 0.0

51 57

B XIC of -MRV (26 pairs): 307.9/124.9 amu from Sample 1 (040901_BVR A...

3.7e5
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3.0e5
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2.0e5

5.0e4

0.0

1273 4 5 6 7 8 9 10 M 12

Time, min

S/N =476.3

Peak Int.(Subt.) = 372157.8

13,3 mal besseres S/N
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0 7476,818791:7100.104 112 123
3

6.1

MRM-Scan (50ms)
26 Transienten

4

Max. 3.7€5 cps.
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T ose g S
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Methodenvalidierung mittels simulierter Farbabwasser in Salzlésung

c = uM, n=5 PB Metanilsdure RO107-H TAHNDSpp, H-Saure RB-OH  RB5-H

MW 201 173 442 348 319 532 | 743

RT (min) 2.2 5.4 7.1 7.3 7.5 7.8 8.0

Q1 (amu) 200 171.8 441 346.9 317.8  264.6 370.5

Q3 (amu) 107.9 80 186.1 187.1 237.8 80 | 370.6

DP (V) .56 51 81 61 -151 31 41

EP (V) -10 -10 7 9.5 75 | -85 7

CEP (V) -13.52 212 222 -18 16 14 18

CE (V) 28 34 66 44 -36 48 8 | NWG (abs.) im
CXP (V) 0 0 4 4 4 0 4 pg-Bereich
LOD (MRM) ***n.b. 0.59 0.001 0.001 0.010 = 0.003  0.012 ¢

LLOD (MRM) - 4.88 0.610 0.153 0122 488 @ 1.22

ULOD (MRM) 5 78.1 625 78 7.81 313 | 313

2 % v ; “0.0953  *0.9977  *0.9985  *0.9927 *0.9989 *0.9982  pnap <100
RSD (%) ; 7.8 6.1 7.0 6.8 6.2 4.7

Wellenlange (nm) 270 n.b. n.b. 585 300 500 585 Lineare Mess-
LOD (UVVIS) 1.33 3 i 0.33 026 @ 026 0.15 o
LLOD (UVVIS) 9.77 5 5 4.88 156 = 244 | 061  Pereiche tber
ULOD (UVVIS) 2500 5 5 625 500 625 | 625 | grei Dekaden,
pax v *0.9997 § § *0.9996 | *0.9997  *0.9993 *0.9991 —
RSD (%) 3.1 5 5 36 8 4.1 7.0 | oheLinearitat

*quadratische Regression und x'-Wichtung **lineare Regression und x'-Wichtung ***n.b. - nicht be
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{ |
MS-ldentifizierung von Haupt- und Nebenkomponenten im Feed (RB5)
SO,H - g o) o)
HO3SNN@630,\/O 3 HOBSN%SWH SOzH N’@go\\ RO$ —OH @ RO(;/
OH OH ©
NHZ ), {)NH, R = -NH, oder -N=N-RB5-H
8% hos e 56 " soH N 5 050N
HO,S WN{%OSO o 3 5o s go Hydrolyse-
RB5 RB5 (-SO3) RB5 (-HS04) Etherbild nebenreaktion
[M-H[" m/z=902.8 [M-HJ" m/z 822,8 [M-HJ" m/z=804,8 erbriaung
(2 Isomere) 00 Q0
Hydro % e |n Farbstoffsynthese oder Farbprozess /©;§¢OM‘S©
HO,S  N-N HO,S N{%O - HO,S {%%\
{_)-oH { )-oH /" -on R=NH,: DPBE m/z 383
e A §)NH, {)NH,
HO,S NN S— OH 5 =N S 7 HO;S '\FH %
@o HO,S N O OH HO,S WN{%%J ’ oﬂj o  RB5-H+DPBE
m/z = 926
RB5-H RB5-HV RBS-V NH2 (2 Isomere)
[M-H]" m/z=742,8 [M-HI m/z=724,8 [M-H]" m/z=706,7 HOsS NN HJOH NH,
(2 Isomere)
SOsH N HO? SOzH
3 - PN
i 3
{ o RBS-H+SO, — Nebenreaktionsprodukt aus Synthese oder Hydrolyse

038" N=N

' NH [M-H]" m/z 806
OgJ\ sowie weitere, noch nicht identifizierte Verbindungen (UNKs)
OH

O
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Identifizierung farbiger Intermediate mit Online-LC-DAD-MSMS
OH NH:
HO3S N=N4®7/S\%/ HO;S N=N~C%//S\\\\ HO3S  NH Q SO3H N=N~®—O//s\g\/o\/\
{on © (om0 e A 5
— — - S NH, S=0
()N 9 g § ) NH2 Q NH, ° § -
HO3S N-=N g/i/\ HO3S N=NOS—/\ — _ /0 O OH
3 OH 3 //\O oH HOsS N—N@S\ QP
0 g © 058 N=N<®—s—/\0H NH;
RBS-H RB5-HV RB5-H -PB +DPBE RB5-H+PB
[M-H]" m/z=742,8 [M-H]" m/z=724.,8 [M-H]" m/z=728,8 [M-H]" m/z=926
1. Stufe der anaeroben Reduktion
Neu identifizierte farbige Intermediate in Feed & Anaerob- & Aerob-Bioreaktor
HO3S NH,

NH RB5-HV -PB
7 [M-H] m/z=527,5 NH OH

O OH NHHO Autoxidation NH HO HO HO
Q NH NH NH,
o e (8- O — St O, O,
O HO3S SO3 H HO5S SO; H | | HOsS SO3H HOsS SOzH

2.Stufe der anaeroben TAHNDSpp+ TAHNDSpp,
Hoss N, eduktion [M-H]" m/z=346,3 [M-HJ" m/z=3473 TAHNDSpps TAHNDSpp4
O NH RB5-H -PB Strukturvorschlag [M-H]" m/z=349,3 [M-H]" m/z=348,3
2 Strukturvorschla
Q OH [M-H]" m/z=545,5 Strukturvorschlag g

0]
HO3S N=N—O§/0H
(0]
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LR N
N N N N ]

Blaues Abwasser nach der Anaerobstufe - Reste von blauem Farbstoff ?

o O O O o o o
O I O N © O <
N N N O O < <

480
520
560
600
640

® m/z 346 TAHNDS DP1

©Im/z 347 TAHNDS DP2

0O m/z 545 RB5-H -PB

O m/z 706 RB5-V

® m/z 725 RB5-HV

LI m/z 742 RB5-H

£ m/z 804 RB5 -H2S04

@ m/z 968 RB5

680
720
760

nm

Verbindungen, die nach
Reduktion Riick-
verfarbung verursachen

Teilreduzierter Farbstoff

Reaktivfarbstoff als:
Teilhydrolysat

Vinyl-Form
Hydrolysat
Ester-Vinyl-Form

Esterfrom
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Identifizierung nicht-farbiger Intermediate mit Online-LC-DAD-MSMS

( Q
HZNO(S) OH HZNO(S)
p-Base (PB) vinyl-p-Base (VPB)
. . . M-H]" m/z=201,2 [M-H]" m/z=183,2
Abbauprodukte, die bei der Reduktion (M=HY vz o o
. . @ - SAWANE -
von Reaktivfarbstoffen freigesetzt werden o o
9 ALNHO(S)J\QH NHZ/Q/ \©\NH2
N-Acetamid-p-Base (NAPB) Di-p-Base-Ether (DPBE)
[M-H]" m/z=243,2 [M-H]" m/z=383,5
(
0 0 , S
Neu identifizierte Abbauprodukte, HOSS/\/\\S@NHZ 2-(4-Amino-benzenesulfonyl)-ethanesulfonic acid
die als Nebenkomponenten im SOsH
. . QL 2-Amino-5-(2-hydroxy-ethanesulfonyl)-

Y
Feed vorliegen oder bei der { oS NH, benzenesulfonic acid
Reduktion von 5

SN 2-[2-(4-Amino-benzenesulfonyl)-ethoxy]-
Farbstoffnebenkomponenten HOsS_ S NH, ethanasulfonic adid
freigesetzt werden oH
Hoﬂs@\ /Qsé\/ 2-{4-[4-(2-Hydroxy-ethanesulfonyl)-phenyl-
\ g\ N g ©° amino]-benzenesulfonyl}-ethanol

(0]
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Stoffspezifische Anteile an spektraler Extinktion im VIS-Bereich

B XWC of DAD Spectral Data 5y/1S - 585nm AEROB “E- Max. 151.5 mAU.
VIS - 585nm ANAEROB 5. 2% TAHNDS,, 101 537 TAHNDSe,
B XWC of DAD Spectral Data: 585.0 nm from Sample 3 (040901 BVR AN ... Max. 74.9 mAU. ‘f‘ |
75 77 63% TAHNDSDP212% TAHNDSDP2 > |
701 S 77 |
| | 0
51 9%TAHNDS ., l Ny o 12% UNK349/465
: 2%TAHNDS I | B
i ‘ “‘ f
, 5%UNK349/465 1
] | I
31 15%TAHNDS;, i |
30 [ 2
ol JUNK373 |
1 (9 135 | | vw
:z *“ ¢ 9!10.0 | 8&‘ | 136 140
10 1928303338 P ’ o 129 |
5 92069U3538 49 58 6567 ; 2 . =LA
of - TI
ﬁ“2"3‘21‘é‘é‘%‘é‘9‘1‘0‘1‘1‘1‘2‘1‘3‘121‘1‘55‘é“7" 15
Time, min Time, min
33
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Stoffspezifische Anteile an spektraler Extinktion im UV-Bereich

UV - 270nm ANAEROB

UV - 270nm AEROB

B XWC of DAD Spectral Data: 270.0 nm from Samnle 3 (040901 RVR AF.., Max. 715.8 mAU.
B XWC of DAD Spectral Data: 270.0 nm from Sample 3 (040901_BVR AN... Mex. 331.0 779/, TAHNDSDP4 102
1 24 54% p-Base > |
300] 7% 6% UNK349/465
ABESA/ABSEESA
6% UNK343
250,
4% 9% 6% TAHNDS,,
Z(D’
DPBE| TAHNDS,;, 19 ABESA/ABSEESA
3%
1501 (.) 1 00/0 |
Sulfanil- TAHNDS,,, v gy
ool siure 77 | 878 |
vy | '
59 6o ‘ 63 75\ ‘J
136
) 55 1 ‘ o a7
I B S
0 2 4 5 6
Tme min
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Anaerobe/Aerobe Abbaubarkeit von Feed-Haupt- und Nebenkomponentemn

* vorhanden/ Anaerobe Aerobe

gutabbaubar ' yerpindung RT mM/z Q1 m/z Q3 Feed AN AE Abbaubarkeit Abbaubarkeit

- nicht gefundens NAPB 4,0 2419 1329 + + | + - +

schlecht abbaubard NK384 5,5 384,2 275,2 + + + - +

~ Schwankende P BSE 6,1 280,2 1712 + + + - +

Abbaubarkeit UNK145 7,0 145,1 65,0 + + + + +

/ RB-OH 85 2645 799 + + + + +

RB5-H 8,8 370,5 370,5 + + + e -

RB5-H+DPBE 8,9 925,2 861,2 + + - + -

RB-NH2 9,2 530,0 3169 + + - - -

Farbige < RB5-H-H20 9,2 7239 6600 + + - + -

Verbidungen | RB5-H+SO, 9,4 806,0 236,0 + + - + -

Di-RB5-H 9,7 1467,4 9274 + - | - + -

UNK733 9,9 733,0 236,0 + + - T -

RB5-H-2H,0 10 7059 642,0 + + - -+ -

Nicht ABSEESA | 6,4 307,9 1249 + + + - -

abbaubar ~ |ABSESA | 6,6 2642 812 + + + i ~

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt 35



Fachhochschule Koéln, Institut fiir Anlagen- und Verfahrenstechnik

Anaerob/aerobe Abbaubarkeit von Intermediaten

+ vorhanden/gut abbaubar

= nicht vorhanden/abbaubar

~ schwankende

Abbaubarkeit

anaerobic

e
)

aerobic

Compound RT m/zQ1 m/z Q3 Feed AN AE degradability degradability

p-Base 2,4
DPBE 4.5
Sulfanilsdure 5,2
VPB 5,2
HABSA 6,4
RB5-H-PB 6,5
UNK371 7,9
UNK584 9,1
UNK661 9,4
UNK373 10,1

TAHNDSpp; 8,1
RB5-H-PB 8,3
TAHNDSpp; 8,9
UNK386 7,8

Nicht
abbaubar

TAHNDSpp, 7,9
TANHDSpp1 8,1
UNKS543 8,4
TAHNDSpp; | 104

200
383,0
171,8
183,0
188,2
545,0
371,2
584,2
661,0
373,2
347,9
545,0
347,9
358,0
346,9
345,9
543,1
348,9

383

79,9

183
96,2
264,0
183,2
424,2
501,0
293,2
188,1
264,0
188,1
278,0
187,1
186,1
463,1
189,1

+ + + + + + + + ++ o+

+ + + 0+ 0+ o+

+

+

+ + + + + + + + +

| SR B |

1
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Primére Verursacher von Ruckverfarbungen nach aerober Behandlung

NH HO HO HO
? NH, NH-

HOSS. g O‘

O HO3 S SO H HO3S SO3H
ABSEESA TAHNDSpp, TAHNDSpp;
Strukturvorschlag
= Meist hochsubstituierte aromatische Verbindungen (Naphthalinderivate)
= Anionisch durch ein bis mehrere Sulfonsduregruppen
= Nebenkomponenten aus Farbstoff und auch Abbauprodukte der Farbstoffe
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Einfluss des Redoxpotenzials auf die anaerobe Reduktion

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
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p A
E,>-100mV E, <11006\V
6 @ 0 L m 0 S_H%B ° by
Ny (9 0] O¢ o ‘  T—
TAHND 2 TAHNDS
Fo~ 100V, Fakenod. ol TTAHles = -
7 RB5-H-PB - RBE())-H DP2 Di \L - DP2 RB5-H
/1 \|| | oo
ELY =" TAHNDS
o) DP2 DAD
M T -200
~*~ RB5-H-PB
’ 4 =300
" TAHNDS
DP1
1 -400
~  EO
* 500
1.0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Zeit [d]

Arbeitskreis Prof. Dr. Astrid Rehorek

AK Prozessanalytik, 1. Kolloquium 17.-18.11.2005, MERCK Darmstadt

38




cecss Fachhochschule Koéln, Institut fiir Anlagen- und Verfahrenstechnik _ "_"v.,"I
2o -3
aee ;; y
. . . \ | S—
Einfluss des Redoxpotentials auf den Abbau von C. |. Reactive Black 5 im anaeroben Reaktor
Schwellenwert -225 mV
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000
FC2 Seotes
1D __ .................................... ...................................................................... ................. .................
1 f T30 5740 f f : f f
05 e e SR i __________ e L . . §
E : -404.580 s ' '184'14Er; -+ -87.920 :
a — + A0S AN .. *ﬂ]:idﬁ%%n . =Rl . . .
] Yl : . sregmgllERETO : : : : ~149.670
o5 U A24BO0 g g |
1.0 __ ................................................................................................................................................
FCo

-1.5 -1.0 -0.5 1] 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
RESULTS, H-expl: 59%,7% Y-expl T8%,15%

o2

1D_ ................................................................

DS_ ....................................
] UNKE43-8.1

0= AESEESA

0.5 — e T
8 + UMK 384 RO10T-H-HZ0 :

ey

-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 1] 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
RESULTS, X-expl: 99%,7% Y-expl 7T8%,15%

Partial Least Square (PLS-1), The Unscrambler® v9.2
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a8 e 1 4
LI
Einfluss des Redoxpotentials auf den Abbau von Navy Blue im anaeroben Reaktor
Schwellenwert: —-255 mV (Trichromie-Versuch)
0.000 20.000 40.000 G0.000 80.000 100.000
o2 Scores
1DD __ .................... .................... .................... ........................................ .................... ....................
s ©c42B2E0 B BBABTO- e s 6.5 450 L
1 + -377300 0 -279.640 : : : :
] + -38145813.920 X
0 ] 4 h -43 : D2'2T§03.34D SEO2ED +| -153.288 ::1481'?(?%'”1‘ 174080 o
] . P T ;33%590 o v + a1 BB ) 5‘ ARO000

{ ; e © 393088 wmm 240 : + - -TanadE 595- m?m%gﬁ-at‘: ;

3 : : : « 388120 - . : : :
B0 R RRRREEERE e I TR ws30 | " 253G g2 AD MRS f
T S D SR

T T T T T T T -';:C?J
200 150 100 -50 0 a0 100 160
RESULTS, ¥-expl: 39%,20% Y-expl 90% 1%
B B T Correfstion Loadings (X and¥) e S Farbstoffe und ihre Nebenverbindungen

E HYOH . éRoml-vW
DS T N T I L e . E ..........................

i ’ Jﬂﬁgﬁ.ﬂﬁ%ﬂ RFiFs DPa : . DAD_DPA : .

i _: . Tﬁﬂ-%ﬁﬁr@féA_éPﬂNAéD EQSA_EE)PE BAB_PBA 07-H: : + |ABSEESA : . DAD_ROTE-H
-0.h8 —: ..............................................................
_1D __ ................................................................
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 u] 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

RESULTS, ¥ ewpl 39%,20% -expl 50%,1%

Partial Least Square (PLS-1), The Unscrambler® v9.2
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Abhangigkeit des Redoxpotenzials von Ethanolgaben

BMR AN Redox/ AN AE CSB/ Y/ EtOH

(HRT 2-4 d)
—— AN EO B CSB AN ® CSB AE —Y —-2— EtOH
200 ] Kreislaufbetri%%
100 . T8
: 165
0o s
100 E I EII iy
- y 1 0
= E 12§
E._200 . +10 > T
& | =0
-300 . T8 S
lg 2
-400 m
+ 4 (7p]
i P (&
-500 § 1 mes .
] , Dtickstoffspiilung
-600 — gles Reaktors

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Zeit[d]
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Ergebnisse Monitoring und Optimierung der Betriebsparamete;

J Die anaerobe Reduktion korreliert mit dem Redoxpotenzial — steuern!

Unvolistandige Reduktion von Diazo-Farbstoffen

bei Redoxpotenzialen > -100mV

Autoxidation von Intermediat TAHNDS;, zu TAHNDS 5, ,pp3/0p4

Raumbelastungen von 0,5-1,5 mML-'d-" werden bei E, < -100 mV

ausreichend reduziert, 1,5 - 5 mM -'d-' benétigen E, < -250 mV

9 Beurteilung des stoffspezifische Abbauverhaltens tiber Online-LC-DAD-

MS Monitoring und Identifizierung der Verursacher von Restfarbtigkeit
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Online monitoring of a bioprocess based on a multi-analyser system
and multivariate statistical process modelling

control unit

it Christian Cimander
(expert system G2)
Linképing University,
Ny Sweden
o~ i
______ | Feed 2
» HPLC i) [— |
| P ! i | Carl-Frederic Mandenius
QMs | . i : | .
1 o 1@_: __QJ_@ | Novozymes Biopharma AB,
; A T ' l:
Ele’g;c;nic_ E Zj ’gi;i ' Basei: Sweden
" NRS |---- I S ] !
NIRS \_6{ o
—E— ——% ! J. Chem. Technol. Biotechnol.
Fermenter "'::_5' E '

h 77, 1157-1168, 2002

-
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Arbeitskreis Chemische Verfahrens- und
Prozessanalysentechnik an der FH Kdln

astrid.rehorek@fh-koeln.de

Danke flur lhre Aufmerksamkeit!
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