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1. Einleitung
Dieses Kapitel beschaftigt sich mit der Online-Verbindung der chromatographischen Trenntechniken

HPLC und GC. In Zeiten von UHPLC, Mikro- und NanoLC und den damit verbundenen immer kiirzeren
Analysenlaufzeiten, wird eine effektive Probenvorbereitung immer wichtiger. Nicht selten ist sie der
zeitlimitierende Faktor und entscheidend fiir Probendurchsatz, Genauigkeit und Empfindlichkeit des
Prifverfahrens. Festphasenextraktion (SPE), Dlinnschicht- oder Sdulenchromatographie sind oftmals
Bestandteil der Probenaufarbeitung. lhnen ist gemein, dass die Trennung der Analyten von der
Probenmatrix zumeist an kieselgel- oder polymerbasierten Materialien stattfindet. Vergleichbare
Sorbentien werden aber auch in HPLC-Saulen als stationdre Phase verwendet. Es liegt demnach nahe,
diese Aufreinigungsschritte durch eine analytische HPLC zu automatisieren. Dies kann prinzipiell auf
zwei verschiedene Arten stattfinden, der Offline- sowie der Online-Technik. Bei der Offline-Technik
werden die entsprechenden Fraktionen nach der HPLC-Trennung entweder manuell oder
automatisch gesammelt und dann weiter verwendet. Ein Beispiel dafiir stellt die automatisierte
Gelpermeationschromatographie (GPC) zur Aufreinigung fetthaltiger Proben im Bereich der Pestizid-
und Kontaminantenanalytik dar. Nach Injektion des Probenextraktes auf die GPC-Saule wird
zeitgesteuert lber einen Fraktionssammler die gewiinschte Fraktion aufgefangen. Nachteilig an
diesen Offline-Ansatzen ist, dass die erhaltene Fraktion verdiinnt vorliegt und daher meist
aufkonzentriert oder umgeldst werden muss. Selbst nach der manuellen Aufkonzentrierung wird nur
ein kleiner Teil der Probe ins analytische System, z. B. LC oder GC, injiziert. Bei diesen Prozessen ist
die Gefahr einer Kontamination nie ganzlich auszuschlieRen. Online-Kopplungen transferieren
hingegen die gesamte aufgereinigte Fraktion und kdnnen so bessere Empfindlichkeiten erreichen bei
verringerter Gefahr von Kontaminationen.

Besonders die Kopplung zwischen analytischen HPLC-Systemen und nachgeschalteter
gaschromatographischer Trenntechnik erlebt jingst eine Renaissance. Die Idee der Online-HPLC-GC-
Kopplung ist nicht neu: Bereits Anfang der 1980er Jahre wurden erste Versuche auf diesem Gebiet
unternommen. Die Verbindung dieser zwei Trenntechniken ist keinesfalls zufallig gewahlt. Die
Vorteile lassen sich kurz zusammenfassen:

» hohe Kapazitat/Beladbarkeit der HPLC

hohe Trennleistung der GC, schnelle Chromatographie (Fast-GC)
automatisierte Probenaufreinigung

Minimierung von Analytverlusten

Minimierung von Verschleppungen oder Carry-Over
Empfindlichkeitssteigerung durch Transfer kompletter Fraktionen

YV YV V VY

kein Eindampfen oder Umldsen erforderlich (Verringerung der Gefahr moglicher
Abbauprodukte oder Verunreinigungen)

Wiederfindungen i.d.R. héher

héherer Probendurchsatz

YV VY



Die HPLC ist in der Lage wesentlich gréRere Probenmengen zu verarbeiten als dies ein GC-basiertes
Verfahren leisten konnte. Weiterhin sind in der HPLC weitaus effektivere Aufreinigungen moglich als
in der GC. Hochmolekulare Probenbestandteile, die ein GC-System massiv stéren, sind in der
flissigen Phase meist kein Problem. Die zahlreichen HPLC-Trenntechniken (Normalphase,
Umkehrphase, GroBenausschluss) liefern zum Teil orthogonale Ergebnisse im Vergleich zur
Gaschromatographie auf den blichen Trenns&ulen. Im Gegensatz dazu ist in der GC im Vergleich zur
konventionellen HPLC eine signifikant hohere Trennleistung erzielbar. Auch die wesentlich flexibleren
und universelleren Detektoren sind sehr vorteilhaft. Die HPLC kann demnach als Probenvorbereitung
fiir die GC verstanden werden.

Ein Applikationsbeispiel, auf Grundlage der HPLC-GC-Kopplung, stellt die Bestimmung von
Mineraldlkontaminationen in Lebensmitteln und Verpackungen dar (siehe Anwendungsbeispiele, Pkt.
17). Bei dieser Applikation werden die Vorteile einer direkten Kopplung beider Trenntechniken
schnell deutlich: Auf Basis der Normalphasen-HPLC wird durch die Verwendung einer Kieselgelsdule
die Moglichkeit eroffnet, aliphatische und aromatische Kohlenwasserstoffe voneinander und zudem
von Matrixbestandteilen, wie z. B. groRen Mengen an Triglyceriden, abzutrennen. Fir eine
Quantifizierung wird jede Kohlenwasserstofffraktion separat liber eine kurze unpolare GC-Trennsaule
weiter aufgetrennt und tber einen Flammenionisationsdetektor (FID) detektiert. Der FID hat den
enormen Vorteil gegeniiber vielen Detektoren, dass ihm ein Quasi-Einheitsresponse zugrunde liegt
und daher ohne aufwendige Standardkalibration oder bei Fehlen eines geeigneten Standards eine
Quantifizierung ermoglicht wird. Kein Detektor in der HPLC bietet diese Moglichkeit.

Bis dato wurde diese Technik stets als zu komplex und fehleranfallig dargestellt. Es ist unbestritten,
dass die Kopplung zweier komplexer Analysetechniken eine intensive Einarbeitungsphase beim
Anwender voraussetzt. Dennoch hat sich gezeigt, dass bei geblihrender Sorgfalt ein HPLC-GC-System
in einem Dienstleistungslabor im Hochdurchsatz robust eingesetzt werden kann. Die Vorteile der
minimierten Probenvorbereitung, die in vielen Applikationen nur noch aus dem Einwiegen der Probe
besteht, liberwiegen deutlich. In Zeiten, in denen immer mehr Proben in immer weniger Zeit
analysiert werden missen, ist eine Technik, die manuelle Vorarbeiten an der Probe auf ein Minimum
reduziert und maximale Automatisierung bietet, von groRem Interesse in vielen Institutionen.

Von zentraler Bedeutung bei der Kopplung dieser beiden Systeme ist die Transfertechnik. Die
aufgereinigten Probenextrakte, d.h. Fraktionen der injizierten Probe miissen quantitativ von der
HPLC in den GC transferiert werden, um analysiert werden zu kénnen. Nicht selten sind dies
Volumina zwischen 100 pL und 1 mL in verschiedensten Losungsmittelgemischen. Verglichen mit
einer in der Gaschromatographie lblichen 1 pL-Injektion stellt dies ein hundert- bis tausendfach
groReres Volumen dar. Effiziente Techniken zur Lésungsmittelverdampfung in Echtzeit sind daher
erforderlich. Die bekannten Verfahren werden im Folgenden dargestellt und die jeweiligen Vor- und
Nachteile kurz dargelegt.

Dieses Kapitel soll dem Anwender eine kompakte Einleitung in die Fachthematik der HPLC-GC-
Kopplung liefern, ohne dabei alle Prozesse allzu tief zu erkldren. Die Anforderungen an die
Geratetechnik sowie Fallstricke an wichtigen Bauteilen wie Autosampler, HPLC und GC werden
offengelegt. Hauptaugenmerk wird auf praktischen Tipps und Hilfestellungen liegen, um effektiv mit
Online-HPLC-GC-Systemen arbeiten zu kénnen.



2. Allgemeiner Aufbau
Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist die Kopplung aus HPLC und GC bereits Anfang der 1980er

Jahre angegangen worden. Besonders Konrad Grob mit seinem Team im Kantonalen Labor Zirich in
der Schweiz haben diese Kopplungstechnik vorangetrieben. Zahlreiche internationale
Veroffentlichungen und dezidierte Fachliteratur sind aus diesen Arbeiten entstanden. 1989 hat das
Unternehmen Carlo Erba (spater Thermo Scientific) sich der HPLC-GC-Technik angenommen und ein
eigenstandiges Produkt, den Dualchrom 3000, entwickelt. Es stellte die erste Komplettlésung aus
Hard- und Software auf diesem Gebiet dar und war die instrumentelle Grundlage fiir unzéhlige
internationale Veroffentlichungen unterschiedlichster Autorenteams aus ganz Europa [1, 2, 3]. Im
Wesentlichen bestand der Dualchrom aus einer HPLC-Spritzenpumpe, mehreren 6- oder 10-Port-
Ventilen und einem GC- System mit On-Column-Injektor sowie wahlbaren analogen Detektoren. In
leicht veranderter Form wird dieses System heute unter dem Namen LC-GC 9000 von der
Brechbihler AG aus der Schweiz vertrieben (siehe Abb. 1).

Autosampler

Abb. 1: Allgemeiner Aufbau eines LC-GC-Systems (LC-GC 9000 der Brechbiihler AG)

Anhand dieses Systems lasst sich der Weg der Probe sehr einfach erldutern: Der entsprechende
Probenextrakt wird Gber einen Autosampler in ein tbliches HPLC-Injektionsventil mit Probenschleife
eingespritzt und gelangt von dort aus auf die HPLC-Saule. Hier findet eine mehr oder weniger grobe
Trennung eines komplexen Stoffgemisches statt. Bestimmte Fraktionen, die die Zielanalyten
enthalten, werden durch ein Transferventil online, d.h. direkt iber ein geeignetes Interface, in einen
Gaschromatographen gefiihrt. Die Losungsmittelverdampfung ist bei diesem System mittels On-
Column-Injektor realisiert, kann aber auch durch andere Verfahren, wie einen PTV, erfolgen. Ein
drittes Ventil am System ist notwendig, um die HPLC-Saule riickspiilen zu kénnen. Die
aufkonzentrierte Fraktion wird im GC weiter aufgetrennt und mittels frei wahlbarer Detektoren (z. B.
FID) quantifiziert.



Der eigentliche Transfer einer Fraktion von der LC in den GC kann zeit- oder signalgesteuert erfolgen.
Die einfachere Variante besteht darin, innerhalb eines fest eingestellten Zeitfensters die gewilinschte
Fraktion zu Gberfiihren (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Transfer eines fest eingestellten Zeitfensters von der LC in den GC
(oben: LC-UV-Chromatogramm, unten: GC-FID-Chromatogramm der Fraktion — Ref. 2)

Eine dynamische, signalgesteuerte Variante bedient sich eines HPLC-Detektors. Der Transfer der
Fraktion wird eingeleitet, sobald entweder ein bestimmter Schwellenwert im Signalniveau
Uberschritten wird oder aber die Signalsteigung einen Schwellenwert liberschreitet. Fir kritische,
zeitinstabile HPLC-Trennungen ist dieser Modus von Vorteil. Er stellt allerdings auch groRere
Anforderungen an die Hardware und vor allem die Software. Firmen, wie Axel Semrau, Agilent
Technologies oder Shimadzu, bieten mittlerweile HPLC-GC-Systeme an, die als sog.
»Komplettarbeitsplatze” applikationsspezifisch als fertige Systemlésung angeboten werden.

3. LC-GC oder LCxGC - Heartcut vs. Comprehensive
Die grundlegende Idee bei einer Kopplung von HPLC und GC besteht darin, die Ziel-Analyten von

interferierenden Matrixkomponenten auf der LC zu trennen. Im einfachsten Fall wird gezielt eine
bestimmte Fraktion von wenigen hundert Mikrolitern Volumen geschnitten, die dann online in den
GC Ubertragen wird (sog. Heartcut- oder (HP)LC-GC-Technik). Mittels einer so genannten Large-
Volume-Injektion (LVI) wird diese Probenfraktion online aufgegeben, das Losungsmittel entfernt und
die Analyten moglichst diskriminierungsfrei in den GC Gberfiihrt. Im Anschluss findet eine GC-
Auftrennung und Detektion statt. Die Analyse gesamter LC-Laufe ist ebenfalls moglich, wenn gleich
wesentlich aufwendiger (sog. Comprehensive- oder (HP)LCxGC-Technik). In diesen Fallen wird der
gesamte HPLC-Lauf in zeitlich gleich groRe Volumeninkremente geteilt, die dann lGber die GC in die
Bestandteile aufgetrennt und bestimmt werden. Aus den so erhaltenen Ergebnissen kann ein 2D-
Chromatogramm erzeugt werden (Vergleich zu LCxLC- oder GCxGC-Techniken). Der
Informationsgehalt solcher Chromatogramme ist enorm und erlaubt Aussagen lber die
Zusammensetzung hochkomplexer Proben. Fir weitere theoretische Grundlagen wird auf dezidierte
Literatur verwiesen [4]. Eine Veroffentlichung von Brinkman et. al. zeigt, wie eine umfassende LCxGC-
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Technik zur Analyse von Olen eingesetzt werden kann [5]. Die Umsetzung dieser Technik ist sehr
anspruchsvoll, weil LC- und GC-Trennungen zeitlich aufeinander abgestimmt werden miissen. Wird
beispielweise ein 1-Minuten-Volumenelement in den GC lbertragen, dessen Trennung 20 Minuten
dauert, misste die LC wahrend dieser 20 Minuten gestoppt werden, um die folgenden
Volumenelemente nicht zu verwerfen. Diese Stopp-Flow-Technik ist zwar moglich, allerdings auch
sehr zeitaufwendig. Eine andere Moglichkeit besteht darin, die GC-Trennung massiv zu
beschleunigen, um so eine echte Online-Kopplung zu ermdglichen. Es existieren Techniken, die
komplette GC-Ofenprogramme in weniger als einer Minute moglich machen (sog. UltraFast-GC).
Diese sind allerdings noch nicht flaichendeckend etabliert und es existieren nur wenige marktreife
Systeme. Weiterhin ist die Wahl moéglicher Detektoren beschrankt.

4. HPLC als Vortrennung fiir die GC
Bei der Wahl der geeigneten HPLC-Trenntechnik stehen folgende Fragestellungen im Mittelpunkt:

» Selektivitat
Wie kann eine Abtrennung der Analyte von der Probenmatrix erfolgen?

> Losungsmittel-Kompatibilitat
Ist die gewahlte mobile Phase geeignet, um in ,Echtzeit” eingeengt zu werden und auch
kompatibel mit der GC-Trennsaule und dem Detektionssystem?

» Empfindlichkeit, Kapazitit
Welche Dimension der HPLC-Saule wird fiir die angestrebten Nachweisgrenzen bendtigt?

Wahrend im Bereich der klassischen HPLC hauptsachlich Reversed-Phase-Techniken eingesetzt
werden, ist dies bei einer GC-Kopplung nicht unbedingt empfehlenswert. Die Verdampfung
wasserhaltiger Eluenten ist komplizierter und stellt héhere Anforderungen an die Geratetechnik als
die Verdampfung organischer Lésungsmittel. Wasser hat eine wesentlich hohere
Verdampfungsenthalpie als andere Losungsmittel und ist aufgrund seiner physikalischen
Eigenschaften (z. B. Oberflaichenspannung) nur dann zu verwenden, wenn es keine Alternativen gibt.
Weiterhin ist zu beachten, dass Wasser bei unsachgemaler Handhabung GC-Trenns&ulen irreparabel
beschadigen kann. Dies macht die Verwendung von Reversed-Phase-HPLC-Systemen schwierig,
sofern sie wasserhaltige Eluenten einsetzen. Dennoch wird im weiteren Verlauf dieses Kapitels kurz
beschrieben, wie diese Trennsysteme mit einigen Kompromissen trotzdem mit der GC gekoppelt
werden kdnnen.

Die Dimension der HPLC-Saule ist so zu wahlen, dass genligend Probenmaterial injiziert werden kann,
um eine ausreichende Menge der Analyte auf der Sdule von der Probenmatrix zu trennen. Wenn dies
auf den ersten Blick auf die generelle Verwendung von 4,6 mm ID S&dulen hindeutet, darf nicht auRer
Acht gelassen werden, dass mit groBeren Saulen auch die Flussrate hoher gewahlt wird und demnach
auch die erhaltenen Analytfraktionen ein deutlich gréReres Volumen einnehmen, welches im
weiteren Verlauf der Trennung verdampft werden muss. Das andere Extrem stellen LC-Kapillarsaulen
dar (75-500 um ID), wie sie in Mikro- oder NanoLC-Systemen Anwendung finden. Sie ermdglichen
extrem kleine Transfervolumina, haben allerdings im Umkehrschluss kaum Kapazitat fiir
Matrixbestandteile. Aus diesem Grund hat sich in der Praxis die Verwendung von 2 mm ID S&ulen fir
klassische HPLC-Anwendungen als effizient herausgestellt. Sie stellen genligend Kapazitat fur
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Matrixbestandteile bereit und werden mit Flussraten betrieben (etwa 200 - 500 uL/min), die
FraktionsgroRen erlauben, die kompatibel mit Echtzeit-Verdampfersystemen sind.

Es hat sich gezeigt, dass sich fiir die HPLC-Aufreinigung der Probe die Normalphasen-HPLC, NARP
(Non aqueous reversed phase)-HPLC oder die Gelpermeationschromatographie (GPC) besonders
eignen. Allen Techniken ist gemein, dass sie mit rein organischen Eluentenmischungen arbeiten und
so das Problem der Wassereliminierung umgehen. Wird die Literatur der letzten Jahre betrachtet, so
ist festzustellen, dass fiir LC-GC-Applikationen zu tber 90 % nicht modifiziertes Kieselgel fiir die HPLC-
Saulen eingesetzt wird. Als Eluent wird oft ein Alkan (n-Pentan oder n-Hexan) mit einem polaren
Modifier (Dichlormethan, MTBE, Isopropanol, etc.) verwendet. Die HPLC wird demnach i.d.R. im
Normalphasen-Modus betrieben. Nicht modifiziertes Kieselgel hat die Eigenschaft, groRe Mengen an
Triglyceriden aufzunehmen und von unpolareren Analyten abzutrennen. Dieser Effekt ist Grundlage
zur Losung vieler Trennprobleme (Alkyl- und Wachsester, Kohlenwasserstoffe, PAK aus fetthaltigen
Matrizes). Im Gegensatz zu GPC-Sdulen kdnnen Kieselgelsaulen signifikant hohere Matrixmengen
aufnehmen ohne lberladen zu werden. Weiterhin sind sie wesentlich toleranter gegeniiber
komplexen Probenmatrizes und kdnnen effizient mit einer Vielzahl von Losungsmitteln
rekonditioniert werden ohne Schaden davonzutragen. Grob et al. haben 1991 Studien zu diesem
Thema veroffentlicht und gezeigt, dass nicht modifiziertes Kieselgel fiir die Retention von
Triglyceriden geeignet ist und so eine Abtrennung von den Analyten moglich wird, sofern diese
unpolarer sind [6].

In der Literatur wird aufgrund nicht reproduzierbarer Retentionszeiten und unkontrollierter
Adsorption verschiedener Probenbestandteile von der Verwendung reinen Kieselgels als
Trennsorbens abgeraten [7]. Ursachlich fiir diese Probleme ist die Oberflache des Kieselgels. Auf ihr
existieren verschiedene inhomogen verteilte aktive Zentren, im Wesentlichen freie Silanolgruppen,
die fur die Retention verantwortlich sind. Friihere Generationen kieselgelbasierter HPLC-Saulen
enthielten hohe Mengen an Metallkationen, die wiederum ihrerseits fiir ein undefiniertes
Retentionsverhalten und Peaktailing verantwortlich waren (s. auch Kap.5). Modernes sphérisches
Kieselgel zeigt wesentlich weniger Tailing fiir aktive Komponenten. Auch der Kontakt mit Wasser wird
als kritisch betrachtet, da dies das Retentionsvermogen von Kieselgel schnell einbrechen lasst. Selbst
getrocknete, nicht mit Wasser mischbare Losungsmittel enthalten immer noch Spuren von Wasser
(aus der Luftfeuchtigkeit). Die Praxis zeigt jedoch, dass dies weit weniger ein Problem ist als
beflirchtet. Vermutlich stellt sich auf den HPLC-Saulen ein Gleichgewicht ein, welches relativ konstant
zu sein scheint und daher nicht fir die angedeuteten Retentionszeitschwankungen sorgt. Dennoch ist
penibel darauf zu achten, dass injizierte Proben frei von Wasser sind. Ist dies nicht der Fall, so kann
die Retention fiir polare Komponenten (z. B. Triglyceride) zusammenbrechen. Diese eluieren dann
deutlich friher. Gelangen die Triglyceride in die zu transferierende LC-Fraktion, so kann dies
Probleme im GC-Teil des Systems erzeugen.

Ein anderer Grund, der normalerweise gegen die Verwendung von Kieselgel spricht, ist die relativ
lange Equilibrierungszeit, die benétigt wird, wenn polare Lésungsmittel mit dem Sorbens in Kontakt
kommen. Dies erschwert auch die Benutzung von Gradiententechniken, da sich die polaren
Bestandteile des Eluenten auf den Saulen anreichern kdnnen und so eine Entmischung des
Gradienten zu beobachten ist (Solvent Demixing). Dieser Effekt wird in der Reversed-Phase-HPLC
nicht in dem Ausmal’ beobachtet wie in der Normalphasen-HPLC [8]. Dennoch gibt es einige wenige
Losungsmittelkombinationen, die erfolgreich fiir eine Gradiententrennung Anwendung finden (z. B.
Hexan/Dichlormethan). Eine Rekonditionierung einer HPLC-S4ule mit purem Hexan ist in relativ
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kurzer Zeit (etwa 10 Min. fur eine 2 mm x 250 mm Kieselgelsaule mit 500 uL/min) méglich. Sofern ein
Gradient nicht mit dem puren unpolaren Eluenten starten muss, sind auch polarere Modifier fiir eine
Gradiententechnik geeignet, da das erwahnte Solvent Demixing minimiert werden kann. Bereits bei
den Startbedingungen hat sich eine stabile Konzentration des polaren Losungsmittels auf der
Oberflache des Kieselgels eingestellt [8].

Wird die HPLC-Saule mit einer groflen Menge Matrixbestandteilen beladen, die erh6hte Retention
auf dem verwendeten Material aufweisen, so ist es meist von Vorteil, die Sdule nach erfolgtem LC-
GC-Transfer automatisch bei jeder Analyse zuriickzuspilen (sog. Backflush). Hoch retardierende
Bestandteile kdnnen auf diese Weise effizient entfernt werden. Zum Startzeitpunkt der Riickspilung
sollte auf einen HPLC-Eluenten hoherer Elutionskraft gewechselt werden (z. B. Methyl-tert-
butylether (MTBE) im Fall von Normalphasen-Chromatographie). Es ist zu beachten, dass nach der
Rickspilung eine Rekonditionierung der Sdule mit dem eigentlichen Eluenten notwendig ist. Es
gelten hierfiir die gleichen Regeln wie zuvor fir die Gradiententechniken beschrieben.

5. Instrumentelle Anforderungen an die HPLC
Die Anforderungen an die eingesetzte HPLC-Hardware unterscheiden sich im Wesentlichen nicht von

denen, die auch fiir jedes andere analytische HPLC-System heutzutage gestellt werden:

> reproduzierbare Flussraten
minimale Totvolumina
mogliche (bindre) Gradiententechnik

Y V V

alle Pumpen- und Detektorbauteile mlissen mit organischen Loésungsmitteln kompatibel sein

Die Verwendung von Dichlormethan oder Tetrahydrofuran erfordert spezielle Pumpenteile, die nicht
aus PEEK (Polyetheretherketon) oder anderen quellbaren Materialien bestehen diirfen. Weiterhin
hat sich gezeigt, dass eine vollstandige und reproduzierbare Durchmischung organischer
Losungsmittel in einem Niederdruckgradientensystem nicht sichergestellt werden kann. Viele
Pumpensysteme enthalten aullerdem vergleichsweise groRe Totvolumina, die die Verwendung von
2 mm ID Saulen bei Verwendung einer Gradiententechnik schwierig gestalten. Lange
Gradientenansprechzeiten kdnnen Fraktionsvolumina vergrofSern und LC-Trennungen stark
erschweren.

In der Vergangenheit wurden hauptsachlich Spritzenpumpen fiir HPLC-GC-Techniken eingesetzt.
Spritzenpumpen haben den inhdrenten Vorteil, dass sie pulsationsfrei arbeiten und so
reproduzierbare Forderraten auch bei kleinen Fliissen ermdoglichen, ein Problem der ersten
doppelkolbengetriebenen Pumpen. Weiterhin kénnen sie in jeder Kolbenposition gestoppt und neu
gestartet werden (effektiv fiir die Stopp-Flow-Technik in LCxGC-Anwendungen, siehe Pkt. 3).
Trotzdem hat sich dieses Pumpenkonzept im HPLC-Sektor nur vereinzelt durchgesetzt. Auller im
Bereich der Mikro- sowie NanoLC werden flachendeckend Zweikolbenpumpen eingesetzt, die eine
kontinuierliche Forderung des Eluenten ermdglichen. In den letzten Jahren hat sich durch
elektronische Pulsdampfung und weitere Designoptimierungen die Zuverlassigkeit dieser
Kolbenpumpen aber deutlich verbessert, so dass auch kleine Flussraten von wenigen Mikrolitern pro
Minute reproduzierbar geférdert werden kdnnen. Abbildung 3 zeigt die Genauigkeit eines aktuellen
bindren Hochdruckgradientensystems (Agilent 1260 Infinity).
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Abb. 3: LC-UV-Chromatogramme bei der Bestimmung von Mineral6lkohlenwasserstoffen zur
Verdeutlichung der Genauigkeit eines bindren Hochdruckgradientensystems

Wie ersichtlich ist, wird trotz Verwendung einer Normalphasen-Gradiententechnik eine
Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten (t;) von unter 0,1 Minuten erreicht. Diese Genauigkeit ist
vollkommen ausreichend um prazise Retentionszeitfenster fiir den Transfer einer Fraktion in den GC
zu definieren.

Die Einbindung eines HPLC-Detektors in das Gesamtsystem ist von Vorteil. Wahrend in der
Methodenentwicklung das HPLC-System so auch stand-alone genutzt werden kann, um die LC-
Trennung zu optimieren, ist im LC-GC-Routinebetrieb eine Verfolgung der korrekten
Fraktionstransfers moglich.

6. LC-GC-Transfer & Echtzeit-Verdampfung
Die Uber die HPLC gereinigte Fraktion muss im weiteren Verlauf eingeengt werden, um GC-

kompatibel zu werden. Zu diesem Zweck existieren verschiedene Verfahren. Die Ubertragung der LC-
Fraktion in den GC ist vergleichbar mit der Injektion groRer Volumina mit einer Spritze. Die
Losungsmittelverdampfungstechniken sind daher in groRen Teilen vergleichbar. Es kénnen an dieser
Stelle nicht alle Techniken im Detail erlautert werden. Die gebrauchlichsten Techniken werden im
Folgenden kurz vorgestellt. Fir weitere Fragestellungen muss an dieser Stelle auf die Literatur
verwiesen werden [9].

Zur Anbindung einer HPLC an einen GC ist die gebraduchlichste Variante die Verwendung eines 6-Port-
Rotationsventils (siehe Abb. 4).

Transfer

to GC
HPLC

pump

. Transfer
valve
Transfer

Abb. 4: Verbindung zwischen HPLC und GC durch ein 6-Port-Transferventil (Ref. 15)

HPLC column

Hier wird der Ausgang der HPLC Uber das Transferventil entweder direkt in den GC geleitet oder aber
in Richtung des Lésungsmittelabfalls. Da nach Beendigung eines Transfers in den GC die
Transferkapillare, Gblicherweise eine diinne Fused-Silica-Kapillare, noch mit Eluent befullt ist, muss
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diese mit Tragergas zuriickgesplilt werden. Wird dies nicht durchgefiihrt, kann es zu einem starken
Losungsmittelpeaktailing am GC-Detektor kommen. Eine Riickspiilung dieser Leitung gegen den
Widerstand einer Restriktionskapillare durch das Tragergas des GC-Injektors ist sehr einfach zu
realisieren. Eine Restriktionskapillare mit einem Durchmesser von etwa 50 - 75 um ist ausreichend,
um einerseits den Resteluenten zu entfernen, aber andererseits noch genug Tragergasfluss auf die
eigentliche GC-Trennsaule zu ermdglichen. Da das Eluat in der Transferline etwa ein Volumen von 1-
2 pL einnimmt (je nach Transferkapillare) und LC-Fraktionen {iblicherweise mehrere hundert
Mikroliter grof} sind, ist mit keinem nennenswerten Analytverlust oder Carry-Over zu rechnen, sofern
ein korrektes Fraktionsfenster gewahlt wurde.

7. PTV-Solvent-Split
PTVs (Programmed Temperature Vaporizer) sind heutzutage in vielen GCs standardmaRig verbaut

und kdnnen somit schnell fiir erste HPLC-GC-Experimente eingesetzt werden (siehe Abb. 5). Im
Vergleich zu herkdmmlichen Split/Splitless-Injektoren kénnen diese Injektoren unabhéngig vom GC
beheizt und gekihlt werden. Das Injektionsvolumen bei Split- oder Splitless-Verfahren ist beschrankt
durch das Volumen des Gases, welches die injizierte Flussigkeit nach der Verdampfung einnimmt.
Wahrend dieses Prozesses kommt es zu einer Expansion auf etwa das 500 - 1000-fache, d.h. eine

1 pL-Injektion erreicht nach Verdampfung ein Volumen von 500 pL und mehr [10]. Das genaue
Expansionsverhaltnis ist vom verwendeten Losungsmittel abhangig. Ein extremes Beispiel stellt
Wasser dar: 1 uL Wasser generiert mehr als 1 mL Wasserdampf.

Septum Purge Line

Carrier Line

Liner

Split Line

Heater

Column

\ Flow
—

Abb. 5: Schematische Darstellung eines PTV-Injektors (ATAS GL OPTIC-4 Multiinjektor)

Wird der Injektor-Liner Giberladen, so ist eine reproduzierbare Uberfiihrung der Analyten in die GC-
Saule nicht mehr sichergestellt, stattdessen expandieren die entstandenen Gase unkontrolliert in die
Tragergas-, Split- und Septum-Purge-Leitungen und kdnnen so fiir Memory-Effekte oder Carry-Over
sorgen.

Die PTV-Solvent-Split-Technik umgeht dieses Problem dadurch, dass die Temperatur des PTV
wahrend der Injektion unterhalb des Siedepunkts des Losungsmittels gehalten wird und mit einem
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hohen Tragergasstrom das Losungsmittel abgeblasen bzw. verdampft wird. Vereinfacht kann dieser
Sachverhalt durch die folgende Gleichung ausgedriickt werden [11]:

Mpg, p
Vinj.max =V = ﬁp_jvt,o

Vinimax: Maximale Injektionsgeschwindigkeit (uL/min)

V.i: Verdampfungsgeschwindigkeit (uL/min)

M: Molmasse des Lésungsmittels (g/mol)

p.: Partialdruck des Lésungsmittels, abhdngig von der Injektortemperatur (Pa)
p: Dichte des Losungsmittels (kg/m?3)

po: Druck auRerhalb des Injektors (Pa)

pi: Druck im Injektor (Pa)

Vi o: Gesamtgasfluss durch den Injektor (uL/min)

R: Universelle Gaskonstante (J mol™ K™)

T,: Temperatur auRerhalb des Injektors (K)

Die obige Gleichung ist unter der Annahme giiltig, dass eine vollstandige Sattigung des Tragergases
mit Losungsmittel gegeben ist und die Verdampfung isotherm erfolgt. Beide Annahmen entsprechen
nicht der Realitat, bieten jedoch einen guten Anhaltspunkt, um einen ersten Eindruck fiir die
mogliche Injektionsgeschwindigkeit zu bekommen. In der Praxis hat sich eine Halbierung bis
Drittelung des theoretischen Werts als anwendbar erwiesen. Zusammengefasst gilt, dass eine
Erhéhung der Injektionsgeschwindigkeit durch folgende MaRnahmen moglich ist:

> Erhohung der Temperatur im Injektor

(= Erhéhung des Partialdrucks des Losungsmittels im Injektor)
» Erhohung des Tragergasflusses durch den Injektor
> Reduktion des Drucks im Injektor

8. Geschwindigkeitskontrollierte Injektion
Im einfachsten Fall wird die Probe so schnell injiziert, wie die Dampfe durch den Splitausgang mittels

Tragergas abgefiihrt werden kénnen. Im Fall einer LC-Kopplung, bei der der HPLC-Sdulenausgang
direkt in den PTV geflihrt werden kann, entspricht die Injektionsgeschwindigkeit der LC-Flussrate. Im
Prinzip ist das Injektionsvolumen auf diese Weise unbeschrankt. Der grolRe Nachteil dieser Technik
besteht allerdings darin, dass wahrend des Verdampfungsprozesses leicht- und mittelflichtige
Komponenten verloren gehen. Diese werden mit dem Losungsmittel verdampft. Eine quantitative
Retention der Analyte im Injektor ist am Beispiel eines n-Alkanstandards erst ab C;gH3g (Octadecan)
zu erwarten [12]. Durch Senkung der Injektionstemperatur kann diesem Problem entgegen gewirkt
werden. Sub-Ambient-Kihlungen durch cryogene Flissigkeiten oder Peltier-Kiihlung in PTV-Systemen
sind jedoch sehr aufwendig und ineffizient. On-Column-Techniken sind in solchen Fallen vorzuziehen
(siehe Pkt. 10). Eine Linerpackung mit Retentionskraft flir organisches Material, wie z. B. Tenax TA,
kann auch verwendet werden, um den Verlust leichtfllichtiger Komponenten zu verhindern oder die
Einflihrung wassriger Eluenten zu erméglichen, flr die hohere Injektortemperaturen und
Tragergasfliisse von Noten sind. Jedoch ist dies mit der Gefahr verbunden, schwerfllichtige
Komponenten nicht vom Packungsmaterial in den GC (iberfiihren zu kénnen, weil die Retention zu
hoch ist und auch durch erhéhte Injektortemperaturen nicht Gberwunden werden kann (z. B.
Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe bei Verwendung von Tenax TA [13]).
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9. At-Once-Injection/Rapid LV-Injection
Bei der At-Once-Injection wird die gesamte Probe mit relativ hoher Geschwindigkeit injiziert. Im Liner
des Injektors ist ein inertes Packungsmaterial deponiert, welches das gesamte Losungsmittelvolumen
in flissiger Form bei gegebenem Tragergasdruck aufnehmen kann. Durch die hohe
Injektionsgeschwindigkeit und den permanent hohen Tragergasstrom (> 50 mL/min) kommt es zu
einer rapiden Verdampfung des Losungsmittels. Diese verbraucht eine grofRe Energiemenge und
fUhrt so zu einer extrem schnellen Abkihlung des Liners. Diese Abkihlung fokussiert leichtfllichtige
Komponenten, die bei einer geschwindigkeitskontrollierten Injektion verloren gehen wiirden. Ubliche
Injektorsysteme erlauben Injektionsvolumina bis etwa 100 uL. Da die Injektionsgeschwindigkeit sehr
hoch sein muss, ist eine Entkopplung vom LC-Fluss in den meisten Fallen erforderlich (siehe Abb. 6).

-

LC-GC Sequence:

Fractions are collected
in syringe up to 100pl

Injection
Mobile phase  41ve
delivery

Special needle is used

GC MS

Fractions are collected
in syringe up to 100pl

- Injection
Mobile phase  gjyve
delivery ® ’

Special needle is used

Solvent vent q!!l]

GC MS

Abb. 6: Spritzenbasiertes LC-GC-Interface mit PTV im At-Once-Modus (Ref. ATAS GL)

10. On-Column-Techniken
Flr Large-Volume-Injektionen und im Speziellen fiir HPLC-GC-Kopplungen haben sich in der

Vergangenheit On-Column-Injektionstechniken bewahrt, d.h. Verfahren, bei denen der LC-Eluent
direkt in eine GC-Saule eingeleitet und dort verdampft wird. Ein separat beheiztes
Verdampfungselement, wie einen PTV, gibt es in diesem Fall nicht. Die GC-Ofentemperatur wird hier
fiir die Thermostatisierung genutzt. Der On-Column-Injektor ist im Wesentlichen nur eine
Fixiereinheit fur die GC-Saule, in die die Nadel der Injektionsspritze gefiihrt ist (siehe Abb. 7). Damit
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die Nadel der Spritze direkt in die Saule injizieren kann, ist die Verwendung von 0,32 mm oder 0,53
mm ID Sdulen empfohlen. Spezielle Spritzen mit diinnerer Kaniile erleichtern das Injizieren weiterhin.

: Spritze

: Oberer Block

: PTFE-Ventildichtung

: Verschraubung

: Kiihlhilse

: Dichtung

: Edelstahl-Rotationsventil
: Ventilhebel

: Tragergaszuleitung

: Kihlungszuleitung

W >OONOOULLE WN PR

Abb. 7: Schematische Darstellung eines On-Column-Injektors (Ref. Thermo Scientific)

On-Column-Injektionstechniken sind bestens geeignet, um die gesamte LC-Fraktion
diskriminierungsfrei in den GC zu tberfiihren. Dies ist bei einem PTV nicht sichergestellt, da der
Transfer der Analyte eine Verdampfung im Injektor voraussetzt. Schwerfliichtige Analyte kénnen
dabei diskriminiert werden [14]. Wahrend allerdings ein Injektor im Gegenzug dazu dienen kann,
nicht verdampfbares Material zuriickzuhalten, werden diese Bestandteile bei einer On-Column-
Injektion auf der GC-Saule deponiert und kénnen so die Chromatographie nachhaltig
beeintrachtigen. Fir die HPLC-GC-Kopplung, bei der die LC dafiir genutzt wird, um gerade diese
Substanzen zu entfernen, ist diese Art der Injektion jedoch optimal geeignet.

Die einfachste Maoglichkeit, eine HPLC mit einem GC zu verbinden, besteht darin, den Ausgang der
HPLC-Saule (oder des HPLC-Detektors) liber eine diinne Fused-Silica-Kapillare in den On-Column-
Injektor zu flihren (siehe Abb. 8). Vergleichbar mit einer Spritze wird die diinnere Kapillare in die GC-
Saule eingefiihrt.
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to GC
HPLC
pump

HPLC column

Transfer

Carrier On-column
gas injector
—=—p—
GC oven
Column inlet

Abb. 8: Verbindung zwischen HPLC und On-Column-Injektor (Ref. 15)

Saulen mit einem Durchmesser von 0,53 mm sind fiir diesen Zweck sehr gut geeignet. Damit die
Analytik auf dem GC nicht auf diese Megabore-Saulen beschrankt ist, empfiehlt sich aus mehreren
Griinden die Verwendung einer unbelegten Vorsaule mit 0,53 mm Innendurchmesser. Diese wird mit
einem Verbinder an die eigentliche GC-Trennsaule angekoppelt.

Auch wenn ein solches System praktisch anwendbar ist und auch bereits Grundlage des Carlo Erba
Dualchrom 3000 war, entspricht es dennoch nicht dem optimalen Gerateaufbau. Wie Biedermann et.
al. 2009 gezeigt haben, ist die permanente Installation einer Fused-Silica-Kapillare in einem On-
Column-Injektor Grundlage fiir einen Memory Effekt in der GréRenordnung von 0,5 - 3 % von
Transfer zu Transfer [15]. Die Verwendung eines simpleren Aufbaus unter Auslassung des On-
Column-Injektors ist zu bevorzugen. Das verwendete T-Stlick libernimmt die wichtigste Aufgabe des
Injektors, namlich die Mischung von Tragergas und Injektionsvolumen (siehe Abb. 9).
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pump
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gas

Backflush of
transfer line
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GC precolumn

Abb. 9: Ersatz des On-Column-Injektors durch das Y-Interface (Ref. 15)

11. Alternative On-Column Transfertechniken
Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass wahrend der Entwicklung diffiziler LC-GC-Techniken auch andere

On-Column-Transferverfahren (Loop-Type, etc.) entwickelt wurden. Der folgende Kapitelabschnitt
beschéftigt sich nur mit der bekanntesten und universellsten Variante. Ein Verweis auf die
weitergehende Literatur ist in den Referenzen gegeben [16].

12. Solvent Trapping und Bandenverbreiterung
Die Verdampfung einer Probe in der GC-Saule folgt definierten Regeln. Exemplarisch soll dies an

einer Injektion eines leichtflliichtigen Losungsmittels mit verschieden volatilen Analyten dargestellt
werden. Die GC-Trennsaule ist hierbei direkt an einen On-Column-Injektor angeschlossen und endet
in einem Flammenionisationsdetektor (irrelevant fur diese Betrachtung). Die Temperatur des GC-
Ofens liegt hierbei unterhalb des druckkorrigierten Siedepunkts des Losungsmittels, damit das
Losungsmittel fllssig in die GC-Saule einflieRen kann. Eine Ofentemperatur oberhalb des Siedepunkts
fihrt zu einer Verdampfung des Losungsmittels am Saulenkopf. Bedingt durch die Dimension der
Trennsaule erzeugt dies einen Riickdruck, der ein weiteres Eindringen des Losungsmittels in die
Trennsaule verhindert.

Typische GC-Trennsaulen sind mit PDMS (Polydimethylsiloxan) beschichtet. Dieses wird zur
Veranderung spezifischer Selektivitaten mit verschiedenen Seitenketten im Polymer modifiziert.
Reine PDMS-Phasen sind unter dem Namen DB-1, Rtx-1, VF-1, etc. bekannt. Bei der Flutung des
Sauleneingangs mit Losungsmittel wird dieses durch das Tragergas in die Sdule gedriickt. Es bildet
sich auf der Innenwand der Trennsaule ein Losungsmittelfilm aus (sog. geflutete Zone, siehe Abb.
10). Wie lang diese Zone wird und ob sie einen stabilen Film bildet, hdngt maligeblich von der
Kompatibilitat des Losungsmittels und der stationdren Phase der Saule ab. Typischerweise benetzen
unpolare Losungsmittel, wie Alkane, unpolare stationdre Phasen besonders gut. Das Losungsmittel
bildet dann eine vergleichsweise kurze geflutete Zone am Sduleneingang aus.
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Primarer Fluss als Fliissigkeitspfropfen
Carrier gas

—
Syringe
needle

Plug of sample liquid

Sample layer

Sekundarer Fluss an der Kapillarwand

Flow along the wall

Solvent evaporation Short-lived lens

| €«— Flooded Zone —— > |

Abb. 10: Ausbreitung der gefluteten Zone am Saulenanfang: Nach primarer Ausbildung eines
instabilen Films an der Kapillarwand, bildet sich im weiteren Verlauf die geflutete Zone durch
Sekundarprozesse (Ref. 25)

Wird im Gegensatz dazu versucht, ein polares Losungsmittel wie Aceton oder Methanol auf eine
unpolare stationare Phase zu injizieren, kdnnen wenige Mikroliter Losungsmittel fast ungehindert in
Tropfenform mehrere Meter durch die Sdule gelangen und die geflutete Zone stark verlangern.
Innerhalb der gefluteten Zone sind die Analyte gleichmaRig verteilt. Die Verdampfung des
Losungsmittelfilms geschieht durch Sattigung des einstromenden Tragergases, kontrolliert von der
Rickseite der gefluteten Zone. Sobald es gesattigt ist, stromt es quasi ungehindert durch die
verbleibende geflutete Zone.

Bei diesem Verdampfungsprozess sind zwei Dinge zu beobachten.

> Leichtflichtige Substanzen verdampfen mit dem Losungsmittel
» Schwerfliichtige Substanzen verbleiben an den Stellen der Sdule, an denen sie wahrend der
Ausbreitung der gefluteten Zone deponiert wurden

Die entstandenen Dampfe werden bei diesem Beispiel durch die gesamte Trennsdule und das
Detektorsystem (FID) gefiihrt. Dadurch, dass die geflutete Zone von der Riickseite zu verdampfen
beginnt, werden leichtfliichtige Substanzen durch den Tragergasstrom durch die noch restliche
vorhandene geflutete Zone geleitet. Im Bereich der Losungsmittelfront kondensieren diese wieder
und es kommt zu einer Anreicherung der Leichtfliichter (sog. Solvent Trapping, siehe Abb. 11). Dieser
Prozess wiederholt sich bis der letzte Rest des Losungsmittels verdampft ist. Die leichtfliichtigen
Substanzen liegen dann als schmale Bande maximal konzentriert vor. Existiert keine stabile geflutete
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Zone in Form eines Losungsmittelfilms an der Innenwand der GC-Saule, so ist dieser Prozess nicht
moglich.

Das schwerfllichtige Material ist auf der gesamten Strecke der abgedampften gefluteten Zone
verteilt (sog. Band Broadening in Space). Die Lange reicht je nach Injektionsvolumen von wenigen
Zentimetern bis mehreren Metern. Um die Analyte als scharfe chromatographische Peaks
detektieren zu kdnnen, ist eine anschlieRende Fokussierung notwendig. Bandenbreiten von etwa 15
bis 30 cm sind, je nach Trennsaulenlange, tolerierbar. Diese Breiten sind allerdings nur fiir 1 pL-
Injektionen realisierbar. Large-Volume-Injektionen erzeugen Bandenbreiten, die um ein Vielfaches
groRer sind. Eine Fokussierung im weiteren chromatographischen Verlauf ist auf normalen Wegen
nicht mehr moglich. Eine Cryofokussierung nach der ehemals gefluteten Zone kénnte dieses Problem
I6sen. Es existiert allerdings eine wesentlich elegantere Losung dieses Problems: Um breite
Anfangsbanden effektiv zu fokussieren, kdnnen unbelegte Vorsaulen, d.h. GC-Trennsaulen ohne
stationare Phasen verwendet werden. Durch eine chemische Desaktivierung der Fused-Silica-
Oberflache ist es moglich, die Benetzungseigenschaften gezielt zu verandern. Auf diesen Saulen ist
dann Solvent Trapping genauso moglich wie in belegten Trennsdulen, auch wenn aufgrund der
fehlenden stationaren Phase die geflutete Zone langer ausfallt. Da diese Vorsdulen allerdings im
Vergleich zu Trennsaulen eine verschwindend geringe Retentionskraft ausbilden (daher werden sie
auch als Retention Gaps bezeichnet), migrieren die verteilten schwerflichtigen Substanzen bereits
bei sehr geringer Ofentemperatur. Am Saulenkopf der angekoppelten Trennsaule kommt es zu einer
Aufkonzentrierung der Hochsieder, da die Retentionskraft der stationaren Phase signifikant Gber der
der unbelegten Vorsaule liegt (sog. Phase-Ratio Focusing). Die Substanzen werden erst bei weiterer
Erhohung der Ofentemperatur in den chromatographischen Prozess entlassen (sog. Cold Trapping)
und kdnnen so ebenfalls als scharfe Bande detektiert werden. Auf diese Weise ist es moglich,
Bandenbreiten von mehreren Metern Lange effektiv zu fokussieren (sog. Retention-Gap-Effekt, siehe
Abb. 11).

Sample liquid forming layer Stationary phase

Sl E |

Uncoated pre-column Separation column
Flichtige héher Siedende
A‘.mp\ pra | $ 3 3 3 3 3 3 & | al |
Solvent retains solute Solutes spread over flooded zone
ﬁ/\ ad | i/} Ny =]
Release of solutes at end of solvent Increased temperature:
gvaporation reconcentration in separation column
> .

Further temperature increase:
chromatographic separation

Solvent trapping Retention gap Technik

Abb. 11: Aufkonzentrierung der Anfangsbanden leicht- und schwerfliichtiger Verbindungen in einer
Kapillarsaule (Ref. 25)
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13. Der friihe Dampfausgang (SVE)
Die Abflihrung der Losungsmittelddampfe durch die gesamte Trennsaule ist bei groRBen LC-Fraktionen

ineffektiv. AuRerdem kénnen nicht alle verwendeten Detektionssysteme (z. B. ECD, Electron Capture
Detector, zur Bestimmung chlorierter Substanzen) mit derart groRen Lésungsmittelmengen
betrieben werden. Um die Verdampfung effizienter zu gestalten und den Detektor zu schiitzen,
wurde der SVE (Solvent Vapour Exit oder friiher Dampfausgang) entwickelt.

Dampfausgang

| g7

MS

5mx053mm 12mx0.25 mm
unbelegte Trennsaule
vorsaule

Abb. 12: Positionierung des SVE bei der Large-Volume-On-Column-Technik zwischen Vor- und
Trennsaule (Ref. 25)

Der SVE besteht aus einem T-Stiick zwischen Retention Gap und Trennsaule sowie einem Ventil am
Dampfausgang. Abbildung 12 zeigt den schematischen Aufbau. Wahrend der
Losungsmittelverdampfung wird bis auf einen kleinen Teil das gesamte Tragergas-
Losungsmitteldampfgemisch durch den gedffneten SVE geleitet. Der Detektor kann so effektiv
geschitzt werden. Um eine Kondensation der Dampfe im Ventil zu vermeiden (dies kdnnte
andernfalls zu kurzzeitigen Verstopfungen fiihren), ist es empfehlenswert, dieses permanent zu
beheizen [17]. Nach dem SchlieRen des SVE-Ventils wird durch dieses nur noch ein kleiner Spiilfluss
geleitet (ebenfalls Gber eine Restriktionskapillare), um restliche Lésungsmittelriickstdnde in der
Ableitung zu entfernen. Dies verhindert ein Riickstromen des Losungsmittels nach dem SchlieRen des
Ventils (unruhige Basislinie oder Losungsmittelpeak). Der notwendige Minimalfluss durch diese
Kapillare ist sehr gering, da lediglich die Diffusion zuriick in den chromatographischen Prozess
verhindert werden muss. Ein Fluss von 1 % des eingestellten Saulenflusses ist bereits ausreichend.
Der Grol3teil des Tragergases flieSt durch die Trennsdule. Durch einen SVE ist eine wesentlich
schnellere Ableitung der Losungsmitteldampfe moglich (20 - 50-fach beschleunigt) [18]. Dies
ermoglicht es, grofRere Fraktionen in geringerer Zeit einzuengen. Da eine im Vergleich zur Trennsaule
kurze Vorsaule groRerer Dimension verwendet werden kann, ist auch keine groRe Restriktion zu
erwarten, die die Abfiihrung der Dampfe erschweren kénnte.
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14. Simultane Losungsmittelverdampfung (Concurrent solvent evaporation)
Bei Verwendung der On-Column-Technik kann zwischen zwei wichtigen Arten der

Losungsmittelverdampfung unterschieden werden, der simultanen und der partiell simultanen. Bei
ersterer werden Losungsmitteldampfe genauso schnell abgeleitet wie Losungsmittel zugefiihrt wird.
Es ist nur eine kurze Retention Gap von etwa 40 - 50 cm erforderlich, da es keine geflutete Zone gibt
(siehe Abb. 13).

_> =
: solvent vapor + low boilers
..0.0
— og\oo
high boilers

Abb. 13: Simultane Losungsmittelverdampfung (Ref. 26)

Da bei dieser Technik kein Solvent Trapping nutzbar ist, kommt es zu einem Verlust leichtfliichtiger
Analyten. Um diesen zu minimieren, kann ein alternativer Losungsmitteleffekt namens Phase Soaking
genutzt werden. Wird statt einer kurzen Retention Gap eine kurze belegte Saule verwendet
(Retaining Precolumn), deren Lange sich an der maximal tolerierbaren Anfangsbandenbreite der
Analyten orientiert, so kann die stationdre Phase durch die Losungsmitteldampfe aufquellen und zu
einer zusatzlichen Retention fir mittelfliichtige Komponenten eingesetzt werden.

_ E22
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Abb. 14: On-Column-Injektion verschiedener Fettsdauremethylester mit simultaner
Losungsmittelverdampfung — links: mit einer kurzen Retention Gap, rechts: mit zusatzlicher Retaining
Precolumn (Ref. 18)

Die Abbildung 14 zeigt den Unterschied zwischen der Verwendung einer Retention Gap und einer
Retaining Precolumn. Durch letztere kdnnen Analyte mit geringerem Siedepunkt quantitativ mit einer
simultanen Losungsmittelverdampfung analysiert werden.

Zur Erreichung simultaner Verdampfungsbedingungen kann die GC-Ofentemperatur oder der
Tragergasdruck erhoht werden. Letzteres bewirkt eine Verdiinnung der Lésungsmitteldampfe mit
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dem Tragergas, was wiederum eine Verringerung des Taupunktes dieses Gemisches zur Folge hat, so
dass eine simultane Verdampfung bei geringerer Ofentemperatur moglich wird (siehe PTV-Gleichung,
Pkt. 7). Eine geringere Ofentemperatur hat den Vorteil, dass auch unter simultanen
Verdampfungsbedingungen mittelfliichtige Komponenten quantitativ erhalten bleiben kénnen.

Vor der Injektion wird der SVE ge6ffnet und der ausgewahlte Tragergasdruck sowie Ofentemperatur
zur Verdampfung eingestellt. Wahrend der Injektion entweichen die Losungsmitteldampfe durch den
SVE (> 100 mL/min). Ist die Injektion beendet, wird der SVE kurz danach (etwa 0,1 Minuten)
geschlossen und das GC-Ofenprogramm mit dem zur Analytik nétigen Tragergasdruck bzw. -fluss
eingestellt. Die Verschlusszeit des SVE ist vergleichsweise unkompliziert, da das gesamte
Losungsmittel bereits verdampft ist.

15. Partiell simultane Losungsmittelverdampfung (Partially concurrent solvent evaporation)
Ist es notwendig, auch leichtfllichtige Komponenten zu analysieren, z. B. Octan bei Verwendung von

n-Hexan als Loésungsmittel, so ist die partiell simultane Lésungsmittelverdampfung die Technik der
Wahl. Mit dieser Technik ist es moglich, Injektionsvolumina bis zu 1 mL diskriminierungsfrei in den GC
zu Uberfuhren. Grundlage dafir ist die effektive Ausnutzung von Solvent Trapping wahrend der
Losungsmittelverdampfung, die bei einer Ofentemperatur unterhalb des druckkorrigierten
Siedepunkts des Losungsmittels stattfindet. Im Gegensatz zur simultanen Lésungsmittelverdampfung
ist eine lange Retention Gap notwendig, um genligend Kapazitat zu bieten und eine ausreichend
lange geflutete Zone ausbilden zu kénnen. Ublicherweise werden 5 - 10 Meter einer 0,53 mm ID
unbelegten Vorsaule verwendet. Der Fluss bei ge6ffnetem SVE betragt etwa 50 - 70 mL/min.
Wahrend der Injektionsphase wird bereits ein Teil der Losungsmitteldampfe abgefiihrt, allerdings mit
geringerer Geschwindigkeit im Vergleich zur Injektionsgeschwindigkeit. Das sich akkumulierende
Losungsmittel in der gefluteten Zone der Vorsdule bildet die Grundlage fiir das Solvent Trapping
(siehe Abb. 15).

syringe needle

— solvent vapor
— >
- q 3
carrier A\ )
gas low boilers retained

by solvent trapping

Abb. 15: Partiell simultane Lésungsmittelverdampfung zur Analyse leichtfliichtiger Verbindung (Ref.
26)

Anders als bei der simultanen Lésungsmittelverdampfung ist der Verschluss des SVE kritisch und
muss an die gegebenen Bedingungen, d.h. Injektionsgeschwindigkeit, GC-Ofentemperatur und
Tragergasdruck angepasst werden. Da nach Beendigung der Injektion noch eine geflutete Zone in der
Vorsaule vorliegt, muss eine definierte Zeit gewartet werden, bevor der SVE geschlossen werden
kann. Die dazu nétige Zeit kann experimentell auf folgende Art bestimmt werden:

Solange sich im Tragergas noch organische Materialien befinden, ist es mit gelber Flamme brennbar,
auch bei Verwendung von Helium. Das ausstromende Gas am SVE kann angeziindet werden und es
kann somit kontrolliert werden, wie lange sich noch Losungsmittel im Tragergasstrom befindet. In
einem ersten Optimierungslauf fir die Verdampfungsbedingungen sollten demnach die passenden

19



GC-Parameter von Hand eingestellt werden (Temperatur und Tragergasdruck). Der SVE muss
geoffnet werden und die Injektion oder der LC-Transfer mit dem gewiinschten Volumen gestartet
werden. Der Ausgang vom SVE kann jetzt angeziindet werden. Sobald die Injektionsphase
abgeschlossen ist, sollte die Zeit gemessen werden, bis zu der die Flamme permanent erlischt. Der
SVE kann danach geschlossen werden und das gesamte GC-System kurz ausgeheizt werden, um
Restspuren vom Losungsmittel aus der GC-Trennsdule zu entfernen.

MS

5mx053mm 12mx0.25 mm
unbelegte Trennsaule
Vorsaule

Abb. 16: Bestimmung der Losungsmittelverdampfungszeit durch eine einfache Zeitmessung (Ref. 25)

Die gemessene Zeitspanne entspricht der Zeit, die bendtigt wird, um das Losungsmittel, das sich
wahrend der Injektionsphase auf der Vorsaule akkumuliert hat, abzudampfen. Da die leichtfliichtigen
Komponenten mit dem letzten Rest des Losungsmittels aus dem SVE entweichen, ist es notwendig,
den SVE kurz vor diesem Zeitpunkt zu schlieBen, d.h. 3 - 5 Sek. vor Erléschen der Flamme.

Auf diese Weise ist eine einfache erste Optimierung der Injektionsbedingungen méglich. Eine
abschlieRende Optimierung ist im Rahmen eines GC-Testlaufs durchzufiihren. Die Injektion eines
Standardgemisches ist dafiir am besten geeignet. Die Breite der Losungsmittelpeaks (optimal etwa 2
- 4 Min.) sowie das diskriminierungsfreie Vorliegen der leichtfliichtigen Komponenten sind
Indikatoren, die fur eine Optimierung herangezogen werden kénnen.

Nachfolgend ein zusammenfassender Uberblick iiber die beschriebenen Transfertechniken:

Fraktionsart Nur Schwerfliichter inkl. Leichtfliichter
(z.B. Octadecan aus Hexan) | (z.B. Decan aus Hexan)

<100 - 150 pL Organik PTV PTV (At-Once)
Retention Gap (+SVE) Retention Gap (+SVE)

> 150 pL Organik PTV Retention Gap + SVE (bis ca. 1 mL)
Retaining Precolumn + SVE

Wassrig PTV PTV + Adsorbens (z.B. Tenax TA)
Retention Gap (+SVE)*

Tabelle 1: Die verschiedenen Transfertechniken im Uberblick (*nicht fiir den Routinebetrieb
geeignet, da Wasser Fused-Silica-Oberflachen angreift)
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16. Erfahrungen aus der Praxis und Fehlersuche
Nachdem im bisherigen Verlauf dieses Kapitels alle wichtigen Grundlagen kurz zusammengefasst

wurden, beschéftigt sich der kommende Abschnitt mit dem praxiserprobten Aufbau eines HPLC-GC-
Systems und den Fallstricken im Routine-Betrieb. Die Abbildungen 17 und 18 zeigen ein aktuelles
Geratekonzept, respektive die schematische Darstellung des Systems.

Abb. 17: HPLC-GC-System bestehend aus Autosampler, HPLC-UV und GC (Ref. Fa. Axel Semrau
GmbH)
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Abb. 18: Schematische Darstellung eines HPLC-GC-Systems aus Abb. 17 (Ref. Fa. Axel Semrau GmbH)
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Das gezeigte System verwendet 1/16-Zoll-Ventile, z. B. eignen sich Ventile aus der Cheminert®-Serie
der Firma VICI AG International. Sie sind I6sungsmittelbestandig und kdnnen auch permanent mit
Losungsmitteln wie THF oder Dichlormethan betrieben werden. Im HPLC-Teil des Systems werden
standardmaRig nur Edelstahlleitungen verwendet, da diese im Gegensatz zu PEEK gegenlber allen
gangigen organischen Losungsmitteln bestandig sind. Zur Benutzung von Fused-Silica-Kapillaren an
diesen Ventilen bietet VICI sog. ,One-Piece“-Adapter an (siehe Abb. 19). Dabei handelt es sich um
passende Reduzieradapter aus Materialien wie Polyimid, PEEK oder Vespel-Graphit, mit denen die
Kapillaren direkt ans Ventil angeschlossen werden kdnnen. Dies vereinfacht die Montage aller
Kapillaren am gesamten System erheblich.

Abb. 19: ,,0ne Piece“-Adapter zur Verbindung von Fused-Silica-Kapillaren an 1/16-Zoll- oder 1/32-
Zoll- Ventile (VICI AG International, Schweiz)

Statt eines On-Column-Injektors wird ein einfaches T-Stlick verwendet, welches totvolumenarm
Tragergas und LC-Eluent zusammenfihrt. Im Gegensatz zu einem klassischen Injektor ist es
wesentlich glinstiger und zeigt , keine” Memory-Effekte zwischen zwei Transfers. Urspriinglich in
Form eines Glas-Pressfits realisiert, wird nun ein Metall-T-Stlick verwendet. Dieses verwendet 1/32-
Zoll-Ferrules, ebenfalls in Form von VICI ,One-Piece”“-Adaptern, und kann beliebig oft wiederwendet
werden. Dies ist ein groRer Vorteil im Vergleich zu den meist nur einmalig zu verwendenden Glas-
Pressfits. So kann sehr einfach zwischen verschiedenen Vorsaulen (Retention Gap oder Retaining
Precolumn unterschiedlichster Langen) gewechselt werden. Der SVE im GC-Ofen wird durch ein
modifiziertes SGE-Miniverbinder-System realisiert. Es verwendet ausschlief3lich SilTite®-Ferrules, d.h.
Metallferrules, die nach einmaligem Anziehen dicht sind. Graphit- bzw. Vespel-Graphit-Ferrules, die
klassischerweise im GC-Bereich eingesetzt werden, neigen nach mehreren GC-Laufen zu
Undichtigkeiten. Reines Graphit ist auch dafiir bekannt, Losungsmitteldampfe verzogert freizugeben,
was zu einer unruhigen Basislinie fiihren kann (siehe Abb. 20).

oL

2
— [min]

Abb. 20: Einfluss des Ferrule-Materials am SVE-T-Stiick auf die Basislinie bei einer Injektion von 750
pL Hexan/MTBE (90:10) (GC-FID-Chromatogramm — simultane Losungsmittelverdampfung — blau:
SilTite®-Ferrules, rot: Graphit-Ferrules)

Um dies auszuschlielRen, ist es empfehlenswert das System mit dieser Art von Dichtung aufzubauen.
Weiterhin bieten SilTite®-Dichtungen eine optimale Grundlage bei der Verwendung
massenspektrometrischer Detektoren, die sensibel auf Sauerstoff reagieren kénnen. Bei der Wahl
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des SVE-Ventils wurde darauf geachtet, dass dieses beheizbar ist und ebenfalls die notwendige
Losungsmittelbestandigkeit aufweist.

Im Routine-Betrieb zeigt sich dieses System als sehr stabil. Tritt dennoch ein Fehler auf, gibt es
mehrere Mdglichkeiten, diesen einzugrenzen. Durch Integration eines UV-Detektors kann z. B.
Uberprift werden, ob der HPLC-Part korrekt funktioniert. Abbildung 21 zeigt den Verlauf eines
typischen LC-UV-Chromatogramms aus einer Applikation zur Bestimmung von Kohlenwasserstoffen
aus Mineraldlrickstanden in Lebensmitteln (siehe Anwendungsbeispiele, Pkt. 17). Das verwendete
Dichlormethan in der mobilen Phase hat einen UV-Cut-Off von 232 nm, so dass mit dem UV-Detektor
die Dichlormethankonzentration im Eluentenstrom wahrend des Gradienten verfolgt werden kann.
Auf diese Weise ist es moglich, am Ende des Laufs auf eine vollstdndige Rekonditionierung der HPLC-
Saule zu prifen. Auch das Mischverhalten der HPLC-Pumpe ist so kontrollierbar. Zeigt sich bei einer
Forderung von Hexan/Dichlormethan eine wellenférmige Grundlinie, spricht dies fur ein zeitlich
inhomogenes Zumischen von Dichlormethan. Die Ursache ist in vielen Féllen Luft in einem der
Pumpenkdpfe. Typische Marker wie der Anstieg der Grundlinie, die Retentionszeiten, Flachen und
Asymmetriefaktoren definierter Analytpeaks (z. B. Perylen) kénnen als kritische Parameter im
Rahmen von Systemeignungstests genutzt werden.
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Abb. 21: LC-UV-Chromatogramm bei der Bestimmung von Mineral6lkohlenwasserstoffen

Ist hier bereits ein Problem, wie zu kleine Peaks bzw. schlechte Peakformen zu beobachten, so ist das
Problem injektions- oder HPLC-seitig zu lokalisieren. Ist hingegen kein Unterschied zu fritheren
Chromatogrammen zu erkennen, so ist das Problem im weiteren Verlauf des Systems zu suchen.

GC-seitig kann die Peakbreite und Form des Losungsmittelpeaks (sofern ein passender Detektor, wie
z. B. ein FID, verwendet wird) als Indikator fir einen fehlerfreien Betrieb herangezogen werden.
Weicht die Breite und/oder Form des Losungsmittelpeaks signifikant von friiheren
Chromatogrammen ab, so kann dies auf ein Problem beim Abdampfen des Lésungsmittels
hindeuten. Folgende Beobachtungen sind die gangigsten im Routinebetrieb:

» Losungsmittelpeak zu schmal oder unterbrochen
o Undichtigkeit im GC
o zu hoher Abdampfdruck, zu hohe Ofentemperatur
o zu geringe oder instabile HPLC-Flussrate
» LOsungsmittelpeak zu breit
o Verstopfung im Vorsdulen-SVE-Teil des Systems
o zu geringer Abdampfdruck, zu geringe Ofentemperatur
o zu hohe HPLC-Flussrate
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» Extremes Tailing des Losungsmittelpeaks
o Verstopfung des SVE-Ventils
o Verstopfung der Fused-Silica-Restriktionen am Fraktionierungs- bzw. SVE-Ventil

=>» Die Funktionsweise dieser Restriktionen lasst sich am einfachsten prufen, indem sie
in ein organisches Losungsmittel gehalten werden. Es sollten sich deutlich sichtbare
Tragergasblasen zeigen. Ist dies nicht gegeben, sollte die Kapillare geringfligig
gekirzt oder getauscht werden. Tritt dieser Umstand haufiger auf, so sollte auf eine
Kapillare groReren Innendurchmessers gewechselt werden. Kapillaren mit einem
Durchmesser von 25 pum neigen zu einer schnelleren Verstopfung als 50 pum-
Kapillaren. Ein Ausgleich des groBeren Querschnitts ist durch eine Verlangerung der
Kapillare gegeben.

=>» Konnen falsche GC-Parameter ausgeschlossen werden, so ist zur Problemsuche die
Verwendung eines Lecksuchgerates sowie eines Flussmessers empfehlenswert. Mit dem
Lecksuchgerat sollte das System an allen kritischen Stellen auf Dichtigkeit Gberprift werden.
Dies sind alle Verbindungs- und Verschraubungspunkte (Fraktionierungsventil, On-Column-T-
Stiick, SVE-T-Stiick, SVE-Ventil, etc.). Mit einem Flussmesser kann bei ge6ffnetem SVE-Ventil der
Tragergasfluss bestimmt werden. Es ist angebracht, regelmaRig den Soll-Fluss fiir eine
angewendete Applikation zu notieren. Hat sich dieser Fluss signifikant verandert, so ist keine
zuverlassige Verdampfung des Losungsmittels mehr gegeben und dies héchstwahrscheinlich der
Grund fir den beobachteten Fehler.

Anhand der Peakformen der Analyten im GC kénnen weitere Probleme lokalisiert werden:

> Tailing fruh eluierender Komponenten, welches mit héherer Ofentemperatur zunimmt
o Kontamination der Retention Gap
o Spulung* bzw. Wechsel der Retention Gap
> Peak-Splitting hochsiedender Komponenten
o Kontamination der Retention Gap
o Spillung* bzw. Wechsel der Retention Gap
> Peakverbreiterung hochsiedender Komponenten
o Die Vorsdule kdnnte Boden- oder Wandkontakt haben. Dies fiihrt zu heillen bzw.
kalten Stellen in der Vorsaule, die den Retention Gap Effekt beeinflussen kénnen.

*Nimmt die Retentionskraft in einer Retention Gap zu, hat dies Einfluss auf den
chromatographischen Prozess. In diesen Fallen ist keine effektive Konzentrierung der Anfangsbanden
schwerflichtiger Substanzen am Sduleneingang der Trennsdule moglich. Es kann zu
Peakdeformationen wie Peaksplitting oder Tailing kommen. Diese Erhohung der Retentionskraft
kann durch Ablagerung schwerflliichtigen Materials in der Retention Gap erklart werden. Um den
urspriinglichen Zustand wiederherzustellen, kann versucht werden, die Retention Gap mit
Losungsmitteln verschiedener Polaritaten zu spilen:

> Bei einem HPLC-GC-Instrument ist es am effektivsten, die Vorsaule direkt an die HPLC-Pumpe
anzuschlieBen und mit dem HPLC-Eluenten zu spiilen. Die oben erwahnten ,,One Piece”-
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Adapter von VICI in der passenden Dimension eignen sich, um 0,53 mm Saulen direkt an
1/16-Zoll Anschlisse der Ventile oder HPLC-Pumpen anzuschlieBen. Losungsmittel wie
Dichlormethan, MTBE im ersten Schritt und danach Hexan haben sich fiir eine Spilung als
effizient erwiesen. Da die Retention Gap keinen nennenswerten Gegendruck aufbaut, kann
mit hohem Fluss (mehrere mL/min) gespiilt werden. 10-20 mL Lésungsmittel reichen in
jedem Fall aus. Nachdem die Saule gespuilt wurde, kann sie zurlick in den GC eingebaut
werden. Jedoch sollte die Verbindung zum SVE-T-Stiick noch nicht erfolgen, da die Saule
noch mit Lésungsmittel gefillt ist. Die Vorsdule sollte jetzt eine Zeit lang mit Tragergas
gespllt werden, bevor sie wieder vollstandig ins System integriert wird. Sind bei der Injektion
eines Standardgemischs nun wieder symmetrische Peakformen kritischer Analyte erreicht,
war die Spilung erfolgreich und die Retention Gap kann weiterhin verwendet werden. Das
gleiche Vorgehen ist im Ubrigen auch bei Retaining Precolumns und GC-Trennsiulen moglich,
sofern die stationdre Phase am Fused-Silica-Gerist chemisch gebunden ist.

17. Anwendungsbeispiele

Mineraldlriickstidnde in Lebensmitteln
Mineralische Paraffine erweisen sich als eine der quantitativ bedeutsamsten Kontaminationen im

menschlichen Korper [19]. Kiirzerkettige gesattigte Kohlenwasserstoffe werden vom Koérper leicht
aufgenommen und kdnnen in einigen Organen auch gespeichert werden. Aus tierexperimentellen
Studien ist bekannt, dass derartige Mineral6lgemische zu Ablagerungen und Schaden in der Leber,
den Herzklappen und den Lymphknoten fiihren kénnen. Die aromatischen Kohlenwasserstoffe
stehen in dringendem Verdacht, krebserregend zu wirken [20].

Die in den letzten Jahren durchgefiihrten Untersuchungen zeigen zum Teil eine sehr hohe
Kontamination Giberwiegend trockener Lebensmittel aus bedruckten Umverpackungen aus
Recyclingmaterial (z. B. Reis, Nudeln, Cerealien, Getreidemehle, Backmischungen, Kakaopulver,
Schokolade) [21]. Kartonverpackungen fir Lebensmittel werden i.d.R. aus recyceltem Papier
hergestellt, das Mineral6lriickstande aus Druckfarben enthalt, wie sie tGblicherweise im
Zeitungsdruck verwendet werden. Untersuchungen haben gezeigt, dass bestimmte
Mineralolfraktionen bereits bei Zimmertemperatur verdampfen und in gréReren Mengen auf das
verpackte Lebensmittel iibergehen kdnnen. Es handelt sich dabei um kiirzerkettige
Kohlenwasserstoffe mit Kohlenstoffzahlen < C,5; und einem hohen Anteil an Aromaten (ca. 10 - 25 %).
Die Migration in das Lebensmittel erfolgt Gber Verdampfung, Transport in der Gasphase und
Rekondensation im Lebensmittel. Sie ist deswegen beschrankt auf Komponenten mit einem gewissen
Dampfdruck. Innenverpackungen aus Papier, Polyethylen oder Polypropylen verzégern die Migration,
halten sie aber nicht auf [22]. Aber auch in anderen Produkten wie Schokolade und pflanzlichen Olen
konnten Mineraldlriickstdnde nachgewiesen werden (siehe Abb. 22 und Abb. 23).
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Abb. 22: Chromatogramm der MOSH-Fraktion einer Probe Schokolade mit einem Gehalt an
Mineral6lkohlenwasserstoffen von 23 mg/kg (Quelle dieser Kontamination: Recyclingkarton)
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Abb. 23: Chromatogramm der MOAH-Fraktion einer Probe Schokolade mit einem Gehalt an
Mineral6lkohlenwasserstoffen von 6 mg/kg (Quelle dieser Kontamination: Recyclingkarton)

Oftmals weisen Lebensmittel schon vor dem Verpacken Riickstdnde von Mineral6len auf, die z. B. auf
olende Maschinenbauteile in der Produktion oder auf Schmierfette, die wahrend Wartungs- bzw.
Reinigungsarbeiten verwendet werden, zuriickzufiihren sind. Haufig ist eine umweltbedingte
»,Grundbelastung” mit Mineral6lkohlenwasserstoffen (MKW-Bereich C,, - Csp) in den untersuchten
Lebensmitteln nachweisbar, ohne aber eine eindeutige Kontaminationsquelle identifizieren zu
kénnen [23]. Moglicherweise ist fiir diese haufig vorkommende Kontamination im Wesentlichen die
globale Umweltverschmutzung verantwortlich (unvollstiandige Verbrennung fossiler Brennstoffe).
Nachfolgend sind mégliche Kontaminationswege zusammengefasst:

> Rohstoffe (z. B. Schmieréle von Erntemaschinen, Trocknungsprozesse, Abgase von
Benzinmotoren, Emissionen von Industrieanlagen)

» Transport (z. B. mineralolhaltige papierbasierte Verpackungen, mit ,,Batching oil“ behandelte
Jutesacke)

» Herstellungsprozess (z. B. 6lende Maschinenbauteile)

> Lebensmittelverpackungen, Umverpackungen aus Recyclingpapier

» mineraldlhaltige Druckfarben

Man unterscheidet zwischen zwei Substanzklassen: gesattigte (MOSH — mineral oil saturated
hydrocarbons) und aromatische Kohlenwasserstoffe (MOAH — mineral oil aromatic hydrocarbons).
Diese zwei Mineral6lfraktionen werden aufgrund der unterschiedlichen toxikologischen Einstufung
getrennt voneinander bestimmt.

Die Messung der Mineralblgehalte in Lebensmitteln ist anspruchsvoll, weil es sich um ein komplexes
Gemisch handelt, das als Summe aller Komponenten quantifiziert werden muss. Eine
Einzelkomponentenanalyse ist wegen der enormen Anzahl der Isomeren nicht moéglich. Bei der
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gaschromatographischen Untersuchung komplexer Mineraldlgemische' werden keine scharf
aufgeldsten, sondern sehr breite Signale erhalten. Rowland und Mitarbeiter pragten 1990 fir den
resultierenden chromatographischen ,Higel” den Begriff ,unresolved complex mixture” (UCM) [24].

Die LC-GC-Kopplungstechnik ermdglicht eine sehr effiziente Analytik von
Mineraldlkohlenwasserstoffen in Lebensmitteln. Die Untersuchung wird nach einer Methode,
basierend auf Arbeiten von Konrad Grob vom Kantonalen Labor Ziirich, durchgefihrt [21, 25]. Zur
Bestimmung der MOSH/MOAH-Fraktionen aus Verpackungen oder Lebensmitteln findet im ersten
Schritt eine Normalphasen-HPLC statt. Die HPLC fungiert hierbei als automatisierte Online-
Probenvorbereitung (Abtrennung von Lipiden, Wachsestern, Olefinen u.a.) und zur Trennung der
gesattigten Kohlenwasserstoffe (MOSH) von den Aromaten (MOAH). Nach der Vortrennung werden
die jeweiligen Fraktionen large-volume-on-column auf den GC transferiert und getrennt voneinander
mittels FID detektiert. Man kombiniert dabei die hohe Kapazitat der LC mit der hohen Trennleistung
und schnellen Chromatographie der GC. Entscheidend fiir die applikativ erfolgreiche Kopplung dieser
beiden Geratesysteme ist eine geeignete Transfertechnik. Fiir den LC-GC-Transfer wird in diesem Fall
die sogenannte Retention-Gap-Technik mit einer unvollstandigen simultanen
Losungsmittelverdampfung verwendet. Dies ist entscheidend fiir die diskriminierungsfreie Erfassung
auch der leichtflichtigen Kohlenwasserstoffe. Die beiden Fraktionen (MOSH und MOAH) werden in
zwei unabhangigen Laufen direkt auf den GC aufgegeben und analysiert.

Verglichen mit einer manuellen, mehrstufigen Aufarbeitung werden durch die automatisierte
Probenaufarbeitung Analytverluste und mogliche Verschleppungen minimiert. Auch sind die
Wiederfindungen i.d.R. hoher und reproduzierbarer als mit den entsprechenden Offline-Varianten.

Nicht fur alle Lebensmittel ist die Online-Probenaufreinigung ausreichend. Die beiden
Mineraldlfraktionen MOSH und MOAH miissen oftmals von lebensmitteleigenen
Kohlenwasserstoffen unterschieden und abgetrennt werden. Als analytische Hilfstechniken bei
komplexen Matrizes (wie z. B. Tee, Schokolade oder pflanzlichen Olen) werden die Vortrennung an
aktiviertem Aluminiumoxid zur Abtrennung biogener Kohlenwasserstoffe (ungeradzahlige Paraffine
vor allem von C,; - C35) und die Epoxidierung zur Eliminierung stérender lebensmitteleigener Olefine
eingesetzt (z. B. Terpene, Squalene) [21, 25].

Die Genauigkeit und Empfindlichkeit dieser Analytik wird nicht nur vom verwendeten Verfahren
sondern auch von der Art des nachgewiesenen Mineraldls (erkennbar anhand des Siedebereiches
und des typischen Peakmusters) und den in der Probe enthaltenen Storsubstanzen beeinflusst.
Mineraldle sind Vielstoffgemische, deren Zusammensetzung je nach Einsatz sehr unterschiedlich ist.
Ein Dieseldl mit einem hoheren Anteil an leichtflliichtigen Komponenten und vielen aufsitzenden n-
Alkanen (ca. Cq bis Cy4 Siedebereich 160 bis 390 °C) stellt andere Anforderungen an das Verfahren als
ein Schmierdl (>C,,, Siedebereich >300 °C), welches vor allem aus iso-Alkanen und Cycloalkanen
besteht und bei dem die n-Alkane i.d.R. nicht mehr erkennbar sind.

Mit dem Summenparameter MKW werden u.U. auch Stoffe erfasst, die nicht zu den Mineraldlen
zahlen. Eine bessere Selektivitat wird man unter den gegebenen Bedingungen nur durch einen
deutlich hoheren Geradteaufwand (z. B. GCxGC) und eine andere Detektionstechnik erreichen (z. B.
Massenspektrometrie). Zu LCxLC-Trennungen, s. Kap. 3.

! Als Mineralble bezeichnet man in der petrochemischen Industrie die fliissigen Produkte, die bei der Destillation von Erdél entstehen.
Wichtige Mineralélprodukte sind Benzin, Kerosin, Heizdl, Diesel und Schmierdl.
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Limitierender Faktor fir die Bestimmungsgrenze ist die Kapazitat der Trennsaule fiir Lipide und die in
Lebensmitteln natiirlich vorkommenden Substanzen wie Wachse oder Terpene, die bei der
Quantifizierung nicht miterfasst werden diirfen.

Fiir die Bestimmung der Mineral6lriickstande hat sich dabei die LC-GC-Kopplungstechnik als
routinetauglich unter Beweis gestellt und bietet durch einen hohen Automatisierungsgrad
entscheidende Vorteile gegentiber alternativen Verfahren.

Sterine aus pflanzlichen Fetten und Olen
Sterine stellen eine wichtige Substanzklasse dar, die zur Identifizierung und Authentifizierung von

pflanzlichen Fetten und Olen beitragen kann. Die Sterinverteilung, d.h. die prozentuale Verteilung
der i.d.R. 15 untersuchten 4-Desmethylsterine, stellt einen spezifischen Fingerprint pflanzlicher Ole
oder Fette dar und wird deshalb fiir den Nachweis moglicher Verfalschungen genutzt. So sind bereits
geringe Beimischungen minderwertiger Ole und Fette erkennbar. Gerade Raps- oder
Sonnenblumendl sind sehr gut lber ihre spezifische Sterinverteilung zu identifizieren und so in
anderen pflanzlichen Olen, wie z. B. Olivendl, nachweisbar. Abbildung 24 zeigt einen typischen
Vergleich zwischen einem extra nativen Olivenél und demselben Ol, welches mit Rapsél versetzt
wurde.

_Ju

Abb. 24: GC-FID-Chromatogramme der Sterinverteilung pflanzlicher Ole im Vergleich — Olivenél (blau)
und ein mit Rapsol versetztes Olivendl (rot) (1=Brassicasterin, 2=24-Methylencholesterin,
3=Campesterin)

Die gangigen Verfahren zur Bestimmung des Gesamtsteringehalts und der prozentualen Verteilung
der Sterine sind aufwendig und bedlrfen zahlreicher manueller Probenaufarbeitungsschritte. Die 1ISO
12228 beschreibt die anerkannte Methodik: Nach Verseifung der Probe wird der unverseifbare
Riickstand im ersten Schritt mittels einer Festphasenextraktion tGiber Aluminiumoxid von den freien
Fettsduren befreit [27]. Das Eluat wird neutralisiert und eingeengt. Durch praparative
Dinnschichtchromatographie werden die zu quantifizierenden 4-Desmethylsterine von stérenden
Matrixbestandteilen wie Tocopherolen, Triterpenen sowie 4-Methyl- und 4,4-Dimethylsterinen
abgetrennt. Die entsprechende Fraktion wird von der DC-Platte abgenommen, gel6st, nochmalig
eingeengt und derivatisiert. Die Sterine werden abschliefend als Trimethylsilylether mittels GC-FID
detektiert und mit Hilfe von Cholestanol als internem Standard quantifiziert. Der gesamte Ablauf
benotigt ca. einen Arbeitstag, wobei der Durchsatz bei max. 4 - 6 Proben pro Mitarbeiter liegt.

Statt einer aufwendigen pradparativen Dinnschichtchromatographie kann diese Analytik mit einem
LC-GC-Ansatz umgesetzt werden. Die aufwendige Probenvorbereitung kann mit einem flexiblen
Autosamplersystem vollstandig automatisiert werden. Durch Verwendung eines CTC DualPAL-
Autosamplers ist es moglich, die gesamte Probenvorbereitung zu automatisieren: Die Verseifung mit
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ethanolischer KOH, Neutralisierung, Extraktion und Zugabe des internen Standards wird vollstandig
und ohne manuelle Eingriffe durchgefiihrt. Die Notwendigkeit der zeitaufwendigen und
fehlerbehafteten Diinnschichtchromatographie wird durch einen leistungsfahigen Normalphasen-
HPLC-Schritt tiber Kieselgel ersetzt. Die Trennung der Sterine von der Probenmatrix erfolgt
isokratisch mit einer Mischung aus Hexan/iso-Propanol (98:2) als Eluent auf einer 2,1 mm x 250 mm
Kieselgelsdule bei einer Flussrate von 300 pL/min.
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Abb. 25: LC-UV-Chromatogramm einer Sonnenblumendélprobe (Markierung der A5- und A7-

Sterinfraktion)
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Die A5- und A7-4-Desmethylsterinfraktion wird durch simultane Lésungsmittelverdampfung in den
GC lberfihrt, dort aufgetrennt (siehe Abb. 26) und mittels FID quantifiziert. Die HPLC-Saule wird in
der Zwischenzeit mit MTBE bei erhéhtem Fluss zurlickgespult und anschliefend mit dem eigentlichen
Eluenten rekonditioniert (siehe Abb. 25). Die einzige manuelle Aktion besteht darin, die Probe
einzuwiegen und in den Autosampler zu Uberfiihren. Nach etwa zwei Stunden liegt das
abschlieRende Ergebnis vor.

Abb. 26: GC-FID-Chromatogramm einer Sonnenblumendlprobe (1=Cholesterin, 2=Cholestanol (ISTD),
3=Brassicasterin, 4=24-Methylencholesterin, 5=Campesterin, 6=Campestanol, 7=Stigmasterin, 8=A7-
Campesterin, 9=A5,23-Stigmastadienol, 10=Chlerosterin, 11=Sitosterin, 12=Sitostanol, 13=A5-
Avenasterin, 14=A5,24-Stigmastadienol, 15=A7-Stigmastenol, 16=A7-Avenasterin)

Die Klasse der Sterine stellt nur einen interessanten Parameter fiir die Charakterisierung von Fetten
und Olen dar. Die Alkyl- und Wachsester- sowie Stigmastadien-Analytik [28, 29] kann ebenso mit
einem LC-GC-System umgesetzt werden. Diese Technik ist somit ein wertvolles Werkzeug, um
aufwendige Probenvorbereitungen komplett zu automatisieren und in vielen Fallen auf ein Minimum
zu reduzieren.
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18. Fazit und Ausblick
Die Kopplung von Fliissig- und Gaschromatographie bringt viele Vorteile mit sich, die nachfolgend

nochmals zusammengefasst sind:

> hohes Automatisierungspotential
» Minimierung von Analytverlusten bei der in komplexer Matrix tiblichen mehrstufigen
Aufarbeitung

A\ 4

automatisierte Probenaufreinigung, die den Zeitaufwand sowie mogliche individuelle
Handhabungsfehler minimiert und die Reproduzierbarkeit des Verfahrens erhéht
Minimierung moglicher Verschleppungen oder Blindwerte

Kontaminationsarm durch geschlossenes Geratekonzept

geeignet fiir die Rickstandsanalytik im Spurenbereich aus komplexer Matrix

erhohte Empfindlichkeit durch groRere Injektionsvolumina in die HPLC
Empfindlichkeitsgewinn durch Transfer kompletter LC-Fraktionen

VV VYV VYV

kein Eindampfen oder Uml6sen von Losungsmitteln erforderlich (mogliche Analytverluste,
Abbauprodukte, Verunreinigungen)
» Wiederfindungen i.d.R. héher und reproduzierbarer als mit Offline-Varianten

Zusammenfassend ist die HPLC-GC-Kopplung ein stabiles, routinefahiges System mit hohem
Probendurchsatz, einfacher Handhabung und geringen laufenden Kosten und tragt somit erheblich
zur Effizienzsteigerung bei. Die Technik selbst ist komplex, allerdings beherrschbar, wenn das notige
Fachwissen vorhanden ist. Dieses Kapitel konnte nur eine sehr kurze Einfihrung in diese spannende
Thematik liefern. Zusatzliche Informationen sind in zahlreichen internationalen Veréffentlichungen
vorzufinden. Weitere Applikationen, wie die Bestimmung von polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen aus Lebensmitteln, zeigen, dass sich die HPLC-GC-Kopplung fir die
Kontaminatenanalytik als wertvolles Werkzeug darstellt. Die Bestimmung anderer Substanzklassen
wie PCB (polychlorierte Biphenyle) und Pflanzenschutzmitteln aus fettreicher Matrix sind weitere
denkbare Anwendungsmoglichkeiten.
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