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Einfuhrendes Praktikum in die GC

| Theoretischer Teil

.1 Einleitung

Die Gaschromatographie (GC) ist, wie die HPLC (High Performance/Pressure Li-
quid Chromatography), eine leistungsfahige Methode zur meist analytischen (in
Spezialfallen aber auch praparativen) chromatographischen Trennung und quanti-
tativen Bestimmung von organischen und anorganischen Verbindungen fast aller
Klassen.

Gaschromatographisch kénnen solche Stoffe getrennt werden, die unzersetzt in
den Gaszustand Uberfuhrt oder unter Zersetzung reproduzierbar verdampft wer-
den kénnen.

Unter dem Begriff der Gaschromatographie (GC) werden physikalisch-chemische
Trennmethoden zusammengefasst, bei denen eine Stoffmenge durch Verteilung
zwischen einer ruhenden (,stationaren®) und einer sich bewegenden (,mobilen®)
Phase erfolgt. Ein gaschromatographisches System besteht also wiederum aus
zwei nicht miteinander mischbaren Phasen, von denen die eine sich an der ande-
ren vorbeibewegt. Die Gaschromatographie umfasst dabei alle chromatographi-
schen Methoden, bei denen die mobile Phase ein Gas ist.

.2 Zielsetzung

Das Ziel dieses Teils des Praktikums ist es, dem Studierenden eine Einflihrung in
die Technik der Gaschromatographie zu geben.
In diesem Praktikum sollen u.a.
= die einzelnen Bestandteile und Komponenten eines GC-Trennsystems kennen
gelernt werden, wie
- die stationare Phase (in diesem Fall eine HP-5MS Phase mit 5%
Diphenylpolysiloxan).
- die mobile Phase (Tragergas ist in diesem Fall Helium),
- Pneumatik, Saulenofen und Injektionseinheit (Autosampler),
- der Detektor
- die Steuerungs- und Auswertesoftware;
= die Trennleistung eines Systems an einem einfachen Beispiel beurteilt werden;
= wichtige chromatographische KenngrofRen, wie Retentionszeit, Durchbruchs-
zeit, Retentionsvolumen, Durchbruchsvolumen, Wanderungsgeschwindigkeit
der mobilen Phase, Kapazitatsfaktor etc. bestimmt werden.
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= die quantitative Bestimmung einer chemischer Substanzen in verschiedenen
Realproben mit der Methode des Internen Standards durchgefuhrt werden.

Im Folgenden werden die Bestandteile und Komponenten eines GC-Systems na-
her beschrieben:

1.3. Die stationare Phase

Trennsaulen fur die GC lassen sich prinzipiell in gepackte Saulen und in Kapillar-
saulen einteilen (siehe Skriptum Analytische Chemie II):

1.3.1 Gepackte Saulen:

Gepackte Saulen bestehen aus einem Glas- oder Metallrohr (2 - 4 mm Innen-

durchmesser, Lange: 0.5 — 4 m), das mit einem Saulenmaterial gefullt ist. Als sta-
tionare Phasen werden hierbei entweder feste Adsorbentien oder Trennflussigkei-
ten, die auf einem Trager (z.B. Kieselgur) aufgebracht sind, verwendet.

Feste Adsorbentien werden haufig bei Bestimmung von Gasen oder kleinen orga-
nischem Molekulen verwendet. Als Adsorbentien dienen hierbei u.a. z.B. Kiesel-
gel, Al203 oder Aktivkohle.

1.3.2 Kapillarsaulen:

Bei den Kapillarsaulen werden als stationare Phasen sehr haufig Silikondle und
Polyethylenglykole eingesetzt. Bei den Silikondlen (Polysiloxanen) hangt die Pola-
ritat von der Zusammensetzung ab:

Die Kapillarenwand ist in der Regel aus synthetischem Quarz (engl. ,fused silica®)
hergestellt und auf der Innenseite mit der Trennflussigkeit beschichtet. Es werden
in der Regel Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 0.2 — 0.75 mm verwen-
det. Bei Kapillaren mit 0.2 mm Innendurchmesser liegen die Schichtdicken der
Trennflussigkeit (Film) bei 0.1 — 0.8 um. Bei Kapillaren mit gréRerem Innendurch-
messer betragt die Schichtdicke bis zu 5 um. Je grof3er die Schichtdicke der
Trennflussigkeit ist, desto groRer ist zwar die Beladbarkeit (Kapazitat) der Saule,
je geringer ist aber auch ihre Trennleistung
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CH, Abb 1.3.2.a:
Bei n = 100% besteht die Trennflussigkeit
D—TI aus reinem Polydimethylsiloxan.
CH, —n Folge: Sehr unpolare stationdre Phase

Structure of Dimethylpolysiloxane

Reine Polydimethylsiloxane (abb 1.3.2.a) besitzen relativ unpolare Eigenschaften.
Die Polaritat der Polydimethylsiloxane steigt aber durch Erhéhung des Anteils an
z.B. Diphenyl-, Cyanopropylphenyl- oder Dicyanopropylsiloxanen.

CH, 'l.'|.T,H,
IZI—SI%—|:I]'—SI
o dal L

Structure of Diphenyldimethylpolysiloxane

Abb 1.3.2.b:

Die Trennfliissigkeit besteht neben n Antei-
len an Polydimethylsiloxan auch aus un-
terschiedlichen Anteilen an Diphenylpoly-
siloxan m mit (n=100%-m).

Folge: Zunehmend hoéhere Polaritat der
stationdren Phase

Zu den polaren stationaren Phasen zahlen Polysiloxane mit einem hohen Anteil an
Cyanopropyl- oder Phenylsiloxan und die Polyethylenglykolphasen.

Structure of
C.]r:noprupylph.nyinuth]rlpnlyﬂln:lln'

i+

Abb 1.3.2.c:

Die Trennfliissigkeit besteht neben n Antei-
len an Polydimethylsiloxan auch aus un-
terschiedlichen Anteilen an Cyanopropy-
Iphenylpolysiloxan m mit (n=100%-m).

Folge: Zunehmend hohere Polaritat der
stationdren Phase

Abb 1.3.2.d:

(n=100%) Die Trennflussigkeit besteht aus
100% Polyethylenglykol.

Folge: Sehr hohe Polaritat der stationaren

Phase. Achtung !! Empfindlich gegeniiber

Sauerstoff und hohen Trenntemperaturen.

Structure of Polyethylene Glycol

Diese sehr polaren stationaren Phasen (,Trennflissigkeiten®) werden durch Sau-
erstoff oxidiert und zersetzt. Dieser Effekt tritt insbesondere bei hohen Trenntem-
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peraturen auf. Daher ist darauf zu achten, dass die verwendeten Tragergase mog-
lichst sauerstofffrei sind und die Saule bis zum Abkuhlen kontinuierlich mit Trager-
gas gespult wird.

Damit eine Substanz als ,Trennflissigkeit® Uberhaupt geeignet ist, muss sie be-
stimmte Eigenschaften besitzen:

e Thermische Bestandigkeit

e geringer Dampfdruck bei der verwendeten Trenntemperatur
e geringe Viskositat bei der verwendeten Trenntemperatur

e chemisch innert

¢ hohe Selektivitat fir das entsprechende Trennproblem

Die Trennleistung einer GC-Saule ist generell umso hoher, je langer die Saule ist.
Bei gepackten Saulen sind der Saulenlange aufgrund des hohen Widerstandes,
der dem Tragergas durch die Saulenflllung entgegengebracht wird, enge Grenzen
gesetzt.

Kapillarsaulen hingegen besitzen, im Gegensatz zu den gepackten Saulen, aber
keine ,Saulenfullung® im herkdbmmlichen Sinn. Durch den Hohlraum in der Mitte
der Kapillare ist der Saulenwiderstand geringer als bei einer gepackten Saule.
Dies erlaubt die Verwendung von sehr langen Saulen (15 - 150 Meter).

Im Versuch wird eine (5%-Phenyl)-methylpolysiloxanphase vom Typ HP-5ms® der
Firma Agilent Technologies verwendet (also eine Phase mit einem 5%-igen
Diphenylpolysiloxan-Anteil). Max. Temp. 325° - 350°C.

1.3.2.1 Temperaturbestandigkeit von Kapillarsau-
len

Eine wichtige Angabe bei Kapillarsaulen ist der zulassige Temperaturbereich in
dem eine Saule verwendet werden darf. Ist die gewahlte Trenntemperatur fir eine
bestimmte Trennflissigkeit (,stationare Phase®) zu niedrig, so kann dies zu einer
schlechten Trennleistung flhren, ist die Temperatur hingegen zu hoch, so kommt
es zum Zersetzen der Trennflissigkeit (zum sog. ,Ausbluten“ der Saule) durch
den erhdhten Dampfdruck der stationaren Phase. Dies macht sich in einer oft
drastisch steigenden Grundliniendrift bemerkbar.
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Um das ,Ausbluten® einer Saule zu vermindern wird von vielen Herstellern die
Trennflissigkeit chemisch an der Kapillarwand fixiert. Man unterscheidet daher
immobilisierte/chemisch gebundene Phasen (bonded phases) von sog. ungebun-
denen (nonbonded phases), bei denen die Trennflussigkeit lediglich auf die Kapil-
larwand aufgetragen jedoch nicht weiter in der Kapillare fixiert ist.

.4 Die mobile Phase (Tragergas)

.4.1 Bestandteile und Vorbereitung von mobilen
Phasen

Als Tragergas wird in den meisten Fallen - so auch bei diesem Versuch - Helium,
seltener hingegen Wasserstoff (Explosionsgefahr !), verwendet. Die Tragergase
mussen von besonderer Reinheit sein. Von der mobilen Phase wird auf3erdem
gefordert, dass sie weder mit den zu trennenden Substanzen, noch mit dem Tra-
germaterial d.h. mit dem stationaren Flussigkeitsfilm bei hohen Temperaturen rea-
giert. Da das Tragergas direkt aus einer Entnahmestation Uber einen Druckminde-
rer (4 bar) in den Gaschromatographen eingespeist wird, ist eine weiterfUhrende

Aufbereitung der mobilen Phase nicht notwendig.

.5 Methoden der GC

Die Verweildauer von Substanzen in der stationdren Phase nimmt generell mit
steigender Temperatur ab. Die Retentionszeit einer Substanz ist daher stark tem-
peraturabhangig und verkurzt sich mit steigender Trenntemperatur.

1.5.1 Die isotherme-GC

D.h. die Temperatur im Saulenofen wird wahrend der Trennung nicht geandert.

- Vorteil: nach der Messung muss die Saule nicht wieder
auf Anfangsbedingungen abgekulhlt werden.

- Nachteil: mangelnde Flexibilitat bei der Untersuchung von
Gemischen mit Verbindungen von stark unterschiedliche Pola-
ritat oder stark unterschiedlichen Siedepunkten. Im isothermen
Modus werden bei Trennproblemen oder in der Erprobungs-
phase einer neuen Trennmethode oft viele Messungen ndétig,
um ein geeignetes isothermes System zu finden (zeitaufwen-

dig!).
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1.5.2 Die temperaturprogrammierte GC

Bei der temperaturprogrammierten GC werden die Temperatur des Saulenofens
und damit die Saulentemperatur linear mit der Zeit verandert.

- Vorteil: hohe Flexibilitat; Bewaltigung von schwierigen
Trennproblemen, die isotherm (s.o.) nicht zu I6sen sind; Ver-
kirzung von Analysenzeiten bei komplexen Probengemischen
mit stark unterschiedlich retardierenden Substanzen.

- Nachteil: = Um reproduzierbare Messergebnisse zu erhalten
ist eine exakt arbeitende Temperatursteuerung notwendig (in
modernen GC-Systemen sehr gut realisiert).

Bei Verwendung eines Temperaturprogramms wird eine Anfangstemperatur emp-
fohlen, die etwa 10°C unter der Siedetemperatur des verwendeten Losungsmittels
liegt. Die Endtemperatur richtet sich nach der zu analysierenden Komponente. Sie
sollte jedoch Uber dem Siedepunkt der jeweiligen Substanz liegen, um ein Ver-
schleppen der Probe auf der Saule zu verhindern.

1.6 Pneumatik und Saulenofen

Die Tragergaszufuhr (He oder H2 selten N2), sowie die Versorgung der verschie-
denen Detektoren mit Brenngasen (z.B. Hz und synthetische Luft fur FID) erfolgt
uber eine Regeleinheit, welche flur einen konstanten Druck vor der Saule und fur
konstante Stromungsgeschwindigkeiten wahrend der Messung sorgt. Wegen der
starken Temperaturabhangigkeit der Retentionszeiten in der GC muss, um repro-
duzierbare Ergebnisse zu erhalten, die Saulentemperatur im Saulenofen der GC-
Anlage exakt regel- und kontrollierbar sein. Saulendfen werden meist mit einem

Temperaturprogramm zwischen 30 und 350°C betrieben.
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.7 Die Injektionseinheit (GC-Einlass-System)

1.71 Der automatische Probengeber (Auto-
sampler)

Der Autosampler dient zur Einbringung der Probe in den GC-Injektor und somit in
das Trennsystem. Wichtig dabei ist, dass beim Einspritzvorgang eine moglichst
schmale Startbande produziert wird, d.h. dass die Probe auf mdglichst kleinem
Raum an den Sauleneingang gebracht wird. Dies geschieht bei modernen GC-
Systemen fast ausschliellich mit Hilfe eines automatischen Probengebers. Das
Probengemisch wird dabei meist in einem relativ flichtigen Losungsmittel (z.B.
CHCIs, CH2Cl2, Hexan) gelost und mit Hilfe einer Spritze automatisch injiziert.
Prinzipiell kann die Injektion auch manuell per Injektionsspritze erfolgen. Dies ist
allerdings wegen der genannten Nachteile (Reproduzierbarkeit, Genauigkeit etc.)
heute kaum noch gebrauchlich. Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten von GC-
Injektorsystemen:

1.7.1.1  Split/Splitless — Injektor

Beim ,,Split/Splitless - Injector”
(Abb 1.7.1.1) wird die Probenlésung uber ) ) o

. The split / splitless injector
ein Septum (Membran aus Kunststoff

oder Gummi) in den Verdampfungsraum
Rubber septum

peratur (meist 200 - 300°C) verdampft die Carrier gas T E—
Probe und es entsteht eine Dampfwolke, et % L
——Split outlet

welche mit Hilfe des Tragergases in die

.. . . . Heated metal block —
Saule transportiert wird. Die Probenauf-

‘Yapourisation chamber

gabe auf die Saule kann hierbei entweder Glass liner

komplett (splitless-mode), oder durch Va- il Caluren
riation der Spliteinstellung nur teilweise @ﬁ

(split-mode) erfolgen. Der split-mode

kommt vor allem bei sehr konzentrierten

Probenlésungen zum Einsatz. Splitlos
Abb 1.7.1.1. Schematische Darstellung

wird oft in der Spurenanalytik gemessen. eines split/splitless Injektors
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.7.1.2 On - Column - Injektor

r

Beim sog. ,,On-Column-Injector*

: : : - Supporting Metal
wird dzlalgegen die Sprltzer?kanulfa D‘ilffs"‘ﬁthg(}ufde '\
(sehr dinne Nadel erforderlich) di- Holes \ Syringe
rekt in die Trennsaule eingefuhrt -l
und somit die Probenlésung in flls- _

. . . . Carrier A ‘\ Oven Wall or
siger Form direkt in den Kapillar- Gas — Oven Top
sauleneingang injiziert. Dieses Ver- Il Silicone
fahren der Injektion wird auch kal- Septum
tes Injektionsverfahren genannt, da ?;1;‘51:51';:"9
die Probe nicht sofort, sondern erst Column

beim Hochheizen des Ofens ver- P
dampft wird. Es eignet sich beson-
ders fur die Analyse thermisch labi-
ler Substanzen.

.8 Der GC-Detektor

Wie bei der HPLC, werden bei der Gaschromatographie Detektoren eingesetzt, um die

Abb 1.7.1.2 Schematische Darstellung eines
On-Column-Injektors

Substanzen nach der Trennung nachweisen zu kénnen. Die Wahl des Detektors hangt
hierbei im Wesentlichen von den Eigenschaften der nachzuweisenden Substanz ab.
Haufig eingesetzte Detektoren sind:

GC-Detektoren Anwendung Nachweisgrenze | Linearitat
FID (Flame- selektiv fur alle ca. 10 -100 pg* ca.1x
lonization-Det.) ionisierbaren Komponenten | organic compd 107

in Hz/Luft-Flamme

(z.B. Kohlenwasserstoffe)
TCD (Thermal- fur alle Analyte mit <400 pg* ca.1x
Conductivity- unterschiedlicher 106
Detector) thermischer Leitfahigkeit

zum Tragergas
ECD (Electron- selektiv besonders fur ca. 0,05 -1 pg* ca.1x
Capture-Detector) Analyte mit Heteroatomen 104
NPD (Nitrogen- selektiv fur stickstoff- und ca. 0,1 -10 pg* ca.1x
Phosphorus-Det.) phosphorhaltige organische 104

Analyte
MSD (Mass- fur alle im MS ionisierbaren ca.10 pg — 10 ca.1x
Selective-Det.) Analyte ng* 10°

Quelle: Buffington R., Wilson M.K., ,Detectors for Gas Chromatographie” a practical primer,

Hewlett Packard, 1987

Tab. 1.8 Ubersicht iiber hiufig eingesetzte GC-Detektoren:



Seite 12 GC-Praktikum Dr. Vasold Skript-WS 2022/23

1.8.1 Der Flammenionisationsdetektor (FID)

Einer der meist verwendete Detektoren
in der GC ist der Flammenionisations-
detektor (flame ionization detector, FID,
siehe Abb 1.14). Gegenuber anderen
Detektoren weist er den Vorteil groBer  Flame ignition
Empfindlichkeit bei einem sehr breiten col
Anwendungsbereich auf. Der FID ist

praktisch auf samtliche kohlenstoffhalti-

ge Verbindungen empfindlich und kaum

auf bestimmte Substanzklassen be-

schrankt. In der Wasserstoffflamme Air_T —— +—Hydrogen
(,Knallgasreaktion®) finden Radikalreak- Column

tionen statt. Gelangt ein organisches
Molekul in die Flamme, wird es zu ent-
sprechenden Radikalen pyrolysiert, die

Collector electrode

+300%
Folarizing voltage

Abb 1.8.1 Schematische Darstellung
eines FID- Detektors

durch angeregte Sauerstoffatome und OH-Radikale oxidiert und ionisiert werden. Die so
erzeugten lonen werden von der Collector-Electrode angezogen, wodurch ein Strom
fliet, welcher zur Probenmenge proportional ist.

Da die Detektion auf der Verbrennung der Probe beruht, spricht der FID nur auf ,brenn-
bare“ Substanzen an. Verbindungen wie H20, N2 oder CO2 werden daher nicht erfasst.
Stark halogenierte Verbindungen geben meist ein nur schwaches Signal (hier ware die
bessere Wahl ein ECD Detektor).

1.8.2 Der Massenselektive Detektor (MSD)

Bei diesem Verfahren (GC/MS-Kopplung) wird ein Gaschromatograph (GC) mit einem
Massenspektrometer (MS) gekoppelt. Diese Methode verbindet die Vorteile einer chro-
matographischem Trennmethode mit dem selektiven und empfindlichen Nachweis von
Substanzen durch die Massenspektrometrie. Durch dieses Verfahren kann zusatzlich
zur Retentionszeit einer Verbindung, auch ihr jeweiliges Massenspektrum zur ldentifika-
tion herangezogen werden (vgl. UV Spektrum beim DAD in der HPLC). Die am weites-
ten verbreiteten massenspektrometrischen Detektoren in der GC sind der Quadrupol-
und der lon-Trap-Detektor. Im vorliegenden Versuch wird ein Quadrupoldetektor mit El-
lonisationstechnik (Elektronenstof3ionisation = Electron Impact) verwendet. Im Gegen-
satz zur sog. ,weichen® Cl-lonisationstechnik (chemische lonisation mittels Reagenztra-
gergasen z.B. NHs oder CH4 ) werden bei der Elektronenstofionisation die
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von der Saule eluierenden Probenkomponenten durch Elektronen mit einer Energie von
70eV ionisiert. Dabei entstehen sowohl Radikalionen M* mit ungepaartem Elektron, als
auch verbindungsspezifische Fragmente. Diese Fragmentiersungsmuster kdnnen zur
Identifizierung und Charakterisierung der Komponenten herangezogen werden (Spek-
trendatenbanken !).

resoni:-lnt ion = 4 l

Transferline (310°C)

/ Source
GC | de end ac voltage s

(A

Abb 1.8.2 Schematischer Aufbau eines Quadrupol MSD

Die zu analysierende Komponente wird dabei nach dem Verlassen der GC-Saule uber
die sog. Transfeline (310°C) in den Massendetektor geleitet. Das Massenspektrometer
steht unter Vakuum (8.2 X 10® Torr). Wichtig ist hierbei, dass die Temperatur der
Transferline etwa 10°C hoher liegt, als die Endstufentemperatur des gewahlten Ofen-
programms, da sonst Substanzen in die Transferline verschleppt werden kdnnten. Die
Transferline-Temperatur darf jedoch den fur die jeweilige Sdule maximal zulassigen
Hochstwert (hier 325°C) nicht Uberschreiten, da sonst Saulenmaterial in den Massen-
analysator austritt und diesen verunreinigt. Unmittelbar nach dem Start eines Laufes
bleibt der MS Detektor meist noch fur eine Zeit von 2 - 5 min ausgeschaltet (sog. sol-
vent delay), um das Massenspektrometer nicht durch das meist sehr frih eluierende
Solvens der Probe zu verunreinigen. Aus diesem Grund sollte die Durchbruchszeit tm
fur das verwendete chromatographische System bereits vorher ermittelt worden sein.
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1.9 Probenvorbereitung in der GC (Derivatisierung)

Viele schwerflichtige Substanzen lassen sich erst nach Derivatisierung zu leichterfllich-
tigen Verbindungen gaschromatographisch bestimmen. Der hohe Siedepunkt mancher

Verbindungen ist oft auf polare funktionelle Gruppen (COOH-, OH,- oder NH2-Gruppen)
zuruckzufihren. Die Derivatisierung dieser Funktionen zu relativ unpolaren Struktu-

relementen (z.B. Ester, Amide) senkt die Siedetemperatur. Weitere Grinde flur eine De-
rivatisierung kénnen sein:

e \Verbesserung der Trennung der entsprechenden Komponenten.
e \Verbesserung der Nachweisgrenze.
e Verbesserung der thermischen Stabilitat

Eine wichtige Rolle spielt hierbei vor allem die Umsetzung von Verbindungen zu Trime-
thylsilyl-Derivaten. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Silylierungsmittel hangt dabei
stark vom gewahlten Reagenz, von der funktionellen Gruppe sowie vom Lésungsmittel
ab.

Reaktion Reagenz Substanzklasse

Acylierung | Trifluoressigsaureanhydrid Amine, Alkohole
N-Methyl-bis-trifluoracetamid
Pentafluorpropionsaureanhydrid
Essigsaureanhydrid

Alkylierung | Diazomethan Carbonsauren, Phenole, Enole
Dimethylformamiddimethylacetal Carbonséauren, Amine, Alkohole
Silylierung Trimethylchlorsilan (TMS) Alkohole, Amine, Carbonsauren

N-Methyltrimethylsilyltrifluoracetamid
(MSTFA)
N,O-bis-(Trimethylsilyl)-trifluoracetamid
(BSA)
bis-(Trimethylsilyl)-trifluoracetamid
(BSTFA)

Tab 1.9 Haufig verwendete Derivatisierungsreagenzien in der GC
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.10 Die Steuerungs- und Auswerte-Software

Bei modernen GC-Anlagen werden alle zugehdrigen Einzelgerate (Probenauf-
gabe, Pneumatik, Ofentemperatur, Ventile, Detektoren) von einem Rechner aus
gesteuert. Die dafiuir nétige Software Ubernimmt auch die Darstellung, Speiche-
rung und Verwaltung der Chromatographie-Daten. Nach Aufnahme des Chro-
matogramms muss die Software natlrlich auch die Bearbeitung und Auswer-
tung des Chromatogramms Ubernehmen und einen passenden Ausdruck der
Ergebnisse liefern. Bei alteren GC-Anlagen, bei denen die Steuerung der Gera-
te nicht zentral von einem PC aus erfolgt, Gbernimmt ein separater Integrator
die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme (heute nicht mehr ge-
brauchlich).

Bei quantitativen Analysen ist die Ermittlung der Peakflachen (Integration) wohl
die wichtigste Aufgabe der Auswerte-Software. Die beste Voraussetzung zur
exakten Ermittlung der Peakflachen liegt vor, wenn die einzelnen Peaks vollig
getrennt sind (Grundlinientrennung), und wenn die Grundlinie konstant verlauft.
Zwar kann eine gute Integrationssoftware auch uUberlappende oder aufsitzende
Peaks integrieren und auch eine eventuelle Drift der Grundlinie berlcksichtigen,
jedoch ist es immer angebracht, zunachst die Trennung zu optimieren oder die
Probenvorbereitung zu verbessern um Storpeaks zu beseitigen.

Fir die Integration der einzelnen Peaks bendtigt die Software die sog. Peakver-
arbeitungsparameter, die entweder vom Anwender gesetzt, oder aus den
Chromatographie-Rohdaten automatisch ermittelt werden. Die beiden wichtigs-
ten Peakverarbeitungsparameter sind:

- Peak-Width: legt die minimale Breite (in Sekunden) eines Peaks fest, der
ausgewertet werden soll. Optimaler Wert: Halbwertsbreite des schmalsten in-
teressierenden Peaks.

- Slope-Sensitivity: legt Beginn und Ende eines Peaks fest (Peakerkennungs-
empfindlichkeit). Wenn die ermittelte positive (Peakbeginn) bzw. negative
Steigung (Peakende) einen vorgegebenen, aus den Schwankungen der
Grundlinie ermittelten Wert erreicht kommt es zur Peakerkennung durch die
Software.
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.11 Die Methode des Internen Standards (ISTD)

In der GC/HPLC ist es von grofdter Wichtigkeit, dass die vom Detektor erhalte-
nen Daten quantitativ ausgewertet werden konnen und somit unter geeigneten
Bedingungen eine quantitative Bestimmung der untersuchten Komponenten er-
lauben. Als MessgroRe dient in der Regel die Flache unter einem Peak. Bei
exakt symmetrischen (Gaul3-) Peaks kann auch die Peakhdhe als Mal} heran-
gezogen werden. Peakflache bzw. Peakhdhe sind dann proportional zur Menge
der zu analysierenden Substanz. Das Detektorsignal ist jedoch aul3er von der
Konzentration des Analyten auch stark von dessen Extinktionskoeffizienten ab-
hangig. So kdnnen zwei Substanzen in einer Losung durchaus die gleiche Kon-
zentration besitzen, aber in der Messung eine ganzlich andere Flache (oder
Peakhohe) ergeben. Aus diesem Grund sollte bei quantitativen Analysen vor-
zugsweise mit einem Internen Standard gearbeitet werden oder ein vergleich-
barer Korrekturfaktor verwendet werden.

.11.1  Wahl eines geeigneten Tracers

Beim Verfahren des Internen Standards gibt man sowohl der zu untersuchenden
Probenlésung, als auch jeder Stammldsung eine weitere Komponente, den sog.
Internen Standard (Tracer) zu. Eine Substanz, die als interner Standard einge-
setzt werden soll, mul® aber unbedingt einige wichtige Bedingungen erfllen:
= sie darf nicht von vorneherein in der zu untersuchenden Realprobe vor-
kommen.
= sie mul chemisch stabil bzw. inert sein gegenulber den restlichen Kompo-
nenten in der Probe, sowie gegenuber dem Packungsmaterial der Saule
und der verwendeten mobilen Phase.
= sie sollte in mdglichst hoher Reinheit vorliegen.
= sie sollte Uber mdglichst ahnliche physikalisch-chemische Eigenschaften
(Retentionszeit, Detektorverhalten, Léslichkeit, etc.) wie die zu bestimmen-
de Substanz verflgen.
= sie sollte von allen in der Realprobe enthaltenen Substanzen unter den
chromatographischen Bedingungen gut getrennt werden und in vergleich-
barer Konzentration zugesetzt werden.
Nach der Analyse einer Eichlésung, welche die Stammldsung mit den genauen
Einwaagen der zu bestimmenden Probenkomponenten, die als reine Referenz-
substanzen verfugbar sein mussen, und den internen Standard in ahnlichen Kon-
zentrationsverhaltnissen wie in der Realprobe enthalt, 1af3t sich fur jede Substanz i
ein sog. Kalibrierfaktor KFi aus den Response-Faktoren frr und fi nach folgenden
Zusammenhangen ermitteln:
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_ 4 fi = Response-Faktor der
(1) fl N H Komponente i
! di = Flache der Substanz i
Mij = Masse der Komponente i
f m.K .aK KF; = Kalibrierfaktor der
20 KFi= Ir — IK TKr Komponente i
fi My - & frr = Response-Faktor
desTracers
MK = Masse der Komponente i in

der Kalibrierlésung (K)
m; = Masse des Tracers in der
Kalibrierlosung (K)

ag = Flache des Tracers in der
Kalibrierlésung (K)
dX = Flache der Komponente iin
der Kalibrierlosung (K)
X mlx = Masse der Komponente i in
a: .
(3) Inlx = KF;- :( M7y der Probenlésung (X)
aTr m%r = Masse des Tracers in der
Probenlésung (X)
aix = Flache der Komponente i

a?r = Flache des Tracers

Da jeder Probenlésung der interne Standard in exakt gleicher Menge und gleicher
Konzentration (Masse mrr) zugesetzt wird, lassen sich mit Hilfe der aus der Ei-
chung ermittelten KF-Werte die Massen der gesuchten Komponenten nach Formel
(3) ermitteln.
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1.12

1)

2)

3.)

4.)

5.)

6.)

7))

8.)

9.)

10.)

Aufgaben zum Theoretischen Teil

Nennen Sie neben der Adsorptionschromatographie eine weitere Chroma-
tographieart, die in der GC hauptsachlich eingesetzt wird.

In der Gaschromatographie unterscheidet man im Wesentlichen zwischen
zwei unterschiedlichen Kategorien von Trennsaulen. Wie heif3en sie und
worin unterscheiden sie sich?

Nennen sie drei Beispiele fester Adsorbentien, die in gepackten Saulen als
stationare Phase zum Einsatz kommen und fiir welche Substanzen sie ver-
wendet werden.

Welcher Zusammenhang besteht zwischen der Schichtdicke (Film) der
Trennflissigkeit in Kapillarsaulen und der Kapazitat der Trennsaule bzw.
der Trennleistung der Kapillarsaule.

Aus welchem Material ist in der Regel die auf3ere Kapillarwand einer Kapil-
larsaule hergestellt. Wie heil3t der entsprechende Fachausdruck?

Wann wird in der GC eher mit Split-Injektion und wann im Splitless-Mode
gearbeitet?

Nennen sie ein Beispiel fur ein sog. kaltes Injektionsverfahren und bei wel-
chen Substanzen wird es Uberwiegend angewendet?

Zwischen welchen beiden grundlegenden Arbeitsweisen wird bei der Wahl
des Ofen-Temperaturprogramms wahrend einer chromatographischen GC-
Trennung unterschieden und wie nennt man diese?

Wie ist der Kalibrierfaktor KFi einer Komponente i definiert?

Nennen sie mindestens vier Eigenschaften, die ein geeigneter Tracer auf-
weisen muss.
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11.)

12.)

13.)

14.)

15.)

16.)

Nennen sie neben dem FID Detektor vier weitere Arten von GC-Detektoren.

Als Bewertungskriterium fur die Trennleistung einer Trennsaule dienen in
der Chromatographie die ,theoretische Trennstufenzahl® Nz und die ,theo-
retische Trennstufenhohe® H. Erklaren Sie beide Begriffe. Geben Sie den
Zusammenhang zwischen der Trennleistung einer Saule und ihrer Trenn-
stufenzahl bzw. Trennstufenhohe an.

Was versteht man unter der Durchbruchszeit tm eines chromatographischen
Systems (genaue Definition)?

In der Chromatographie wird haufig ein sog. Durchbruchszeitmarker (Tot-
zeitmarker) eingesetzt. Nennen Sie zwei Kriterien, die eine Substanz erful-
len muss, damit sie als Durchbruchszeitmarker eingesetzt werden kann.

Welche Einflusse tragen in der GC zu einer deutlichen Beeinflussung der
Durchbruchszeit bei (nennen sie 2 Beispiele)?

Wie lautet die Gleichung zur Berechnung der linearen Wanderungsge-
schwindigkeit um der mobilen Phase?

ACHTUNG !

bitte auch die Aufgaben zum EXPERIMENTELLEN TEIL (siehe S.31) so-
weit wie moglich vorbereiten.



Seite 20 GC-Praktikum Dr. Vasold Skript-WS 2022/23

Il Experimenteller Teil

GC/MS-Bestimmung von Cumarin in den Par-
fums Chanel-N° 5°, Joop® und Pure® (Jil San-
der) mit der Methode des Internen Standards

I.1 Einleitung

Cumarin ist ein natirlich vorkommender sekundarer Pflanzenstoff, der in vielen
Grasern (beispielsweise Anthoxanthum odoratum), Schmetterlingsblitlern (bei-
spielsweise Melilotus officinalis), im Waldmeister, in Datteln sowie in der Tonka-
bohne (Dipteryx odorata) enthalten ist. Der Name leitet sich von span. cumaru =
Tonkabohnenbaum ab. Cumarin (und verwandte Stoffe) sind fur den typischen
Heugeruch beim Trocknen von Gras verantwortlich, da Cumarin in der Pflanze
teilweise glykosidisch gebunden ist und erst bei Verletzung beziehungsweise beim
Welken der Pflanzen durch Abspaltung des Zuckers frei wird.

Chemisch gesehen ist Cumarin 1,2-Benzpyron. = R
Weitere Namen sind:
) P e
1-Benzopyran-2-on, o-Cumarsaurelacton, Ton- 0
kabohnencampher, Chromen-2-on oder o- c .
umarin
Benzopyron.

Einige mit Cumarin verwandte Verbindungen wurden friher als Geruchs- und Ge-
schmackstoffe in Nahrungsmitteln verwendet. Cumarin ist wohl nur in groReren
Mengen und Uber langere Zeitraume aufgenommen gesundheitsschadlich. Hohe
Dosen konnen zu Leberschaden, Kopfschmerzen, Ubelkeit, Schwindel und Be-
nommenheit fuhren, sehr hohe Dosen fuhren zu Bewusstlosigkeit und Atemlah-
mung. Auch kénnen Leber und Nieren geschadigt werden. Aus diesen Griunden
darf Cumarin in Deutschland nicht mehr als Aromastoff in Lebensmitteln verwen-
det werden. Fur die bekannte Maibowle aus Waldmeister sollen hochstens 3 g
Kraut je Liter Bowle verwendet werden. In dieser geringen Menge ist das enthalte-
ne Cumarin nicht gesundheitsschadlich.
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In der Medizin werden Hydroxycumarine oder synthetische Cumarin-Derivate als
gerinnungshemmende Medikamente eingesetzt. Sie wirken, indem sie die Synthe-
se der in der Leber gebildeten Blutgerinnungsfaktoren (ll, VII, IX, X) inhibieren und
sind Antagonisten des Vitamins K. Aul3erdem werden sie als Rodentizide vor al-
lem zur Bekampfung von Ratten eingesetzt, die, wenn sie hohe Dosen an Cuma-
rin aufgenommen haben, nach einiger Zeit innerlich verbluten.

1.2 Durchfuhrung
11.2.1 Vorbereitung der benotigten Losungen

1.2.1.1 Vorbereitung der Stammlosungen

Cumarin-Stammlésung (Losung A):

25 mg Cumarin (Fluka 28150: 1-Benzopyran-2-on = 99% HPLC) werden in ein
Zinnwageschiffchen (Typ Z 276 Tin Boats, 4x4x11 mm, Art Nr, 22137418, Fa.
Elementar Analysensysteme GmbH, D-63452 Hanau, Germany), genau eingewo-
gen. Anschlielend wird das Wageschiffchen vorsichtig mit einer Pinzette in einen
25 ml Mel3kolben Uberfuhrt und mit CHCIs (GC-Qualitat) bis zur Eichmarke aufge-
fullt. Der Messkolben wird verschlossen und 30 s gut geschuttelt. Der Mel3kolben
wird beschriftet (Losung A Cumarin / Konzentration [1,00 mg/ml] !).

Tracer-Stammldsung (Lésung B):

25 mg Acetanilid (Fluka 00401: N-Phenylacetamid = 99.5% CHN) werden in ein
Zinnwageschiffchen (Typ Z 276 Tin Boats, 4x4x11 mm, Art Nr, 22137418, Fa.
Elementar Analysensysteme GmbH, D-63452 Hanau, Germany) genau eingewo-
gen. Anschlielend wird das Wageschiffchen vorsichtig mit einer Pinzette in einen
25 ml Mel3kolben Uberfuhrt und mit CHCIs (GC-Qualitat) bis zur Eichmarke aufge-
fullt. Der Messkolben wird verschlossen und 30 s gut geschuttelt. Der Mel3kolben
wird beschriftet (Losung B / Konzentration-Acetanilid [1,00 mg/mi] ! ).
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1.2.1.2 Vorbereitung der Eich-(Kalibrier)losung

Herstellung der Eichlésung (Losung C):

Mit einer Pipette (Transferpette ,Fa. Brandt, D-97861 Wertheim, Germany) werden
je 700ul Lésung A und 700ul Lésung B in einem Praparateglaschen zusammen-
pipettiert (Vorsicht ! dabei unbedingt Luftblasen in der Pipettenspitze vermeiden !).
Das Praparateglaschen wird mit einem Schnappdeckel verschlossen und 10 s ult-
rabeschallt (Durchmischung) und beschriftet.

Filtration: Die so hergestellte Eichléosung C wird in eine 2ml Einweg-Spritze
(NormdJect, Luer, Fa. Henke Sass Wolf, D-78532 Tuttlingen, Germany) mittels ei-
ner aufgesteckten Einmalkantle (Typ Erosa, Pravaz, 0.90 x 40mm 20G x 11/2, Fa.
Rose GmbH, D-5500 Trier, Germany) aufgezogen. Danach wird die Kanlle von
der Spritze wieder entfernt (Achtung ! Spritze dabei senkrecht nach oben halten,
damit die aufgezogene Ldsung nicht auslauft !') und ein Chromafil Einmalfilter
(PTFE Typ 0O-20/15, organisch, Porendurchm. 0.2um, Fa. Macherey-Nagel, D-
52313 Duren, Germany) aufgesetzt. Die Losung wird vorsichtig ! durch den aufge-
setzten Filter in ein Autosampler-Injektionsglaschen gepresst. Das Glaschen wird
mit einer Anbdrdelkappe fest verschlossen und beschriftet (Losung C / Konzentra-
tionen in [mg/ml] ! ). Achtung: Jeweils Vialkonzentrationen angeben !

1.2.1.3 Vorbereitung der Probenlosungen

Herstellung der Parfum-Probenlosungen:

Wenige SpriuhstoRe des jeweiligen Parfums werden in je ein Praparateglaschen
gegeben. Daraus werden jeweils 100ul (Micromanpipette) entnommen und in ei-
nem weiteren Praparateglaschen mit vorgelegten 900ul CHCIs (Transferpette) um
den Faktor 10 verdinnt. Aus der verdiinnten Losungen werden mit der Transfer-
pette (neue Pipettenspitze verwenden) 700ul entnommen und in ein weiteres Pra-
parateglaschen Uberfihrt zu dem je 700ul Losung B (Tracer-Stammlosung) zu-
pipettiert werden. Es wird mit einem Schnappdeckel verschlossen und 10 s ge-
schuttelt. Die Filtration der Losungen erfolgt analog Lésung C.
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Nach Abschluss der Probenvorbereitung stehen somit folgende Losungen flr die
Messungen mittels GC/MS zur Verfugung:

Losung A: Cumarin [1.00 mg/ml in CHCIs]
Losung B: Acetanilid (Tracer) [1.00 mg/ml in CHCI3]
Losung C: Eichlosung [0.50 mg/ml Acetanilid + 0.50 mg/ml Cumarin]

Losung Joop: [+ 0.50 mg/ml Acetanilid]
Losung Chanel: [+ 0.50 mg/ml Acetanilid]
Losung Pure: [+ 0.50 mg/ml Acetanilid]

.22 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

Saule:
HP-5MS® Capillary Column / Fa. J+W Scientific / Lange: 30 m / I.D. 0.25 mm /
Film 0.25 um. Temperaturlimit: -60°C - 325°C (350°C). Part 19091S-433

Vorbereitung:

Nachdem die Saule im Gaschromatographen bei einer Temperatur von 310 °C fur
20 min ausgeheizt wurde, wird sie auf die Anfangstemperatur der jeweiligen
Messmethode (hier 50°C) flr 10 Minuten konditioniert. Danach wird die Software
(siehe unten) programmiert. Bevor die Sequence mit der Eichléosung (C) und den
einzelnen Probenlésungen vermessen werden, wird ein Einzelchromatogramm
der Tracer-Losung (B) aufgenommen, um beurteilen zu kénnen, ob Acetanilid als
Interner Standard Uberhaupt verwendet werden kann.

Vor der ersten Injektion sind die CHCI3-Spullésungen fur die Injektionsspritze des
Autosamplers bereitzustellen.

Temperaturprogramm fiir Ofen:
Heizrate Temperatur Dauer

initial 50°C 3 min
20°C/min 300°C 2 min
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2.2.1 Die Injektor-Programmierung

ANI®IREEA S

| mjector Walves Inlets Colurnhz Owven Detectors | Signals A Runtime | Optiohg

CANCARY

==
El

Configure. ..

* Use Front Injectar " e Mare...
Front [njector B

Inection Yalume:_ | 1.0 =] pL

nztnjection
A Sample Ok
Solvents |6 0
Cancel
SolvertE |0 G \ 4
Pumps |2 C
Help

A : Geben Sie ein Injektionsvolumen von 1.00 ul ein.

B : Stellen Sie Solvent A auf 6 ( = Anzahl der Spritzenspiilungen mit CHCIs
vor Injektion aus Flaschchen A).

C : Stellen Sie Solvent B auf 6 ( = Anzahl der Spritzenspulungen mit CHCI3

nach Injektion aus Flaschchen B).

1.2.2.2 Der Injektionsmodus

SNEIEREIDIEEL. ICIEIRY

i
Injector | “alves Inletz | Columns | Owen | Detectors] Signals A Buntirme | Options

M-:ude:|5p|it ﬂ Gas:|HE j D

Frant: EPC Split-Splitless Inlet

Front -

O Actual  Setpoint
[v Heater, °C 300

[v Pressure, bar 052
[v Tatal Flow, mL/min

441

v GaszSaver mLx’min@ i

D:
E :

Help

Apply
Split 5 plit
R atio: 1 Flow: mlL /mir Cancel
————

Geben Sie als Injektortemperatur 300°C ein.
Wabhlen Sie ein Splitverhaltnis von 40:1



GC-Praktikum Dr. Vasold Skript-WS 2022/23 Seite 25

11.2.2.3 Programmierung des Saulenflusses

B - 1| X 2o
A s Ry
Inectar | Walves Inlets I:-::Iumns Owven | Detectarz] Signals Al Runtime | Options
Colurmn Mode: W Change...
&1
-2 Irlet: |Fr|:|nt vl

b anufacturer's Specifications
bodel Mo: J+w 190915-433 325°C Max
HP-5k45
Capillary 30,0 m = 260 pm = 0.25 pm nominal

Detector: |M5D ,l
Outlet bar: | |"\-"a|:uum ﬂ

He Flaw Apply |
Setpaint Actual Flow | mimiré | mlsmin | Hold || Runtime
. Initial 1.0 0,00 20,50 ok,
Freszsure: bar —Hamp 3 0.00 oo 000 000 \_I
Elow mifmin | Ramp2 | 000 00 000 0,00 Cancel |
.ﬁ.verage crnane Bamp 3 .00 0.0 .00 0,00
Welocity: Post 0,00 2050 Holp |

F

F :Geben Sie als Tragergasfluss (He) 1.0 ml/min ein.
11.2.2.4 Programmierung des Saulenofens
B Oven Temp o E
£ z00-
El 1cu:|—f
E 4
o E
Plot... T T T T T T T
u} 248 ] 5 10 12.5 15 Time {min.)
v v . | = | 9%
s ﬂ I}?
Injectar Malves Inlets Colurng Oven | Detectors | Signals A Runtime | Options
Owen G Owen Configuration
v 0 Setpaint *C: b airnumn L
v Ln
Actual °C: 55 E quilibration min:
Oven Ramp “Cmin | Meut *C | Hald rin Fun Time
I nitial Al 3.00 200 [
Ramp 1 20.00 /M 200 1780 | £pply
Ramp 2 0.00 240 [0.00
Ramp 3 0.00 270 [0.00 I:I
Rarmp 4 000 1] 0.00 B
Ramp§ 0.00 0 000 ] Caneel |
Ramp & 0.00 1] [0.00 r
Post Run 1] .00 17.50 Help
G : Geben sie das Temperaturprogramm fiir den Saulenofen ein.



Seite 26 GC-Praktikum Dr. Vasold Skript-WS 2022/23

11.2.2.5 Einstellung der Transferline-Temperatur

1%

O (LR

Injector | Yalves Inletz | Columnz | Oven | Detectors Buntime | Options
Aux Channel :
ype
J Heater (™ “alve Box
Setpaint: (+ MSD
. [v 0
{f* Thermal Aux #2 I Actual  AED
= " Mickel Catalpst
" Unknowe
H Apply
~
Famps | “Cémin | Mewxt *C | Hald Riuntime
. Iitial 30 0.00 20,50
Ramp 1 0,00 1] 0,00 0,00 Cancel
D escription: Famp 2 0,00 1] 0,00 0.00 —
Famp 3 0,00 1] 0,00 0,00 Help

H : Geben Sie als Temperatur fur die Transferline 310°C ein

.2.2.6 Programmierung des Autosamplers

Sample Log Table g]

Data Path: ~[CAMSDCHEMAT\DATA\PRAKTIKLM i | Method Path: |CAMSDCHEMAVIMETHODSMALLPRAKTKUM | pouwge, |
Type Vial Sample Method / Keyword Data File Comment / KeywordString b

1 |Sample 1 |Eichlisung G0177_00 G077 _01 10,50 rngml AN +0.50 rg/ml CUM]

2 |Sample 2 Joap G0177_00 G0177_02 [+0.5 ma/ml AN

3 |Sample 3 Chanel G0177_00 G0177_03 [+0.5 ma/ml AN

4 |Sample 4 Pure G0177_00 G0177_04 [+0.5 ma/ml AM]

5

6

7

Sl J

9

10

1

12 -
4| v [\ Sheett [o] | o[ |

Inzert Row ‘ Fepeat Row r times Fead Barcode Help ‘

I : Geben Sie in die Sequence-Log-Table die Bezeichnungen der Proben
in der Reihenfolge ein, in der Sie abgearbeitet werden sollen (Eichlo-
sung / Joop / Chanel / Pure).

J : In das Kommentarfeld werden zu jeder Probe die jeweils bekannten
Vialkonzentrationen der Komponenten eingetragen.
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1.2.2.7 Das Starten der Proben-Sequence

Start Sequence GO177 00.5 Last Modified: Fri Oct 14 11:06:32 2005

kethod Sections To Run On A Barcode Mismatch
f« Full Method f* |nject Anyway
™ Beprocessing Only ™ Don't Inject

[ Owenatite Existing Data Files

Sequence Comment; |Sequen|:e fiir Praktikurn (5. Semester)

Operator Name: |F’i. YWasold

K Cata File Directory: |C:\MSDCHEM\1 WOATAVPRARTIKLIM, Browse..
Fun Sequence | ] | Cancel Help More»> ‘

Enter a descriptive comment for this sequence

K : Starten Sie mit dem Kommando ,,Run Sequence” die Analysense-
quence, nachdem Sie die Proben in den Probenteller des Auto-
samplers gestellt haben.

1.2.3 Die quantitative Auswertung

11.2.3.1 Der Menupunkt: Data Analysis

&5 Enhanced Data Analysis - GO175C01. M F GO177_01.D (MS Data: Quantitated Multi Pt. , Hot Beviewed)
File Method Chromatogram Spectrum  Calibrake GQuantitate Tools  Wiew Help

R EEHe e xHEH 0@ P = =EEEE
Hal e | Sl | BEE | 1% i 14r
2] . - T
danco!

L : Offnen Sie mit ,,Select Data File“ das Eichchromatogramm
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11.2.3.2 Das Erstellen der Kalibriertabelle

Quantitation Database Globals

Calibration Title

Locating Peaks

Beference Window |2.EIEIEI | Minutes ﬂ
Man-Reference Windaw |'I .0on | Mirtes j
Correlation wWindow 0.100 minutes
[zignal-to-zignal retention time match) [ Use RTEINT

Mew Compound [nfo

Integration Parameter File |events.e \ Browsze... Measure |4ea -

Default +/- 0.500 min around exp BT [Inits of concentration | ma/ml
Curve Fit |Linear Fegression ﬂ M ISTD concentration | 0.000

Data point weight for linear regressions | Equal weighting ﬂ

Ok | Cancel | Help | N

M : Wahlen Sie uber den Menupunkt ,,Set Up Quantitation“ die ,,Quantita-
tion Database Globals“ und geben Sie danach den Namen des ge-
wiinschten Integrationsfile ein.

N : Geben Sie nun die gewiinschte Konzentrationseinheit (z.B. mg/ml)
sowie die ISTD-Konzentration [0.50 ] ein und bestatigen Sie mit ,,OK“.

Quant Setup §| Quant Setup g|

M ame |.-’-'-.u:etanili|:| Mame |Eumarin

Rl s te il T R.T. 103 min [ ISTD
* Tgt 000 # Tgt 000
A I o 11 Fatio  0.00 g1 000 Fato  0.00
" Q2

gz 000 Ratio  0.00 0.00 Ratio  0.00
~ Q3 000 Ratia  0.00 " Q3 000 Ratio  0.00

o Help Exi e

O : AnschlieRend werden den Peaks im Eichchromatogramm die Namen
des Tracers und der Zielkomponente zugeordnet (Save, Exit)
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P :

(4]

Edit Compounds

Index | Ret. Time | Compaound Marme
1 9820  *Acetanilid
2 10310 Cumarin

[EMD OF COMPOUMND LIST]

P

£ | >

* before Compound Mame denates 1STD

Exit Help

Die Substanzen der Kalibriermessung erscheinen nun mit den zuge-

horigen Retentionszeiten im ,,Edit Compound Fenster®. Bestatigen Sie
mit ,,Exit“.

Update Calibration g|

Calibration D ata File [Selection ignored by Sequence]

File Mame:

C:4MSDCHEMY HD.&T.&HF’H.&&UMHED'I fr_m.D R

AddNewLevel | using Calib Level ID 1 -

Cmpd Cone: 0.5 ISTD Conc:

Co Update & Cancel | Help
_Dolpdae | |_teb |

Wabhlen Sie mit ,,Add New Level“ einen neuen Kalibrierlevel aus.
Tragen Sie als Level ID ,,1“ ein.
Tragen Sie als Konzentrationswert fir die Zielkomponente (Cumarin)

in der Eichlosung den Wert 0.5 mg/ml ein und bestatigen Sie anschlie-
Rend mit ,,Do Update*.
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1.2.3.3 Das Erstellen des quantitativen Reports
(ISTD-Report)

Quantitation Report {Hot Reviewed)

Data Path : C:iAMSDCHEMMAADATANPRAKTIKUMY
Data File : GE177_B4.D

ficq On : 14 Oct 2885 12:39
Operator : R. Uasold

Sample : Pure

Hisc : [+ 8.5 mg/ml AH]

ALS Vial : 4 Sample Multiplier: 1

Quant Hethod : C:\MSDCHEMMAMMETHODSSALLAPRAKTIKUMMGA1YS_61.H

Quant Time: Oct 28 18:47:45 2885
Quant Title : I
QLast Update : Thu Oct 28 18:47:981 2085 K

Response vwia : Initial Calibration

Internal Standards R.T. Qlon HResponse Conc Units Deu{Min)
1) Acetanilid 0.81 TIC 42833389 mg ./ ml o.88
Target Compounds Qualue
2) Cumarin 18.31 TIC 6853812 mg/ml 188

T : Nachdem Sie die Kalibriertabelle erstellt und abgespeichert haben
(Punkt 11.2.3.2), konnen nun nacheinander die Chromatogramme der
Losungen Joop, Chanel und Pure geladen werden und fiir jedes
Chromatogramm der quantitative Report erstellt werden. Dazu wahlen
Sie im ,,Data-Analysis“ Menii den Punkt ,,Quantitate -> Calculate aus.
Daraufhin erscheint der ISTD Report (siehe oben). In der Spalte
,conc“ werden die Konzentration des Tracers sowie die ermittelte
Konzentration der gesuchten Zielkomponente (Cumarin) angezeigt.
Zusatzlich sind die Werte der Peakflachen (Response), die Retentions-
zeiten (RT) und die Namen der Substanzen aufgefiihrt. Die Reports
werden fiir jede untersuchte Losung ausgedruckt und die erhaltenen
Ergebnisse mit den berechneten Ergebnissen verglichen.
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1.3 Aufgaben zum Experimentellen Teil

3.)

FUr das verwendete chromatographische System sei eine Durchbruchszeit
von 2.5 min gegeben. Berechnen sie die lineare Wanderungsgeschwindig-
keit der mobilen Phase um in [cm/s] (Ladnge der Saule 30 Meter).

Wie wurde sich die Trennleistung der Saule verandern, wenn Sie die lineare
Wanderungsgeschwindigkeit um drastisch erh6hen oder drastisch reduzie-
ren wurden. Begrunden Sie Ihre Aussage mit der Van-Deemter-Gleichung.

Ermitteln Sie aus dem Eich-Chromatogramm die Retentionszeiten tr(X) von
Acetanilid und Cumarin. Berechnen Sie fur beide Komponenten den jeweili-
gen Kapazitatsfaktor k und bestimmen Sie den Trennfaktor a zwischen
Acetanilid und Cumarin.

Berechnen Sie ausgehend von den erhaltenen chromatographischen Er-
gebnissen der Kalibriermessung (Eichchromatogramm) den KF-Wert fur
Cumarin.

Berechnen Sie mit Hilfe des ermittelten KF-Wertes die Konzentration an
Cumarin [mg/ml] in den Parfums Joop und Chanel No®.

Uberprifen Sie das Chromatogramm des Parfums Pure (Jil Sander) mit
Hilfe der MS-Spektren auf den moglichen Inhaltsstoff Cumarin.
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Il Auswertung Theoretischer Teil
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IV Auswertung Experimenteller Teil



