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Bestimmung von PAK mittels GPC

mit on-line EVAporation und HPLC-FLD-Messung

Grundlage der Methode

Extrahierte Proben, z. B. Lebensmittel, werden vollautomatisiert mit dem FREESTYLE GPC
mit anschlieBender on-line Evaporation im EVAporations-Modul bearbeitet und fertig zur
Injektion in ein HPLC-Glas abgefillt bzw. vollautomatisiert tGiber das FREESTYLE HPLC
Direct Injection-Modul in die HPLC Probenschleife injiziert, sodass die Probe
vollautomatisiert vom Rohextrakt bis zum Chromatogramm bearbeitet und analysiert wird.

Vorgehensweise

Der extrahierte, getrocknete und filtrierte Rohextrakt wird auf 10,0 mL eingestellt und in
einem 16 mL Probenvorlageglas mit Deckel/Septum verschlossen in das FREESTYLE-
System gestellt.

Dort wird die Probe anhand der im Methodenreport vorgestellten Methode (s. Seite 4 bzw.
Seite 6 mit HPLC Direct Injection-Modul) abgearbeitet.

Dies lauft in Kiirze dargestellt folgendermal3en ab:

Uber eine kalibrierte Probenschleife werden 5,0 mL auf die GPC-Siule gegeben. Die Matrix
wird abgetrennt und der Hauptlauf mit den PAK on-line, d. h. wahrend die GPC noch aktiv
ist, bereits im EVAporations-Modul konzentriert. Nach der Konzentrierung erfolgt ein
automatischer Losungsmittelaustausch zu Acetonitril/1% 1-Butanol. Danach wird die
EVAporationskammer gesplilt, das Konzentrat prazise auf 1,0 mL eingestellt und in ein
HPLC-Glas abgefiillt bzw. Gber das FREESTYLE HPLC Direct Injection-Modul direkt in die 20
uL Probenschleife des HPLC Systems injiziert.

Die Messung der Analyten erfolgte auf einer Thermo 3000 Ultimate mit Fluoreszenz-
detektor.
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Gerate und Materialien

1. FREESTYLE Basic Best.-Nr. 12663

2. FREESTYLE EVAporation Best.-Nr. 13841

3. FREESTYLE GPC Best.-Nr. 12664

4. FREESTYLE Direct Injection Best.-Nr. 13890

5. GPC-Saule Best.-Nr. GPC10011

6. Rahmen fiir Rack 11933 Best.-Nr. 11915

7. Rack fur 16 mL-Glaser Best.-Nr. 11933

8. Rahmen fir Rack 11920 Best.-Nr. 11915

9. Rack fir GC-Glaser Best.-Nr. 11920

10. 16 mL-Glaser Best.-Nr. V0016 (100 St./Pkg.)

11. Schraubverschluss 16 mL-Glaser Best.-Nr. VO016-SL (100 St./Pkg.)

12. Septen Best.-Nr. VO016-D (100 St./Pkg.)

13. GC-Glaser Best.-Nr. V0001 (100 St./Pkg.)

14. Crimp-Deckel fur GC-Glaser Best.-Nr. VO001-B (100 St./Pkg.)
mit Dichtscheibe

15. Kuhler Best. Nr. 12060, 230 V AC, 50 Hz

16. Ethylacetat/Cyclohexan fir die Spurenanalytik
17. Aceton p.a.
18. Acetonitril p.a. mit 1 % 1-Butanol

19. Standard Laborglasware und —ausristung

On-line Verbindung von GPC
direkt in die
EVAporationskammer -
Mdoglichkeit bis auf 0,2 mL
prazise einzuengen.
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Parametrierung der Methode im FREESTYLE-System
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LCTech FreeStyle - Bericht zu Methoden: GPC -> EVA Datum: 08.10.2014 Zeit: 10:07:09
Name: PAK_Flex.fmt
GPC - Methode: S e s mr > EVA - Methode:
PAK gpe Onling ======= PAKS50mL_Flex.evp
GPC: Typ: Schieifen-Uberflllung
Aufgabe der Probe: aus Glas / Glasem Transfer Geschw.: 10 ml / min.
Volumen der Probenschileife: 5 mi
Fluss: 5 mlmin
Min. Druck: 0.3 bar
Max.Druck: 12 bar
Vorlaufzeit: 30 min.
Hauptlaufzeit: 20 min.
Nachlaufzeit: 0.2 min.
UV Aufzeichnung: AUS
Saule: D25_1.cim
Methode der Fraktonierung: GPC Pumpe AUS
Liste der Aufgabeglaser:
Nr:1 1x 55ml —> Type1@16 Sediment-Position: 0 mm
Liste der Ergebnisglaser:
Nr.:1 1x 240 ml —> Type1@240 Abfall: nein Online: ja
EVA Temperatur Wasserhezung 40 °C Temperatur Zapfenheizung 50 °C

Probenaufgabe: Online von GPC oder SPE Prozess

Batchvolumen = Grenze, ab der der Konzentratonsprozess begnnt 5 ml (fix) + Wartezet: 10 min.
Vakuum wahrend der GPC Online - Probenaufgabe: 200 mbar

Phase 1 - Konzentr. bis Schwelle: 1 ml
Vakuum absolut: 180 mbar
Splivolumen nach Phase 1: 5mi
Uberspringe Phase 2
Zeitiberwachung fir Vakuumprozess: nen

zur Trockene: nein

Abblasen Stickstoff: nein

Entnahme Aliquot: nein

Lésemitteltausch: ja

Bei Emeichen von Schwelle: 2 mi

Lésemittelzugabe pro Austausch: 5 ml Losung aus Port: 8 (Acetonitril-Butanol)
Anzahl Losemtelaustausch: 1 Endvolumen nach Austausch: 0.5 ml
Vakuumstartwert: 180 mbar abs Vakuumgradient: -20 mbar/min

Spdlen, Auffillen und Transfer in Glaser.

Splivolumen Ende: 0.5ml Spdischritte: 1 x

Typ: Typel @1 mi

Spalschritte: 1 x Lésung aus Port 8 (Acetonitri-Butanol)

Vakuumendwert: 100 mbar abs.

Losung aus Port: 7 (Acetonitril)

Auffillen bis Volumen Art des Mischvorgangs: Aufsaugen u. Ausstossen

Konzentrat: in Glaser

Nr: 1 1St Volumen pro Glas: 1 ml

Abfullen Quantitativ: nein

1. Reinigung

Spiivolumen: 5ml Splischritte: 1x Losung aus Port: 7 (Acetonitril)
2. Reinigung

Spdivolumen: 5 ml Splischritte: 1x Lésung aus Port: 1 (EA/CH)
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Ergebnisse ohne HPLC Direct Injection-Modul

Die Bearbeitung einer Probe inklusive Lésungsmittelaustausch und Uberfiihrung
in ein GC-Vial dauert nur 1 h 35 min.

Anmerkung: Wird die Probe in einem GC gemessen, reduziert sich die Laufzeit um
mindestens 10 Minuten, da der Lésungsmittelaustausch entfallt.

Wiederfindungen eines exemplarischen Experiments (n=3)

Bezeichnung Wiederfindungen

Benzoanthracen/Chrysen 91+4%
Benzo(b)fluoranthen 90+4 %
Benzo(a)pyren 85+5%
Benzochrysen 83+8%
350
mV 270/430 nm
| Benzo(a)pyren
Benzochrysen
200+

Benzoanthracen/Chrysen

enzo(b)fluoranthen

100+

min
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0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0

Die Abbildung zeigt die Uberlagerung von zwei Fluoreszenzchromatogrammen
eines externen PAK-Standards (rot) und einer bearbeiteten Probe (schwarz).
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Parametrierung der Methode im FREESTYLE-System mit
HPLC Direct Injection-Modul

AT EE A ST L E

L TLSRAA T e e T AR AW LMD G LS ¥ L ey |

LCTech FreeStyle - Bericht zu Methoden: GPC -> EVA Datum: 27.02.2015 Zeit: 16:13:15
Name: PAK_Flex_Direct.fmt

o ore o Online =======> PAK EVA g
GPC: Typ: Schieifen-Uberfullung

Aufgabe der Probe: aus Glas / Glasemn Transfer Geschw.: 10 ml / min.

Volumen der Probenschleife: Sml

Fluss: 5 ml/min

Min. Druck: 0.3 bar

Max. Druck: 12 bar

Voraufzet: 30 min.

Hauptiaufzeit: 20 min.

Nachlaufzeit: 0.2 min

UV Aufzeichnung: AUS

Saule: D25_1.cm

Methode der Fraktionierung:  GPC Pumpe AUS

Liste der Aufgabeglaser.

Nr:1 1x 55ml —-> Typel@18 Sediment-Position: 0 mm
Liste der Ergebnisglaser.
Nr.:1 1x 240ml —> Type1@24t} Abfall nein Online: ja

EVA: Temperatur Wasserheizung 40 °C Temperatur Zapfenheizung 50 °C

Probenaufgabe: Onine von GPC oder SPE Prozess

Batchvolumen = Grenze, ab der der Konzentratonsprozess beginnt: 5 m (fix) + Wanezet: 10 min.

Vakuum wahrend der GPC Online - Probenaufigabe: 200 mbar

Phase 1 - Konzentr. bis Schwelle: 1 mf

Vakuum absolut 180 mbar

Spalvolumen nach Phase 1: 5ml Spulschritte: 1 x Losung aus Port: 11 (Acetenitril-Butanol)

Uberspringe Phase 2

Zeitiberwachung fur Vakuumprozess: nein

zur Trockene: nen

Abblasen Stickstoff: nein

Entnahme Aliquot: nein

Lésematehtausen: ja

Be Emeichen von Schwele: 2ml

Losemitelzugabe pro Austausch: 5mi Losung aus Port: 11 (Acetonitril-SButanol)

Anzahl Losemittelaustausch: 1 Endvolumen nach Austausch: 0.5 mi

Vakuumstartwert: 180 mbar abs. Vakuumgradent: -20 mbarimin Vakuumendwert: 100 mbar abs.

Spdlen, Auffilen und Transfer in Giaser

Spdivoiumen Ende: 0.5 mi Spdischrite: 1x Losung aus Port: @ (Acetonitnl)

Auffillen bs Volumen: II' Art des Mischworgangs: Aufsaugen u. Ausstossen

Konzentrat: in Glaser

Nr.: 1 15 Typ: HPLC mi Volumen pro Glas: 0.5ml

Abfulen Quanttativ. nein

1. Renigung

Spliveiumen: 5ml Spulschrate: 2x Losung aus Pert: 1 (EAICH)

2. Renigung

Splivolumen: Sml Spllschrite: 1x Losung aus Pert: 1 (EAICH)

: o LG



JAPPLIKATIONSNOTE | AN0O11

Ergebnisse mit HPLC Direct Injection-Modul

Die Bearbeitung einer Probe inklusive Lésungsmittelaustausch und Uberfiihrung direkt in
das HPLC System via FREESTYLE Direct Injection-Modul dauert nur 1 h 45 min (Prozesszeit
FREESTYLE) und lauft von der Aufgabe des Rohextrakts bis zum Erhalt des
Chromatogramms vollautomatisch, d.h. ohne manuellen Arbeitsschritt, ab.

Wiederfindungen eines exemplarischen Experiments (n=3)

Bezeichnung Wiederfindungen

Benzoanthracen/Chrysen 94+ 2%
Benzo(b)fluoranthen 93+3%
Benzo(a)pyren 93+2%
Benzochrysen 94+2%
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Die Abbildung zeigt die Uberlagerung von zwei Fluoreszenzchromatogrammen
eines externen PAK-Standards (rot) und einer bearbeiteten Probe (schwarz).
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