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.2 Ziele des Praktikums

Nach diesem Praktikum soll man u.a.:

Uber den Aufbau einer GC-Anlage, sowie liber
stationare und mobile Phase Bescheid wissen.

Uber die Einzelbestandteile (z.B. Saulenofen,
Injektoreinheit und Detektoren Bescheid
wissen.

Wichtige chromatographische KenngrofRen
(z.B. t, tr(X), V,,, Vr(X), u.,, u(X), k etc.)
bestimmen konnen.

Eine quantitative Bestimmung mit der
Methode des Internen Standards durchfuhren
konnen.
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| Theoretischer Tell
|.2.1 Komponenten der GC Anlage
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|.2.1 Komponenten der GC Anlage

Carnier gas supply
and pressure
regulator.

Controller

Column Oven

Abb. 1.2.1. Komponenten eines GC-Systems
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.3 Die Stationare Phase

GC Saulen lassen sich einteilen in:

Gepackte Saulen (Lange 4-5 Meter)

Thin kilm of stationary
phasze liguid

Porousz support
particle

Capillary column Packed columm
cross-section cross-section

Kapillar-Saulen (Lange 30-60 Meter)
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.3 Die Stationare Phase

Kapillar-Saulen lassen sich einteilen in:

Kapillarsaulen

PLOT-Saule SCOT-Saule WCOT-Sdule

Wand aus Wand aus
"fused silica” "fused silica” flossige 4
mif Palyimid- festas mif Polyimid- stationdre Phase i Flissigkeis
Beschichtung Tragermaterial Beschichtung auf festem Trager filrm

Abb.1 PLOT-S54ule Abb.z SCOT-Sdulen Abb.z WCOT-S54dulen

Abb. 1.3. Verschiedene Arten von Kapillarsaulen
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.3 Die Stationare Phase

Die PLOT-Saulen

(engl. porous-layer-open-tubular-column)

PLOT-Sdule

befindet sich innen
an der

PO o Die Menge an stationarer Phase

i yimiic
Beschichtung Tragermaterial

ist (relativ gesehen)

Abb.1 PLOT-Sadule

Fur Analyten, die nicht an einer flussigen
stationaren Phase getrennt werden konnen
(z.B. Permanentgase, kurzkettige Kohlenwasserstoffe)

Gas-fest-Adsorptions-Chromatographie
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.3 Die Stationare Phase

SCOT-5dule

Abb.z SCOT-54ulen

Die SCOT-Saulen

(engl. support-coated-open-tubular-column)

ist ein , der
auf an der
aufgebracht ist.

Die Menge an stationarer Phase
ist als bei wandbeschichteten
Kapillaren (z.B. WCOT)

Trennung von leichtfluchtigen Verbindungen, die zu stark
auf PLOT-Saulen retardiert (zuruckgehalten) werden.
Schlechtere Trennleistung als bei WCOT-Saulen

Gas-flussig-Verteilungs-Chromatographie
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.3 Die Stationare Phase

Die WCOT-Saulen

(engl. wall-coated-open-tubular-column)

WCOT-Saule

befindet sich als
an der Innenseite der

Diese Saulen besitzen die

Abb.z WCOT-S4ulen

Einsatz der WCOT-Saulen vor allem in der Spurenanalytik
(nur geringe Probenmengen auftragbar)

Gas-flussig-Verteilungs-Chromatographie
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|.3.1 Beispiele stationarer Phasen

Bei n = 100% besteht die Trennflussigkeit
aus reinem Polydimethylsiloxan.

Folge: Sehr unpolare stationare Phase

Structure of Dimethylpolysiloxane

Die Trennflussigkeit besteht neben n
Anteilen an Polydimethylsiloxan auch
aus unterschiedlichen Anteilen an
Diphenylpolysiloxan m mit (n=100%-m).

Folge: Zunehmend hohere Polaritat der
stationare Phase

Structure of Diphenyldimethylpolysiloxane
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|.3.1 Beispiele stationarer Phasen

Structure of
Cyanopropylphenylmethylpolysiloxane

Structure of Palyethylene Glyeol

Die Trennflussigkeit besteht neben n
Anteilen an Polydimethylsiloxan auch aus
unterschiedlichen Anteilen an
Cyanopropylphenylpolysiloxan m mit
(n=100%-m).

Folge: Zunehmend hohere Polaritat der
stationaren Phase

(n=100%) Die Trennflussigkeit besteht aus
100% Polyethylenglykol.
Folge: Sehr hohe Polaritat der stationaren
Phase.
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|.3.1 Beispiele stationarer Phasen

Im Praktikumsversuch wird folgende Saule
eingesetzt:

Hersteller: J+W Scientific

Typ: HP-5MS®
_ange: 30 Meter
D. 0.25 mm

~1lm 0.25 pm

Material: Polydimethylsiloxan
(mit 5% Diphenyl-Antell)

Temp. Limit: -60°C — 325°C (350°C)
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.4 Die mobile Phase

Anforderungen an die mobile Phase (Tragergas):

Carmer gas supply

fé';uﬂf.ff"'%;ﬁ;; Besondere Reinheit (mind. 5.0 Qualitat )

= 99,9990 % Reinheit

Besser noch (6.0 Qualitat )
= 99,99990 % Reinheit

Keine Reaktion bei hohen Temp.
mit Saulenmaterial und Trennkomponente

gebrauchlich sind He, H,, (N,)

Versorgung aus Gasbomben
mit Druckminderer (4 bar)
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.4 Die mobile Phase Phase
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lineare FlieBgeschwindigkeit U {cm/min)

Abb. 1.4: Van-Deemter-Kurven fur N,, He, H,
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1.5. Der Saulenofen

Abb. 1.5.0: GC-Saulenofen
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1.5. Der Saulenofen

1.5.1 Die isotherme GC

Die im Saulenofen wahrend der
chromatographischen Trennung :

Instrument | Edit | Oven: (68%0)

Oven Temp & 409

= 75

25 Time(min,

Abb. 1.5.1: Temperaturverlauf bei isothermer GC
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1.5.2 Die temperaturprogrammierte GC

Die im Saulenofen wahrend der
chromatographischen Trennung:

Instrument | Edit | Oven: (6630)

(ven Temp ¢

Time (min.)

Abb. 1.5.2: Temperaturverlauf bei
temperaturprogrammierter GC
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1.6. Die Injektionseinheit

1.6.1 Der Split/Splitless Injektor

Abb. 1.6.0: Split/Splitless -Injektor
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1.6. Die Injektionseinheit

1.6.1 Der Split/Splitless Injektor

The split / splitless injector

Rubber septum
— Septum purge outlet

inlet
—— Split outlet
Heated metal block

Yapourisation chamber

Column

Abb. 1.6.1: Split/Splitless —Injektor (schematisch)




| Theoretischer Tell
1.6. Die Injektionseinheit

1.6.2 Der On-Column-Injektor

supporting Wietal
Discs with Guide

Holes

Syringe

e N il i
L.. arrier . Oven Wall or
Gas Oven Top

‘Silicone
Septum

Wide Bore
 Capillary
Clolumn

Abb. 1.6.2: On-Column-Injektor
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1.7. Der Detekor

|.7.1 Der Flammenionisationsdetektor (FID)

Abb. 1.7.0: Flammenionisationsdetektor (FID)
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1.7. Der Detekor

|.7.1 Der Flammenionisationsdetektor (FID)

Flame lo

Collector electrode
Flame ignitian

coil +300%

Polarizing voltage

Abb. 1.7.1: FID (schematisch)
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1.7. Der Detekor

|.7.2 Der massenselektive Detektor (MSD)

Transferline (310°C)

e

Sn LIrC

| | de end ae voltages

(4]

Abb. 1.7.2: massenselektiver-Quadrupol-Detektor (MSD)-
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|.7.3 GC-Detektoren (Auswahl)

GC-Detektoren Anwendung Nachweisgrenze Linearitat

FID (flame ionization detector) | selektiv nur ionisierbare Komponentenin | ca. 10 -100 pg*
H2/LUft'F|amme Organic Compd

TCD (WLD) (thermal fur alle Analyte mit unterschiedlicher <400 pg*
conductivity detector) thermischer Leitfahigkeit zum Tragergas

ECD (electron capture selektiv; besonders fur Analyte mit
detector) Heteroatomen

NPD (nitrogen-phosphorus selektiv fur Stickstoff und
detector) -phosphorhaltige organische Analyte

MSD (mass selective det.) fur alle im MS ionisierbaren Analyte

Quelle: Buffington R., Wilson M.K., ,Detectors for Gas Chromatographie” a practical primer,
Hewlett Packard, 1987

Abb. I.7.3: haufig eingesetzte GC-Detektoren
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1.8. Software

- "T'fi..AgiIenf'MSD Productivity

~ ChemStation for GC and
fﬁ C/MS Systems

" www.agilentcom/chem/nds

~E%. Agilent Technologies

Abb. 1.8: Software MSD-ChemsStation D.01.02.16 (Jun 2004)
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.10 Fragen zum Theoretischen Teil (Auszug)

1)

2)
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Nennen Sie neben der Adsorptionschromatographie eine weitere
Chromatographieart, die in der GC hauptsachlich eingesetzt wird.

In der Gaschromatographie unterscheidet man im Wesentlichen zwischen zwei
unterschiedlichen Kategorien von Trennsaulen. Wie heil3en sie und worin
unterscheiden sie sich?

Nennen sie drei Beispiele fester Adsorbentien, die bei gepackten Saulen als
stationare Phase zum Einsatz kommen und fur welche Substanzen sie verwendet
werden.

Nennen sie einen wesentlichen Vorteil, bei der Verwendung von Kapillarsaulen.
Welcher Zusammenhang besteht zwischen der Schichtdicke (Film) der
Trennflussigkeit in Kapillarsaulen und der Kapazitat der Trennsaule bzw. der
Trennleistung der Kapillarsaule.

Aus welchem Material ist in der Regel die Kapillarwand einer Kapillarsaule
hergestellt. Wie heil3t der entsprechende Fachausdruck?

Was versteht man unter Saulenbluten, wie kommt es zustande und wie macht es
sich bemerkbar?

Wie kann eine Saule hinsichtlich des aufgebrachten stationaren Tragermaterials
modifiziert werden, um Saulenbluten zu minimieren und wie nennt man eine so
veranderte Phase?

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 welchen
Substanzen wird es Uberwiegend verwendet ?
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m Kapitel Il:  Experimenteller Teil

.1 Einleitung (siehe skript Praktikum)

.2 Versuchsdurchfuhrung
I.2.1 Vorbereitung der Losungen (siehe Skript)

11.2.1.1  Vorbereitung der Stammloésungen
(siehe Skript Praktikum)

11.L2.1.2  Vorbereitung der Eich-(Kalibrierlosung)
(siehe Skript Praktikum)

11.L2.1.3  Vorbereitung der Probenlésungen
(siehe Skript Praktikum)

1.L2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen
.3 Aufgaben zum experimentellen Teil
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é Sestiimimung vom

RS arfums

CHANEL |
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

A&l Rt=liiradl . L ClKelry

|jectar Detectarz] Signals Options

Configure...

v Use Front Injector (" Use Back [njector (" Use Both Injectors Mare...

Frant [njectar

Inection Volugge: |10 - | ul |
ﬁ; 100 u
A ashes

Prelnjection  Postlnjechion

Ok,

Sample |0
Solvent &
Solvent B

Furmnpsz

Cancel

IS —

Help

Abb. Il.2.2.a: Die Injektor-Programmierung
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

@ 9 Q@ o
R [\
Runtime | Options

Frant: EPC Split-Splitless Inlet

Mode: {E.phr—LJ Gas ‘ri
On Bctual  Setpoint
v Heater, °C 30
v Pressure, bar

v Total Flow, mL/min

oK
Split Split
Ratio: 1 Flow:|33.8 Cancel

v Gas.SavermLf'min@ m
Abb. 11.2.2.b: Der Injektionsmodus
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

Colurn
v 1
{2 Inlet; Fr|:|r'|t -

t anufacturer's Specifications

Maode Wt 433

Mode: | Congt Flow

Outlet bar: |:|
He Flow
Setpoint  Actual
20,50
0,00
0,00 Cancel
\ Rarmp 3 u
T

2050

Abb. 11.2.2.c: Die Programmierung des Saulenflusses




Il Experimenteller Tell
11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

5 10 15 Time (min.)

MEIbEL IEER

Injechor | “alves Inletz | Columns Detectorz] Signals B Runtime | Options

Oyen G Oven Configuration

aetpoint °C: b axiraum “C:

v On
Actual °C: E quilibration mir:

Ramp | ‘Cémin | Mest*C | Hold || Runtime

Initial @ 300 3.00 r
Ramp1 | 20,00 300 500 20,50 -
Famp 2 0,00 0,00
Ramp 3 0,00 UK.
Famp 4 0,00
Ramp 5 0,00 Cancel
Famp & 0,00 —————

Faost 0 0,00 20,50

Help

Abb. 11.2.2.d: Die Programmierung des Saulenofens
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

Aux Channel

OV [0 [© T
’; . / :
Inlets | Columns | Owven |Detectors] Signals b
Heater Ty

" Walve Box

= _ = (e MSD

(¢ Thermal &ux #2 Un oy o ~ AED

" Mickel Catalyst
" Unknown

0.00
Description:

[ ]

Abb. 11.2.2.e: Die Einstellung der
Transferline-Temperatur
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

Sample Log Table

Data Path:  [C\MSDCHEMAT\DATAYPRAKTIKUM Ea | Method Path: [C:\MSDEHEM\T\ME THODSAALLAPRAKTIKUM R |

Type Vial Sample Method / Keyword Data File Comment / KeywordString E:~|
Sample 1 Eichlisung GO0177_00 G077 _01 [O.50 mgdml AN + 050 mgdml CURM
Sample 2 Joop =017 _0o G077 02 [+ 0.5 mgfml AN]

Sample 3 Chanel GO0177_00 G077 _03 [+ 0.5 mgfml AN]
Sample 4 Fure 0177 _0o G077 D4 [+ 0.5 mgfml AM]

L-NE--N - S, R FER L LR

4| »[% Sheet

Inzert Fow | Fiepeat Bow ‘ 1 times Fiead Barcode Cancel

Abb. 11.2.2.f: Die Programmierung des Autosamplers
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

Start Sequence GO177_00.S Last Modified: Fri Oct 14 11:06:32 2005
Method Sections To Run On A Barcode Mismatch

¢ Full Method * Inject Amyaway
" Reprocessing Only " Don'tInject

| Dvermwrite Existing Data Files

Sequence Comment: |Sequence fur Praktikum (5. Semester)

Operator Name: |R. Vasold
K Data File Directory: |C\MSDCHEMI\DATAVPRAKTIKUMY, Browse..

Run Sequence OK Help More>> |

Enter a descriptive comment for this sequence

Abb. 11.2.2.g: Das Starten der Probensequence
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

&2 Enhanced Data Analysis - GO 75C0OT. 8 S GO1 7S _01. 0 (MS Data: Quantitated Multi Pt. , Hot Beviewed)

File Method Chromatogram Spectrumnm Calibrake  Quantitate  Tools  Wiew Help

DR EHe s RE O® P W E e
% £ o b B L | B

=

2] TIC: GOAFF_01.D
I hundanc ol

500000 —

Aeetanilid

RO00oo0a —f
500000 —f
Sujuiniuinnj —E
s00000 —f
aaooon —f

500000 —

0

T | T T T T Ll L
[irme-—= A 00 1000

Abb. 11.2.2.h: Der Menupunkt: Data-Analysis
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analysen

Quantitation Database Globals

Calibration Title

Locating Peaks

Beference Window |2.EIEIEI |I'-.-1inutes ﬂ
Hon-Reference Window |'I 000 |Minutes ﬂ

Correlation Windaow |EI.1 oa minutes
[zignal-to-signal retention time match) [ Uze RTEINT

Mew Compound [nfo
Inteqration Parameter File |e'-.fer'|ts.e \ Browse. .. Meazure |Area -
Default +4- |EI.5EIEI min around exp BT Unitz of concentration | mg./ml

Curve Fit |Linear Fegression j ISTD concentration |0.000

Diata point weight for linear regressions |E|:|u.a| weighting

| ] | Cancel

Abb. 11.2.2.i: Das Erstellen der Kalibriertabelle
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11.2.2 Durchfuhrung der GC/MS-Analyse

Quantitation Report {Hot Reviewed)

Data Path : CI\MSDCHEMMAADATANPRAKTIKUMY
Data File : GE177_B4.D

Acqg On : 14 Oct 2885 12:39

Operator @ R. Uasold

Sample : Pure

Hisc : [+ 0.5 mg/ml AN]

ALS Vial : 4 Sample Hultiplier: 1

Quant Time: Oct 28 18:47:45 2005

Quant Hethod : CIAHSDCHEMMIANHETHODSAALLAPRAKTIKUMAGE17S_81.H
Quant Title

OQLast Update : Thu Oct 28 18:47:01 2885
Response via : Initial Calibration
Internal Standards R.T. Qlon Response Conc Units Dev{Min)
1) Acetanilid 081 TIC 428333a9

Target Compounds
2) Cumarin 18.31 TIC 6853612

Abb. 11.2.2.J: Das Erstellen des Quantitativen Reports




Il Experimenteller Tell
I1.3. Aufgaben zum experimentellen Teil auswan
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FuUr das verwendete chromatographische System sei eine Durchbruchszeit von 2.5 min
gegeben. Berechnen Sie die lineare Wanderungsgeschwindigkeit der mobilen Phase u,, in
[cm/s] (Lange der Saule 30 Meter).

Wie wurde sich die Trennleistung der Saule verandern, wenn Sie die lineare
Wanderungsgeschwindigkeit u , drastisch erhohen oder drastisch reduzieren wurden.
Begrinden Sie lhre Aussage mit der VVan-Deemter-Gleichung.

Ermitteln Sie aus dem Eich-Chromatogramm die Retentionszeiten t; von Acetanilid und
Cumarin. Berechnen Sie fur beide Komponenten den jeweiligen Kapazitatsfaktor k und
bestimmen Sie den Trennfaktor a zwischen Acetanilid und Cumarin.

Berechnen Sie ausgehend von den erhaltenen chromatographischen Ergebnissen der
Kalibriermessung den KF-Wert fir Cumarin.

Berechnen Sie mit Hilfe des ermittelten KF-Wertes die Konzentration an Cumarin [mg/ml]
in den Parfums Joop und Chanel No5.

Uberpriifen Sie das Chromatogramm des Parfums Pure (Jil Sander) mit Hilfe der MS-
Spektren auf den moglichen Inhaltsstoff Cumarin.

Untersuchen Sie anhand der erhaltenen El-Massenspektren das Chromatogramm des
Parfums Chanel auf den moglichen Inhaltsstoff Moschusketon (MW 294).
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