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|Gaschromatographie - Trennen mit einer gasformigen mobile Phase, cC3CL @olslo

L : laborberufe.de

|1. Einflhrung und Trennprinzip |

1.1. Erldutern Sie den Bau eines Gaschromatographen mit Hilfe der Abb. 1.1.

He

Abb. 1.1: Schema eines Gaschromatographen
(Quelle. wikipedia.de Autor: Talos)

» Trennprinzipien, Auswahl der richtigen Saule und Elutionsreihenfolge
Wie bei allen anderen Chromatographieverfahren gibt es auch bei der GC die Trennprinzipien der Verteilungs-

chromatographie und der Adsorptionschromatographie.

1.2 Worin unterscheiden sich beide Trennprinzipien?

Bei den meisten GC-Verfahren tUberwiegt das Trenn-
prinzip der Verteilungschromatographie stark. Die Gas-
adsorptionschromatographie (GSC — gas solid chro-
matography) wurde nahezu vollstdndig durch die auf
flissigen stationaren Phasen beruhende gas liquid

chromatography (GLC) ersetzt.

Die Auftrennung des Stoffgemisches erfolgt in erster
Linie aufgrund der unterschiedlichen Siedepunkte der
Einzelsubstanzen in dem Gemisch, in Form einer zehn-
tausendfach wiederholten Anlagerung und Abgabe an
der stationdren Phase. Ein Stoff wird nur weiter
transportiert, wenn er sich in der mobilen Phase bzw.

dem Tragergas befindet. Solange er an der stationaren

Phase gebunden ist, findet kein Weitertransport statt

(Stop-and-go-Modell). Je hoher der Dampfdruck,
desto langer die Zeitdauer, in der sich die Substanz in
der Gasphase befindet und desto kirzer wird folglich

die Retentionszeit.

Eine Besonderheit der Gaschromatographie: Die
mobile Phase, also das Gas, beeinflusst zwar auch hier
die Retentionszeiten und die Trennleistung, allerdings
nicht die Retentionsreihenfolge der einzelnen Analyte.
Bei den anderen chromatographischen Verfahren, wird
sie von der Zusammensetzung der mobilen Phase

wesentlich mit bestimmt.

In der Praxis haben sich folgende Faustregeln bewadhrt: Trennt man mit unpolaren stationaren Phasen, so
richtet sich die Elutionsreihenfolge meist nach der Fliichtigkeit und damit nach den Siedepunkten der Probekompo-

nenten. Bei homologen Verbindungen oder solchen mit gleichem C-Grundgerust gilt die Regel strenger, als bei

\/erbindungen die sich sehr stark im Aufbau unterscheiden. Je kleiner also der Siedepunkt (d.h. je flichtiger die
Substanz), desto schneller eluiert sie. Ausnahmen bestatigen, dass es sich lediglich um eine Faustregel handelt!

Bei polaren stationaren Phasen hangt die Elutionsreihenfolge zusatzlich von den Wechselwirkungen zwischen dem
‘Analyten und der stationdren Phase ab (z.B. Wasserstoffbriickenbindungen). Insgesamt ist hier die Elutions-

reihenfolge also komplizierter.
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Erinnern Sie sich noch an die Rektifikationskolonnen
der Destillation? Damals haben Sie den Begriff des
.Bodens“ kennen gelernt. Es hat sich um den
Abschnitt einer Rektifikationskolonne gehandelt, der
einem Destillationsgleichgewicht entspricht. Je mehr
Bdden eine Kolonne hatte, desto leistungsfahiger war
sie, d.h.

voneinander trennen. In der Chromatographie kann

desto mehr Komponenten konnte sie

man analog dazu auch einen theoretischen Boden (=

Trennstufe) definieren. Ein theoretischer Boden

S.2
(Trennstufe) ist ein gedachter Abschnitt auf der
stationaren Phase, der einem Anlagerung-Abgabe-
Gleichgewichtssystem (chromatographisches Gleich-
gewicht) entspricht. Man spricht in diesem Zusammen-
hang auch von Trennstufenhéhe (=HETP, height
equivalent to one theoretical plate, in deutsch:
Hohendquivalent eines theoretischen Bodens). Je
mehr solche GG-Einstellungen auf der Saule Platz
haben, umso geringer die Trennstufenhéhe und umso

hoéher die Trennleistung der Saule!

1.3. Schreiben Sie einen kurzen erkldrenden Text zu folgender Abbildung und beschriften Sie diese.
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Abb. 1.2 Trennprinzip der GC (Quelle: wikipedia.de Autor: Ichwarsnur)

2. Probe aufarbeiten und einbringen

Die Gaschromatographie setzt Analyte voraus, die
bei den Trenntemperaturen (50-300°C) entweder
gasformig vorliegen oder dort unzersetzt verdampf-
bar sind, weil sie eine ausreichende Fliichtigkeit
besizen.

Grob gesagt, lassen sich nur Analyte mit geringer
Molmasse (M < 1000 g/mol) trennen. Makromolekiile
scheiden als Analyte aus - ein groRe Einschrankung
der Methode! Die Trenntemperatur muss aber nicht
liber der Siedetemperatur der Verbindung liegen.
Um bei den typisch hohen Trenntemperaturen eine
Oxidation der Verbindungen zu verhindern, ist das

Einspritzen von Luftblaschen zu vermeiden. Weiterhin

kann der Sauerstoffanteil die stationdre Phase bescha-

digen.

Schwerflichtige Verbindungen oder solche die sich bei
der Trenntempratur zersetzen wuirden, werden erst
durch eine chemische Derivatisierung in stabile,

verdampfbare Substanzen Gberfihrt.

Beispiel fiir eine Derivatisierung

Fette sind bekanntlich Dreifachester des Glycerins mit
drei Fettsauren (Strukturformel siehe Abb. 2.1). Fette
und die anhangenden Fettsauren kénnen nicht direkt
mittels GC untersucht werden, denn beim Versuch
Fette durch Erhitzen in die Gasphase zu bringen,

zersetzen sie sich: Um Sie fur die GC-Analytik
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zuganglich zu machen, werden sie mit speziellen

Dabei

geeigneter Reagenzien schon bei Raumtemperatur

Reagenzien umgeestert. entstehen mithilfe
oder leichtem Erhitzen Fettsduremethylester. Diese
sind flichtiger als Fette und kénnen durch Erhitzen in
die Gasphase gebracht werden. Zur Umesterung von
Fetten ist Methanol (HO-CHs;) nicht geeignet, weil die
Reaktionsgeschwindigkeit und die Gleichgewichtslage

zu ungunstig sind.

_ﬂ_R H3;C— O—H—R
OH =+ H3C— O—H—R
O—”—-R o, ( ;; H3C— O—n—R
s CHj, S CHs
Hy ¢/ Ho 3c

Abb. 2.1: Umesterung mit TMSH

Split/Splitlos-Injektor (split/splitless-injector)

Eine flissige Probe wird haufig mit Hilfe eines Mikro-
literspritze Uber ein Septum in den metallenen Ein-
spritzblock injiziert. Dieser ist beheizt und umschlief3t
ein Glasrohr (glas liner), das manchmal mit Glas-
perlen / Glaswolle etc. befillt ist (siehe Abbildung 2.2).

s Gasabstrom im
eptum _
eptumbereich
Zustrom von
Tragergas Split-Ventil
—
glass liner: Gasabstrom
Glasréhre
— Verdampfungs-
beheizter/ ™~ pung
Metallblock raum
Kapillarsaule

Tragergas/Probe-
Gemisch

Abb. 2.2 Schema eines Split-Injektors (Quelle: e. W)

Im Glasrohr kommt zur Verdampfung des Ldsungs-
mittel und der Probebestandteile, die daraufthin durch
das Tragergas zum Anfang der Trennsdule getragen
werden. Ein Vorteil bei dieser als Verdampfungs-
injektion bezeichneten Methode ist, das schwer bzw.
nicht verdampfbare Bestandteile im Verdampferrohr
verbleiben und nicht die Trennsaule beschadigen.

Die Splitaufgabe ist besonders bei Kapillarsaulen
(siehe unten) wichtig, da hier nur eine geringe Proben-
portion aufgetragen werden darf. Bei gepackten Sé&ulen
ist sie hingegen unublich. Da die geringen Probe-
portionen, wie sie bei Kapillarsdulen bendtigt werden,

S.3
Je nach Aggregatzustand erfolgt die Probenaufgabe

unterschiedlich. Fliissige oder gasférmigen Proben
werden meist mit einer Mikroliterspritze durch ein
Septum hindurch injiziert. Feste Proben missen vor
der Aufgabe entweder gelést oder in die Gasphase
gebracht werden. Das Einspritzen bzw. Auftragen der
Probe flihrt nach einiger Zeit haufig zu einer als
Miniaturpeak registrierten Druckschwankung am Detek-
tor. Es handelt sich wie auch bei anderen Chromato-
graphen um die Totzeit, also um die Zeit, die gar nicht
retardierte Stoffe vom Einspritzzeitpunkt bis zum Dete-
ktor bendtigen.

selbst mit einer Mikroliterspritze nicht verlasslich und
reproduzierbar zu dosieren sind, wird deshalb insge-
samt mehr Probe injiziert, aber der Gasstrom anschlie-
Rend geteilt. Nur ein kleiner Teil des probehaltigen
Gasstroms wird zur Trennsaule geleitet, der andere
Teil aus dem System heraus getrieben. Typische Auf-
teilungsverhaltnisse liegen bei neueren Geraten bei
1:200 bis 1:400. Das Aufteilungsverhaltnis wird durch
die Stellung des Split-Ventils (siehe Abb. 2.2)
festgelegt.

Durch SchlieRen des Split-Ventils kann mit dem selben
Probeauftragungssystem eine Splitlos-Injektion (split-
less injection) vorgenommen werden. Sie werden
durchgefihrt, wenn der Analyt nur in Spuren in der
Probe enthalten ist. Da bei der splitlosen Injektion, die
gesamte Probe auf die Trennsaule gelangt, ergeben
sich leicht "Uberfahrene" Peaks. Man erkennt sie an
ihrer Asymmetrie, dem Fronting.

Durch die Wahl eines grof’en Splitverhaltnisses kann
die auf die Saule gelangende Probenmenge stark
verringert werden, so dass die Symmetrie der Peaks
optimiert wird. Ein ahnlicher Effekt wird durch Ver-
dinnen der Probe erzielt. Der Peak des Analyten ver-
bessert sich durch die geringe Konzentration dann
ebenfalls hinsichtlich seiner Symmetrie. Die Saule ist
aber weiterhin Lésungsmittel
Uberladen, was im Chromatogramm bei nahe am
Lésungsmittelpeak  liegenden
Trennproblemen flhren kann.

durch das stark

Verbindungen zu
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On-Column-Injektor

Mikroliterspritze Geréatewand Septum

%@J?/

Nadelspitze ragt Glasummantelung
in Kapillarséule (glass liner)

Tragergas

Bei einem On-Column-Injektor wird die Probe mit einer
Mikroliterspritze im_flissigem Zustand direkt auf die
Saule gespritzt (siehe Abb. 2.3). Bei der Anwendung
muss also die Kanule der Injektionsspritze in die Saule
hineinragen, daher koénnen Kapillarsdulen mit sehr
kleinen Innendurchmessern nicht verwendet werden.
Das Lésungsmittel muss bei der Auftragung auf die
Saule schnell verdampfen Entsprechend werden nur
niedrig siedende L&sungsmittel benutzt, und der

Headspace-Technik

Fir die direkte Einbringung der Proben in den Gas-
chromatographen muissen hohe Flichtigkeit und Un-
zersetzbarkeit der Probenbestandteile vorausgesetzt
werden. Enthalt eine Probe feste Bestandteile, Salze
oder nichtflichtige Anteile, wird das chromatographi-
sche System stark verschmutzt und die nachfolgenden
Trennungen verfalscht. Um fliichtige Bestandteile von
der nicht oder schwer flichtigen Matrix abzutrennen,
kann die so genannte Dampfraumtechnik (Head-
space-Technik) eingesetzt werden. Dazu wird nur der
Dampfraum Uber einer Probe analysiert, nicht aber die
Probe im Ganzen eingebracht. Sie befindet sich in
einem ca. 15 mL groflen Headspace-Glaschen, gas-
dicht verschlossen. In dem Dampfraum Uber der Probe
stellt sich bei meist erhéhten Temperaturen ein Gleich-
gewicht der flichtigen Bestandteile zwischen Gasraum
und Probe ein, das von der Art und Konzentration der
Analyten abhangt.

zur
GC-Saule

gasdichter Deckel

mit Septum
Entnahmenadel des

Autosamplers

Einstellung der Phasen-
gleichgewichte

GC Glas
(Headspace Glas)

Thermoblock
Dampfraum

feste oder fliissige
Probe

Abb. 2.4.: Headspace-Technik (Quelle: eigenes Werk)

S. 4

Kapillarsaule

) /régergasmit
' I Trenngemisch

Abb. 2.3: On-Column-Injektor (Quelle:
eigenes Werk)

Injektionsbereich  ggf. beheizt. Meist liegt die
Temperatur des Injektors und der Trennsaule allerdings
unter der Siedetemperatur des Lésungsmittels. Bei der
langsamen Injektion verdampft durch den hohen
Dampfdruck und dem vorbeistréomenden Tragergas das
Lésungsmittel vollstdndig und nur noch die Analyten
bleiben am Saulenanfang zuriick. Die on-column-
Injektion wird bei thermisch relativ leicht zersetzbaren
Proben und der Spurenanalytik eingesetzt.

Erst nach Gleichgewichtseinstellung wird mit einer
Nadel der Deckel des Headspace-Glaschens
durchstochen und ein bestimmtes Volumen aus dem
Gasraum auf die Kapillare geleitet. Es wird also nicht
die Probe selbst, sondern nur ein bestimmtes Volumen
des Gasraums Uberhalb der Probe injiziert.

Diese vollstandige Trennung der gaschromatogra-
phisch erfassbaren Analyten von ihrer Matrix ist
besonders bei schwieriger Matrix angebracht. Voraus-
setzung ist, dass die Analyte flichtig sind und aus der
Matrix leicht in die darliber stehende Gasphase
Ubergehen koénnen. Die Methode ist sehr weit bei
pharmazeutischen, medizinischen, Umwelt- und
Lebensmittelproben verbreitet. So kann z.B. der Blut-
alkoholgehalt mit der Headspace-GC bestimmt
werden. Als Probe wird nicht das Blut (sehr komplexe
Matrix mit vielen Stoffen, deren Zersetzungsprodukte
die Saule verunreinigen wirden) injiziert, sondern nur
ein Gasgemisch aus dem Gasraum uber dem erwarm-
ten Blut, das den flichtigen Analyten Ethanol enthalt.
Zur Vermeidung von systematischen Fehlern muss
auch die Kalibrierung unter den gleichen Bedingungen,
d.h. moglichst mit derselben Matrix, durchgefihrt
werden, wie die Probe. Nicht nur bei flissigen, sondern
auch bei festen Proben kann die Headspace-Technik
angewendet werden. Typisches Beispiel: Gaschroma-
tographische Analyse der Ausdinstungen (z.B. giftiges
Formaldehyd!) von Teppichproben.
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3. Tragergas

Das Tragergas ist zum Weitertransport der Analyte zustdndig, nimmt allerdings keinen Einfluss auf die
Retentionsreihenfolge. Es wird deshalb auch nicht mit komplizierten und evil. verdnderlichen Gemischen/
Zusammensetzungen gearbeitet, wie bei anderen chromatographischen Verfahren (Stichwort: Gradientenelution),
sondern mit Reinstoff-Gasen. AuRer Wasserstoff werden ansonsten nur inerte Gase eingesetzt.

3.1. Erkléren Sie kurz diesen Begriff.

Ublich sind in absteigender Wichtigkeit: Helium, Wasserstoff, seltener Stickstoff und noch seltener Argon.
Wasserstoff hat dabei die beste Trennleistung, aber es verlangt wegen der Explosionsgefahr hohe Sicherheitsmal3-
nahmen, um ein Austreten im Labor oder im Ofenraum zu verhindern. Haufig wird daher Helium verwendet oder als
kostenglnstigere Alternative Stickstoff (mit Abstrichen in der Trennleistung). Das im Vergleich zu Helium weitaus
glinstigere Edelgas Argon hat den Nachteil, dass es flir den Warmeleitfahigkeitsdetektor (siehe unten) nicht
geeignet ist.

Es muss in jedem Fall auf absolute Sauerstoff-Freiheit des Tragergases geachtet werden, weil dieses Gas die
meisten stationdren Phasen angreift. Auch Spuren von Wasser sind im Tragergas zu vermeiden, da dieses viele
stationare Phasen bei langerer Einwirkung hydrolytisch zersetzt. Um alle diese Spuren aus dem Gas zu entfernen,
l&sst man haufig das Gas der Gasflasche in einer Vorsaule durch Molekularsieb stromen, das Fremdstoffe wie
H,0, O,, C4H, etc. adsorbiert.

Die FlieRgeschwindigkeit des Tragergases bestimmt die Geschwindigkeit des Stofftransportes durch die
Trennsaule. Dabei sind zwei Effekte gegenlaufig, so dass man einen Kompromiss wahlen muss:

¢ Bei niedriger FlieRgeschwindigkeit ist die Effizienz des Stoffaustausches zwischen mobiler und stationarer
Phase hoch. Dadurch kommen die unterschiedlichen Lagen der Verteilungsgleichgewichte der Analyten gut
zur Wirkung und man erhalt gute Trennungen.

o Bei niedrigen FlieRgeschwindigkeiten spielen Diffusionseffekte (durch das Bestreben zum Ausgleich von
Konzentrationsunterschieden) eine gréRere Rolle, weil die Analyte mehr Zeit fir Diffusionsbewegungen
haben. Dadurch entstehen breite Peaks im Chromatogramm.

Der Kompromiss liegt Ublicherweise bei Geschwindigkeiten von 0,1 — 2 mL/min bei Kapillarsdulen und 25 — 30
mL/min bei gepackten Saulen. Ein konstanter und reproduzierbarer Gasfluss ist Grundlage die Reproduzierbarkeit
und Vergleichbarkeit von Retentionszeiten.

3.2 Weshalb darf die Strémungsgeschwindigkeit... a) nicht zu niedrig ...b) nicht zu hoch gewdhlt werden?

|4. Verschiedene Trennsaulen-Typen

Es sind zwei prinzipiell unterschiedliche Typen von gaschromatographischen Trennsaulen im Einsatz:

> a) Kapillartrennséulen

Kapillartrennsaulen haben typischerweise Langen von ca. 10 bis 60 Meter. Ihr Innendurchmesser liegt in der Regel
zwischen 0,1 mm und 0,6 mm. Die Kapillaren werden im Allgemeinen aus ,synthetischem Quarz“ (engl.: fused
silica) hergestellt. Die sehr dinnwandigen Kapillaren sind zur Stabilitdtsverbesserung auflen mit einem
Spezialkunststoff (Polyimid-Film) tGberzogen, dadurch werden die Kapillaren sehr flexibel, was einen groRen Vorteil
in der Handhabung bedeutet.
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Es lassen sich drei Falle unterscheiden: aufgetragen. Die nutzbare Probenmenge ist
grolRer als bei der Dunnfilmkapillare. Dieser
Saulentyp wird bei der Trennung von
leichtfliichtigen Verbindungen, die zu stark auf
PLOT-Saulen retardiert werden, genutzt.

l. wandbeschichtete Kapillarsdaulen (WCOT-
Séulen, wall-coated open tubular column) oder
Dunnfilmkapillare: Die Saule ist ein diinner
Fliisigkeitsfilm ausgekleidet. Besitzen die
grélte Trennleistung und werden u.a. in der
Spurenanalytik eingesetzt. Es koénnen nur
geringe Probenmenge aufgetragen werden.

[l. Schichtkapillaren (PLOT-S&ulen, porous layer
open tubular column). Die Menge der
stationaren Phase die fur die Analyten zur
Auftrennung zur Verfligung steht ist relativ
groB3. Sie wird besonders fur Analyten benutzt,
die nicht an einer flissigen stationdaren Phase
getrennt werden koénnen.

Il. tragerbeschichtete Kapillarsaulen (SCOT-
Séulen, support-coated open tubular column):
Hier ist der FlUssigkeitsfilm auf einer festen,
aber fein zerteilten Trégersubstanz

4.1 Ordnen Sie den Sé&ulentypen in folgender Abbildung (Abb. 4.1) die Abkiirzungen WCOT, SCOT und PLOT zu.

Abb. 4.1: Sédulentypen (Quelle: eigenes Werk)

MaRe der Kapillartrennsaulen

Lange: Am haufigsten werden 30-Meter-Kapillartrennsaulen benutzt. Man versucht die fiir die Trennung mdglichst
die kurzeste noch geeignete Trennsaulen zu nehmen, weil eine Erhéhung der Saulenldange bzw. der
Trennbddenzahl eine dazu proportionale Erhdhung der Kosten und der Trennzeit bedeuten, die
chromatographische Auflésung (R) allerdings nicht in gleichem Maf} wachst.

4.2a) Schiagen Sie im Tabellenbuch die Formel zur Berechnung der chromatographischen Auflésung (R) nach.
Berechnen Sie die R und ergédnzen Sie die Werte in der Abb. 4.4!

| |

J / JUL

I=15m I=30m =45 m

try = 1,81 min tr1 = 3,60 min try = 5,49 min

tro = 1,90 min tro = 3,82 min tro = 5,75 min

mittl. Peakbreite: b = 0,12 mittl. Peakbreite: b = 0,15 mittl. Peakbreite: b = 0,17

R=...... = =
Abb. 4.2: TrenngréBen zweier Analyte in Abhéngigkeit der Sdulenlénge (Quelle: eigenes Werk)

4.2 b) Zwei Peaks (Annahme: Dreiecksform) sind gerade basisliniengetrennt. Welcher der drei Werte fiir die
Auflbsung ist hierfiir am plausibelsten? Begriinden Sie! R = 0,00 R = 1,00 R=1,2 R =10,00
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4.2 c) Wie veréndert sich die Auflésung, wenn die Peaks bei gleich bleibender Retentionszeit schmaler werden?
Begriinden Sie mathematisch anhand der Formel aus dem Tabellenbuch!

Innendurchmesser: Es sind nur bestimmte, standardisierte Werte fiir die Innendurchmesser (blich, damit eine

Kompatibilitat mit anderen Bauteilen (z.B. Verbindungsstiicken) gegeben ist.

Bezeichnung (kann nach Innendurchmesser Bsp. fir Effizienz: Trennbdden typische Kapazitat pro Analyt
Hersteller leicht variieren) pro Meter
mega bore 0,53 mm 1300 1500 ng
wide bore 0,32 mm, (0,25 mm) 2500 450 ng
narrow bore 0,25 mm, 0,20 mm 3000 30 — 100 ng
mini bore 0,18 mm 4000 10-30 ng
micro bore 0,170 mm 7300 5ng
A= T4 T 0 1= 1 - E-=T 3 Ve -

> b) gepackte Trennséulen

Bei gepackten Saulen befindet sich im Inneren eines
dinnen (typischerweise 2-4 mm Innendurchmesser)
Metall- oder Glasrohres von 0,5 bis 4 Metern Lange das
Flllmaterial. Hier muss zwischen der Adsorptions-
chromatographie an einer festen stationdren Phase
und und der Verteilungschromatographie an einer
flissigen stationaren Phase unterschieden werden
(siehe folgender Abschnitt).

Die Trennleistung solcher gepackten Saulen ist 100 —
1000 mal kleiner als die von Kapillartrennsaulen, so
dass sie in der Analytik nicht mehr oft benutzt werden.

Da man wegen der grofen Masse stationarer Phase
jedoch auch grélRere Mengen auftrennen kann, werden
sie zur praparativen Trennung genutzt .

Im Fall der Verteilungschromatographie verwendet man
bei gepackten Saulen ein festes, inertes
Tragermaterial, haufig Kieselgur (spezielle Form von
SiO;), Teflon, Glaskiigelchen oder organische Polymere
auf denen die flissige stationare Phase als Film aufge-
tragen ist. Im Gegensatz zu Kapillarsaulen, fillt hier das
Tragermaterial (incl. stationarer Phase) den gesamten
Innenraum der Saule aus.

4.3 Ergdnzen Sie rechts neben Abb. 4.1 eine Zeichnung mit dem Querschnitt durch eine gepackte Séule.

5. Verschiedene stationare Phasen

In den meisten Fallen werden fliissige stationdre Phasen benutzt. Sie kleiden die Kapillare dabei nur als diinner
zahflissiger Film aus. Die verwendeten Stoffe miissen thermisch ausreichend stabil und chemisch inert sein.

Bei den unpolaren stationdren Phasen handelt es sich haufig um Silicon(6l)e, d.h. Polyorganosiloxane oder
dreidimensionale Siliconharze. Auch Squalan ist weit verbreitet.

o R R
P ool ST

R—§i—0\§1 :S"o
° 9 9

Abb. 5.1: Polydimethylsiloxan, Siliconharz (R: org. Rest)

A

Abb. 5.2.: Struktur von Squalan
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Als fliissige, mittel-polare stationare Phase wird vorwiegend Polyethylenglycol (PEG) genutzt.

5.2 Polyethylenglykol ist das Polykondensat von Glykol (1,2-Ethandiol). Geben Sie einen Strukturformelausschnitt
an:

Sowohl bei gepackten Trennsaulen als auch bei Kapillarsduren (PLOT, siehe oben!) koénnen statt flissigen
stationdren Phasen auch feste Adsorbenzien genutzt werden Als feste stationdre Phasen finden dann
Molekularsiebe, Aluminiumoxid, Aktivkohle oder organische Polymere wie Polystyrole in Form von Partikeln
verwendet.

Es bleibt also festzuhalten, dass es bei der Gaschromatographie eine gréfiere Zahl verschiedenartiger stationarer
Phasen gibt als bei anderen chromatographischen Verfahren, jedoch eine Armut an mdglichen mobilen Phasen (nur
— 4 Gasqualitaten).

6. Ofen und Saulentemperatur |

Die Trennsaule befindet sich aufgewickelt im GC-Ofen, einem Umluftofen der durch die Luftverwirbelungen erreicht,

dass an jeder Stelle der stationaren Phase exakt die gleiche Temperatur (+ 0,1 °C) herrscht.

6.1. Zwei Stoffe wurden in drei Chromatographieldufen bei verschiedener Sdulentemperatur getrennt: 40 °C, 60 °C
und 80 °C. Stellt man das Ergebnis in einem einzigen Diagramm dar, so resultiert Abb. 6.1. Ordnen Sie den

Doppelpeaks die Temperaturen zu und begriinden Sie, welchen Einfluss die Temperatur auf die GC-Trennung hat.

Signalintensitat

. N

2 2,5 3 35 4 45 5 55 6 6,5
Retentionszeit in min.

Abb. 6.1: Einfluss der Temperatur auf die Trennung von 2 Substanzen.

Die Temperatur muss nicht Gber der Siedetemperatur der Analyten liegen, da der Dampfdruck auch unterhalb der
Siedetemperatur stark mit der Temperatur ansteigt. Zusatzlich fihrt die Bewegung der mobilen Phase zu einer
stédndigen Stérung des Verdampfungsgleichgewichtes. Die gewahlte Saulentemperatur hangt unter anderem von
den Dampfdriicken der Bestandteile, der maximal zur Verfigung stehenden Chromatographiedauer und der
Saulenlange ab. In einem Probengemisch gilt die Faustregel, dass fiir viele Trennungen die Saulentemperatur ca.

50 °C unter dem Hauptsiedeintervall liegen sollte.
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> Temperaturprogrammierte Chromatographie

Bei den nur noch selten durchgefiihrten isothermen Chromatographie wird eine feste Temperatur Uber die
gesamte Analysenzeit beibehalten. Es sind gute Trennungen moglich, aber es entstehen lange Retentionszeiten
und starke Peakverbreiterung fir Verbindungen héherer Dampfdriicke. Vorteilhaft ist das Entfallen von Wartezeit

zur Abkuihlung zwischen nachfolgenden Injektionen.

Rund 80 % aller gaschromatographischen Trennungen werden mit einem Temperaturprogramm betrieben. Es
besitzt dieselbe Bedeutung, wie der FlieRmittelgradient in der HPLC besitzt.

6.2. Das folgende Gaschromatogramm (Abb. 6.3) der n-Alkane wurde mit einem Temperaturprogramm

aufgenommen: Von 40°C auf 240 °C mit 5 °C pro Minute.

a) Ergénzen Sie mithilfe einer zweiten Y-Achse am rechten Rand den Temperaturverlauf.

c e Cm
9
151 Cu 5462 Cu
F c 196 254 C,
g c 174 316 °C
E |c, 1267
% 98 °C
b Abb .6.3: Gaschromatogramm mittlerer n-
Alkane auf einer unpolaren S&ule. Angegeben
, . . : i i ist die Lange der C-Kette und der Sdp. in °C.
0 5 10 15 20 25 30 35

(Quelle: He, Ran et al. (2020):Separation performance of
Retentionszeit in min Capillary.... ;https://doi.org/10.3389/fchem.2020.00031, CC-
BY, leicht idealisiert und verdndert)
b) Skizzieren Sie grob und schematisch ein hypothetisches Gaschromatogramm (Peaks als Dreiecke) der gleichen

Trennung ohne Temperaturprogramm Die T. soll konstant bei ca. 160°C liegen. Begriinden Sie den Verlauf.

Begrindung:

Signalintensitat

0 5 10 15 20 25 30 35 ............................................................

Retentionszeit in min

Der Temperaturgradient ist an jedes analytische Problem anpassbar, muss aber - einmal gewahlt - in allen
Messungen desselben Problems denselben Temperaturverlauf aufweisen, damit die Retentionszeiten und
Peakflachen auswertbar sind. Bei dieser Arbeitsweise missen Wartezeiten fur das Abkuhlen des Saulenofens auf
die Ausgangstemperatur einkalkuliert werden. Am Ende des Programms wird haufig eine hohe Temperatur von

Uber 300 °C gewahlt um eventuelle Ablagerungen auf der Saule zu verhindern.
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7. Detektion

Die Detektion der aus der Saule austretenden Stoff erfolgt in der GC haufig Gber einen Warmeleitfahigkeitsdetektor

oder einen Flammenionisationsdetektor.
>  Wirmeleitfahigkeitsdetektor

7.1. Hoppla! Da sind beim Kopieren und Einfligen (copy-and-paste)
des Textes aus Wikipedia einige Worte verloren gegangen. Ergénzen
Sie sinnvolle Wérter und nutzen Sie als Hilfestellung die Abbildung!

Ein Warmeleitfahigkeitsdetektor besteht aus einem thermostatierten
Metallblock mit zwei identisch aufgebauten Messzellen. Eine dieser
Zellen wird von dem zu Probegas durchstromt, die andere Messzelle

(hier Referenzzelle genannt) wird dauerhaft von........................

durchstromt und dient zur Vergleichsmessung. In beiden Zellen

befindet sich jeweils ein ................... (auch Filament genannt)

aus Platin, Wolfram oder deren Legierungen, der auf eine hohere
Abb. 7.1: Wérmeleitféhigkeitsdetektor.Temperatur geheizt wird, als der ihn umgebende Detektorblock. Es
(Quelle: wikipedia.de Auotr: Hk kng) findet daher ein kontinuierlicher Warmestrom von den Heizdrahten
durch die umhillenden Gasstrome zum Detektorblock statt, der von
der oo und damit von der Zusammensetzung der

Gase abhangig ist.

Anderungen in der Zusammensetzung verursachen daher Temperaturanderungen in der Messzelle und eine
Anderung des..............ccoeeeeennn.. in den Heizdrahten. Der Unterschied im .................. zwischen den beiden

Heizdrahten kann gemessen werden.

FlieRt durch die Messzelle reines Tragergas, sind die Warmeleitfahigkeiten in Mess- und Referenzzelle
.................. und es wird kein Signal gemessen. Ist dem Tragergas im Analysengasstrom jedoch ein Analyt beige-
mischt, so unterscheidet sichdie ....................o , was als Signal aufgezeichnet wird. Das so gemessene

Signal ist dabei der Probenkonzentration im Tragergas ..............ccccooiiiieenen

Um verlassliche Konzentrationsangaben aus den Messwerten ableiten zu konnen, muss eine Kalibrierung fir jede
Substanz erfolgen, die bestimmt werden soll. In der Regel werden die Kalibrierpunkte durch eine Kalibriergerade

angenahert. Dieser lineare Bereich des Detektors umfasst etwa 5 Konzentrations-Zehnerpotenzen.

« Der WLD ist nicht einsetzbar, wenn sich die Warmeleitfahigkeiten von Tragergas und der Analyte kaum

unterscheiden (wie z.B. bei Argon mit Propan, vgl. folgende Tabelle!).

e Zwar ist der WLD ein Universaldetektor, in der Praxis wird er aufgrund seiner geringen Empfindlichkeit
heutzutage vor allem zur Analytik niedermolekularer Gase, beispielsweise Kohlenstoffoxiden, Schwefel-
oxiden und Edelgase eingesetzt. Er wird ausschlieRBlich mit Wasserstoff oder Stickstoff als Tragergas

betrieben. Die Warmeleitfahigkeit von Stickstoff und Argon sind zu gering, vgl. folgende Tabelle!).
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7.2 Einige Wéirmeleitfahigkeiten von Gasen in W - m™ K" bei ca. 25 °C: Diskutieren Sie die Zahlenwerte (z.B.

Zusammenhdédnge mit molarer Masse, Eignung beim WLD efc.)

Bsp. fiir Analyte Bsp. fiir Tragergase
Methan 0,0341 Stickstoff 0,0260
Ethan 0,0212 Argon 0,0179
Propan 0,0180 Krypton 0,0095
n-Butan 0,0162 Helium 0,1567
Quelle: wikipedia.de, Warmeleitfahigkeit Wasserstoff 0,1860

> Flammenionisationsdetektor (FID)

7.1. Ergdnzen Sie anhand Abbildung 7.3 die passenden Buchstaben.

Zwar konnen sich die FIDs stark in der Konstruktion unterscheiden, das Funk-

tionsprinzip ist aber bei allen gleich: Dem von der Kapillarsaule (....... ) kom-

menden Tragergas wird seitlich Wasserstoff (....... ) zugefuhrt. Die anschlie-

) Rende Verbrennung in synthetischer Luft (damit frei von Verunreinigungs-
spuren: 80% N, + 20% O;), die der Verbrennungskammer zugefihrt (......... )

wird ist ein hochenergetischer Prozess und mit der Bildung von Kationen (vor

column |
J

A— =" allem C.H,0.,*"), sowie freien Elektronen (e7) verbunden (lonisierung). Im

Abb. 7.2: Funktionsprinzip FID  Bereich der Knallgasflamme (......... ) wird zwischen zwei Elektroden eine
( Quelle: wikicommons. Kkmurray )

Gleichspannung im dreistelligen Volt-Bereich angelegt. Die beide Ladungstra-
ger-Arten werden zu den jeweiligen Elektroden transportiert. Der Stromfluss
zwischen beiden Elektroden liegt im Picoampere-Bereich. Er steigt wenn mit
dem Tragergas brennbare Analyte ankommen.

Haufig ist eine Elektrode ist ringférmig Uber der Knallgasflamme angeordnet,

man spricht dann von der Ringelektrode (........ ). Dann ist die Platindlse

(vevennne ) selbst die Gegenelektrode. Ein anderes Konstruktionsprinzip arbeitet

mit zwei Elektroden im Bereich der Knallgasflamme (&hnlich Abb. 7.2). Diese

|® © Elektroden werden dann Kollektorplatten genannt.

Abb. 7.3: Schematischer Bau
eines FID (Quelle: e.W.)

Faustregel und Fazit: Mit Hilfe des FIDs lassen sich alle brennbaren/oxidierbaren organischen Substanzen
mit hoher Empfindlichkeit messen, so dass man in der Regel hier diese Detektionsmethode wahlit. Der
Response-Faktor ist weitgehend proportional zum CHy-Anteil der Probe. Beispiel 1 picomol Ethan (C;H¢)

erzeugt in Summe eine doppelt so hohe Peakflache wie 1 picomol Methan (C1H.).

Unter den Bedingungen nicht ionisierbar und deshalb auch nicht erfassbar sind Anorganika, insbesondere
Edelgase, Stickstoff, Wasserstoff, CO,, Luft und H,O. Schlechte Erfassbarkeit aufgrund nur geringer lonisation gibt
es fur hoch halogenierte organische Verbindungen (z.B. Tetrachlormethan, dieses brennt auch nicht!). Ansonsten
hat er eine sehr hohe Empfindlichkeit fur die meisten Substanzen, die bis um den Faktor 1000 mal héher liegen
kann als beim WLD! Er ist deshalb auch der am meisten benutze GC-Detektor. Im Gegensatz zu WLD handelt es
sich aber um einen destruktiven Detektor, d.h. die Analyte werden bei der Passage zerstort und stehen fiir weitere

Analysevorgange nicht mehr zur Verfiigung.

7.3. Worin liegt der Vorteil, dass Stoffe wie N, CO, Edelgase und H: nicht erfasst werden?
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8. Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS)

Mit dem Massenspektrometer (MS) steht ein extrem
leistungsfahiger Detektor zur Verfligung. Analog zum
Diodenarray-Detektor in der HPLC, wird zu jedem
Zeitpunkt ein Massenspektrum aufgenommen (vgl.
Abb. 8.1) . Damit ist neben der Quantifizierung auch
eine Identifizierung moéglich. Manchmal wird ein MS-
Detektor auch hinter einen anderen nicht-destruktiven
Detektor geschaltet (Tandem-Detektion).

Nach der Trennung auf der Saule missen die Stoffe
dem MS zugeflihrt werden. Die Kapillarsdulen mit
ihrem geringem Tragergasfluss storen das erfor-
derliche Vakuum im Massenspektrometer nicht. Die
Gerate meist deshalb Uber eine beheizte ,, Transfer-
Line“ direkt gekoppelt (vgl. Abb. 8.2).

Im Massenspektrometer werden die Stoffe zuerst ioni-
siert. Hierbei existieren mehrere Techniken. Durch die
lonisierung werden die Moleklle entweder zu Frag-
menten zertrimmert (hpts. bei der Elektronenstol3ioni-
sation-Technik) oder bleiben als Ganzes erhalten und
lediglich protoniert (hpts. bei der Technik der Chemi-
schen lonisation). Auf jeden Fall treten die Stoffe
positiv geladen aus der lonisationskammer aus. Sie
werden durch ein elektrisches Feld beschleunigt und
zu einem lonenstrahl geblUndelt (vgl. Abb. 8.3).

In einem Magnetfeld werden die lonen dann je nach
Masse und Ladung unterschiedlich stark abgelenkt.
Durch Anderung der Starke des Magnetfelds kdnnen
alle lonen nacheinander auf die gleiche Kreisbahn
gezwungen werden, so dass sie auf den lonensam-
mler des Detektors auftreffen (vgl. Abb. 8.3). Aus den
Massenzahlen der ionisierte Produkte kann auf die
Struktur- und Summenformel der Substanz geschlo-
ssen werden (vgl. Abb. 8.4 unten).

Haufig sind einige Puzzleteile fiir einen Analyt so cha-
rakteristisch, dass man auf eine vollstdndige Tren-
nung in der Chromatographie verzichten kann. So
kann die Saule beispielsweise nur grob in Fraktionen
trennen. Die einzelnen Fraktionen treten dann in den
MS ein, und die darin enthaltenen Analyte werden ge-
meinsam ionisiert und analysiert. Mit einem MS
lassen sich also viele Stoffe simultan nachweisen/
quantifizieren.
simplified mass spectrum of pentane - CH3CH2CHaCHaCH:

H43
relative
abundance
29 '/5_'" 72
||| I 1 ll| |
11T 1T T 1T 17T 1T T 1T 1T 1T 1T 171
10 20 a0 40 50 all] 70 vz

Abb. 8.4: siehe Beschreibung rechts. Erkldren Sie

die Masse (m/z) der markierten Peaks.

Peak aus dem jew.

SPCkRIm generiert

Intensitat

Massenspektren

Abb. 8.1: GC-MS-Kopplung. Zu der Retentionszeit ist ein

Spektrum darstellbar. (Quelle;, wiki-commons.; Autor: Daniel
Norena-Caro, veréndert)

GC Massenspektrameter |

Injektaor

Transfer - Line

lon Trap Vorrichtung

Kapillarsaule GO Ofen
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Abb. 8.2 Beispiel einer Kopplung mittels Transfer-Line

(Quelle:, commons.wikimedia.org; Autor: Ludwig Gruber)
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Abb. 8.3 Schema eines Massenspektrometers. Quelle: P.
Flowers, K. Theopold et al.; www.openstax.org. CC 4.0 BY. Veréndert.

Abb. 8.4: Leicht vereinfachtes Massenspektrum von
Pentan. Die Molekiilfragmente entsprechen Puzzleteilen
des Gesamtmolekiils. Anhand deren Qualitat und

Quantitét kann auf den Analyten geschlossen werden.
(Quelle: chem.libretexts.org, CC; Autor: Kennepohl, D. et al.).
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