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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 81, 30—38 (1990)

Konrad Grob, Kantonales Laboratorium, Zirich

Wozu gekoppelte LC-GC? Diskussion einiger
Anwendungsbeispiele

Why Coupled LC-GC? Review of some Applications

Gekoppelte LC-GC

On-line-Kopplung von (HP)LC und GC ist neu und vielversprechend, muss
sich aber zuerst in der Praxis bewihren. Ein gutes Dutzend entsprechende Gerite
wurden bisher in Laboratorien zusammengebaut; das erste, voll automatisierte
Gerit (Carlo Erba) steht kurz vor der Markteinfithrung.

Der Schliissel zu gekoppelten LC-GC-Techniken ist die Abtrennung der gros-
sen Menge LC-Eluent (typischerweise mehrere 100 ul) von der eigentlichen Pro-
be. Bisher geschah dies ausschliesslich iiber selektive Abdampfung 1im GC. Zwei
grundlegend verschiedene Techniken werden nebeneinander eingesetzt: vollstin-
dig simultanes Losungsmittelabdampfen (d. h. Abdampfen wihrend des Trans-
fers) fiir Proben mit GC-Elutionstemperaturen tiber etwa 120—150 °C sowie die
Retention gap-Technik fiir Proben mit tiefer eluierenden Komponenten (1). Die
beiden Methoden wurden verfeinert durch die Verwendung von hochsiedenden
co-Losungsmitteln und teilweise simultanem Losungsmittelabdampfen. Die tech-
nischen Aspekte der LC-GC-Kopplung sind detailliert beschrieben in Ref. (2).

Mit der Retention gap-Technik kénnen LC-Fraktionen von bis zu etwa 0,8 ml
in den GC iiberfiihrt werden; bei der simultanen Losungsmittelabdampfung liegt
die Grenze bei mehreren Millilitern. Hingegen bestehen Einschrinkungen be-
ziiglich Reversed phase-Eluentien. Wasserhaltige Phasen verursachen Probleme,
die zwar teilweise 16sbar zu sein scheinen, wohl aber nur um den Preis einer kom-
plizierteren Technik. Es bestehen jedoch noch keine Routinemethoden. Zu ei-
nem guten Teil liegt das auch am geringen Interesse an Reversed phase-LC fiir die
LC-GC, wo die Voraussetzungen anders sind als bei der analytischen LC.

Gekoppelte LC-GC erfiillt die Erwartungen in den wenigen existierenden Pio-
nierlaboratorien. Viele Argumente sprechen fiir diese Technik. Diese sollen an-
hand einiger konkreter LC-GC-Anwendungen dargestellt werden.

Effizientere Methodenentwicklung

Probenaufarbeitungsmethoden mittels LC sind relativ schnell entwickelt,
dank schneller LC und on-line-Detektion, die uns sofort zeigt, wann und wie eine
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Komponente eluiert wird. Die Trennbedingungen lassen sich entsprechend
schnell und gut optimieren. Die Schnittstellen fiir die zu transferierende Fraktion
sind leicht und genau bestimmbar — eine Voraussetzung fiir scharfe Abtrennung
von anderem Probenmaterial.

Himbeerketon in einer Himbeersauce

In einer eigenartigen Himbeersauce galt es, den Hauptaromatriger der Him-
beere quantitativ zu bestimmen. Eine einzige Probe lag vor; wir hatten keinerlei
Erfahrung auf diesem Gebiet. Ein einfacher Etherextrakt ergab ein vollig un-
brauchbares Gaschromatogramm. Also war eine Vortrennung nicht zu umgehen.

Mit der LC-Vortrennung waren wir schnell am Ziel. Die zweite versuchte
Eluentenmischung erwies sich als brauchbar, und damit verfiigten wir in wenig
mehr als einer Stunde iiber einen hoch selektiven Aufarbeitungsschritt. Die
Kopplung an den GC im nichsten Lauf ergab auch bereits das gesuchte Analy-
senresultat. Inklusive Bestimmung der Ausbeute iiber die Extraktion und die LC-
Vorreinigung bendtigten wir fiir die Analyse kaum mehr als einen halben Tag (3).

Warum on-line-Kopplungs

Probenaufarbeitung mittels off-line-LC wird verbreitet eingesetzt. Sie unter-
scheidet sich aber vom on-line-Transfer im Anteil der in den GC transferierten
Substanz. Eine off-line-Ubertragung bringt typischerweise 1—2 ul aus einer 0,5—1-
ml-Fraktion (0,1—0,4 %) in the GC, nach eventuellem Einengen der Fraktion auf
z. B. 100 ul noch immer nur gerade 1—2 % des in den LC gespritzten Materials.
Derart unskonomische Ubertragung vermindert die Empfindlichkeit der Analyse
um einen Faktor 100—1000, es sei denn, die Verluste konnen durch eine grossere
Einspritzmenge in den LC kompensiert werden. Fiir unsere Anwendung war aber
die Empfindlichkeit bei vollstindiger Ubertragung nur gerade ausreichend, und
eine Erh6hung der Menge eingespritzten Probenmaterials war kaum mdoglich, da
die Belastung der LC-Siule durch den orange gefirbten Extrakt schon gross ge-
nug war.

Tiefere Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze in der Spurenanalytik ist meist gegeben durch ein nicht
genauer definiertes Verhiltnis der Peakgrossen der gesuchten Substanz und der in
der Nihe eluierten Storsubstanzen: ein kleiner Peak in einem «vollen» Chroma-
togramm (z. B. MS-MID) wird nicht als zureichende Identifikation empfunden;
damit co-Elution mit einer anderen Substanz unwahrscheinlich ist, soll die ge-
suchte Substanz einen prominenten Peak liefern. Die Einspritzmenge (gegeben
durch das Einspritzvolumen und die Konzentration) wird so optimiert, dass die
Storpeaks im Chromatogramm gut sichtbar, aber nicht iiberragend werden, was
bedeutet, dass die erreichbare Nachweisgrenze letztlich von der Grésse der Stor-
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matogramme nicht durch weitere Substanzen gestort werden diirfen, entwickel-
ten Berthou und Dreano (7) eine LC-GC-Methode, womit auch bei Spurenanaly-
sen praktisch nur noch die Dibenzothiophene im FPD erschienen.

Dicamba (Herbizid) in Tabak

Dicamba, ein Herbizid, wurde auf Tabak wegen der Vermutung gesucht, dass
damit Tabakblitter geschont (vergilbt) wurden. Eine «klassische» Aufarbeitung
via Isolierung der Karbonsiuren und Reinigung an Kieselgel ergab nach Methy-
lierung der Carboxylgruppe ungeniigende Nachweisgrenzen und schlechte, unre-
produzierbare Ausbeuten (5—40%). Bei der darauf entwickelten LC-GC-Methode
(8) wurde Dicamba nach einfacher Extraktion methyliert und eingespritzt. Die
Nachweisgrenze sank auf 10 ppb, und die Wiederfindungsrate betrug 75%, ohne
dass die Abtrennung des Extraktes vom Tabak sauber optimiert wurde.

Hohe Trennleistung fiir die Vortrennung

Fiir die analytische Schlussstufe, GC oder LC, wird hohe Trennleistung gefor-
dert. Selbstverstindlich sollte dies auch fiir jede Vortrennung oder Reinigung gel-
ten. «Selektive» Extraktion oder «Filtration» durch kidufliche Fertigsiulen haben
aber eine geringe Trennleistung, was noch durch den Umstand verschlimmert
wird, dass die weiterverarbeitete Fraktion nur sehr ungenau geschnitten wird — da
man nicht genau weiss, wann die interessierende Substanz eluiert wird, werden
die Fenster sehr breit gewdhlt. Natiirlich wird damit eine grosse Menge weiterer
Storprodukte in die Probe eingeschlossen. LC bietet die beste Trennleistung, und
durch on-line-Detektion kann die interessierende Fraktion genau geschnitten
werden. Hohe Trennleistung kann in Form von hoher Reinigungskraft oder aber
auch fir die Vortrennung dhnlich chromatographierter Komponenten (z. B. Iso-
meren) eingesetzt werden.

Sie ist aber auch nétig, damit méglichst wenige Substanzen iiber benachbarte
Fraktionen verschmiert werden. Beispiele fiir die hohe Reinigungskraft wurden
oben beschrieben; unten sollen Beispiele folgen, wo die Vortrennung in Sub-
stanzgruppen im Vordergrund steht.

Zweidimensionale Analyse von Kohblenwasserstoffen in Dieselol

Die Analyse von Kohlenwasserstoffen in Mineralolen und Fraktionen davon
ist noch heute ein Problem, woran in vielen Laboratorien gearbeitet wird. Wegen
der hohen Komplexitit der Gemische kénnen nur mehrdimensionale Trennun-
gen mit hochster Trennleistung einigermassen befriedigende Resultate liefern.
Wegen hoher Probenzahlen wird zudem meist vollstindige Automatisierung ge-
fordert. Davies et al. (9) beschrieben eine LC-GC-Methode zur zweidimensiona-
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peaks abhingt. Kann die Vorreinigung verbessert werden, so werden die Stor-
peaks kleiner. Als Folge davon kann mehr Probenmaterial (z. B. eine stirker ein-
geengte Probe) eingespritzt werden und damit sinkt die Nachweisgrenze.

Diethylstilbestrol (DES) in Kdlberharn

DES ist das wichtigste Hormon vom Stilbestroltyp, welches zur Beschleuni-
gung des Kilberwachstums eingesetzt wurde. Wir analysierten die Stilbestrole in
Kilberharn mit einer GC-MS(MID)-Methode, wobei die routinemissig erreich-
bare Nachweisgrenze bei 1-5 ppb lag. Eine LC-GC-Methode aus dem Jahr 1985
(4) (mit teilweise iiberholten Techniken) erreichte die gleiche Nachweisgrenze
mit dem FID. Dies wurde moglich, da dank effizienterer Reinigung der Proben
etwa 50mal mehr Probenmaterial eingespritzt werden konnte. Mittels ECD wur-
de eine Nachweisgrenze von etwa 0,1 ppb erreicht. Diese Verbesserung der Pro-
benaufbereitung, welche kaum zusitzliche Arbeit bedeutete, konnte ausgeniitzt
werden, entweder um die teure MS-Detektion zu ersetzen und/oder um die
Nachweisgrenze um einen Faktor von etwa 50 zu senken.

Broxaterol in Plasma

Eine ziemlich alltigliche Vorgeschichte aus der pharmazeutischen Industrie.
Bei den Abklirungen fir die Zulassung von Broxaterol musste eine Nachweis-
grenze in Plasma erreicht werden, welche mittels der bestehenden Methode ver-
fehlt wurde (0,1 ng/ml). Diese bestehende Methode schloss bereits eine Isolie-
rung der Basen mittels mehrfacher Fliissig/fliissig-Verteilung und Chromatogra-
phie an Kieselgel ein und war entsprechend aufwendig. Hinzufligen eines weite-
ren Reinigungsschrittes ist in solchen Fillen wenig versprechend. Deswegen wur-
de nach effizienteren Reinigungsmethoden gesucht. Mit einer an GC gekoppel-
ten LC-Vortrennung konnte denn auch die Flissig/fliissig-Verteilung und die
Chromatographie an Kieselgel ersetzt werden (5). Dabei wurde eine Nachweis-
grenze von 0,03 ng/ml erreicht und gleichzeitig der Arbeitsaufwand fiir die Pro-
benreinigung drastisch gesenkt (bei der vorliegenden Anzahl Proben ein wichti-
ger Faktor). Kiirzlich beschrieb die gleiche Gruppe eine LC-GC-Methode fiir ei-
nen anderen Wirkstoff (6).

Dibenzothiophene in der Umwelt

Dibenzothiophene stammen aus Erdolen und werden vielerorts wegen ihrer
hohen Stabilitidt als Marker fiir Umweltverunreinigungen durch Mineral6le ver-
wendet. Die methylierten Produkte zeigen zudem «Fingerprints», welche manch-
mal auf den Verschmutzer schliessen lassen (z. B. auf die havarierten Tanker
«Amoco Cadiz» und «Gino»). Da aber solche an sich schon komplexe Gaschro-
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len Trennung von Kohlenwasserstoffen, insbesondere polyzyklischer Aromaten,
in Dieselol, wobei LC diese Aromaten nach Anzahl Ringen vortrennte. Duguet et
al. (10) trennten Benzin in eine Reihe von Fraktionen vor, wobei fiir die LC ge-
packte Kapillarsiulen verwendet wurden.

Analyse von Zitronenilen

Da Aromen und Parfums sehr oft durch jene Substanzen charakterisiert sind,
welche in den Gaschromatogrammen unter den grossen Peaks verborgen bleiben,
muss zweidimensional getrennt werden. LC kann Gemische in Substanzklassen,
z. B. gesittigte und ungesittigte Kohlenwasserstoffe, Ester, Aldehyde und Alko-
hole, vortrennen, welche dann im Gaschromatogramm in Individuen aufgetrennt
werden. Munari et al. (11) erarbeiteten eine on-line-LC-GC-Methode, welche Zi-
tronendle mittels Stufengradient in Substanzklassen auftrennte. Nach jedem
Transfer wurde der LC angehalten, damit mehrere Fraktionen des Fliissigchroma-
togramms gaschromatographiert werden konnten. Wir beniitzten eine dhnliche
Methode zum Nachweis von Bestrahlung fetthaltiger Lebensmittel (Poulets, Niis-
se), wobei uns die Alkan-/Alken- und die Aldehydfraktion interessierten (12).

Einsparung manueller Arbeit

Vielerorts beansprucht die Probenaufarbeitung viel Zeit und Arbeitskrifte.
Vielstufige manuelle Aufarbeitung gilt aber auch als Unsicherheitsfaktor — ein
unerwartetes Analysenresultat fiithrt fast immer dazu, dass die Analyse wiederholt
werden muss. Automatisierung durch Roboter hat sich als aufwendig erwiesen;
zudem lassen sich so nur die klassischen Techniken mit bescheidener Trennlei-
stung automatisieren. Mit gekoppelter LC-GC kann jedoch eine Technik hoher
Trennleistung relativ leicht automatisiert werden.

Sterine und andere Spurenkomponenten in Speisedlen und Fetten

Sterine, Sterinester, Fettalkohole, Wachsester und andere Spurenkomponen-
ten sind reiche Informationsquellen iiber SpeiseGle und Fette, da sich die Kon-
zentrationen und Zusammensetzungen in verschiedenen Olen und Fetten stirker
unterscheiden als z. B. jene der Fettsiuren. Da je nach Art der Olextraktion mehr
oder weniger dieser Stoffe ins Ol iibergehen und eine Raffination unterschiedli-
che Mengen solcher Substanzen entfernt, kann auch auf die Verarbeitung zu-
riickgeschlossen werden, was insbesondere fur die Unterscheidung verschiedener
Qualititen von Olivendlen interessant ist.

Ein auf Ole und Fette spezialisiertes Forschungsinstitut beschiftigt eine Ab-
teilung von 6 Personen ausschliesslich mit der Sterinanalytik. Diese Gruppe
bringt pro Jahr ca. 1500 Analysen zustande, d. h. kaum mehr als eine Analyse pro
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Tag und Person. In der Tat ist die offizielle EG-Methode sehr aufwendig,
schliesst sie doch eine Verseifung, eine schwierige Extraktion aus der Seifenls-
sung und eine priparative Diinnschichtchromatographie ein. Wir haben eine LC-
GC-Methode entwickelt (13), welche alle diese Schritte umgeht und zugleich die
Unterscheidung der freien und der veresterten Verbindungen zulisst (was wichti-
ge Informationen iiber Extraktion und Verarbeitung liefert (14)). Die manuelle
Arbeit flir diese Methode dauert etwa 5 min pro Probe, und mit dem automati-
sierten LC-GC-Gerit liessen sich 35 Proben pro Tag analysieren. Bisher wurden
ca. 400 Ole (Proben und Ole bekannter Herkunft) analysiert. Wihrend dieser
Zeit wurde eine schon zu Beginn alte LC-Siule ausgewechselt, sonst aber nichts
verandert, nicht einmal die Retentionszeit fir das Fraktionsfenster angepasst.
Diese Methode ermdoglichte uns, mit verniinftigem Aufwand die Grunddaten ei-
ner grossen Anzahl verschiedener Ole zu sammeln.

Genauigkeit und Verldsslichkeit der Analysenwerte

Fiir die obige Analyse der Spurenkomponenten in Speisedlen und Fetten wur-
de die Reproduzierbarkeit der Resultate (z. B. fiir freies Sitosterin) untersucht
(15). Sowohl die vielfache Analyse der gleichen Probe iiber viele Wochen hinweg
wie auch die 10mal wiederholte, von der rohen Probe ausgehende Analyse der
gleichen Probe ergab relative Standardabweichungen von weniger als 1%. Derarti-
ge Resultate sind selbst bei direkter Einspritzung sauberer Standards in den GC
nur dann erreichbar, wenn die on-column-Technik verwendet wird. Die klassi-
sche Aufarbeitung der Fette fithrt hingegen zu relativen Streuungen von iiber
10%.

Die sehr hohe Genauigkeit von LC-GC-Methoden ist eigentlich zu erwarten.
Streuungen rithren fast immer von Verlusten her (z. B. unvollstindige Extrak-
tion, Abdampfverluste, Adsorption bei konventionellen Methoden), welche
meist schlecht reproduzierbar sind. Bei LC-GC konnen solche Verluste jedoch
nur in zwel Fillen auftreten: Wenn das Fenster der transferierten Fraktion zu
klein ist oder falsch liegt (z. B. weil sich die Retentionszeit der interessierenden
Fraktion verindert hat), oder weil Probenmaterial (z. B. durch Zersetzung) auf
der LC-S4ule verloren geht. Beide Probleme wurden wiederholt beobachtet, sind
aber wegen der on-line-LC-Detektion leicht erkennbar und "normalerweise
schnell im Griff. Diese Transparenz der Methode wirkt sich in guter Verlisslich-
keit aus. Der Transfer erfolgt mit on-column-Techniken, die fiir quantitative
Analytik sowie fiir die Analyse labiler Substanzen problemloser sind als Einsprit-
zung iiber klassisch verdampfende Injektoren.

On-line-Analytik ausserhalb des Labors

Vollstindig automatisierte on-line-Analytik ist nicht auf Laborinfrastruktur
angewiesen. Deswegen wird in einigen Laboratorien (z. B. in Holland (16)) an
Techniken gearbeitet, welche ausserhalb des Laboratoriums, z. B. in einem Trink-
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wasserwerk, moglich sind. Als Fernziel stellt man sich ein Analysengerit vor, das
z. B. an die Zuleitung des Frischwassers zum Werk montiert ist und stiindlich ei-
ne Probe auf Spurenkomponenten analysiert. Als Vorstufe dazu war die LC-GC-
Methode zur Bestimmung von Atrazin in Trinkwasser erfolgversprechend (17):
10 ml Wasser wurden iiber eine Reversed phase-LC-Siule extrahiert. Der Extrakt
wurde mit Methanol/Wasser in den GC uiberfithrt, wobei die Nachweisgrenze bei
¢a. 5 ppt lag

Schlussfolgerungen

Gekoppelte LC-GC ist jung, und die wohl offensichtlichsten und meist ver-
sprechenden Anwendungen wurden kaum oder noch gar nicht beriihrt, so z. B.
die Analyse von Pestiziden, Tierarzneimitteln, Mycotoxinen oder Dioxinen im
Bereich der Lebensmittelanalytik.

Die bisher kritischste Stelle der Technik lag im richtigen Schnitt der zu trans-
ferierenden Fraktion. Wird mit absoluten Retentionszeiten geschnitten, wird eine
hohe Stabilitit der LC-Retention vorausgesetzt, was jeweils durch strikt zyklische
Arbeitsweise mit Riickspiilung erreicht wurde (ein Argument fiir automatisierte
LC-GC). In Zukunft werden aber auch Detektoren eingesetzt, welche die Reten-
tionszeiten an jene von internen Standards angleichen.

Aus unserer Erfahrung hat die gekoppelte LC-GC {iiberall dort ein grosses Po-
tential in der GC-Analytik, wo effiziente Vortrennung und intensive Vorreini-
gung (tiefe Nachweisgrenzen) gefragt sind. Auf der anderen Seite wird wieder ein-
mal einfache Handarbeit durch eine anspruchsvollere Instrumentalanalytik er-
setzt, was einen grossen Rationalisierungseffekt verspricht, aber auch nach Spe-
zialisierung ruft.

Zusammenfassung

Automatisierbare, gekoppelte LC-GC ist eine vielversprechende Technik fiir die ratio-
nelle Analyse komplexer Proben. Anhand von ausgewihlten Anwendungsbeispielen wer-
den die Vorteile aufgezeigt: effiziente Methodenentwicklung, Verringerung der Handarbeit
fir die Probenaufbereitung, tiefere Nachweisgrenzen, Vortrennung mit hoher Trennlei-
stung, genaue und zuverldssige quantitative Analyse und moglicherweise vollautomatische
Analyse ausserhalb des Labors.

Résumé

La technique LC-GC couplées, pouvant étre automatisée, se révéle trés prometteuse
pour I’analyse rationnelle d’échantillons complexes. Les avantages qu’elle présente sont
discutés sur la base d’applications choisies: développement efficient de méthodes, diminu-
tion des manipulations pour la préparation des échantillons, abaissement des limites de dé-
tection, préséparation trés performante, analyse quantitative précise et fiable et éventuelle-
ment analyse automatique hors du laboratoire.
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Summary

Coupled LC-GC is a promising technique for the efficient analysis of complex samples.

Advantages of the technique are discussed for some selected applications: efficient method
development, reduced manual preparation of the sample, lowered detection limits, pre-se-
paration at high efficiency, accurate and reliable quantitative analysis, and possibly auto-
mated analysis outside the laboratory.
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