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SUMMARY 

Nanogram techniques. II. Micro-scale preparative gas chromatography 

As we have shown in the first communication*, we have developed techniques 
in the nanogram range permitting the injection or re-injection of substances without 
losses. We now describe the methods we utilize for a nearly quantitative recovery of 
injected materials. Different parameters were evaluated in order to find the best 
suited operation conditions. We deduce from these experiments that the use of capil- 
lary tubes as trapping vials will give good results if the tube is filled with small cotton 
pieces and cooled by means of a mixture of dry ice and liquid nitrogen. In comparison 
to the normal preparative gas-liquid chromatographic (GLC) methods, we are now 
in the position to utilize the full range of resolution power given by the packed ana- 
lytical or even the capillary GLC columns for preparative purposes_ 

EINLEITUNG 

Die selektive Isoherung van einzelnen Substanzen oder ausgewahlten Bereichen 
mittels Gaschromatographie (GC) ist so ah wie die GC selbst. Es existieren zwei 
Moglichkeiten, die mittels GC getrennten Substanzen im Mikromassstab zu sammeln : 
(a) Kondensation durch Abkiihlen oder (b) Ad- bzw. Absorption auf einem Triiger. 
Die Kondensation ist beliebter, sie ist einfacher und das besonders mit Riicksicht auf 
die Rtickgewinnung der isolierten Substanz. Als Ktihhnedium benutzenTsuda und I&ii’ 
Wasser, Stanley und Kennet und Houghton3 das feste CO,, Ballinger et a1.p Burson 
und KenneP, Odland et aL6, Copier und Schutte’, Cronins und Kholkin et ulP fliis- 

lo sigen Stickstoff, McGugan und HGWS~~ das auf -150” abgekiihlte Isopropanol. 
Manche Autoren6*8*10 verwenden als Kiihlfalle ein U-Rohr, andereFg eine gerade 
Kapillare. Copier und Schutte’ fullen diese mit Quarzwatte, Tsuda und Ishiil haben 
eine spezielle Kilhlfalle konstruiert, Badings und Wassink” eine gewundene Kapil- 
lare, Ballinger et aL4 sammeln direkt in die IR-Zelle. Karasek und Smythelz, die ein 

l Ref. 21_ 
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spezielles Sammelgerat konstruiert haben, und Ktine und Karasek13 beniitzen Fallen 
mit poriisem Gias, Damico et al. l4 benutzen Aktivkohle, Wittak et aZ_15 Kunststoffharz, 
Bier1 et a1.l6 und Amy et a1.l’ fhnliche Fiillungen wie fiir GC-SHulen. Eine ifibersicbt 
iiber andere Sammelmethoden findet man bei Leathard und Shurlock’*. 

Als spezielle Verfahrensabart mfissen wir das sogenannte “heart-cutting”19~‘0 
ansehen, bei dem die gewiinschten Peaks direkt von einer auf die nachste Kolonne 
iiberfuhrt werden, ohne in einer Kfihlfalle kondensiert zu werden. 

Die quantitativen Ergebnisse sind nur selten und meist unvollstiindig ange- 
geben und deshalb untrreinander nur schwer vergleichbar. Sie sind nicht nur von der 
Art des Sammelns abhiingig, sondern u-a. such vom Tragergasdurchfluss (zwischen 
2 und 25 ml/min), von der Verteilung der Substanz zwischen Detektorweg und Kiihl- 
fallenweg und natiirlich such von der absoluten Menge der Substanz und ihrem 
Schmelz- bzw. Siedepunkt. Absolut hiihere zur Verfiigung stehende Substanzmengen 
begiinstigen die erreichbare Ausbeute betrlchtlich, und so finden wir bei Mengen, 
welche etwa 102.-lo6 ma1 hiiher sind als die bei Nanogrammverfahren fiblicherweise 
anzutreffenden~ Mengen, Ausbeuteangaben, die zwischen 32 und 120 % schwanke@. 
Wiihrend aber fur die normale praparative GC mit dem Ziel, Substanzen in Milli- 
gramm-Mengen in reiner Form zu isolieren, spezielle Kolonnen grosseren Durch- 
messers zum Einsatz gelangen, miichten wir im Folgenden einige praparative Abnah- 
metechniken beschreiben, die ausschliesslich auf der Verwendung von gepackten 
analytischen &er Kapillarkolonnen beruhen. Die isolierte Menge liegt hierbei in der 
Grijssenordnung von 10m6 bis lo-* g. Sie reicht aus fur Massenspektrometrie (MS), 
fur die Durchffihrung von Reaktionen und urn die Einheitlichkeit, die Polar&t und 
die Retentionszeiten auf verschiedenen station&en Phasen zu iiberpriifen. Unsere 
Methodik gestattet such die Anreicherung vor allem sehr kleiner Peaks, die z.B. nach 
grossen Peaksieluiert werden und damit in einer GC-MS Kopplung kaum auswert- 
bare Spektren ergeben. Wir haben versucht, eine Abnahmetechnik auszuarbeiten, die 
an sich nicht nur einfach ist, sondem es zugleich ermiiglicht, ohne Ubertragung der 
Substanz von einem in ein anderes Gefgsiss mit der isolierten Probe weitere Operationen 
vomehmen zu:kbnnen. Die Glaskapillare als Kiihlfalle dient hier als Allround-Gefgss, 
wobei wir ihre Verwendung zum Wiedereinspritzen bereits in der vorstehenden Mit- 
teilungzl bescbrieben haben, wahrend die Durchfilhrung von Nanogramm-Reak- 
tionen einer spateren Mitteilung vorbehalten bleibt. 

INSTRUMENTATION 

Alle Versuche wurden mit einem Gaschromatographen Typ Carlo Erba GJ 
durchgefiihrt. 

Anpasmng deq GC-Ausganges 
Man benotigt einen Metallsockel des Flammenionisationsdetektors (FID), 

der jedoch noch nicht fiir die Quarzdiise vorgebohrt ist, und bohrt ihn Ieicht konisch 
aus. Vor der~Abnabme schraubt man ihn anstelIe des FID an das Gerat an. Die 
Kapillarfalle $rit der PTFE-Dichtung steckt man,bei der Abnahme in diese Miindung 
ein (Fig. 1). ; 

Die zweite Miiglichkeit ist, ein T-St&k zwischen die Kolonne und den FID 
zu plazieren. .Die Miindung des T-Stiickes kann leicht konisch ausgebobrt sein, SO 
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Fig. 1. Anpassung des GC-Ausgangs und Ersatz des FLD. A = Kapillar-KDhlfalle, B = PTFE- 
SchrumpfscHauchdichtung, C = FID-DiIsenersatz mit konischer Miindung, D = Schachtel mit 
Kiihlmittel, E = Anschluss an GC-Kolonne. 

dass die Kapillare mit der Dichtung hineinpasst. Es ist aber such miiglich, auf die 
Kapillarfalle ein Septum aufzustecken, welches man dann bei der Abnahme auf den 
T-Stiickausgang driickt (Fig. 2). 

KapiUarfaalle 
Als SammelgefZss fiir die Abnahme von Peaks dient eine Schmelzpunktkapil- 

lare (Durchmesser: innen etwa 0.7 mm, aussen 0.9 mm, etwa 200 mm lang)). Auf ein 
Ende dieser Kapillare fadelt man ein etwa 3 mm langes Stiick PTFE-Schrumpf- 
schlauch, welches nach dem Schrumpfen als Dichtung dient. Die Schmelzpunkt- 
kapillaren variieren in ihrem Durchmesser. Es ist daher n&g, jede einzeln zu fiber- 
priifen, ob sie im GC-Ausgang dichtet. 1st dies nicht der Fall, so kann ein zweites 
Stiick Schrumpfschlauch ohne weiteres iiber den ersten geschoben werden.. 

Beschichten der FaIIe mit stationiirer Phase 
Die konzentrierte stationlre Phase (SilikonBl, .UCON etc.) verteilt man auf 

den Winden der Kapillare mit Hilfe einer Spritze mit verlgngertem KolbeQ’. Die 
station&e Phase sol1 die Kapillarwsnde nur auf einer L&ge von 15 bis 30 mm be- 
netzen und darf nicht die Teile, welche spater zugeschmolzen werden, verunreinigen. 
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Fig. 2. Anpassung des GC-Ausgangs-Einbau eines T-Stficks. A = Kapillarfalle, B = Septum, 
C = T-Stiick (Sdiimungsrichtung eingezeichnet). 

Fig. 3. Mikroepruvette. A = PTFE-Schrumpfschlauch. 

Das Zuschmeken gestaltet sich sonst schwieri g, und es k&men Zersetzungsprodukte 
und Verluste an gesammelten Substanzen entstehen. Die benutzte stationfre Phase 
darf natiirlich keine fltichtigen Substanzen enthalten. 

FiJZen der FaZZe mit Watte 
Man ftillt die Kapillare mit einem etwa 5 mm langen Stiick Watte, etwa 30 mm 

von dem mit der Dichtung versehenen Ende der Kapillare entfemt. Die Watte darf 
in der Kapillare nicht zu fest sitzen und diese verstopfen. 25.x Reinigung stellt man die 
mit Watte gefillte Kapillare in einen mit Dichlormethan gefiillten Messzylinder und 
saugt nachher die eingedrungene Fhissigkeit aus der Kapillare mit einem Saugpapier 
ab. Das wiederholt man 3 ma1 und trocknet die Kapillare nachher bei ca. 100” im 
Vakuumtrockenschrank. 

Dm Kiihlen der Kapillarfaalle 
Man fiihrt die Kapillare durch ein Loch im Boden einer etwa 3.5 x 70 und 35 

mm hohen mit einem Kiihlmittel gefiillten Schachtel. Als-Kiihlmittel dient entweder 
frisches, fein gemahlenes Trockeneis oder sein Gemisch mit fbissigem Stick&off_ Man 
legt frisch gemahlenes pulvriges Trockeneis in ‘einem DewargeEss vor und gibt 
fliissigen Stickstoff im uberschuss zil. Man rtihrt und giesst den iiberfEssigen Stick- 
staff ab. So bekommt man ein k6miges Gemisch mit der ~Temperatur des fhissigen 
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Stickstoffes, jedoch mit mechanischen Eigenschaften des Trockeneises, was die Arbeit 
wesentlich erleichtert. 

Bei der Abnahme von hochsiedenen Substanzen kann man die FaUe such mit 
einem Band aus weichem saugf%igem Papier umwickeln und dieses mit Methylen- 
chlorid befeuchten. e. 

Mikroepruvette 
Die Form ist aus Fig. 3 ersichtlich. Der untere enge Teil (Inhalt 5, 10 oder 

20 ~1) macht es leicht, such kleine Mengen von Lasungen mit der Spritze abzuneh- 
men, der kugelfdrmige Teil in der Mitte unterbricht die kapillare Elevation zwischen 
der Wand und der Injektionsnadel. Er dient zugleich als Reservoir (Inhalt 50-100 ~1) 
und erleichtert das Aufkonzentrieren durch Abdampfen. Der GIasstopfen ist mit ei- 
nem geschrumpften PTFE-Schlauch versehen. Vor dem Schrumpfen fettet man den 
oberen Teil des MikrogefZsses ganz leicht ein und ermSglicht so das Abnehmen de% 
Stopfens ohne dass der Schrumpfschlauch auf dem Gef%s hangen bleibt. 

EXPERIMENTE UND DISKUSSION 

Die Abnahme mit Kapillarfallen 
Die Abnahme kann entweder bei der Miindung eines zwischen die Kolonne 

und den FID plazierten T-St&&s oder an der Stelle des FID stattfinden. Die erste 
Methode mit Hiie eines T-Stiickes ist bequemer, weil man gleichzeitig ein GC be- 
kommt. Bei schwierigeren Problemen, besonders wenn kleine Spuren hinter einem 
oder mehreren Peaks abzutrennen sind, ist es uns nicht gelungen, die Fraktion ganz 
sauber zu erhalten. Das Heizen des vom T-Stiick wegfiihrenden Rijhrchens oder der 
Ersatz des metallischen Riihrchens durch PTFE bzw. Glas hat zu keinem voll be- 
friedigenden Resultat gefiihrt. Urn diese Starung zu eliminieren, setzen wir die Kiihl- 
falle anstatt des FID ein, wobei die Elution der Peaks auf einem vorgelegten Ver- 
gleichs-GC verfolgt werden kann. Den FID ersetzt man in diesem Falle mit dem oben 
erwHhnten Verbindungsstiick und man fiihrt die Kapillarfalle in seine konische MBn- 
dung ein. Es geniigt ein leichter Druck, urn eine ausreichende Dichtigkeit zu erreichen. 
Das Wechseln der Fallen ist leicht und schnell durcbfiihrbar, so dass such schnell 
hintereinander aus einer Kapil!arkolonne ausstramende Peaks leicht abzutrennen 
sind. 

Die Kapillarfalle muss entweder mit einer stationsren Phase beschichtet oder 
wiihrend der Abnahme gekiihlt werden. Die Abnahme in eine mit stationgrer Phase 
beschichtete Kapillare ist zwar nicht quantitativ, bringt jedoch manche Vorteile. 
Willkommen ist z.B., dass die in der station&en Phase gelijste Substanz nur langsam 
abdampft- Das schttzt man besonders bei der Durchfiihrung von Reaktionen und 
beim Abriechen der angesammelten Substanzen. In der Regel ist es gleichgiiltig, 
welche station&e Phase man beniitzt, so lange sie bei Raumtemperatur fl%sig ist. 
Bei der Abnahme van Proben, welche fiir das Wiedereinspritzen vorgesehen sind, 
muss man aber hohe Anspriiche an die Reinheit der Phase stellen. Am bequemsten 
kann man die stiirenden Peaks der Verunreinigungen der station&en Phase durch das 
Benfitzen von Silikonphasen eliminieren, denn diese st6ren beim FID nicht. Bei 
GC-MS-Kopplungen ist es jedoch besser, auf die station&e Phase zu verzichten 
und ausschliesslich mit einer gekiihlten Kapillarfalle zu arbeiten. 
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Urn das in der Kapillare angesammelte Prod&t gegebeuenfall& in Liisung zu 
iiberfiihren, bedienen wir uns folgender Arbeitstechnik. M& einer Spritze fiihrt man 
etwa 5 ~1 Lijsungsmittel in den unteren Teil der Kapillarfalle ein und lisst den Tropfen 
durch die Kapillare wandem. Zur Aufnahme der so hergestellten LGsung der Sub- 
stanz hat sich die Mikroepruvette (Fig. 3) bewiihrt. Man fiihrt die Kapillare mit der 
LSsung in den kugelfdrmigen Teil ein und zwingt durch schnelle Handbewegung die 
Liisung, in .das Aufnahmegefass zu fliessen. Dieses Aussptilen wird 2-3 ma1 wieder- 
holt, um die quantitative Uberfiihrung der Sub&z sicherzustellen. 

Die quantitativen Verhciltnisse 
Urn -miiglichst hohe Ausbeuten zu erhalten, haben wir den Einfiuss VOE (1) 

Kiihlungsati der Kapillarfalle, (2) Beschichtung mit stationlrer Phase, (3) Geschwin- 
digkeit des Trggergases und (4) Einfluss der Absolut-Menge der zu isolierenden Sub- 
stanz gepriift. 

Als Modellsubstanzen haben wir folgende Ester benutzt: Acetate: Methyl, 
Athyl, Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Octyl, Nonyl, Decyl, und Cinnamate: Methyl, 
Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl. Die Siedepunkte liegen zwischen 56” und 310”. 

Die quantitativen Ausbeutebestimmungen in Abhsngigkeit von den genannten 
ParameteG wurden mittels Flzchenberechnung der reinjizierten Proben durchgefiihrt. 
Die dabei gewonnenen Resultate sind in den Fig. 4-7 graphisch dargestellt und sollen 
hier km-z diskutiert werden. 

EinfIuss des Kiihlens. Es wurden zwei Kiihlmittel untersucht und zwar frisches, 
feingemahlenes Trockeneis (-78”) und Trockeneis mit fiiissigem Stickstoff vermischt 
(-196”). Der Einfluss des tieferen Kiihlens ist in den Fig. 4 und 5 gut sichtbar. Bei 
tieferer Kiihlung sind die Ausbeuten -bezogen auf die eingespritzte Menge- bei 
den leichtiiichtigen Substanzen (Siedetemperatur bis etwa 120”) urn 20-60% hbher. 
AlLf die gewonnene Menge berechnet, kann man also die Ausbeute bis auf das drei- 
fache erhbhen. Bei manchen Substanzen, z.B. Methyl- und iithylacetat in Mengen 
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Fig_ 4. Einfluss der Kilhltemperatur auf die Rfickgewinnung. x-A&se, Siedepunkte der gepriiften 
Substanzen; y-A&se, % Rfickgewinnung. e--@& Ttigergas 8 ml/min, 500 ng, Troclceneis; A-A, 
8 mi/min, 500 ng, Trockeneis-iXissig N2;+-0, 8 ml/m& 5UOO ng, Trockeneis-fltissig Nz; A-A, 22 
ml/m& 500 ng, Trockeneis-i%sig N2; O---O, 40 mlfmin, 500 ng, Trockeneis-fliissig Nz; O---O, 
40 mi/min, 500 ng, Trockeneis, Kapillare eingeworfen; 0-. -- Cl,40 ml/min, 500 ng, durch Septum 
eingefiihrt. 
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Fig. 5. Rfickgewinnungsquote bei gleichbleibender Einspritzmenge von 50 ng in AbhZngigkeit von 
verschiedenen Faktoren. x-Achse, Siedepunkte der gepriiften Substanzen; y-Achse, oA Riickgewin- 
nung. 0, Tmgergas 8 ml/min, Trockeneis; 0, 40 ml/m& Trockeneis; A, 8 ml/mm, Trockeneis 
fhissig N2; A, 40 ml/min, Trockeneis-fl8ssig N,; +, 8 ml/min, Trockeneis, Pentan als stat. Phase; 
0, 40 ml/min, Trockeneis, Pentan als stat. Phase. 
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Fig. 6. Verbesserung der Ruckgewinnungsquote bei niedrigsiedenden Substanzen. x-A&se, -Tem- 
peratur (“C) des Kiihlmittels; y-A&se: % R&ckgewinnung. 9; Athylacetat; 0, Propylacetat; 
- - -, TrSgergas S ml/min, 50 ng; -, 8 ml/min, 500 ng; - - -, 40 ml/min, 500 ng. 
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Fig. 7. Einfluss der Trfrgergasgeschwindigkeit. x-A&e; Striimungsgeschwindigkeit (ml/min); y- 
A&se, % RUckgewinnung. X = Methylacetat, e = &hylacetat, 0 = Propylacetat, A = Butyl- 
acetat, A = Amylacetat, 0 = Hexylacetat, r~ = Octylacetat, 4 = Decylacetat. -, Trockeneis; 
- --, Trockeneis-fhissig Nz (892); -- - -, Trockeneis-fliissig N2 (22:40); - - -, Trockeneis, 
Pentan als stat_ Phase_ 
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von 50 ng sind die Ausbeuten hei der Kiihlung mit fliissigem Stickstoff hijher als 50 %, 
bei Trockeneiskiihlung allein aber gleich _Null. Das gilt jedoch speziell nur Wr die 
leichtiiichtigen Substanzen. 

Bei hiihersiedenden Verbindungen sink& die Ausbeuten wegen der Aerosol- 
bildung.markant, sogar unter die mit Trockeneis erzielbaren Resultate und sind schwer 
reproduzierbar. In Fig. 6 ist der Ei&uss des Kiihlens iiberschaubarer gestaltet, 
wobei aber nur die niedrigsiedenden Substanzen beriicksichtigt wurden. 

Eine Bemerkung ist bier vielleicht noch wichtig_ Falls man fiir die Kiihlung 
ein altes, Bobgcmahlenes Trockeneis benutzt, bei welchem Kondenswasser eine Iso- 
lationsschicht gebildet hat, sind die Ausbeuten unbefriedigend. 

Einjluss der TrCgergasgcschwindigkeit. Es wurden besonders zwei Trlgergas- 
geschwindigkeiten iiberprtift und zwar 8 ml/min und 40 ml/min, in einzelnen Fiillen 
such 22 ml/min_ Die Resultate sind in den Fig. 4 und 5 und in fibersichtlicherer Form 
in Fig. 7A-C eingetragen. Abgesehen von anderen Bedingungen sind die Ausbeuten 
bei griisserer Geschwindigkeit wesentlich kleiner. Besonders macht sich das bei der 
schwgcheren Kiihlung bemerkbar. So kann man z.B. bei 50-ng-Mengen und Ktihlen 
mit Trockeneis bei 40 ml/min Durchfluss kein Propylacetat isolieren, wghrend man bei 
8 ml/min immerhin 35 % Ausbeute erzielen kann. Auf die Ausgangsmenge bezogen 
sind die Ausbeuten beim niedrigeren DurcMuss urn etwa 20-50x hiiher, und in 
absoluteq Mengen gemessen bis viermal hiiher. 

Einjluss der absoluten Mengen. Wir haben uns auf die im Nanogrammver- 
fahren am- hgufigsten auftretenden Mengen konzentriert und zwar 50 und 500 ng, 
ausnahmsweise such 5000 ng. In der Regel sind die relativen Ausbeuten bei den ab- 
sol& g&seren Mengen enstiger (Fig. 8)_ 

Fig. 8. Einfluss der absoluten eingespritzten Mengen. x-Achse, Menge (ng); y-Achse, % ROckge- 
WiMung. 0 = iithylacetat, 0 = Propylacetat, A = Amylacetat, 0 = Hexylacetat. -, Trok- 
keneis (8 ml/min); - - -, Trockenefs-flBssig Nr (8 ml/min); - - - -, Trockeneis (40 ml/min)_ 

E@.m der station&en Phase. Es ist naheliegend, dass das Befeuchten der 
Kapillare mit einer stationzren Phase hijhere Ausbeuten bringen sollte. Bei den hGher- 
siedenden Substanzen kann man das such beobachten, bei den leichtfliichtigen Sub- 
stanzen geniigt jedoch die relativ kurze Strecke in der Kapillare nicht, urn befriedi- 
gende Resultate zu erhalten. Die Kapillare erw%xnt sich wahrend der Abnahme und 
die Sorpiion ist dann unbefriedigend. Urn bessere Ausbeute zu efzielen, miisste man 
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kiihlen. Die iiblichen station&en Phasen sind jedoch bei Temperatureu unter 0’ 
meistens entweder sehr dickflussig oder fest und verlieren ihre Sorptionseigeaschaften. 
Deshalb haben wir Pentan, welches such bei -78” fliissig ist, als “stationlre Phase” 
benutzt. Man spritzt in die mit Trockeneis gekiihlte Rapillare etwa 1~1 Pentan ein 
und beniitzt diese als Kiihlfalle. Auf diese Weise kann man die Ausbeute bei den leicht- 
flilchtigen Substanzen bis auf etwa 60%, auf die eingespritzte Menge berechnet, 
erhiihen, in absoluten Mengen gesehen bis verfunffachen (Fig. 5 und 9). Befriedigende 
Resultate bekommt man aber nur bei Substanzen mit Siedepunkt iibcr etwa 120”. 

Fig. 9. Einffuss der Venvendung von Pentan als stationire Phase. x-A&se, station&e Phase; y- 
Achse, % Riickgewinnung. 0 = Propylacetat, A = Amylacetat, 0 = Hexylacetat. -, Trocken- 
eis, Ttigergas (8 ml/min); - - -, Trockeneis, TrSgergas (40 ml/min). 

Ausgewcihlre Technik. Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dass keine der 
Methoden iiber das ganze Spektrum von Siedepunkten zwischen 50” und 310” be- 
fiiedigende Resultate geliefert hat. Die besten Resultate wiirde das blosse Kiihlen mit 
ilfissigem Stickstoff liefern, falis man die VerIuste durch AerosoIbildung unterbinden 
kbnnte. Die Liisung haben wir darin gefunden, dass man die KapilIare mit einem 
kleinen Stuck Watte locker ftillt. 

Die Ausbeuten filr Substanzen mit einem Siedepunkt iiber 80” sind nun prak- 
tisch 100x, aber such bei denjenigen mit der Siedetemperatur bei etwa 50” sind sie 
noch befriedigend. In Fig. 10 sind die Ausbeuten dieser Technik (Kiihlfalle mit Watte) 
mit derjenigen ohne Watte bei verschiedenen Ktilungen und Stramungsgesch&ndig- 
keiten verglichen. 

Ein Versuch, die Watte durch Glaswatte zu ersetzen, hat zu schlechten Aus- 
beuten geftihrt. Die Thermolabiiitat der Watte bringt beim Wiedereinspritzen gewisse 
Einschrgnkungen mit sich. Beim gewahnlichen schnellen Einspritzen, wenn die KapiI- 
lare nicht Iginger als etwa 3 set im Einspritzraum bleibt (vgl. Lit. 21) darf der Ein- 
spritzblock auf etwa 260” geheizt sein, ohne dass die Watte irgendwelche stijrenden 
Zersetzungsprodukte abgibt. Das ist eine fur den @ssten Teil uns interessierender 
Substanzen ausreichende Temperatur. 

Bei hingerzeitigem Einspritzen, bei welchem die Kapillare fur etwa 30 set 
im Einspritzblock bleibt, sollte dieser abcr nicht hBher als auf etwa 210” geheizt 
sein. Ftir das Einwerfen (vgl. Lit. 21) ist die Technik mit WattefiiUung ungeeignet. 
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Fig. 10. Verbe$serung der Rtickgewinnungsquote durch Watteffillungder Kapillarkiihlfalle (Enspritz- 
menge 50 ng).: x-A&se, Siedepunkte der geptiften Substanzen; y-A&se, % Riickgewinnung. 0, 
Trockeneis, Tegergas 40 ml/min, ohne Watte; a, Trockeneis-flcssig Nz, TrZgergas 40 ml/min, 
ohne Watte; A, Trockeneis-fl@ssig N2, Ttigergas 40 ml/min, mit Watte; +, Trockeneis-fliissig Nz. 
TrZgergas 8 ml/min, mit Watte. 

Es bleibt natiirlich immer die Miiglichkeit, die Substanz zu extrahieren und dann 
wie eine Liisung einzuspritzen. 

Die quantitative przparative GC ms einer Kapillarkolonne. Die oben beschrie- 
benen Methoden kann man ohne jede Modifikation such beim Aufsammeln von aus 
einer Kapillarkolonne ausstriimenden Substanzen einsetzen. Nur wenn die Sub- 
stanzmengen bis in den Bereich von einzelnen Nanogrammen sinken und man Wert 
auf hohe Ausbeuten legt, muss man einige zusatzliche Kleinigkeiten beriicksichtigen: 

Fiir die quantitative Riickgewinnung empfehlen wir die Technik des Kiihlens 
mit Trockeneis-Stickstoffgemisch unter Verwendung der mit Watte geftillten Kapil- 
larfalle, welche such bei gepackten Kolonnen die besten Resultate liefert. Bei Sub- 
stanzen mit Siedepunkt iiber etwa 100” und Mengen von 5 ng kann man unter diesen 
Bedingungen praktisch eine hundertprozentige Ausbeute erwarten. 

Die bichtigkeit zwischen Kapillarfalle und dem GC-Ausgang muss einwand- 
frei sein. 

Bei Trsgergasgeschwindigkeiten unter ca. 8 ml/min erhiiht man die Geschwin- 
digkeit auf diesen Wet-t durch Zugabe von Wasserstoff in den GC-Ausgang (anstelle 
des FID). Bei zu niedrigen Geschwindigkeiten kondensiert sonst ein Teil der Sub- 
stanz schon am Anfang der Kapillarfalle und geht beim Zuschmelzen verloren. 
Zwischen dem GC-Ausgang und der Schachtel mit Kiihlmittel plaziert man einen 
Schutzschild in Form eines durchhjcherten PapierbIattes, welches das Abktihlen des 
GC-Ausganges mildert (Fig. 1). Bei zu starker Abkiihlung konnte ein Teil der Sub- 
stanz zu frtih kondensieren. 

Fiir den Wiedereinspritzvorgang ist zu beachten, dass bei diesen lcleinen Sub- 
stanzmengen der Dampfdruck in der Kapillarfalle Mein ist, so dass ein Teil der 
Substanz in der Kapillarfalle zuriickbleibt. Um eine hundertprozentige Ausnutzung 
der vorhandenen Menge zu erzielen, appliziert man die Substanz auf eine kalte KO- 
lonne und hlsst die eingestochene Kapillarfalle fiir etwa 30 set im Einspritzraum 
stecken. Unter diesen Bedingungen ditbrndiert praktisch die ganze Substanzmenge aus 
der Kapiharfalle auf die Kolonne. 

Praktide Beispiele. Die vorstehend beschriebene prgparative Gaschromato- 
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(a) 

(b) 

Fig. 11. Einheitlichkeitskonte durch Peakabnahme und Wiedereinspritzung. (a) Kapillarkolonne 
(50 m X 0.35 mm), belegt mit OV-01, 0.8 ~1 einer 0.5 zigen ProduktliLSsung in &her auf kalte Ko- 
lonne eingesprita, dann T-Programm 50-220” mit AT = S”/min; Ttigergas (Helium), 1.0 atii; 
Emptidlichkeit, 16 X 1; Bereich 1 abgenommen. (b) Kapillarkolonne (50 m x 0.33 mm), belegt 
mit UCON HB 5100, isolierte Suhstanz [Bereich 1 aus (a)] auf kalte Kolonne eingespritzt, 50-180” 
mit AT = 5O/min; TGgergas (Helium), 1.2 atti; Empfindlichlceit 16 x 1. (c) Kapillarkolonne und 
Versuchshedingungen wie unter (a), isolierter Rereich 2 aus (b) auf kalte KoloMe gespritzt. 
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graphic im Nanogrammbereich und das direkte Einspiipen mit der Kapillarfalle 
werden seit Jahren in unserem Labor routinem&sig bei der -Analyse van-.Natur- 
substraten eingesetzt. Vorteile bieten sie naturgemass besonders dort, wo nur kleine, 
fiir die meisten anderen Trenntechniken ungeniigende Mengen Ausgangsmaterial zur 
Verfiigung stehen oder aber die Verarbeitung griisserer Mengen zcitraubend und/oder 
mit schlechter Trenmmg verbunden ist. 

Zum Beispiel liefert ein Natursubstrat aufeiner 50-m-Kapillarkolonne (OV-01) 
das Gaschromatogramm der Fi g. lla. Die GC-MS-Kopplung unter Verwendung 
clieser Kolonne hat gezeigt, dass der Peak 1 keine einheitliche Substanz darstellt. 
Die Massen-Spektren waren nicht interpretierbar. Dieser Peak wurde nunmehr auf 
die oben besc’hriebene Weise (Kapillarkiihlfalle mit Watte gel%llt, Kiihlung mit 
Gemisch aus Trockeneis und fiiissigem Stickstoff) abgenommen. Die Kapillarfalle 
wurde zugeschmolzen und die Substanz auf eine zweite Kapillarkolonne (50 m lang, 
UCON HB-5100) eingespritzt (Fig. lib). Der auf OV-01 ungetrennte Peak hat sich 
auf der UCON-Kolonne weiter getrennt_ Zur Demonstration unserer Methode haben 
wir anschliessend alle Peaks aus der UCON-Kolonne gemeinsam in eine Falle abge- 
nommen und diese zuriick auf die OV-01-Kolonne eiqespritzt. Alle auf UCON 
getrennten Substanzen geben wieder einen einzigen Peak (Fig_ llc) und tHuschen 
damit wieder eine scheinbare Einheitlichkeit des fraglichen Peaks vor. 

In einem anderen Beispiel wurde eine gepackte 3-m-Kolonne (SF-96) dazu 
benutzt, die Eluate am Ausgang sensorisch N beurteilen. Dabei wurden im Bereich 1 

und 2 (Fig- 12) interessante Geruchsnoten festgestellt. Eine direkte Einspritzung der 
ganzen Fraktion auf eine polare bzw. apolare Kapillarkolonne hat zu einem sehr 

Fig 12 
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(b) 

Fig. 12. Abnahme sensorisch interessanter Bereiche aus gepackten analytischen Kolonnen und 
deren GC-Verhalten auf Kapillar-Kolonnen. (a) Kolonne (3 m x 3 mm), 3 % SF-96 auf Chromosorb 
G AW DMCS (SO-100 mesh) 120” isotherm, TrZigergas (Helium) 3 atii, Empfindlichkeit 32 x 100, 
0.4~1 Substauzgemisch kalt eingespritzt. (b) Kapillmkolonne (50 m x 0.3 mm), belegt mit UCON 
HB 5100, Bereich 1 aus (a) auf kalte Kolonne eingespritzt, 50-180” mit AT = Y/min, Tr5gergas 
(HeUum) 1.2atii, EmpfindIichkeit 8 x 1. (c) Kolonne und Bediigungen wie unter (b), Bereich 2 
aus (a) eingespritzt. 
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komplizierten Chromatogramm gefihrt, welches unauswertbar war. Die intetessante 
Geruchsnote war kaum aufXndbar, die kleinen Peaks wurden van den Hauptkom- 
ponenten iiberlappt und stark verunreinigt, die Konzentration f& eine GC-MS- 
Analyse war zu klein. Wir konnten die Analyse erst fortsetzen, nachdem wir die bei- 
den fraglichen Bixeiche nach unserer Me&ode abgenommen und nur diese dann auf 
eine UCON-Kapillarkolonne (Fig. 12b und c) eingespritzt hatten. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In der 2. Milteilung einer Reihe, die Methoden zur einfachen Handhabung 
von Nanogramm-Mengen beschreibt, wird iiber die Abnahmetechnik aus GC- 
Kolonnen berichtet. Sie dient unter Ausnutzung der hijheren Trennleistung analy- 
tischer gepackter oder Kapillarkolonnen der prgparativen Isolierung von Kleinst- 
mengen (lO-6-lO-8 g). 

Die uberpriifung verschiedener Parameter fihrte zur Entwicklung einer Me- 
thode, die bei Verwendung einer Kapillarkfihlfalle, Kiihlung mit einem Gemisch 
Trockeneis-fliissigitr Stickstoff und Einhaltung einer Trilgergasgeschwindigkeit urn 
10 ml/min zu einer praktisch quantitativen Riickgewinnung der eingespritzten Sub- 
stanzmenge Whrt, wie an Modellverbindungen mit Siedepunkten zwischen 56” und 
310” gezeigt werden konnte. 
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