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SUMMARY

Method for the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in maize by capillary-
column gas-liquid chromatography

A complete method for the determination of polycyclic aromatic hydrocarbons
{PAH) with three tfo seven rings in wet and directly dried maize is described. After
several clean-up steps, the PAH are determined qualitatively and quantitatively by
gas-liquid chromatography using glass capillary columns with injection by the splitless
mode. The grinded maize is extracted in a Soxhlet apparatus with acetone and the
extract is then hydrolyzed. The polar impurities are removed by filtration over silica
gel. After a second clean-up step, a chromatographic separation on Sephadex LH-20-
chloroform, the PAH are separated in two groups on Sephadex LH 20-methanol.
The glass capillary column (50 m; SE-54), which is used in routine analysis, allows a
minimal detectable amount of 0.25 ng for benzo[a]pyrene.

EINLEITUNG

Einige der hauptsichlich bei Verbrennungsprozessen entstehenden polycycli-
schen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) zeigen im Tierversuch carcinogene
Wirkung. Aus diesem Grunde wird von vielen Seiien die Entstehung und Verbreitung
der PAH analytisch verfolgt, um einen Uberblick fiber Emissionsquellen und die
davon herriihrenden Ablagerungen zu erhalten.

So tritt bei der direkten Trocknung von Kérnerfriichten mit einem Rauchgas—
Luft-Gemisch aus einem Heiz6l-Brenner eine Kontamination des Trocknungsgutes
mit verschiedenen Pyrolyseprodukten, unter anderen PAH, auf. Dariiber wurde
schon in friheren Arbeiten berichtet!*. In einigen der dort analysierten Proben,
meist Weizen, aber auch Gerste, Roggen: und Hafer, die aus industriellen Trockner-
anlagen stammten, konnte eine deutliche Zunahme des PAH-Gehaltes durch die di-
rekte Trocknung festgestellt werden. Oft beschrinkte sich die Analyse jedoch auf das
besonders stark carcinogene Benzojajpyren.
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Die vorliegende Arbeit ist nun Teil eines Versuchsprogrammes, mit dessen
Hilfe festgestellt werden soll, in welchem Masse Kd&rnerfriichte bei einer direkten
Trocknung mit dem Rauchgas—Lufi-Gemisch einer mit Heizol EL betricbenen Ver-
suchs-Trocknungsanlage mit anorganischen Schadstoffen und verschiedenen PAH
kontaminiert werden. Dabei werden die Trocknungsbedingungen, wie Brennerein-
stellung, Luftmenge, Zeit und Temperaturen genau kontrolliert und variiert.

Uber die technischen Einzelheiten des Versuchsaufbaues sowie iiber Analysen
des Rauchgas—Luft-Gemisches und des Trocknungsgutes auf anorganische Spuren-
elemente, NO, und SO, bzw. NO; und NO; wurde aus diesem Arbeitskreis schon
an anderer Stelle berichtet®.

~. Die Untersuchungen wurden zunachst auf die Trocknung von Futtermais kon-
zentriert. Im folgenden wird deshalb ein Verfahren zur Bestimmung des Gehaltes an
PAH in MaiskOrnern beschrieben.

Das Analysenverfahren gliedert sich in folgende Schritte: Extraktion der zer-
kleinerten Maiskdrner. Verseifung des Extraktes zur Entfernung von Fetten, Olen und
Wachsen. Filtration iiber Silicagel definierter Aktivititsstufe zur Entfernung polarer
Begleitstoffe. Chromatographie an Sephadex LH-20-Chloroform zur Abtrennung
restlicher Verunreinigungen von der geschlossen eluierenden PAH-Gruppe. Auftren-
nung der PAH in zwei Gruppen an Sephadex LH-20-Methanol. Dieses System weist
selbst bei hohen Elutionsgeschwindigkeiten sehr gute Trenneigenschaften auf. Quali-
tative und quantitative Bestimmung der PAH durch Gaschromatographie an einer
50-m-Glaskapillarsaule SE-54, die neben ausgezeichneten Trenneigenschaften (Anzahl
der theoretischen Trennstufen 221 000) eine hohe Haltbarkeitsdauer besitzt, sodass sie
fiir den routinemissigen Einsatz geeignet ist. Die jetzt im Betrieb befindliche Sdule
wird seit einem Jahr im Dauereinsatz fiir PAH-Analysen bis 250° betrieben, ohne
Trennleistungsverluste zu zeigen. Thre Vorgingerin, eine 50-m-Siule belegt mit OV-
101, hatte eine Lebensdauer von 1.5 Jahren.

Folgende PAH werden bestimmt: Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen,
Pyren, Benzfalanthracen, Chrysen, Benzo[e]pyren, Benzo[a]pyren, Perylen, Dibenz-
[a,Ailanthracen, Benzo[g,n,ilperylen, Anthanthren, Coronen. Als innere Standardsub-
stanzen, die in den Analysenproben nicht vorkommen, dienen 3,6-Dimethylphenan-
thren, 1-Methylpyren und Picen (Benzo[a]chrysen).

Die Nachweisgrenze der gaschromatographischen Bestimmung liegt bei 0.1 ng
fiir Phenanthren, 0.25 ng fiir Benzo[alpyren und 0.4 ng fiir Picen.

EXPERIMENTELLES

Gerdte und Materialien

Gaschromatograph: Carlo Erba 2300 AC mit linearem Temperaturprogramm
und Doppelsplitter mit Septumspiilung zur splitlosen Injektion auf Kapillarsaulen
(Erba Science, Lorsbach/Taunus, B.R.D.). Glaskapillarsiule: 50 m x 0.38 mm, SE-
54 (Jaeggi, Trogen, Schweiz). Integrator: Modell 3370 B, Hewlett-Packard (Boblingen,
Witbg, B.R.D.). Schreiber: Hewlett-Packard Modell 7123 A. Fraktionensammler:
Golden Retriever (ISCO) (Vertrieb: Colora Messtechnik GmbH, Lorch, Witbg,
B.R.D.). Absorptionsmonitor: UA 5 (ISCO). Pumpen: ISCO Modell 312 (ProMinent)
{(Chemie und Filter GmbH, Heidelberg, B.R.D.). Chromatographiesiulen: Quickfit
Laborglas GmbH (Wiesbaden, B.R.D.); Fertigsdulen-Ausriistung (Merck, Darm-
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stadt, B.R.D.). Soxhlet-Extraktor: Biihler (Tibingen, Wttbg, B.R.D.). Losungsmittel:
Aceton, chem. rein (handelsiibliche EG-Ware); Cyclohexan (Nanograde), n-Hexan
{Nanograde), Chloroform (Nanograde), Methano!l (CP) jeweils von Byk-Mallinckrodt
(ehemalig), jetzt Promochem (Wesel, B.R.D.). Die Losungsmittel wurden jeweils
iiber Kolonnen destilliert. Gele: Sephadex LH-20 (Deutsche Pharmacia, Freiburg i.
Br., B.R.D.); Silicagel Woelm fiir die Adsorption Akt. I (ICN, Eschwege, B.R.D.).

Extraktion und Verseifung

Es werden 400 g Mais zerkleinert (Starmix), in eine Extraktionshiilse aus Glas
(300 mm x 55 mm LD., mit Glasfiltereinsatz P 2) gefillt und in einem 1000-ml-
Soxhlet-Extraktor (Biihler) mit 2-1-Kolben, der mit 1.51 Aceton gefiillt ist, unter
Riihren 16 h (iiber Nacht) extrahiert.

Nach Abkiihlung des Extraktes werden als innere Standards je 1 ug 3,6-Di-
methylphenanthren, 1-Methylpyren und Picen aus genau eingewogenen Testlésungen
(6-7 mg in 500 ml Cyclohexan) zugegeben. Anschliessend wird das Aceton am Rota-
tionsverdampfer (Badtemperatur 30-35°) abgezogen. Dabei bleibt das aus der Probe
mitextrahierte Wasser zuriick, aus dem die dligen und wachsartigen Bestandteile des
Extraktes zum Teil in fester Form ausfallen.

Durch Zugabe von 500 ml 2 N methanolischer KOH werden diese wieder in
Losung gebracht und durch einstiindiges Sieden am Riickfluss verseift.

Die abgekiihlte Losung wird mit 150 ml Wasser versetzt und dreimal mit je
250 m! n-Hexan im Schiitteltrichter extrahiert. Die n-Hexan-Phase wird zweimal mit
je 100 ml Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat abfiltriert (Biichnertrichter mit
Glasfilterplatte). Das n-Hexan wird am Rotationsverdampfer (Badtemperatur 30-
35°) bis auf wenige Tropfen abgezogen und der Rest aus dem offenen Kolben ab-
dampfen gelassen.

Auf diese Weise werden auch simtliche nachfolgenden Einengungen durchge-
fiihrt, um Verluste weitgehend zu vermeiden. Der Riickstand wird in 2-3 ml Cyclo-
hexan aufgenommen.

Filtration iiber Silicagel

Silicagel (7 g) (Woelm, Akt. I) wird iiber Nacht im Trockenschrank bei 120°
getrocknet, im Exsiccator abgekiihlt, dann mit 109} Wasser versetzt (0.7 ml), klum-
penfrei geschiittelt und 2-3 h stehengelassen. Danach werden ca. 30 ml Cyclohexan
zugegeben, die Aufschlimmung in eine Chromatographiesdule (250 X 10 mm, mit
Glasfiltereinsatz und PTFE-Ventil) unter Durchlauf eingeftillt und anschliessend mit
100-150 ml Cyclohexan gespiilt.

Nach Aufgabe der Probe wird zweimal mit je 2 ml Cyclohexan nachgespiilt,
dann mit demselben Losungsmittel eluiert. In der Fraktion von 20-120 mi sind die
PAH von Phenanthren bis Coronen enthalten.

Vom gelbgefiarbten Eluat wird das Cyclohexan abgezogen und der Riickstand
in 2 ml Chloroform aufgenommen.

Trennung an Sephadex LH-20-Chloroform

Sephadex LH 20 (50 g) wird in Chloroform einige Stunden quellen gelassen.
Da die Dichte des Gels jedoch geringer ist als die des Chloroforms, ist das Packen des
Gelbettes etwas erschwert. Einfacher ist es, die Gelsuspension mit soviel Cyclohexan
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zu versetzen, dass das Gel darin absinkt. Dazu werden etwa 30 Vol %, Cyclohexan
zugesetzt, wcbei das Gel eine (reversible) Kontraktion erfiahrt. Die Chromatographie-
sdule (1000 X 15 mm, Gelbetthéhe 930 mm) kann dann in der iblichen Weise gepackt
werden. Nach der Fixierung des Gelbettes mit dem verstellbaren Kolben am oberen
Ende der Sidule wird sie mit mindestens 200 ml Chloroform durchgespiilt, um das zu-
gesetzte Cyclohexan zu entfernen.

~ Uber einen Dreiwegehahn (Fertigsaulen-Chromatographie-Ausriistung) wird
nun die Probe aufgegeben, zweimal mit je 2 ml Chloroform nachgespiilt und unter
Druck eluiert (Pumpe ProMinent). Zur Pulsationsdimpfung zwischen Pumpe und
Saule dienen ca. 1-m-Stahlkapillarrohr als Strémungswiderstand und die verschlossene
Probenaufgabespritze als Kapazitiat. Das Eluat (Durchflussgeschwindigkeit 65 mi/h)
wird von einem Fraktionensammler in 5-ml-Fraktionen aufgenommen und mit einem
UV-Monitor durch Absorption bei 254 nm registriert (siehe Fig. 1). Die Gruppe der
PAH eluiert zwischen 70 und 100 ml. Die entsprechenden Fraktionen werden verei-
nigt, das Chloroform abgezogen und der Riickstand in 2 ml Methanol (gegebenenfalls
unter leichtem Erwirmen) aufgenommen.

Vortrennung an Sephadex I. H-20-Methanol

Sephadex LH-20 (20 g) wird einige Stunden in Methanol quellen gelassen. Mit
der Gelsuspension wird anschliessend eine Chromatographiesdule (400 x 25 mm,
Gelbetthohe 155 mm) gepackt, das Gelbett mit den verstellbaren Kolben in seiner
Lage fixiert und mit Methanol durchgespiilt.

Die Probenaufgabe erfolgt wie beim vorhergehenden Schritt beschrieben. Um
die an sich schon geringe Pulsation der Elutionspumpe vollends zu glitten, wird
zwischen Pumpe und Sdule ein verschlossenes, zur Hilfte mit Methanol gefilltes
Kuhlmantelgefdass (Volumen ca. 50 ml) mit bis fast auf den Boden reichenden Ein-
und Auslaufrohren geschaltet. Gefass und Sdule kénnen gegebenenfalls thermostatiert
werden (20°).

Die Elutionsgeschwindigkeit betragt 100 inl/h, das Fraktionsvolumen 5 ml,
Registrierung bei 254 nm.

Wegen der deutlichen Basislinienauftrennung zwischen Chrysen und Benzoja]-
pyren (siehe Fig. 2, Peak 3 und 4) werden als Fraktion I dic PAH von Phenanthren
bis Chrysen abgenommen, die von 80 bis 130 ml eluieren, als Fraktion II Benzofa]-
pyren bis Coronen mit Elutionsvolumina von 134 bis 255 ml.

Die vereinigten Fraktionen werden im Falle der Gruppe I mit dem gleichen
Volumen Wasser versetzt und dem doppelten Volumen n-Hexan extrahiert (Methanol—
Wasser—»n-Hexan, 1:1:2), wogegen die Gruppe I wegen ihires grosseren Volumens zu-
erst am Rotationsverdampfer auf ca. 1/3 ihres Ausgangsvolumens eingeengt wird,
bevor sie in derselben Weise wie Gruppe I extrahiert wird. Dadurch werden Verluste
an PAH vermieden, die bei vollstindigem Abzichen des Methanols auftriten.

Gaschromatographische Bestimmung

Von den Fraktionen I und II wird das n-Hexan abgezogen, wobei wiederum
sorgfiltig darauf zu achten ist, dass beim Einengen noch 1-2 Tropfen n-Hexan im
Kolben zuriickbleiben, um Verluste zu vermeiden. Nach dem offenen Abdampfen des
Hexan-Restes wird die Probe in Cyclohexan aufgenommen, dessen Menge sich nach
der Konzentration der PAH in der zu bestimmenden Probe richtet. Bei den hier auf-
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tretenden geringen Konzentrationen wird die Fraktion I in 0.5 ml, die Fraktion II in
0.2 ml aufgenommen. Diese Mengen kénnen gegebenenfalls noch halbiert werden,
sollten aber wegen der Menge der in der Probe noch enthaltenen Begleitsubstanzen
nicht wesentlich weiter unterschritten werden.

Um die Saulenbelegung weitgehendst zu schonen, wurde Cyclohexan als L-
sungsmittel gewihlt. Trotz seiner geringen Polaritit besitzt es fiir die hier ausreichen-
.den maximalen Konzentrationen an PAH ein geniigendes Lésungsvermdgen (Kon-
zentrationen im Testgemisch um 2 pg/ml je Komponente). -

Der Gaschromatograph ist mit einem Doppelsplitter mit Septumspiilung fir
die splitlose Injektion auf Kapiflarsiulen nach Grob und Grob” und Grob und Jaeggi®

- ausgestattet. Als Trennsidule dient eine Glaskapillarsiule (50 m x 0.38 mm) mit der
Belegung SE-54.

Zur Erhaltung eines Chromatogramms von Testsubstanzen wurde folgender-
massen verfahren: Von einer Lésung der Substanzen in Cyclohexan mit Konzentra-
tionen von 1.6-2 ng/ul wurden 1.6 ul (2.5-3.2 ng pro Substanz) bei geschlossenem
Splitter auf die kalte Sdule gespritzt. Bei Erscheinen des Lésungsmittelpeaks wurde
der Splitter gedfinet und das Temperaturprogramm gestartet (letzteres geschieht auto-
matisch). Ebenso wurde mit den Fraktionen I und II verfahren. Die Daten sind im
Einzelnen Fig. 3 und 4 zu entuchmen.

Die Identifikation der einzelnen Substanzen erfolgt durch Vergleich der rela-
tiven Retentionszeiten beziigiich der zugesetzten inneren Standards mit der der ent-
sprechenden Reinsubstanz. .

Die guantitative Auswertung wird durch den Vergleich der Peakflichen mit
denen genau eingewogener Originalsubstanzen vorgenommen. Die Verlustfaktoren
konnen durch die eingesetzten inneren Standards bestimmt werden.

Retentionszeiten und Peakflachen werden von einem elektronischen Integrator
erfasst.

DISKUSSION UND ERGEBNISSE

Extraktion

Grimmer und Hildebrandt? sowie Rohrlich und Suckow* berichteten von einer
quantitativ ausreichenden Extraktion der PAH aus Weizen, Roggen und Gerste in
unvermahlenem Zustand. Rohrlich stellte durch Schilen des Korns fest, dass sich bei
Weizen etwa 607, des Gehaltes an Benzo[a]pyren auf der Schale befinden, wihrend
durch ein Entspelzen des sehr fettreichen Hafers nur 35-409/ des Gesamtgehaltes an
Benzo[a]pyren entfernt werden konnten. Das fettldsliche Benzo[a]pyren muss also
offensichtlich von den fettreicheren Haferkernen in ardscerem Masse als vom fett-
armeren Weizenkorninnern absorbiert worden sein.

Ein dhnliches Verhalten konnte beim Mais beobachtet werden. Vergleichende
Versuche ergaben, dass durch die Vermahlung der Kérner etwa die doppelte bis drei-
fache Menge an PAH gegeniiber dem ganzen Korn extrahiert werden konnte.

Fir die Extraktion wurde aus einer Reihe untersuchter Losungsmittel Aceton
ausgewahlt, da es auf Grund seiner polaren Eigenschaften ein gutes Losungsvermégen
fiir PAH aufweist. Chloroform zeigt zwar dhnlich gute Lésungseigenschaften, ist
aber, abgesehen vom hoheren Preis und der leichteren Zersetzlichkeit, wegen seines
fehlenden Mischungsvermagens mit Wasser fiir die Extraktion der feuchteren Mais-
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proben weniger geeignet. Die meist angewandte Methode der diskontinuierlichen
Extraktion (mehrmaliges Kochen am Riickfluss und Absaugen iiber eine Glasfritte)
zeigte erst nach mindestens finf Schritten quantitativ befriedigende Ablssung. Ahn-
liche Ausbeuten wurden mit verseifenden Extraktionen (methanolische KOH) nach
Grimmer et al?® erzielt, wobei jedoch eine sehr hohe Menge an Begleitstoffen heraus-
gelost wurde.

Als besonders giinstig erwies sich die 16stiindige Behandlung (iiber Nacht) in
einem Soxhlet-Extraktor mit Aceton, da hiermit bei geringerem Arbeitszeit- und
Lésungsmittelaufwand gleich hohe Ausbeuten an PAH erhalten wurden.

Aufarbeitung des Extraktes

Das durch Abziehen des LGsungsmittels nach der Extraktion erhaltene Kon-
zentrat enthilt betrachtliche Mengen Sliger und wachsartiger Bestandteile, die jedoch
nach der anschliessenden Verseifung in 2 N methanolischer KOH in der alkalischen,
wissrig-methanolischen Phase zuriickbleiben, wogegen die PAH daraus mit n-Hexan
vollstandig extrahiert werden kdnnen. Aus dem von der n-Hexan-Phase verbleibenden
Extrakt werden nun die polaren, gelb bis rotbraun gefarbten Bestandteile durch eine
Filtration uber Silicagel® entfernt. Um eine gute Reproduzierbarkeit der Elutions-
volumina der PAH zu erhalten, muss die Aktivititsstufe des Silicagels genau einge-
stellt werden. Die Stufe II (109, Wassergehalt) erwies sich hier als am besten geeignet.

Weniger polare, ebenfalls gelb gefarbte Substanzen werden von der Silicagel-
Saule jedoch zusammen mit den PAH eluiert.

Wihrend bei einem Extrakt aus unvermahlenem Mais ihre Menge so gering
ist, dass sofort die anschliessende Gruppentrennung durchgefiihrt werden kann, bei
der der gitsste Teil dieser Begleitstoffe die Trennsdule vor den PAH verlasst, muss
bei Extrakten aus vermahlenem Mais ein zusitzlicher Reinigungsschritt, die chroma-
tographische Trennung am System Sephadex LH-20-Chloroform, durchgefiithrt wer-
den.

Das Verhalten von polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen an
hydroxipropyliertem Sephadex-Dextrangel (Sephadex LH-20) und anderen Gelen
ahnlicher Art mit protischen Elutionsmitteln ist ausfihrlich untersucht worden®-19-13,

Die PAH-Grundkorper zeigen bei dieser Trennung kein gelchromatographi-
sches, sondern ein adsorptionschromatographisches Verhalten, das durch energeti-
sche Wechselwirkungen zwischen der Gelmatrix und den PAH zustandekommt, das
heisst sie eluieren in der Reihenfolge zunehmender Ringgrosse.

Dagegen wurde mit Chloroform als Elutionsmittel eine normale Molekular-
sicbtrennung mit allerdings sehr geringem Trenneffekt beobachtet®. Dies bedeutet,
dass die Gruppe der PAH praktisch nicht in ihre Komponenten aufgetrennt wird.

Es zeigte sich jedoch, dass die im Silicagelsuleneluat zusammen mit den PAH
befindlichen gelben Bestandteile sehr gut von den PAH abgetrennt werden. Auch eine
Gruppe farbloser, unter UV-Licht von 360 nm schwach hellblau fluoreszierender
Substanzen eluiert vor den PAH (Fig. 1), sodass diese als geschlossene Gruppe mit
einem nur noch sehr geringen Anteil an Verunreinigungen erhalten werden.

Vortrennung in Gruppen
Da die niederkondensierten polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe
in wesentlich hoheren Konzentrationen als die hochkondensierten vorkommen, ist
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Fig. 1. (@) Trennung eines Gemisches von PAH (wie Fig.2) an einer Sephadex LH-20-Siule in
Chloroform (Saule 1000 X 15 mm; 50 g Sephadex L H-20, GelbetthShe 930 mm). Absorption bei
254 nm. (b) Trennung eines Mais-Extraktes an derselben Sdule. 1, 2 = Gelb gefarbte Zone; 3, 4 =
schwach hellblau fluoreszierende Zone (360 nm); 5 = PAH.

die Auftrennung des PAH-Gemisches in zwei Gruppen notwendig. Hierzu eignet sich
das System Sephadex LH-20-Alkohol, in dem, wie schon erwihnt, die PAH ein ad-
sorptionschromatographisches Elutionsverhalten zeigen. Als Alkohol wurde Methanol
gewahlt, weil festgestellt werden konnte, dass es gegeniiber dem meist fiir diesen Zweck
verwendeten 2-Propanol®? bei anndhernd gleichem Druck die fiinffache Elutionsge-
schwindigkeit ohne Verlust an Trennleistung der Sdule zuldsst. Die etwas héheren
Elutionsvolumina der PAH in Methanol gegeniiber 2-Propanol”? werden dadurch
zeitlich weit iiberkompensiert (Fig. 2).

Bei der verwendeten Siule (25 mm 1.D., Gelbetthohe 155 mm) wurde, bezogen
auf Phenanthren, bei 20° und einer Elutionsgeschwindigkeit von 100 ml/h eine theo-
retische Bodenzahl von 6700 m~! erreicht (vergleiche hierzu Oeleri'®).

Kapillargaschromatographie

Fiir die Trennung komplexer Substanzgemische bietet eine Glaskapillarsiule
eine Reihe von Vorteilen: Thre hohe Trennleistung ermdglicht eine Analyse in relativ
kurzer Zeit bei volistindiger Trennung der zu untersuchenden Isomerenpaare und
hoher Nachweisempfindlichkeit durch sehr schmale Peaks. Gegeniiber Stahlkapillar-
sdAulen hat sie den Vorteil eines chemisch inerten Sdulenmaterials. Die hier verwendete
Glaskapillarsdule besitzt dazu selbst beim routinemassigen Einsatz mit hochsiedenden
Gemischen eine Lebensdauer von 1-2 Jahren!* (die erste 50-m-Saule, Belegung OV -
101, war 1.5 Jahre im Gebrauch). Die fiir die beschricbenen Analysen verwendete
Siule (50 m x 0.38 mm, Belegung SE-54) ist in Trennleistung und Adsorptionsver-
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Fig. 2. (a) Trennung eines Gemisches von PAH an einer Sephadex LH-20-Siule in Methanol (Saule
400 X 25 mm; 20 g Sephadex LH-20, Gelbetthohe 155 mm). Absorption bei 254 nm. 1 = Phe-
nanthren, Anthracen, 3,6-Dimethylphenanthren; 2 = Fluoranthen, Pyren, 1-Methylpyren; 3 =
Benzolalanthracen, Chrysen; 4 = Benzo[a]pyren, Perylen; 5 = Perylen, Dibenz[a,ilanthracen;
6 = Benzo[g,h,ilgerylen, Anthanthren; 7 = Coronen. (b) Trennung cines Mais-Extraktes an der-
selben Saule.

mbgen gegeniiber den PAH noch vorteilhafter als die zuvor eingesetzte OV-101.
Auch sie ist jetzt schon 1 Jahr in routinemissigem Einsatz, ohne einen Verlust an
Trennleistung zu zeigen. Sie wird in einem Gaschromatographen betrieben, der mit
einem Doppelsplitter mit Septumspiilung zur splitlosen Injection auf Kapillarsiulen
(nach Grob und Grob” und Grob und Jaeggi®) ausgestattet ist. Bei dieser Einspritz-
technik wird auf die kalte Siule injiziert und die Ofenheizung erst bei Erscheinen
des Losungsmittelpeaks cingeschaltet. Die dadurch erreichte Aufkonzentration der
Substanzbanden gestattet Einspritzungen von mehreren Mikrolitern Losung direkt
auf die Siule (zur Bedeutung des Losungsmittels bei dieser Einspritztechnik siehe
Grob und Grob!%). Damit entfallen bei dieser Methode die Unsicherheiten, die bei
der Stromteilung von Gemischen und Substanen stark unterschiedlicher Dampf-
driicke auftreten und eine genaue quantitaiive Auswertung in Frage stellenS.

Da der in diesem Gaschromatographen eingesetzte Flammenionisationsde-
tektor sehr empfindlich ist, kann die Substanzbelastung der Sidule niedrig gehalten
werden.

Die Trennqualitit ist aus den Fig. 3 und 4 zu ersehen. Bei der ersten Substanz-
gruppe (Phenanthren bis Chrysen) konnte bei den kritischen Paaren Phenanthren—
Anthracen sowie Benz[a]anthracen-Chrysen eine Basislinienauftrennung erzielt wer-
den. In der Gruppe Benzo[a]pyren bis Coronen werden die Isomeren Benzo[e]pyren—
Benzofalpyren und Picen-Benzo[g,h.ilperylen vollstandig aufgetrennt (Benzo[e]pyren
stand als Reinsubstanz nicht zur Verfiigung, konnte in den Analysen jedoch anhand
vorhandener Retentionsdaten® identifiziert werden). Auch eine Auftrennung isomerer
Benzofluoranthene konnte beobachtet werden; nihere Untersuchungen waren aller-
dings bisher aus Mangel an Reinsubstanzen nicht moglich.

Erwahnenswert sind die vergleichsweise kurzen Retentionszeiten der héher-
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Fig. 3. Gaschromatogramme unter gleichen Bedingungen. L&sungsmittel: Cyclohexan; Finspritz-
menge: 1.6 ¢l; Saule: SE-54, 50 m x 0.38 mm; Direkteinspritzung bei 40°; Temperaturprogramm:
180°, 3 min; 180° bis 250° mit 2.5°/min; Injektor- und Detektortemperatur: 250°; Tragergas: H:,
4 mli/min; Detektor: FID, 1 X 16. (a) PAH-Reinsubstanzengemisch, 2.5-3.2 ng pro Substanz. 1 =
Phenanthren; 2 = Anthracen; 3 = 3,6-Dimethylphenanthren; 4 — Fluoranthen; 3 = Pyren; 6 = 1-
Methylpyren; 7 = Benz[alanthracen; 8 = Chrysen. Retentionszeit Chrysen: ca. 29 min. (b) Fraktion
I der Sephadex LH-20-Methanol-Saule einer Maisanalyse in 0.5 ml Cyclohexan.

kondensierten Aromaten. Mit einer Retentionszeif von ca. 1.5 h fiir Coronen ergibt
sich gegeniiber vergleichbaren gepackten Siulen eine betrichtliche Reduzierung der
Analysendauer. Wie im Chromatogramm der Substanzgruppe Il zu erkennen ist,
wire eine Auftrennung der einzelnen PAH auch mit einer kiirzeren Sdule dieses Typs
in ausreichender Qualitét zu erhalten. Die damit verbundenen geringeren Retentions-
zeiten stellten fiir Routineanalysen eine entscheidende weitere Zeitersparnis dar.

Ergebnisse

Die Nachweisgrenze der gaschromatographischen Bestimmung liegt bei 0.1 ng
fiir Phenanthren, 0.25 ng fiir Benzo[a]pyren und 0.4 ng fiir Picen in der eingespritzten
Menge (1.6 gl). Damit ergeben sich in den Proben bei 0.25 bzw. 0.1 ml Probenvolumen
Nachweisgrenzen von 15 bis 25 ng. -

Die Trennzzhl (nach Kaiser!®) der verwendeten SE-54-Siule (/ = 50 m, d =
0.38 mm) betragt n..,, = 46 bzw. n..,/l = 0.92 m~! fiir n-Nonan und n-Decan. Daraus
errechnet sich die Anzahl der theoretischen Trennstufen auf » = 221 000 bzw. n/l =
4420 m~!, die HETP betragt 0.226 mm. Die Totzeit, bestimmt an den n-Alkanen
Nonan, Decan, Undecan, betrigt 100 sec. Daraus errechnet sich das Kapazitatsver-
haltnis (k) fiir Decan: k = r,[t; = 8.27 (f, = Nettoretentionszeit, f; = Totzeit). Die
Belastbarkeit (B) fiir n-Decan betrigt somit:

B =005-M-d3-(1 + k)-107% g {nach Kaiser!¢)
= 361-10"%g.

(M = Molmasse n-Decan, d = innerer Durchmesser der Kapillarsaule).
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isothermer Analysen bei 250°, sonstige
PAH-Reinsubstanzengemisch, 2.5-8.7 ng pro Substanz. 4 = Benzolalpyren; 5 = Perylen; 6 = Di-
benzla,Alanthracen; 7 = Picen; 8 = Benzolg,A,ilperylen; 9 = Anthanthren; 10 = Coronen. Reten-
tionszeit Anthanthren: ca. 46 min, Coronen: ca. 93 min. (b) Fraktion II der Sephadex LH-20-
Methanol-Saule einer Mais-Analyse in 0.2 ml Cyclohexan. 1, 2 = Benzofluoranthene; 3 = Benzo-
[elpyren, sonst wie (a).

Bedingungen wie Fig. 3. (@)

Die Standardabweichung der relativen Retentionszeit beziiglich des jeweiligen
inneren Standards betrigt im Mittel 0.19/. Unterstiitzt durch den Vergleich der
Profile ist damit eine sichere Identifikation der einzelnen PAH gewihrleistet. Die
Standardabweichung der Peakfliichen bei fiinfzehn wiederholt aus den Testlosungen
neu angesetzten Gemischen der drei Standardsubstanzen betrdgt im Mittel 4.3%.
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Zur Ermittlung des PAH-Gehaltes der Maisproben wurden zweimal 400 g Mais
hintereinander in derselben L&sung im Soxhlet extrahiert und der Extrakt nach der
Verseifung getrennt. (Eine Trennung des Aceton-Extraktes selbst ist wegen der aus-
gefallenen festen Bestandteile, die eventuell PAH adsorbieren oder einschliessen,
nicht mdglich.) Die weitere Aufarbeitung erfolgt als Doppelbestimmung, um den
Streubereich des Aufbereitungs- und Endbestimmungsverfahrens zu erfassen.

Dabei betrugen in zehn Analysen die durchschnittlichen Abweichungen
zwischen beiden Bestimmungen 2.69; bei Phenanthren, 99, bei Pyren, 129 bei
Benzofelpyren und 199 bei Benzo[g,h,i]perylen. Bei der Diskussion dieser Werte ist
zu beriicksichtigen, dass die Absolutwerte, vor allem der hoherkondensierten PAH,
sehr niedrig liegen (Tabelle I). Der mittlere Gehalt von Benzo[g,/,i]Jperylen z.B. lag
bei 0.1 uz in den analysierten Proben von 400 g Mais.

Die Mittelwerte der Ausbeuten von 20 Bestimmungen lagen, gemessen an den
inneren Standards, bei 809 fiir 3,6-Dimethylphenanthren, 789 fiir 1-Methylpyren
und 87 % fiir Picen. Dabei diente die Ausbeute an 3,6-Dimethylphenanthren fiir die
Bestimmung des Verlustfaktors fiir Phenanthren und Anthracen, 1-Methylpyren fir
Fluoranthen bis Chrysen und Picen fiir Benzofe]pyren bis Coronen (Reihenfolge der
Substanzen nach Fig. 3 und 4).

Analysenergebnisse

Im Verlauf der Maisernte 1975 wurden Trocknungsversuche mit verschiedenen
Brennereinstellungen durchgefiihrt. Die genauen Versuchsdaten wurden verdfient-
licht>.

Analysiert wurden Proben ungetrockneter Maiskérner sowie getrockneter aus
der untersten, mittleren und obersten Schicht eines Satztrockners. Die Trocknungs-
zeit betrug jeweils 6 h, die Temperatur der Trocknungsluft um 80°. Im unverdiinnten
Rauchgas wurde die Russzahl (RZ) nach DIN 51 402 (Bacharach-Test) gemessen uad
mit Werten von 1 bis 9 Versuche durchgefiihrt. Dabei wurde aus dem Rauchgas—
Luft-Gemisch der mit Heizdl EL betriebenen Anlage isokinetisch ein Teilstrom ent-
nommen und durch eine Auffang-Apparatur fiir PAH geleitet, wie sie von Grimmer
et al*” fir den Europa-Abgastest fir Kraftfahrzeuge entwickelt wurde. Die Proben-
aufbereitung erfolgte ebenfalls dhnlich dem dort beschricbenen Verfahren, die End-
bestimmung der PAH kapillargaschromatographisch wie bei den eben beschriebenen
Mais-Analysen. Bei diesen Untersuchungen konnte von den Russzahlen 1 bis 7 nur
eine geringe, bei RZ 9 erst eine deutliche Zunahme des PAH-Gehaltes festgestellt
werden. Uber die Ergebnisse dieser und anderer Versuchsreihen wird zu einem spa-
teren Zeitpunkt an anderer Stelle berichtet werden!s.

Als Beispiele fur die Gehalte an PAH in ungetrocknetem und getrocknetem
Mais sind die Werte von drei Trocknungsversuchen mit den Russzahlen 3, 5 und 7
aufgefiihrt (Tabelle I). In dieser Tabelle sind nur die tatsiachlich gefundenen PAH an-
gegeben. Anthanthren und Coronen lagen unterhalb der Nachweisgrenze.

Eine gleichbleibende, deutliche Abhangigkeit der PAH-Gehalte von der
Schichthéhe im Trockner konnte nicht festgestellt werden. Bei den meisten PAH
wurde eine Zunahme des Gehaltes in den unteren Schichten mit steigender Russzahl
beobachtet, wobei jedoch die Werte der niedrigsiedenden PAH gegeniiber den Nass-
proben nur geringe Verinderungen erfuhren.

Weiterhin sind in Tabelle I die Ergebnisse der Analysen einer aus einer in-
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dustriellen Direkttrocknungsanlage stammenden Probe (I) sowie einer Probe, die der
untersten Schicht des Trocknungswagens eines anderen landwirtschaftlichen Betriebes
entnommen wurde (II) mit den jeweiligen Werten fiir das ungetrocknete Gut aufge-
fithrt. Beim Vergleich der letztgenannten Werte zeigt sich zwischen den Proben I und
II ein deutlicher Unterschied in den Ausgangsgehalten des feuchten Maises an PAH.
Trotzdem ist jeweils eine eindeutige Zunahme der Werte mit der Trocknung festzu-
stellen. Wiahrend Probe I in der Grossenordnung der in der Versuchsanlage gefunde-
nen Werte bleibt, treten in Probe I bei einer Zunahme der Gehalte um die Faktoren 3
(Benzolalpyren) bis 8 (Phenantkren, Pyren) deutlich hohere Mengen an PAH auf.
Die Trocknungsbedingungen (Zeit, Temperatur, Brennereinstellung) waren hier je-
doch nicht genaun kontrolliert worden.

Beim Vergleich der PAH-Gehalte des in der Versuchsanlage getrockneten
Maises mit Werten, die in der Literatur fiir Untersuchungen von industriell direkt-
getrocknetem Brotgetreide (Weizen, Gerste, Hafer) veroffentlicht wurden'—* fallt auf,

.dass die hier gefundenen Werte meist niedriger liegen. Weitere Analysen industriell
' getrockneter Proben sowie Untersuchungen mit anderen Getreidesorten, verschiede:
nen Brennertypen und Trocknungsbedingungen sollen daher zeigen, inwieweit die
bisherigen Beobachtungen fir die Praxis ausgewertet werden kdnnen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wird ein vollstindiges Analysenverfahren mit mehreren Probenaufberei-
tungsschritten und der anschlicssenden qualitativen und quantitativen Bestimmung
der in feuchtem und direktgetrocknetem Mais enthaltenen polycyclischen aromati-
tischen Kohlenwasserstoife (PAH) mit drei bis sieben Ringen durch Gaschromato-
graphie an einer Glaskapillarsdule mit splitloser Injektion beschrieben. Dazu werden
die zerkleinerten Maiskérner in einem Soxhlet-Extraktor mit Aceton behandelt, der
Extrakt verseift und die polaren Bestandteile durch Filtration iiber Silicagel entfernt.
Nach einem weiteren Reinigungsschritt durch Chromatographie an Sephadex LH-20-
Chloroform erfolgt die Vortrennung der PAH in zwei Gruppen an Sephadex LH-20-
Methanol. Die Erfassungsgrenze mit der im Routinebetrieb eingesetzten 50-m-Glas-
kapillarsdule (Belegung SE-54) liegt bei 0.25 ng fiir Benzof[a]pyren.
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