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Zusammenfassung

Die Analyse von Begleitalkoholen stellt in der foseschen Toxikologie inzwischen ein Routinewerkzelag,

mit dem hauptsachlich Trinkangaben, also Art, Mengd Zeitpunkt des Konsums alkoholischer Getrénke,
Uberprift werden kénnen. Standard hierfir steéitldeadspace-Gaschromatographie (HS-GC) dar. Nében e
Kryofokussierung bietet seit kurzem auch die Adsorp der Analyten an Festkorperoberflachen
(,Adsorbensfalle* oder ,Trap“) die Mdglichkeit einesignifikanten Steigerung der Empfindlichkeit ohne
drastische Veranderung der Probenzusammensetzumyy @alze. Das Adsorbens kann auflerdem an die
Bedirfnisse der Analytik angepasst und optimientdeas.

Einleitung

Durch die umfangreichen Arbeiten von Boeteal [1] wurde es mdoglich, die Art und Menge
bestimmter alkoholischer Getranke im Blut des Konsumenten nachzowBiseHeadspace-
Gaschromatographie (HS-GC) stellte sich dabei als optimatledde fir die Routineanalytik
von Blutproben heraus. Auf Grund der sehr geringen Konzentrationen dkit8lkohole
werden den Proben Salze zugesetzt, um die geforderten Empfindéchkeid Nachweis-
grenzen zu erreichen [2,3]. Die Zugabe von Salzen lasst sichhjedoch andere Anreiche-
rungstechniken umgehen. Im Falle der kryogenen Anreicherung werelémetiessierenden
Analyten aber auch das Losungsmittel Wasser in einer Art ,Kilgilf(,Cold Trap®) vor der
Injektion gesammelt. In analoger Weise lassen sich auch Adsemente z.B. Aktivkohle,
verwenden, mit deren Hilfe die Analyten aus der Gasphase gefikeden. Thermisch wer-
den diese wieder reversibel von der Oberflache entfernt und afissidiehromatographisch
analysiert. Dieses Verfahren stammt urspringlich aus der rgmalytik von fliichtigen
organischen Verbindungen (VOC) [4,5] und wird z.B. fir den forensischen Nachwei
Brandbeschleunigern verwendet [6].

Kommerziell bietet Perkin-Elmer einen Probengeber mit ,Trap“-Rankan, der nach dem
0.9. Prinzip der Adsorption funktioniert. Es handelt sich um einen umggbdiS 110
Headspace-Probengeber, der Uber eine beheizbare Anschlussmigdiichéme mit Adsor-
bens gefullte Quarzglaskapillare verfugt. Zusatzliche Gaséodées sorgen daflr, dass aus
dem Gasraum des Probenbehélters die Analyten auf das Adsoribspsiiiart werden, dort
mit Tragergas vom LOosungsmittel Wasser befreit werden (,PDrg8 und durch Einschal-
ten der Heizung bzw. Umschalten des Tragergasstromes in Riclhitengsdule gebracht
werden [7,8].

Im Rahmen dieser Arbeit soll nun gezeigt werden, welche V@rige , Trap“-Funktion im
Vergleich zur statischen HS-GC bringt. Die Empfindlichkeit idalibrierung stellt dabei ein
wichtiges Mal3 fir die Prazision und Richtigkeit der analysieBegleitalkohole dar. Bei der
praktischen Anwendung zeigt sich allerdings auch, wie komplex eliét€parameter (Fliel3-
geschwindigkeiten, Split-Einstellungen, Saulendimensionen, etc.) voneindnindergen und
welchen Einfluss Salzzusatze und Matrix auf die Empfindlichiagien. In der Regel gilt es
jedoch, die niedrige Begleitalkoholkonzentrationen neben einer groRen Ethanolkatiaentr
gesichert nachzuweisen.
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Material und Methoden
Material

Es werden nur wassrige Kalibrierstandards verwendet, um ein&eMbtrarkeit zwischen der
»1rap“-Methode und der HS-GC ohne ,Trap“ zu gewahrleisten. Zusanmiteeiner Blind-
probe werden 5 Kalibrierstandards untersucht. Die Analysen werdieinem Perkin-Elmer
HS 110 Trap Headspace-Probengeber und einem Perkin-Elmer AutoSgstechroma-
tographen durchgefuhrt. Neben einer 0,53 mm ,Wide Bore" Kapillarsaitleiner Lange
von 30 m (DB-Alc2, J & W Scientific) wird ebenfalls eine 0,32 mm Stesstaule mit einer
Lange von 25 m (CP-Wax, Varian) eingesetzt. Das Probenvolumen in denFP20brhgefa-
Ben betragt 1 ml, zu dem 0,1 ml interner Standard gegeben werden. AlerirfS&andard
wird tert. Butanol und Tetrahydrofuran (0,01 %) benutzt. Bei den Messungen, drap*“-
Modus wird 1 g NgSO, zur Steigerung der Empfindlichkeit den Proben zugegeben. Im
»Trap“-Modus wird auf die Zugabe von Salzen verzichtet.

Methoden
Beladen der Falle Injektion ins GC
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Abb.1: Schematische Darstellung der zwei wichtigségbeitsschritte im ,Trap“-Modus. Beladen der Eall
Zunachst wird das ProbengefaR erwarmt, mit Trageggfiillt und durch Offnen des Ventils gelangen die
Analyten in die Falle, wo sie adsorbiert werdenrdbueine zusatzlichen Tragergasstrom (,IsolatioowF)
gelangen keine Analyten in das angeschlosseneriiktibn: Durch Erwarmen der Falle auf 300 °C werden die
Analyten wieder vom Adsorbens gelost und durch @rgas, das durch die Falle gespult wird, zum GC
transportiert.

Im Vergleich stehen 3 unterschiedliche Methoden: Zum Einen disisthe HS-GC mit
Zusatz von Salzen, des Weiteren der neue ,Trap“-Modus mit ein@miyb Kapillarséaule
und schliel3lich der , Trap“-Modus mit einer 0,32 mm Kapillarsaule.

Die klassische HS-GC-Analyse ohne ,Trap“-Modus wird mit der 0,53Kapillarsdule iso-
therm bei 35 °C durchgefuhrt. Zwischen Transferkapillare und Trennsiute injektor ein
»Zero-Dilution Liner* geschaltet; ein Stromverhéltnis von 1:10 @ptit verbessert dabei die
Auflosung der Signale. Die Detektion erfolgt mit einem FID. Brebengefal3e werden mit
einem Tragergasdruck von 120 mbar bei 70 °C fur 18 min temperiert.
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Im ,Trap“-Modus (Abb. 1) wird ebenfalls die selbe 0,53 mm Kapillamsawdrwendet. Der
Tragergasdruck im Probengeber und im Probengefald betragt 130 mb&eiDidie dem
System zur Erreichung des Gleichgewichts gewahrt wird, dgtetri@derum 18 min bei 70 °C.
Die Temperatur der Falle betrdgt beim Beladen 40 °C und bleibender ,Dry Purge”-
Phase konstant. Wahrend dieser Phase wird fir 16 min Tragerghsddei Falle gespult, um
die hohen Wasseranteile von der Aktivkohle zu entfernen. Im nachfolgendsorpbe
onsschritt wird die Temperatur in der Falle auf 300 °C erhdht und rhagéir 0,2 min mit
einem Druck von 160 mbar in FlieR3richtung zur Trennséaule durch die fesitéilg Die Ein-
stellungen des GC andern sich nicht und er wird wiederum mit einem Split von 1:lidemd e
Ofentemperatur von 35 °C isotherm betrieben.

Fur die 0,32 mm Kapillarsaule sind hohere Tragergasdriicke notwendig, dPnoli@ngeber
und Probengefal® wird ein Druck von 160 mbar vor dem Beladen der Fallgte2euder
Desorption der Analyten von der Aktivkohle wird flr eine Zeitspanne von 0,2imiDruck-
puls von 185 mbar in Flie3richtung zur Transferkapillare generiertg&ehromatographi-
sche Trennung wird mit einem Temperaturprogramm durchgefuhrt tégtadratur 35 °C,
Endtemperatur 70 °C, Heizrate 1,0 °C/min).

Die statistische Auswertung der Kalibrierungen wird mit demgfRmm Igor Pro (Wave
Metrics Inc.) durchgefuhrt; es eignet sich hierfir abgrhajedes andere wissenschatliche
Analyseprogramm, wie z.B. Origin. Fur die Bestimmung der Naidgrenze nach
DIN 32645 anhand der hyperbolischen Toleranzgrenzen um die Kalibriergeratiesin
Vertrauensniveau von 0,99 (Signifikanzniveau 0,01) eingesetzt. \Wdrigdge Vorschriften
fur die Qualitatskontrolle analytischer Messungen finden sich auch in [9,10]

Ergebnisse
Aufbau einer neuen ,Trap“-Methode

Ausgehend von der klassische HS-GC-Methode wurde direkt eine neue-Metipdde ent-
wickelt. Dabei wurde lediglich der Probengeber HS 110 Trap arbestehende GC mit der
vorhandenen Kapillarsaule angeschlossen und die Tragergasparamegpassindgzie Metha-
nol-Kalibrierung in Abb. 2 zeigt bei der Verwendung der AktivkohlefaieVergleich zur
vorherigen Kalibrierung eine deutliche Zunahme der Empfindlichkeit.
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Abb. 2: Vergleich der Methanol-Kalibrierung nachr dalten” HS-GC-Methode inkl. Salzzugabe mit der
~Trap”-Methode. Durch den Einsatz des Aktivkohleaitens kann auch ohne Zugabe eines Salzes die
Empfindlichkeit um den Faktor 1.5 erhdht und dieeMaeisgrenze um den Faktor 0.5 erniedrigt werden.
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Diese signifikante Verbesserung kann zwar nicht fur alle untetesn@nalyten erreicht wer-
den, jedoch erfahrt durch den Einsatz der Falle keine der o.g.tAmaine schlechtere Wie-
derfindung als bei der klassischen HS-GC.

Weiterhin zeigen die Konfidenzbénder in Abb. 2, dass allein eine verteeEsapfindlichkeit
mit einer Verbesserung der Nachweisgrenze einhergeht.

Die gewonnenen Vorteile der ,Trap“-Methode sind allerdings authNachteilen verbun-
den: Im Probengeber mussten fur den ,Trap“-Modus zusatzlichgengasleitungen verbaut
werden, die sehr sensibel auf Druckeinstellungen reagieren und dakkii$hche nach den
optimalen Betriebsparameter schwieriger gestalten alsldérestatischen HS-GC. Wie das
Chromatogramm in Abb. 3 zeigt, wird auch die Wahl einer geeigritaeiilarsaule einge-
schrankt. Die Verwendung der Kapillarsaule mit einem Innendurclemess 0,53 mm
(,Wide Bore®) fuhrt zu einem starken ,Tailing” der Signale.
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Abb. 3: Chromatogramm eines Kalibrierstandards. Zziblen beziehen sich auf folgende fliichtige Sutzsta:
Acetaldehyd (1), Methanol (2), Ethanol (3), Acef{d), Propanol-2 (5), Propanol-1 (6), Butanon-2 g)tanol-
2 (8), 2-Methyl-1-propanol (9), Butanol-1 (10), Remol-2 (11), Pentanol-3 (12), 2,3-Methyl-1-butaifd8),
Pentanol-1 (14). Durch die verzogerte Desorptiomkenan deutlich eine Verbreiterung der Signal zbenén
Zeiten (,Tailing") beobachten.

Dieses ,Tailing” resultiert aus dem verzégerten AufheizerAdisorbensfalle, und kann auch
durch die kurzfristige Erhdhung des Tragergasflusses wahrend derpbD&ssphase nicht
kompensiert werden.

Optimierung der Gaschromatographie fur den Einsatz mit der Adsorbensfalle

Um dem Problem des ,Tailing”“ zu begegnen, wird eine andere IKiggille mit einem klei-

neren Innendurchmesser von 0,32 mm eingebaut. Dadurch kénnen hdhere Driicke und Tra-
gergasflisse im HS-GC-System erreicht werden, die eirmyerte Freisetzung der auf der
Aktivkohle adsorbierten Analyten ausgleichen und die Injektion somiegsern. Abb. 4

zeigt ein typisches Chromatogramm mit der 0,32 mm Standardksfilla: Das ,Tailing"

konnte minimiert werden und die Signale der einzelnen Analyten sindsanéinander
getrennt. Aber auch hier wird der Vorteil wiederum durch einerntéderkauft: Die Analy-

sezeit erhoht sich signifikant, so dass schnelle Analysen ni@gliah sind. THF musste als

neuer interner Standard eingefuhrt werden, da tert. Butanol bei wéhlgen Kapillarsaule

das Methanol-Signal zu stark tberlagert.
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Abb 4: Chromatogramm mit normaler Varian CP-WaxCH Saule (25 m x 0,32 mm,; Schichtdicke 1,2 um). Im
Vergleich zur Kapillarsaule mit 0,53 mm Querschnittisen die Signale eine symmetrische Form auf, ein
»Tailing” wird nicht beobachtet.

Trotz der langen Analysezeiten erweist sich diese Methodgehlsrobust und &ul3erst pra-
zise. Abb. 5 zeigt das Histogramm der absoluten THF-Flache von rZélessungen.
Innerhalb einer Messreihe schwankt die Signalflache des int8taadards im Mittel nur um
2 %. Durch die symmetrische Verteilung steht auch fest, dass &eizer signifikanten
Akkumulation der Analyten auf dem Adsorbens kommt. Dennoch sollte mindegde
zehnte Messung eine Blindprobe sein, um Verschleppungen ausschlie3en zu kénnen.
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Abb. 5: Histogramm der THF-Signalflache von 27 Einzessungen. Das Maximum der angepassten Gaul3-
Funktion befindet sich bei 750000, die Halbwertibrbetragt 17000 (2 %).

Abb. 6 zeigt beispielhaft fur die untersuchten Analyten eine typische Beat#alibrierung,
bei der ein Bestimmtheitsmal’ von 0,99995 und eine Nachweisgrenze von O,@rreiciit
wird. Damit ist auch Uber einen breiten Konzentrationsbereich einelhodaritat und eine
niedrige Nachweisgrenze gesichert.
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Abb. 6: Pentanol-2-Kalibrierung im Bereich 0 bis @/l dargestellt mit hyperbolischen Konfidenzb&mde
(R?=0,99995, %c=0,07 mg/l bei einem Signifikanzniveal=0,01).

Diskussion der Ergebnisse

Mit den dargestellten Ergebnissen kann gezeigt werden, da¥&diendung einer Adsor-
bensfalle oder , Trap“ im Bereich der Begleitalkoholanalytik dunshiire Berechtigung hat,
zumal dadurch die Probenvorbereitung stark vereinfacht werden kann. Die Zugaladzeon S
zur Steigerung der Empfindlichkeit wird somit unnétig und eine ertteblVeranderung der
Probe bzw. Probenmatrix wird somit umgangen. Im Gegensatz zofdkossierung ist bei
der Adsorptionsfalle der apparative Aufwand wesentlich geringer. Adasrbensmaterial
bietet zusatzlich die Moglichkeit der optimalen Anpassung an didy#yaso dass gezielt
bestimmte Substanzen oder Substanzklassen untersucht werden konnesgeimsa®& zur
vergleichbaren Headspace-SPME, bei der nur kleine Glasfasen@apilavendet werden
[11], wird durch die groRere Adsorbensmenge auch eine grol3evepfidesflachen erreicht,
so dass eine bessere Anreicherung und langere Standzeiten realisiert ki@men.

Zusatzlich kann kondensiertes Wasser oder Losungsmittelreste derghudge Dry“-Funk-
tion entfernt werden. Dabei wird bei niedriger Temperatur (Raupeeatur) die Adsorbens-
falle mit Tragergas gespult. Loésungsmittelsignale und Untergausdhen werden dadurch
verringert.

Literatur

[1] Bonte,Begleitstoffe alkoholischer Getrank&chmidt-Romhild, Libeck, 1987.
[2] Machata, Blutalkohol 7 (1970), 345 — 348.

[3] Schulz, Teske, Gilg, Aderjeat al, T+K 72 (2005), 85 — 89.

[4] Dewulf, Van Langenhove, Atmospheric Environment(8397), 3291 — 3307.

[5] EPA, Volatile Organic Compounds by GC/MS, U.S. Eanmental Protection Agency, Office of Solid
Waste, SW-846 Method 8260B, Rev. 2, 1996

[6] LennardFire Cause and Fire Debris Analysis3" Interpol Forensic Science Symposium, Lyon, 2001.
[71 Grecsek, Perkin-Elmer Application Note 007483-0102

[8] Griffith, Perkin-Elmer Application Note 006810-03004.

[9] NIOSH,NIOSH Manual of Analytical Method3. Aufl., DHEW Pub. Nr. 84-100, 1987.

[10] DFG, Analytische Methoden zur Prufung gesundheitssctideli ArbeitsstoffeDeutsche Forschungsge-
meinschaft Verlag Chemie, 1985.

[11] Pawliszyn, Anal. Chem. 75 (2003), 2543 — 2558.



