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About Eurofins L& eurofins

Mit einem jahrlichen Umsatz von tUber
3 Milliarden Euro und mehr als 45.000
Mitarbeitern an Uber 650 Standorten Iin
45 Landern, ist Eurofins Scientific eine
International fuhrende Labor-Gruppe, mit
einem einzigartigen Angebot an Analyse-
und Service-Leistungen fur die Pharma-,
Lebensmittel-, Umwelt-und
Konsumguterindustrie.
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Campus Hamburg 2017 L& eurofins
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Allgemeines zur LC-GC
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Allgemein
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= LC-GCist die Kopplung von HPLC und GC, weniger um die
Aufldsung zu erh6hen, sondern mehr, um manuelle

Probenvorbereitung zu ersetzen (“heart-cut”).

= Die HPLC hat die Funktion
der Aufreinigung, Proben-
vorbereitung und Vortrennung.

= Der Analyt wird aufkonzentriert

und per large volume injection
in die GC uUberflhrt.

[mV]

[mV]

32

25

17

10

16

12.6

9.2

58

24

HPLC-UV

8 \ 9 12 15 [min]

GC-FID

(=]

% 48 6o [min]

3. AnalytikTag im IUTA




Allgemein -::%' eurofins

Erste Berichte / Forschungsaktivitaten in den friithen 1980er
Jahren. Majors, RE J. Chromatogr. Sci. 1980, 18(10), 571-579.

= Konrad Grob aus Ziurich veroffentlichte zwischen 1987 und heute
unzahlige Artikel in Fachzeitschriften tber die LC-GC.

= 1989 kam ein kommerzielles System auf den Markt.

= Seit 2010: Die Herausforderung der Untersuchung von Mineraldl
als Kontaminante in Lebensmitteln hat dazu geflihrt, dass viele
Routinelabore sich ein LC-GC-FID-System angeschafft haben.
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Allgemein -::%' eurofins

Typische chromatographische Elutionsreihenfolge von Lipiden auf
Kieselgel:

|1 MOSH/MOAH, PAK, Steradiene
1|:u:|—- 6 Ste“ne 10
j 2 4 ?/
sn—: ] 8 4]
au:u—: 3
)
R L LJUU\ )i I

(1) Kohlenwasserstoffe, (2) Wachse, (3) Sterinester, (4) TAG, (5)
Fettalkohole, (6) Fettsauren, (7) Sterine, (8) 1,3-DAG, (9) 1,2-DAG,
(10) MAG
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Steringehalt und -profil
(LC-GC-FID)
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Sterine L& eurofins

= Hydroxygruppe in Position 3

= Verschiedene Methylierungsgrade .

in Postion 4 maoglich

24
29

25

26

= Doppelbindung in Position 5 oder 7 (= A5- oder A7-Sterine
bzw. beil Fehlen Stanole)

= Weitere Doppelbindungen an Position 22 und 24 madglich

= FUr die Prufung auf Identitat und Authentizitat werden die
Desmethylsterine (keine Methylgruppe in Position 4)
untersucht.
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Sterine L& eurofins

Fett/Ol einwiegen

E

Unter Riickfluss kochen und verseifen

IS0 12228-1 150 12228-2
und ADCS Ch 6-91 Qnd COIfT.20/DOC. NO 30

Abtrennung des Unverseifbaren Abtrennung des Unverseifbaren
mittels Aluminiumoxidsaule mittels fl-fl-Extraktion
- v
Abtrennung der Sterine von Begleitstoffen mittels DC
-

Abkratzen (!) der Sterine von der DC-Platte, Analyse via GC-FID
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Sterine
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Fett/Ol einwiegen

.

Unter Ruckfluss verseifen

.

Unverseifbares auf grolRer Alox-Saule
abtrennen

.

Abtrennen der Sterine von
Begleitstoffen per DC

.

Abkratzen (!) der Sterinfraktion von
der DC-Platte

-Verseifung

- Trennung auf LC-53ule

- Transfer auf den GC

.

Analyse via GC-FID
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LC-GC &% eurofins
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Sterine L& eurofins

Saule Kieselgel, 2.1x250 mm, 5 um
Eluent (Trennung) n-Hexan/2-Propanol (98/2)
Eluent (Backflush) MTBE

A5 + A7 sterols

Backflush Equalibration
o] j 3 <€ ><€
I H ‘z H . H ‘ . | ‘{L‘—T
Time [mn]

Trennung von A5- and A7-Sterinen theoretisch moglich
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Sterine
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Voltage

50

32 75 Cholestanol

45

40

35

35,44 Campesterin
36,40 Stigmasterin

437 d7-Stigmastenol

— C:\Clarity\LC-GC_GC\Data\Sterine\20120514\SampleA-2011-1-01 - FID

3 g £ £ I I 7 5
o % LA A S L N T T = e et ¢ 1
34 36 38 40
Time
Typisch fur Sonnenblumendl: A7-Sterine
Sterolic composition of main seed oils according to Codex Alimentarius.
Rapeseed Safflowerseed Sunflowerseed
oil (low Safflower- oil (high Soyabean Sunflowef- oil (high Peanut Maize  Grapeseed
erucic acid) seed oil oleic acid) oil seed oil] oleic acid) oil oil oil

Cholesterol ND-1.3 ND-0.7 ND-0.5 0.2-1.4 ND-0.7 ND-0.5 ND-3.8 0.2-0.6 ND-0.5

Brassicasterol 5.0-13.0 ND-0.4 ND-2.2 ND-0.3 ND-0.2 ND-0.3 ND-0.2 ND-0.2 ND-0.2

Campesterol 24.7-386 9.2-13.3 8.9-199 158242 6513 5.0-13.0 1.019.8 16.0-24.1 7.5-14.0

Stigmasterol 0.2-1.0 4.59.6 2989 14.9-19.1 6.0-13.q 4.5-13.0 4-13.2  4.3-8.0 7.5-12.0

beta-sitosterol 45.1-57.9 40.2-50.6 40.1-66.9 47.0-60.0 50.0-70.p 42.0-70.0 47.4-69.0 54.8-66.6 64.0-70.0

delta-5-avenasterol 2.56.6 0.8-4.8 0.2-8.9 1.5-3.7 ND-6.9 1.5-6.9 .0-18.8 1.5-8.2 1.0-35

delta-7-stigmastenol ND-1.3 13.7-24.6 3.4-16.4 1.4-5.2 6.5-24. 6.5-24.0 ND-5.1 0.2-4.2 0.5-3.5

delta-7-avenasterol ND-0.8 2.2-6.3 ND-8.3 1.0-4.6 3.0-75 ND-9.0 ND-5.5 0.3-2.7 0.5-1.5

Others ND-4.2 0.56.4 4.4-11.9 ND-1.8 ND-5.3 3.595 ND-1.4 ND-2.4 ND-5.1

Total sterols (mg/kg) 4500- 2100- 2000- 1800- 2400- 1700- 900- 7000- 2000-

11300 4600 4100 4500 5000 5200 2900 22100 7000

ND not detectable

[min.]
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Steradiene
(LC-GC-FID)
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Steradiene L& eurofins

= Wahrend der Raffination von Fetten und Olen (ab 200 °C; ab
120 °C in Anwesenheit von Bleicherde).

= Kommen natiirlich nicht in Fetten und Olen vor.
= Gehoren zur Klasse der Kohlenwasserstoffe.

- Perfekter Marker fiir den Nachweis einer industriellen Raffination!

Sl
R

desmethyl sterol steradiene

Quelle Abbildung: Crews et al. (1999) J. Chrom. A, 847, 179-185.
DOI: 10.1016/S0021-9673(99)00349-0
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Steradiene L& eurofins

Standardmethode (z.B. AOCS Cd 26-96, ISO 15788-1)

Einwaage 20 g 0|
v
Zugabe 1 ml ISTD
v
Zugabe 75 ml einer 10 %igen ethanolischen KOH-Losung
v
30 Minuten unter Riickfluss kochen
v
Uberfiihren in Scheidetrichter
v
Zugabe von 100 ml Wasser und 3 x 100 ml Petrolether, Ausschutteln {dreimal wiederholen)
v
Vereinigte Petroletherphasen dreimal mit Ethanol/Wasser (1/1) waschen, eindampfen
v
Riickstand tiber Magnesiumsulfat trocken, in 2 ml Hexan aufnehmen
v
Auf eine Glassdule geben (45 cm x 2,5 cm; 15 g Kieselgel)
v
Mit Hexan eluieren, die Fraktion 30-70 ml auffangen
v
Eindampfen, in 200 pL Hexan aufnehmen, GC-FID-Messung
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Steradiene
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Umsetzung LC-GC

Einwaage 1,5 g Ol

v

Zugabe 100 pl ISTD

v

Zugabe n-Hexan ad 5 ml

k4

HPLC-GC-FID

3. AnalytikTag im IUTA

20



Steradiene L& eurofins

[1] 3,5-Cholestadiene (ISTD)

Rafflr?.lertes ~ 50.000 pg/kg [2] 3,5-Campestadiene
Rapsol 2 [3] 3,5-Stigmastadiene
[?] 3,5,22-Stigmastatriene

[?] 3,5,22-Brassicastatriene

v
C:\Clarity\LC-GC_GC\Data\Stigmastadien\20150123\096677_3 - FID 1

1
~ 50.000 pg/kg

0,24

015
[_
=

0,0
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Steradiene L& eurofins

Voltage

17,232 min. 12,0my
=
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Wirtschaftlichkeit
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Wirtschaftlichkeit &% eurofins

= Probenvorbereitung fur Sterine und Steradiene ahnlich komplex
bzw. aufwendig, wenn man der offiziellen Methode folgt.

= Erfahrenes Personal (Laborant, TA) schafft 6-10 Proben pro Tag
(praktisch 100 % Mitarbeiterbindung).

= Einarbeitung langwierig, durch viele einzelne Schritte
fenleranfallig.

= LC-GC schafft ca. 30 Proben / Tag, Mitarbeiterbindungszeit etwa 1
Stunde. Aber: Qualifikation muss erhdht werden.

= Wandel in den letzten 10 Jahren: Mitarbeiter sind viele Aufgaben
losgeworden bzw. Aufgaben brauchen viel weniger Zeit
(, Nasschemie”, Datenauswertung, DatenUbertragung).

= Wandel in den nachsten 10 Jahren: Schnellere Durchlaufzeiten,
kleinere Analysenserien, Zusammenwachsen der Softwarewelten.
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Ausblick
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Ausblick
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Applikation: PAK in Lebensmitteln
HPLC-UV

LC-GC Interface

GC-MS

uv
detector

Silica GC-MS

column

TCPIP
column

Waste

Quelle: Nestola et al. (2015) Anal. Chem., 87, 6195-6203.

DOI: 10.1021/acs.analchem.5b00825
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Zusammenfassung L& eurofins

= LC-GC ist sehr vielfaltig, Kombination diverser Selektivitaten (LC
bzw. GC) sowie des Detektors moglich.

= Hochspezifische Analysemethoden mit hoher Empfindlichkeit sind
maoglich.

= Starke Vereinfachung der Probenvorbereitung.

= Geschlossenes System, selbstreinigend

» Daumenregel: Alle Methoden in der Fettanalytik, bei denen die
Analyten auf polaren Festphasen bzw. in unpolaren fllissigen
Phasen selektiv aufgereinigt werden kdnnen, lassen sich in eine
LC-GC Methode tbersetzen.
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Zusammenfassung L& eurofins

Typische chromatographische Elutionsreihenfolge von Lipiden auf
Kieselgel:

| 1

100 6 10

T 4 L,
40 L - LJUU\ A . JLL.

20

(1) Kohlenwasserstoffe, (2) Wachse, (3) Sterinester, (4) TAG, (5)
Fettalkohole, (6) Fettsauren, (7) Sterine, (8) 1,3-DAG, (9) 1,2-DAG,
(10) MAG
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