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Einfuhrung

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
(PAK) stellen eine Substanzgruppe dar, aus der
zahlreiche Vertreter als potentiell krebserre-
gend angesehen werden [1]. Aus diesem Grund
sind die Kontrolle und Regelung dieser Sub-
stanzen von besonderer Wichtigkeit. Die Euro-
paische Union (EU) hat strenge Grenzwerte fir
die wichtigsten Vertreter dieser Analytklasse er-
lassen, die es strikt einzuhalten gilt. Die Liste
dieser sog. prioritaren EU PAK umfasst 15 Sub-
stanzen, die Ublicherweise noch um eine 16.
Substanz erweitert wird, die ebenfalls im Ver-
dacht steht, krebserregend zu sein (sog. 15+1
EU PAK) [2]. Von diesen 16 Substanzen wiede-
rum sind vier mit Grenzwerten versehen. Je
nach Lebensmittel und Konsumentengruppe
bewegen sich diese Werte zwischen < 1 pg/kg
und 50 pg/kg [3, 4].

PAK gelangen typischerweise durch Verarbei-
tungsprozesse ins Lebensmittel. Beim Braten,
Frittieren, Rauchern oder Résten konnen PAK
durch unvollstandige Verbrennung oder Pyro-
lyse gebildet und nachfolgend im Lebensmittel
detektiert werden. Aber auch Dieselabgase o-
der Umweltquellen kdnnen fir die Kontamina-
tion einzelner Produkte verantwortlich gemacht
werden.

Methodik und Gerateaufbau

Wahrend die Bestimmung von PAK in vielen Le-
bensmitteln unproblematisch ist, kann sie in ei-
nigen Produkten Uberaus schwierig sein. Be-
sonders die Existenz PAK-ahnlicher biogener
Substanzen oder groRer Mengen an Emulgato-
ren kdnnen die Analytik erschweren.

Die PAK-Detektion erfolgt generell mit Hilfe
chromatographischer Trenntechniken auf Basis
der Flissigkeits-(HPLC) oder Gaschromatogra-
phie (GC). Die Kopplung der GC mit massen-
spektrometrischer Detektion (GC-MS) ist je-
doch als Methode der Wahl anzusehen. Beson-
deres Augenmerk ist dabei auf die Probenvor-
bereitung zu richten. Aufgrund der notwendigen
Empfindlichkeit muss mit einer hohen Lebens-
mitteleinwaage gearbeitet werden, aus welcher
die PAK extrahiert werden mussen. Hierbei ist
allerdings darauf zu achten, neben den PAK
nicht weitere Substanzen zu extrahieren, die die
Analytik verfélschen oder im schlimmsten Fall
die teuren Analysengerate beschadigen kon-
nen.
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Die CHRONECT Workstation PAK basiert auf
der imPAHct-Methode (innovative multidimen-
sional PAH cleanup technology), welche eine
schnelle manuelle Probenextraktion mit einer
mehrdimensionalen chromatographischen Auf-
reinigungstechnik kombiniert, die vollautoma-
tisch erfolgt [5]. Der erhaltene Extrakt wird da-
raufhin online mittels GC-MS(/MS) analysiert,
wodurch das finale Probenergebnis nach Ein-
stellen der Probe ins System nach 45 min zur
Verfligung steht.

Die Workstation baut auf der seit Jahren be-
wahrten LC-GC-Technologie von Axel Semrau
auf. Der LC-Teil dient hier der Probenvorberei-
tung. Die nachgeschaltete Uberfiihrung des
Probenextraktes in die GC-Dimension ge-
schieht mittels eines sogenannten Large-Vo-
lume-On-Column-Transfers. Hierzu wird das
CHRONECT LC-GC-Interface genutzt.

Die eigentliche Probenaufreinigung geschieht
in einem zweistufigen LC-Prozess. Nach Injek-
tion der Probe durch den xyz-Roboter, wird die
Probe von allen Substanzen befreit, die polarer
als PAK sind. Dazu wird eine unbelegte Kiesel-
gelsaule im Normalphasen-HPLC-Modus ein-
gesetzt.

Die aufgereinigte PAK-Fraktion enthalt jedoch
noch zahlreiche interferierende Substanzen,
die mittels einer zweiten LC-Dimension abge-
trennt werden muissen. Dazu wird eine soge-
nannte  T-Donor-Akzeptor-Chromatographie
eingesetzt, die selektiv m-elektronenreiche Sub-
stanzen anreichern kann. Der so erhaltene
PAK-reiche Probenextrakt wird dann, wie zuvor
beschrieben, in den Gaschromatographen
Uberfihrt und mittels klassischer GC-MS(/MS)-
Analytik aufgetrennt, detektiert und quantifiziert.
Fir den HPLC-Teil des Systems wurden bereits
erfolgreich klassische Baugruppen der Firmen
Agilent, Knauer und Shimadzu verwendet.
Ebenso ist die Verwendung ublicher GC-MS-
Systeme, wie von Bruker o.a., moglich. Kern-
stick zur Steuerung und Zusammenfihrung
der einzelnen Module stellt die Steuersoftware
CHRONOS dar. In Kombination mit dem LC-
GC-Interface koordiniert CHRONOS alle Sub-
systeme, damit sie zur richtigen Zeit die richtige
Aktion ausfihren, und dies unabhangig vom
Datensystem der einzelnen Geratehersteller.
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" CHRONECT LC-GC Interface
® CHRONECT Robotic Autosampler mit 85
cm-Achse

= Software CHRONOS
" CHRONECT LC-GC-Interface

" Agilent 1260 Infinity Il HPLC (Pumpe und
VWD)

= Bruker EVOQ GC-TQ oder Agilent MSD
5977B

" Alternativ kann ein System aus Komponen-
ten des Herstellers Shimadzu aufgebaut
werden (LC-40 und GCMS-QP2020 NX)

Probenvorbereitung

Alle Proben mussen vor der eigentlichen Mes-
sung aufbereitet werden. Je nach Probenmatrix
ist dies einfacher oder komplexer gestaltet.

Manuelle Vorarbeiten an der Probe kénnen
durch Anwendung der imPAHct-Methode auf
ein Minimum reduziert werden. Abbildung 1
zeigt den Ablauf der Probenvorbereitung in Ab-
hangigkeit der Lebensmittelgruppe. Speisedle
kénnen meist nach Verdinnen direkt einge-
spritzt werden, wahrend andere Lebensmittel in
10-15 min vorbereitet sind.
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Ergebnisse

Zur Etablierung einer zweistufigen LC-Proben-
aufreinigung war die Entwicklung einer speziel-
len Ventilschaltung von Néten. Abbildung 2
zeigt exemplarisch das Resultat. Mit nur vier
HPLC-Ventilen kénnen alle nétigen Schaltun-
gen vorgenommen werden. Tabelle 1 fasst alle
relevanten Aktionen zusammen.

Zur Demonstration der Leistungsfahigkeit des
Systems wurde eine Kalibriergerade fur
Benzo[a]lpyren im Bereich zwischen 0,04 —
4 ug/kg angelegt (s. Abb. 3). Weiterhin wurde
eine zuvor mit Aktivkohle behandelte Kakaobut-
ter mit 0,05 ug/kg PAK dotiert. Alle 16 PAK
konnten eindeutig mit einer Wiederfindung von
Uber 85 % detektiert werden. Somit sind alle
wichtigen Vorgaben der EU-Richtlinie 836/2011
erfullt [4].

Abbildung 4 zeigt einen Ausschnitt des extra-
hierten lonenchromatogramms besagter Ka-
kaobutter. Auch anspruchsvollere Lebensmittel
wie Gewlirze kénnen mit der beschriebenen
Methode analysiert werden. Es wurde zum Test
Pfeffer sowie Amaranthdl aufgearbeitet und
vermessen. Wahrend Pfeffer reich an atheri-
schen Olen ist, weist Amaranthdl etwa 10 % an
olefinischen Kohlenwasserstoffen auf, die be-
kannt daflr sind, mit PAK chromatographisch
zu interferieren.

Abbildung 5 zeigt fir beide Proben Chromato-
grammausschnitte, in welchen Ublicherweise
mit Matrixstérungen zu rechnen ist. Jedoch
kann hier eindeutig belegt werden, dass nur
noch die gewinschten Analyten sichtbar sind.
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Abbildung 1: Ablaufschema der manuellen Probenvorbereitung [5].
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Abbildung 2: HPLC-Ventilschaltung [5].
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Tabelle 1: Schaltungsvorgange wahrend einer PAK-Analyse [5].

Zeit [min] Aktion

0.00 Injektion auf die Kieselgelsaule

0.00 — 2.00 Abtrennung der PAK & Olefine von restlicher Matrix
2.00 - 5.00 Transfer der PAK-haltigen Fraktion von der Kieselgel- auf die mr-1-Saule
5.00 — 10.00 Abtrennung der PAK von den Olefinen

ab 10.00 Start des Backflushes der m--Saule

13.10-14.10 Elution der PAK-Fraktion von der m-mr-Saule ins GC-MS
bis 20.00 Backflush der m-mr-Saule zur Matrixentfernung

20.00 — 29.00 Backflush der Kieselgelsadule zur Matrixentfernung
29.00 — 34.00 Re-aquilibrierung der Kieselgelsaule in Vorwartsrichtung
34.00 — 40.00 Re-aquilibrierung der m--Saule in Vorwartsrichtung

pak-auswertemethode_170728.mth: Bruker GC-MS.40: Benzo[a]pyren
Internal Standard Analysis
Curve Fit: Linear, lgnore, 1/X
Resp. Fact. RSD: 15.40%, Coeff. Det.(r2).0.999882
y = +0.3516x -0.0081
Level 1, Replicate: 1, Deviation: 12 33%
Replicates 111 1 1 1 1 1

1264

1.004

0.75

0.50+

a~rm vV T eNT®n FeoT

0.25

0.00-{25

" 2 3 4
Amount / Amt. Std. (ua/kg)

Abbildung 3: Kalibriergerade fur Benzo[a]pyren im Konzentrationsbereich 0,04 — 4 ug/kg.
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Abbildung 4: Extrahiertes MS-lonenchromatogramm einer auf 0,05 ug/kg dotierten Kakaobutter. Alle dotierten
PAK sind frei von Interferenzen und eindeutig identifizierbar.
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Abbildung 5: MS-Chromatogrammausschnitt einer Pfeffer- (oben) und Amaranthoélprobe (unten). Besonders im
Bereich von Benz[a]anthracen (BaA), Cyclopenta[c,d]pyren (CpP), Triphenylen (TP), Chrysen sowie Benzo[b]flu-
oranthen (BbF) und Benzo[a]pyren (BaP) kann es zu starken Matrixinterferenzen kommen.
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Zusammenfassung

Die CHRONECT Workstation PAK ist in der
Lage, die strengen Grenzwerte der PAK-Analy-
tik fur die 16 regulierten EU PAK kontrollieren
zu konnen. Je nach GC-MS-Detektionssystem
sind Nachweisgrenzen haltbar, die um den Fak-
tor 100 niedriger liegen als die europaischen
Grenzwerte fir PAK in Sauglingsnahrung
(1,0 ug/kg) [3]. Ermoglicht wird dies durch im-
PAHct, einer schnellen manuellen Extraktion
gepaart mit einer effizienten mehrdimensiona-
len chromatographischen Probenaufreinigung.
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imPAHct und die CHRONECT Technische Anderungen vorbehalten
Workstation PAK ist eine Ent- Axel Semrau GmbH & Co. KG

. Stefansbecke 42
wicklung von Axel Semrau. 45549 Sprockhével
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