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Abstract 
 

   The key aroma compound of scented rice identified as 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) 
has been reported by many researchers that it was present in rice grain and some processed food 
products at a very low concentration level, 0.01-3.0 ppm. As a key index for evaluation of 
aroma quality of rice, a fast and accurate quantitative method for determination of 2AP in a 
large numbers of rice samples is essential. In this research, methods for quantification of 2AP in 
rice samples including grain, leaf and spikelet were investigated and developed. These 
developed methods which have not been reported for their uses in 2AP quantitative approach 
divided into four analytical procedures. Three of them employed currently available techniques 
for extraction and subsequent chromatographic analysis utilizing analytical instruments. 
Whereas in the last simplified method, colorimetric technique was employed in order to 
minimize instrument cost.  
   The first quantitative method for 2AP in rice samples developed in this study 
comprised solvent extraction using acidic solution followed by re-extraction into organic 
solvent, dichloromethane, before subjected to analysis by gas chromatography (GC) with 
flamed ionization detection (FID). It has advantages over the conventional method which 
emphasized on the use of steam distillation for extraction of the rice volatiles prior to GC 
analysis that heat associated in extraction step was eliminated, less complexity of the extract 
obtained, less amount of rice sample required as well as less analysis time. In the second and 
third methods,  two techniques of gas extraction, so called headspace sampling, for extraction of 
the rice volatiles were employed; static headspace sampling automated with GC-FID and solid 
phase microextraction (SPME) prior to GC-FID. The automated static headspace GC-FID was 
proved as rapid and suitable for routine analysis. These methods reduced sample extraction and 
preparation steps and the chemicals as used in the wet extraction were excluded thus considered 
environmental friendly. The fourth method for quantitative analysis of 2AP utilized a specific 
chemical reaction between 2AP and a reagent producing a color product. Amount of 2AP in the 
sample was determined by measurement of the color intensity using a UV-Visible 
spectrophotometry.  
  Each developed method was validated and their applications to quantification of 
2AP in some aromatic and non-aromatic rice samples were performed. Analytical efficiency 
and applicability of these developed methods were comparatively evaluated.  
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0�"��������	�
�/��
�� 
����

��7�-�+�����#
��	����	����"�
�����������
$%"
)��
�)�� -�#!�"�#��2�����������"��
�8	�#��2

�+��D ��7�-�+ ‘0�+���’ �	:9� ‘���’ -�# ‘������’ ���������2����������
��6��"����	�'(

$������:�2�	����
�"�� �3���

��7
�
��6��"����9��
��6�!	�+�	���0�+�����*# :"�����6	3������9��


��6���������*#0���%� A9���#��2������������#
��	0�"�97	�
%+��2�����	��<�
���$%"
)��
�)��
�+�	�7	 

�+���
�/��0�"�����&9�1�����

���
���2���!�"�������!	
��6��"������97	 ��
0�"�������#
'��(

����������
���
�/����������#
�
���!�"����	�������"�������	�'(�+��D -�#�������%�	(�	�����:

�#2'������"�����
�����������	���
(�����2�2���������'��+������������"��0�"-�"� �9�0�"�����

	3�
��	�����
���	�7	����#
'��(
�/�������������������
��6���	�'(�"�� ��
���������������

�����������+�� �3�!�"�����#
��	�'�*��������������	�'(�"���%�$��!	��#2�	������2��'�

��	�'(�"��������	+�
)/��:/�-�#������:%��"�����
����97	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��� 2.1 ������"�����
������ 2-acetyl-1-pyrroline 

  
 
  !	�B �.& 1982 Buttery -�#��#

[1]
 0�"��
��	����"	�2����#
�
�������!�"����	���

!	�"���'��'�
�8	���7�-�� ��"����2�����:���%�	(����	-�#�#2'������"�����
���0�"�+�
�8	��� 2-

acetyl-1-pyrroline (�%� 2.1) ��#$%"����
�����+��
��0�"��
��	�+�������	�7�2��7�!	��	�'(�"�����

-�#��	�'(�"��0�+���2����	�'(
[2]

 �����	�2!	�/)�/�	D 
)+	 !2
�

[3]

 �3����2!	
��6��"�� �2�+�

��������+���#������N�
%+!	��	�'(�"�����!	��������������+���	�'(�"�����0�+��� A9���"����	�'(���

����#�� 105 �����#
�&0�
�6
�8	��	�'(�	9�������#����
	�7!)"����� -�#�2�+������������ 2-

acetyl-1-pyrroline !	��������������D ��2��	�'(�"������/�	D 
)+	��	�'(�������A� (Milagrosa) 

-�#2������ 370 (Basmati 370)
[1,2]

 *�
����0�"����
��	���&9�1�-�#
/	
�	�+� 2-acetyl-1-

pyrroline 
�8	���(��#��2�	9��!	�����������"�������	�'(�������#�� 105 �"�
�����������	0�	73�

-�#��
���#�(�"�

��	�� GC-MS 	�����	�7
��0�"���%�	(�+� 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	����������

��2$��)�2�+�����	�������"����	�'(�������#�� 105 ����  ��
��#$%"����
0�"�3�������
���#�(��� 

N C  

O  

CH3    
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2-acetyl-1-pyrroline -�#	3�����#��
!		73������������+���������
�"��"	�#��2
��
���2���0�"��

��
��	0�-�"�
�����!	�"������'��'���	�'(0�+��� ���	�7		3�����
+���"�������+��0�����2����	

�����������;�	 (sensory evaluation by panel analysis) ��"����2����2����	�������#��
 2-

acetyl-1-pyrroline !		73�2���'���, �2�+�$%"����2��+� 80% 2���+�����	�������
+���"�����
���

����#��
 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	����	����"���������#�� !	��#���$%"����2��#��� 60% 

2���+�����	�������#��
 2-acetyl-1-pyrroline ������	
��/�	�"���������#��
[4]

 A9��-���!�"
�6	

�+� 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	����������������3�����+�����	�������"���������#�� 105 ���� 

��
��'���$%"����2�3�	�		"�
��+����
/	
�	�+�����#��
 2-acetyl-1-pyrroline ������	
��/�	����	���

�"������#��	�7	 
	/����������	����"���'�
�8	����	����������	������(��#��2
����/�	D !	�"��

�"�
 
)+	 ����	���-�Q��'� A9��������&9�1���
��#$%"����
	�7
��0�"��
��	�+�����#
�
���
����97	��/�

���
%+
���!	
��6��"��-�#�#
�
�����	�7	�������+� 140 ��� �
+��0��6���!	�3�	�	����#
�


��7����	�7��2�����
�+�	�7	���������	 -�#!	�3�	�	������������	��7����	�7	 �6��
��
��+�		"�
���������


�"��"	�������/�����	������	�7	������-�� (aroma value) ������#����������+�����	��
������

����
+��)	��	�7	 

  ��������	73��	����
��'���3�	+��#���+�	�3�!�" 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	�����������:

�#
�
0�"�+�
����*��#�'��*%������ ������&9�1�
���
���2�#��2����-���������	������	�7�2�+�

�+����
�"��"	��3�����'�����������:0�"��2����	
�/�����	�7�#��
!		73�	�7	
�+���2 0.1 nL/L
[5]

 ���	�7�9�:%�

����
%+!	��'+���������2�2���3������� (aroma impact compound) �
+��0��6��������������'

0	���
�	�
%+!	��
��'��3�!�" 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	����������2�������7� (polarity) -�#�+�	0�

����*��
2� A9���'���2���	�7
������3�!�"���	�7�����:
9�
��#�
%+!	
	/7��������/�����
+���/)0�"

��
��	�#�
%+��2���(��#��2���
����/�	D 
)+	 -�Q� ��/����0���	 -�#0�+�#
�
��������	��

!	�*��#�'��*%��������/��'��*%����3� 

  	�2��7�-�+����"	�2������ 2-acetyl-1-pyrroline !	�"���'��'�
�8	�"	�� �����	!�

���	����)�����"�	�����
���
���2���&9�1���������0� �����	�'���2���������	�70�"����97	
�8	

�3���2 �	0�"����
��	�������

$
-��+������
+����"������
���
���2����"	�2 2-acetyl-1-

pyrroline !	����
+��������/�	D �����
���
)	�� ��
��7����
�8	��������$+�	��#2�	���-��

�%���
���!�"�����"�	  ������������
��	�2 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	���(��#��2!	�+�	

�#
�
-�+0�+0�"��2�2���3�����+�����	�������� ����
+��
)+	 �"��������	2���'��#�K��
[6]

 �	�

�C��"�������2
[7]

  ���2
[8]

 �	��C����2
[9]

 
	/7�����'"��"��'�
[10]

 ��	>�����"��'�
[11]

 
��6��#�+���2
[12]

   

	73���	��
	����
[13] 

�������-�#�����-R�������
[14]

 
	/7�����'"��#
�!��+�"��'�
[15]

 -�#	�$���+��

��	
	

[16]

 
�8	�"	 �+�	���������2 2-acetyl-1-pyrroline 
�8	���(��#��2���������2�2���3����

�+�����	��
�����������	�7	 0�"-�+ 
	/7��"���%�'�
[17]

 -�Q��"������'�
[18]

 
$/���"��'�
[19]

 -�#-R�

���0�2�
��
	
[20]

   



 7

  !	-�+���
����"�	�����	�7	 2-acetyl-1-pyrroline 0�+0�":%�����
%+!	��'+�������
����97	

�������)���!	����� 
	/�������������2���0�+0�"$+�	��#2�	���!�"�����"�	�+�	!��+����0�+

�2���	�7 !	��#���
�/��$+�	���!�"�����"�	 
)+	 
�/��	3��	��C�0��2��/��ST� �#������	���-�#

�2�+���  2-acetyl-1-pyrroline 
����97	!	��������������:������
���#�(0�"  	����)�����"�	�����

0�"��
��	�+�  2-acetyl-1-pyrroline 
����97	!	����������#2�	������
��
��+� Maillard Reaction 

(�%� 2.2)
[21]

 A9��
�8	�=�����
��#��+������#���	-�#	73����!	�#��+����������0�"��2�����"�	 

$���*��H(���0�"��� Maillard Reaction �����
��#
*�-�#����3����0�"-�+ �����	73���� (brown 

pigments) ��/������'+� Melanoidins  -�#���!�"����	 (flavour substances) )	���+��D 

 �������-�"����$���*��H(��#
*����!�"����	���
�������=�����
���#
*� Maillard 	�7��

���
)	��-���+����	0����)	���������#���	-�#	73�������
�8	�����7��"	 �3����2 2-acetyl-1-

pyrroline 0�"����
��	���
��������
�	��+�
�������=�����
���� glucose -�# proline (��/� 

ornithine) ����
%+!	����� 
�/�������	�7	0�"��2�����"�	!	
������
���#�� A9���3�!�"
���������


��� glucose 0�"
�8	���������� (intermediate) ����3�����/� 2-oxopropanal !	��#
��
���	����#

���	
���������
���
)+	��	��
�=�����
����
��
��+� Strecker Degradation 0�"$�$���
�8	 1-

pyrroline ���!	�%� 2.3 (�)  ���	�7	 2-oxopropanal 
�"��3��=�����
���2 1-pyrroline A9����
�#
��
�

��7	��	��/���0�����=�����
�	�7	
��0�+-	+)��-�#0�"����
��	
�	�0�"�����+��	9����0� ��0��	9��

���0�"��
��	0�"-���!	�%� 2.3 (�) 
[22]

  
   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
  ��� 2.2 -$	*��-����=�����
� Maillard ���!�"$���*��H(
�8	���!�"����	 
     (flavour substances)  
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H2N-(CH2)3-CH-COOH

NH2  

NNH2  
CHO 

H2O  
Strecker degradation

ornithine 1-pyrroline    
 
 
 

 
 
 

 ��� 2.3  (�) Strecker degradation ��� ornithine 0�" 1-pyrroline  

  (�) ���
��� 2AP ����=�����
���� 1-pyrroline -�# 2-oxopropanal 
 
 

  �
+��0��6�����#	������
2����'+����
	"	&9�1�
���
���2-��+������������!�"�������

!	�"�� 0�+
�6	�"�
��2�"�
�	�-	#����+� 2-acetyl-1-pyrroline 
����97	!	�"����� Maillard Reaction 

!	�B �.&. 1996 Lorieux -�#��#
[23] 

0�"��
��	
)��������(�+� ������"	�2
�	���
�8	�����2�'�

�������!	��	�'(�"����� -�#0�"�����&9�1�
���
���2
�	�������!	�"�������	�'(�+��D �
+��

-��+���
 	�����	�7
������
��	�2�+� 2-acetyl-1-pyrroline 
����97	-�#�#���
%+0�"!	�'��+�	���

�"	�"��
�
�"	������
[23]

 �����
��	�����+��
��+�	�7��#��2��2������ Maillard Reaction 
�8	

�=�����
�����"���������"�	��
���
��"��
��� ���	�7	�"���'�
���
���2���
����97	��� 2-acetyl-1-

pyrroline !	�"	�"�����0�+
���
��"����
�����2 Maillard Reaction �9�������
�8	0�0�"�%����  

 ��
��	���&9�1��/�	-�"0�+0�"&9�1�
���
���2-��+��������� 2-acetyl-1-pyrroline !	

�"����
��� -�+$����0�"�	�2�	'	�"�
�6�����
���
���2���
����97	��
����)���!	�"	�"��������	�7 

2AP

2-oxopropanal

1-pyrroline 

�) 

�) 
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)+	 �����
���#�(������ 2-acetyl-1-pyrroline !	
��6��"����2 (raw rice) ���!)"���������������"�


����#��
����+�	-�#����3��#��
��	���
(����'��*%���"��
[4,24]

 �2�+�����
�"��"	��� 2-acetyl-1-

pyrroline !	
��6��"����	�'(�������#�� 105 ��

<���
���+������+����
�
����
��	�� ��7�	�7

��#$%"����
!�"
��'$��	9���+� �����������-22
�����
!)"�����"�	 
)+	�������	�"�
0�	73� ��/����

�'��"��-�"�
�62
��0��#
�
����
���#�(	�7	 ����+�!�"
���������
��� (degradation) ��� 2-acetyl-

1-pyrroline 0�" ��
��	
�/��0�+	�	��	�7�����
��	�	9��
[25] 

 �2�+��"	��"��"����	�'(�������#�� 105 

�����:��"�� 2-acetyl-1-pyrroline 
�����97	0�"������
�������#���	2��)	����!	-��+������ A9��

0�"-�+ proline, ornithine -�# glutamate (�������#���	 7 )	�����!)"�����) -�#�2�+����0�"��2 

proline �3�!�"�"	��"��"����"�� 2-acetyl-1-pyrroline 
�����97	0�"�������'� �/���#��� 3 
�+����

����
�"��"	������
%+
���!	�"	��2�'����0�+0�"
�������#���	��!	-��+������ ��#$%"����
	�7�9�0�"

��'��+� proline 
�8	 precursor ����3���������#2�	������
���#�( 2-acetyl-1-pyrroline !	�"	�"�� 

-�#������&9�1��9���0�:9�����"	��-�#�=�����
�������
���#�( 2-acetyl-1-pyrroline !	�"	�"��

�����#$%"����
��'+�	�7 
��0�"�2����+� N !	�� pyrroline ��� 2-acetyl-1-pyrroline 	�7	����� N 

�������#���	 proline (Pro) -�+ C !	�+�	��� acetyl group 	�7	0�+!)+ C !	 carbonyl group ��� 

proline ���-���!	�%� 2.4 	�����	�7����2 2-acetyl-1-pyrroline !	�/)�/�	D 
)+	 !	!2���
�


��	�'(��� (Pandanus amaryllifolius Roxb)
[3,26]

 -�#!	!2-�#���)�	�� (Vallaris glabra 

Ktze)
[26]

 �6	�2
�8	���-��+��"��%���������:�	�2�	'	���
����97	�������)���!	�/)��� 2-acetyl-

1-pyrroline 0�"
�8	�
+���� 
 
 
 
 
 
 

 
  
 ��� 2.4   -	��������=�����
����
��� 2AP ��� proline ���-���!�"
�6	�+�  

   N ��� 2AP 	�7	����� N !	��
��'���� proline 
 
 
    ���&9�1�������!	�"��!	�#
#-��	�7	

[27-30]
 
	"	���&9�1�!	�"������'��'� ����������


��������#
'��(!)"�3����2
��	�������������#
�
���
��6��"�� �9��3�����
%+���
��	���������	�"�


0�	73� �2�+��"����	�'(�+��D ���0�"	3���&9�1�	�7	�������� 2-acetyl-1-pyrroline ���-���+����	0� 

-�"-�+�"����	�'(
��
���	���&9�1���
	������
�	�#��'+� �2�+�������������
�"��"	��� 2-acetyl-1-

pyrroline !	
��6��"��0�+
�+���	 A9����
��'�	9��	+��#
��������������
��/��	�����7	��	-�#

�������!	�����
���#�(!	-�+�#�"���=�2������ -�+�
+��0��6���
������
��'����3����������
��#��� 


)+	 ���1�#
��6� ��
' -�#�������
�622���'���-���+����	 A9��
�8	�C���
����2�+���*�
�����+���

2�2���3��������3�!�"����
�"��"	�����������/�����#
�
�/�	D  !	
��6��"����	�'(
��
���	���

N
H O

OH 
N

CH3 

O

Other metabolites  
Pro
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-��+������%�
��
���		�7	������-���+����	���0�0�"
[31,32]

 	�����	�7�*��#������
��#��%� 
)+	 

���1�#�/7	��� �*����	 	73� �'��*%�� ����)/7	 -�#����
�"�-�� �6	+��#
�8	�C���
�����$���#�2�+�

������������!	�"��
)+	��	      

  
��	�������������������������!	�"�� 
�/����#
��	�'�*������������


��6��"��
�+����0�"����
��	���	:9��C��'2�		�7	 
	"	�����
���#�(��������� 2-acetyl-1-pyrroline 


�8	���� ��7	��	�����
���#�(���	�7���
�8	���
����2!	-������)����	�7	!)"�������
��� ��
�+�	!��+


�����������������������
��6��"�� ���	�7	��
���#�(��������"�

��/����/����
�����
���#�( 


��/����/����!)"��
���#�(�����������������0�"��2����	�
�
�8	�+�	!��+�/� gas chromatograph 

(GC) 
	/������ GC 
�8	
��	�����
	"	�����
���#�(����#
�
��

<��# �
+��0��6��������3����

����������!	�����
���#�(���
�������#�
%+�����7	��	!	�����������������
+�� -�#���
���
����

�����+�	�����
���#�(�"�

��/����/�
�8	�+�	!��+  

  ������	�����������
�����
���#�(�3����2�������� 2-acetyl-1-pyrroline !	
��6�

�"��!	)+��
����2�B���$+�	��	�7	 �9������
����
	-�����

	"	!	�+�	���
��	��������� 2-acetyl-1-

pyrroline �������
+���"��
�8	�+�	!��+ 
���������
��	�������
��� Yajima -�#��#
[33]

 A9��0�"

��
��	���&9�1�����#
�
!	�"����	�'( Koshihikari ��
��������'��"���2	73�-�#
�620�	73���������

�#
�
�	������������+�0� ��������	�7!)"*�)	#�	��!��+ 50 ���� -�#!)"����
+���"�����7��# 

6 �������� �3���������A73� 8 ���7� ���-�"�!)"�"����7���� 48 �������� �9�0�"���������������:

	3�����
���#�(�"�

��	�� gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) -�#�2�+������

�#
�
��+��"�
)	�����
�8	���(��#��2!	�����������"����	�'(�����+�� ��#	������

���	�7�+���0�"

�3����&9�1�����#
�
!	�"�������	�'( Kaorimai
[34]

 ��
�3���������
)+	
��
���2��	�'( 

Koshihikari !)"����
+���"�� 60 �������� ��������
���#�(�"�

��	�� GC-MS �2�+�������#
�


��+��"�
)	�����
�8	���(��#��2!	�������
)+	
��
���	 -�#
�/��
���
2
��
2���(��#��2!	���

��������"�������	�'( Kaorimai �#�����(��#��2�����+���	�'( Koshihikari -�+!	���&9�1����

�#
�
!	�"����7������	�'(	�7 
��0�+����
��	����"	�2��������2�2���3�����+������������"�� 

    �+��������
���#�(����
�"��"	������ 2-acetyl-1-pyrroline !	����������
��6�

�"�� 0�"���	���:9����!)"
��	�����-
����-22��������"�
0�	73�-�#����3��#��
��	���
(-22 

�+�
	/��� (steam distillation and continuous extraction) ��
���!)")'��������-22 Likens-

Nickerson
[35]

 ������ Buttery -�#��#
[2]

 0�"�3����&9�1���-�"� ����	�7�������"������
+��
��6��"�����

!)"!	�������-�+�#���7�����
��/� 500 ����  

  �������������� 2-acetyl-1-pyrroline !	����
+���"������+��D 0�"�����������97	

�����
��#$%"����
��'+�
��
���	 !)"��������������-�#
��	�������
���#�(-22
���
[36,5]

 -�+!	���

��������7�����	�70�"�����
������#�����*�������
���#�(�"�
 GC-MS ���!)" capillary column �3�

!�"$������
���#�(�"�
 GC-MS ����#�����*��-�#!�"�*��0� (sensitivity) ������97	 �9������:��

�������"������
+��
��/�
��
� 200 ���� -�#0�"��
��	�����
���#�(
)�����������������!	
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��	�'(�"�����-�#��	�'(�"��0�+��� ��
!)"�����������;�	*�
!	����� collidine (2,4,6-trimethyl 

pyridine) 
�8	�������;�	*�
!	 �2�+��"��������
��0�+0�"����� �#�������� 2-acetyl-1-pyrroline 

�
%+!	)+�� 0.1-0.2 ppm -�#�"����������-�"� �
%+!	)+�� 0.04-0.09 ppm -�+�"�����0�+����#��������

	"�
��� �/�!	)+�� 0.006-0.008 ppm �
+��0��6�������������
+���"���3�	�	 200 ����	�7	 

	�2
�8	������������ -�#
�8	�'������3����2	�����2��'���	�'(!	���$����"��
�/������2����

���   

 Tanchotikul -�# Hsieh
[37]

 0�"���2��'��'����(������������� 2-acetyl-1-pyrroline 

���!	
��6��"�� ��
!)"
��	��
����/���������"�
0�	73�-�#����3��#��
��	���
(-22�+�
	/��� -�+

0�"���-���)'��������-22 Likens-Nickerson !�"���	��
�6�����
���#��2��������������
+��

�"��!	������ 1 ����
�+�	�7	 
�/��!�"�#���-�+	�����2��'���	�'( -�+�
+��0��6�������������0�"��

��������������� 2-acetyl-1-pyrroline �������
�"��"	��3���� �9��"����&�

��	����
���#�(�����

��#�����*��-�#����0��%��97	 0�"-�+ 
��	�� selected ion monitoring/high resolution gas 

chromatography/mass spectrometry (SIM/GC/MS)  

 ���������
���#�( 2-acetyl-1-pyrroline !	
��6��"�����!)"
��	���������-220�+!)"����

�"�	0�":%����	��97	
�8	���7�-����
 Mahatheeranont -�#��#
[24]

 
�/����
���#�(������ 2-acetyl-

1-pyrroline !	�"����	�'(�������#�� 105 ���
�8	����
+���"�������2 (raw rice) ���-��+��+��D !	

��#
�&0�
 ������� 2-acetyl-1-pyrroline !)"���������������"�
����3��#��
 ��

����������

!)"����#��
����+�	�����"������
+�� ���	�7	�����+���!	����3��#��
��	���
( 
)+	 

dichloromethane �+�	�����
���#�(�"�
 GC ���������������
�8	 flame ionization detector (FID) 

A9���2�+�
�8	����������!�"��#�����*�������
���#�(����� �����:���	�!�"�����:�������������  

2-acetyl-1-pyrroline !	����
+���"��������
�8	��#
*��"�����0�"��
!)"����������
+��	"�
����'�


��
� 0.1 ���� ���!)"�����	()	������������3�
��#��2�����
���#�(���!	��'+�
���	 (CP-WAX 

51 for amine) -�+��
����0�-�"�����������
+���"�����
���#���
%+!	)+�� 1-10 ���� ���&9�1�	�7

�2�+�����
+���"����"���"����"����	�'(�������#�� 105 ���!)"�����������������
�"��"	������

��� 2-acetyl-1-pyrroline ��#��� 0.3 ppm  	�����	�7$��������

��0�")�7!�"
�6	�+� 2-acetyl-1-

pyrroline !	
��6��"��	�7	0�+0�"
������ Maillard Reaction ��/��=�����
����A�
�)�	!	�#��+��

��7	��	�����������������'+�	������
�+�	��7��"����
��0�" 
���#��������"�
����#��
�3�����'��*%�� 

�"�� -�#������������"�
����#��
���
��
�8	�������0�"���	��97	
�/��!�"���
���
�����
+��������

�#��� ���
�6���+������������	�"�
0�	73�A9��
�8	�������
�
0�"��2����	�
����+�	 ��7�������"�
��
!	-�+

������
���������
�/��0�"��2�����"�	-�#���!)"
���!	��7	��	�������	�"�
0�	73�	�	��+� 3 )���

���  

 �
+��0��6�������������
���!	����������-�#�������� 2-acetyl-1-pyrroline !	

����
+��
��6��"��	�7	 	+��#0�"��������	�0�����	0�"��������������#�����*������97	 -�#�����:

	3�����#
'��(!)"0�"����2�����"�����!	�����
���#�(����
+���"���3�	�	��� 
)+	 !	��	�'(�"��
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�%�$�����0�"�����#2�	������2��'���	�'(�"�� �����������
	�7�9�0�"���-	�����������

�/�����	�

��������������-�#��������������!	�"�� ����������
������0�"��������	��97	-2+�
�8	 3 �������	�7: 

1. ������	��������������
%+
���!�"����#�����*��!	����������-�#��������  2-acetyl-1-

pyrroline !	����
+���"��0�"���97	 ��

	"	������������"�
����3��#��
-�#��
���#�(�"�
 

GC ���������������
�8	 FID (��
�#
��
�!	2���� 4) 

2. ������	��������!��+�����#
'��(
��	�����������2�%+��2�����
���#�(�����&��
*�� -�#


��0�+0�"����
��	���	3�����#
'��(!)"��2����������-�#�������� 2-acetyl-1-pyrroline 

!	����
+���"�� 0�"-�+ �����
���#�(����#
�
!	�*��#�F�A
�	/�����
+�� (headspace)  

��
����"�

��	�� headspace sampling ����+���2��2 GC (Headsapce Gas Chromato-

graphy : HS-GC) -2+�
�8	 2 �������
+�
 
2.1 Automated static headspace GC-FID 
2.2 Solid-phase microextraction (dynamic headspace) -�# GC-FID 

(��
�#
��
�!	2���� 5) 

3. ������	�����������
����
+���+�
!	����������-�#��������  2-acetyl-1-pyrroline !	

����
+���"�� ��
!)"���������� colorimetry �����&�
���
����=�����
�����������	!� (2-

acetyl-1-pyrroline) ��2��
�
�	�(���
���
�"�0� 
���
�8	$���*��H(������� ���	�7	�������
�"�

��������
����97	-�#
��
2��
�8	��������� 2-acetyl-1-pyrroline !	����
+��0�" 

 (��
�#
��
�!	2���� 6) 
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�++�, 3  

�(
�������2+*��*'�7
�*����+���89 (gas chromatography) 
 
 

 -�F�����������EB (GC)  	�2
�8	
��	�����������
���#������'�!	���!)"-
�-�#

��
���#�(���(��#��2���������'���2���
�8	�#
�
!	������� -�#
	/���������!�"����	�+�	!��+

���
�8	����#
�
 
��	�� GC �9�:%�
�/��!)"
�/��&9�1�
���
���2������!	�"�����	:9��C��'2�	 ���

���0�"��+����-�"��+�����������0�"���������� 2AP �������
+���"��	�7	 0�+0�"�� 2AP 
�8	

���(��#��2
��
�!	�������	�7	 ���(��#��2��	���
(�/�	D !	
��6��"���6�����::%����������

0�"
)+	��	 ���	�7	������������+���#�"��$+�	��7	��	���-
����(��#��2�+�	����#�����:

��
���#�(��������"��-�#����������������	!�0�" 

 GC 
�8	�%�-22�	9�������#2�	���-
�����������������EB ��
�������������EB

�'��%�-22
���
��"����2���-��+��#��
 (distribution)  ��/����-2+��+�	 (partition) �����
��'�

��������#��2!�D !	��=*�� (phase) ���-���+����	�����=*�� ��=*���	9��
�8	��=*������� 

(stationary phase) -�#�����=*���	9��
�8	��=*��
��/��	��� (mobile phase)  ���-��+��#��
��/�

���-2+��+�	�����
��'���������#��2!�D �#��+����=*����7�����#-���+����	0� �97	�
%+��2

-����#�3���/�����#��
�������( (relative solubility) ������	�7	!	-�+�#��=*�� 
�/����� 

��#��2!	���$������"�����-
����(��#��2
��/��	���$+�	��=*������� ��
����=*��
��/��	���

	3���0� �����#��2-�+�#����#:%�
�	��
���7��"�
-�+�#��=*�����	"�
-���+����	0� -�#


	/�����������#��2-�+�#���	�7	��-����#�3��+���=*����7������=*��-���+����	 �9��3�!�"���

���(��#��2-�+�#���	�7	
��/��	���0������=*��
��/��	���!	�����
�6�����+����	 
)+	����%� 3.1 ��� 

A �����:
���-����#�3���2��=*�������0�"����+���� B  ��� A �9�
��/��	���0������=*��
��/��	���

!	�����
�6������3���+���� B ��������� A -�# B �����
��/��	������-���+����		�7 �9��3�!�"��� A -�# 

B -
���������	0�"  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
��� 3.1  ���-
�������$�� A -�# B !	�#22����������EB 

�
:;�**�+�,A+B 

A B 

�
:;�*2*(3,��+�, 

0 
2�(� (��+�) 
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��/���-�F�����������E �����(��#��2�/7	;�	-2+�
�8	 3 �+�	 �+�	-��
�8	:��

2���'-�F��� (carrier gas) ����3��	"����
�8	��=*��
��/��	��� �+�	������
�8	�"����2�'��'��*%�� 

(oven) �����)+��<����� (injection port) �����	( -�#���������� (detector) �����7��
%+*�
!	��"�����

��2�'��'��*%�� -�#�+�	�'��"�

�8	�#22
�62-�#��#���$��"��%� (data processing and storage) 

���-���!	�%� 3.2 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��� 3.2  �+�	��#��2�������
��/���-�F�����������E 
 
 

 -$	*��!	�%� 3.3 -�����
�#
��
�����#22 GC ���)��
�	�97	 ���-
����(��#��2

�"�

��/��� GC 
�������-�F��� (carrier gas) A9���3��	"����
�8	��=*��
��/��	���0��������:��2���'

-�F� (compressed gas cylinder) ������	���-�F����������:��:%���2�'��"�
������2������	 

(pressure regulator) 
�/��
�S����(� (valve) -�F��#0��$+�	������� (filter) 
�/���3��������)/7	-�#

����
�/��	�/�	D �+�	����#
�"��%+�"����2�'��'��*%�� (oven) ���)+��<����� (injection port) 

 
�/���������
+��:%�<��
�"�0�!	)+��<����� (injection port) ��
!)"��#2��<�� (syringe) 

)	�������
�6�<�����
-��� �������
+����������:�#
�
0�"!	�'��*%������3��	��#:%��3�!�"�
%+!	

�*��#-�F�!	)+��<�����A9����7��'��*%��0�"�%���+��'�
�/���������'��������"�������
���#�( ���	�7	

�������
+��!	�*��#�F�A���:9�����3��#��
��/�����
�/��	����#
�
0�" �#:%���!�"0��
�"�0�!	

�����	( (column) �"�
-�F������0��
�"����
%+����
��� ��
��'�������!	�*��#�F�A�#$+�	
�"�

0�!	�����	(-�#
������-
��97	 
	/������
���!	���
��/��	���2	�����	(������-�+�#���	�7	0�+


�+���	��������+���� 
�/�������������	(���-�+�#����#:%���
�"��%+���������� (detector: FID) ���


��/��� GC ���!)"������������ 2 )	�� -�F���-�#�����������������	(�#:%��3�!�"-
�
�8	 2 ���

�"�
���-
� (split) 0�
������������-�+�#�����"��D ��	 ���������$�����������������#:%��+�

�+�0�
��
��/�����#���$�-�#
�62�"��%� (CPU)  -�#-���$������!	
�8	���E���������	�(

�#��+��
��� 2	-�	 X ��2������������ (signal) ���0�"����������������-�+�#
���2	-�	 Y 

���E�����+��
��
��+� “�������-���” (chromatogram) 
 

��

� 
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   ��� 3.3  ��
�#
��
�������(��#��2���
��/���-�F�����������E 
 
 
 
 �����#
'��(
��	�� GC 
�/�������
���#�(
)���'�*��-�#������������!�D �
+����

��#�����*��	�7	 �*��#����+�	��#��2�+��D ���
��/����#�"��:%���7�0�"�
+��
���#�� A9�� 

�3�
�8	�"��������
�"�!�:9��	"��������+�	��#��2����3�������
��/��� GC ����+�0�	�7 
 
� -�F��� (carrier gas)  

 -�F����3��	"����
�8	��=*��
��/��	������������
+�����:%��3�!�"
�8	0���/��
%+!	�*�	#

-�F�
��/��	�������+�	<����� (injection port) 
�"��%+�����	( !	�#22 GC 	�7	�#�"���������2�'�

��������0�����-�F���!�"�����
��� 
��/��� GC �C��'2�	������#22��2�'���������0�����-�F�

-�+�#)	��-22����	���� (flow controller)  -�F������!)"��	��
����0� 0�"-�+ 0	���
�	 R�
��
� 

���(��	 ��/� 0R���
�	 ��
-�F�
��+�	�7����2������
���#���/� 
�8	-�F�
</��
 0�+
����=�����
���2

�������
+����/�����3��#��
��/�
E������ 
�8	-�F���������-��+	"�
-�#�������
��'���3� ����0�+

-�� �����:�����0�"�+�
-�#������2���'���,�%� -�#����3��������'��/� �"��
�8	-�F����
���#��

�3����2!)"��2���������� (detector) ����"�����0�" 
 
� �����	( (column)  

 �����	(
�8	�+�	����3��������'�!	���-
�����"�

��	������������EB *�
!	�����	(

����=*�������2���'�
%+ ��
��N*����������:�	#
�8	0�"��7����-�6�-�#���
��� ���2���'��N*��

�����0�"!	�����	(�����
���1�#�"�
��	 �
+��0��6���
�/��0�������$������������
+��:%���
�"�

��!	�����	(������
�"�	�	9��A9���+��
%+��2)+��<����� (injection port) ���-
��#
����97	!	�����	(


	/��������������
��/��	���������0�����-�F������-���+����	������-�+�#)	�� �+�	���
���

�"�	�	9����������	(�+��
%+��2���������� �����	(���!)"��	�
%+����0�!	 GC 	�7	�� 2��#
*��/� 

Chromatogram 
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 - �����	(-22-�6� (packed column)  

 -2+�
�8	 2 )	�� �����0����-
������/��:�	#�����N*��������/������	(-22���(

��)�	 (partition column) -�# �����	(-22�%�A�2 (adsorption column) �3����2�����	(-22���(��

)�	
�8	�����	(���2���'�"�
�	'*�����-�6� A9������2���
</��
 (inert solid particle) -�#<�2$���"�


�����	���
(2��)	�����
��
��+���N*�����
��� (liquid phase) �+�	�����	(-22�%�A�2���)	���	9��


�8	�����	(���2���'�"�
�	'*���������%�A�2 
)+	 �#�%��	� -�#A�����
�� 
�8	�"	 

 - �����	(-22���S����� (capillary column)  

  �����	()	��	�7��
����0�
�8	�+����� �	��
�6� �3��"�

��6���"���/�
��6�0�"�	�� 

-�"� ��/� ����(�A (fused silica) ��
�"	$+�&%	
(����*�
!	�#��+�� 0.2 - 0.6 �����
��� *�
!	

<�2$���"�
��N*�����
��� (liquid phase) 
�8	���1�#ES�(�2�� D �����	()	��	�7���������
�� 

15-100 
���  
���#�����1�#�����3�!�"���������	���������	*�
!	�����	( A9���#��$��+�

��#�����*�����-
����	�7	
����97	
��
�
�6�	"�
 ���!)"�����	(
���9��3�!�"��#�����*��!	���

-
����97	�"�
 
�/��!)"�*��#���
���#��-�"������	(-22���S������9�
�8	�����	(���!�"��#�����*��

!	���-
����������'�  
 
� )+��<����� (injection port)  

 ���	3��������
+��
�"�0�!	)+��<��������
��/��� GC 	�7	 ���������-���+����	0��97	��2

�:�	#����������
+�� 
)+	 �������
+�����
�8	-�F��#:%�	3�
�"�0�
��)+��<������"�
��#2��<��

��
&1�3����2-�F� (gas-tight syringe) �+�	���-�6�-�#���
���A9���"���3�!�"�
%+!	�%�����#��


�+�	 �"�
����3��#��
��	���
(������'�
�/����3�-�#0�+�3���
�����	( 
)+	 dichloromethane, 

chloroform, propanol -�# ethyl acetate 
�8	�"	 ���	�7	!)"��#2��<���	�����������3� (micro 

syringe) �����
�6����
-���	3�����#��
����
+��������������-	+	�	
�"�0�!	)+��<�����  

 *�
!	)+��<������������
+���#:%��3�!�"�#
�
���

�8	0��"�
�����"�	 ���	�7	

-�F������0��
�"���2��
���+�	2	���)+��<����� �#��
��0��#
�
����������
+��
�"�0�!	

�����	( 	������	"��������	�7-�"�)+��<�����
�������:�3��	"�����3���2�������������#:%���
�"�0�

�����	(0�"!	��#
��
���	 ���	�7	�9�0�"��������-22)+��<�����0�"���
-22
�/��!�"
���#����2

�����������������	(-�+�#-22�����:��20�" A9���������������
+�������/�	"�

��	0� �#�3�!�"

��#�����*��!	���-
������������	(����0�" �������������
+���9�-���+����	0����)	�����

�����	( 
)+	 �����	(-22-�6� (packed column) ������	��!��+��+������	(-22���S����� 

(capillary column) )+��<��������
���#����2�����	()	��-�6��9�
�8	-22���
��
��+� “On-column 

injection” (�%� 3.4) ��
������
�"�	�	9����������	(���
�"�0�!	��+�����#��������!�"�����"�	 

(heated metal block) ���
�����	(�9����'��*%���%� A9���'��*%��	�7����%���+��'�
�/�����������

�"�������
���#�(�'���� ��=*���������������1�#
�8	
�6�
�6�D 2���'�
%+!	�����	( (GC column 

packing) �#:%��S���7	0�"�"�

�"	!
-�"� (glass wool) 
�/��0�+!�"
�����������#��
�����=*�������

�"�
-�F������0��
�"������)+���"�	2	 (carrier gas inlet) 
�/���������
+��:%�	3�
�"�����
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��#2��<���	��
�6� (micro syringe) 
�6������#2��<��
��
2
�"�������"�	2	$+�	-$+	
�� 

(rubber septum) -�#
�"���:9�*�
!	�+�	2	��������	( -$+	
���#�3��	"������7	0�+!�"
������

����0�����-�F���-�#0�����������
+�� ������)+��<����� �3�!�"-�F���-�#0�����������
+��

0����
�"�0�!	�����	(��7���� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       ��� 3.4   �#22<��������
��/���-�F�����������E  

�. On-column injection   �.  Split-splitless injection 
 
 
 
 !	������������	(-22���S����� A9��
�8	���	�
�!)"��	���!	�C��'2�		�7	 ������������

�����:
�"�0�:%�-
�!	�����	()	��	�70�" 2�����7���������	"�
��+��#��20�������� 
	/������

�����	()	��	�7���	��
�6� �����'	"�
 -�#
�"	$+�&%	
(������������	(
�6���+����

�6����

��#2��<�� �9�0�+�����:	3�
�6�<�������
�"�0�:9�!	�+�	���
�����	(�
+��
)+	!	�������

�����	(-22-�6�0�" )+��<��������
���#��2�����	(-22���S������9�:%����-22!�"
�8	)	�����


��
��+� “Split-splitless injection” ��
���

�6������#2��<����� (micro syringe) �#:%�
��
2


�"�0��	:9��+�	2	����+�-�"����� (glass insert) �	��
�"	$+�&%	
(����*�
	����#��� 0.7 


A	��
��� ����
����#��� 8.0 
A	��
��� ���0�"*�
!	��+�����#�"�	 (heated metal block) 

���
�"�	�+������+�-�"����������
��������	(-22���S������+��
%+ ��
���
��������	(�%�

�"	���
����+�-�"������97	����#��� 0.5 
A	��
��� 
�/���������
+��:%�	3�
�"�0�!	)+��<�����

�"�
��#2��<���	��
�6���
���
��
2
�6�<��$+�	-$+	
��
�"�0� ����#��
����������
+��	�7	�#

:%�
����
	
�8	0�!	�+�-�"�����	�7 ���	�7	0��������#:%�-�F�����!�"0����0�
�����
�"�	�+��

����+�-�"� 
	/�������	����������	(
�6���+��	������+�-�"�������� ����'�	�7�9���)+���+��!�"0�

Heated metal block 

Rubber septum 

GC column packing 

Micro syringe 

Glass wool 

Carrier gas inlet 

Gas insert 

Capillary column 

Septum purge 

Gas exit  
(split outlet) 

�. �. 
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�������
+���+�	!��+0�����0�$+�	���)+�������� (gas exit) ��
�#��
��
�0�����������
+��

������	"�

�+�	�7	���:%���
�"�0�!	�����	( �
+��0��6���������+�	�������������
+��������0�

	���#22-�#���
�"�0�!	�����	( �����:�3���20�"��
�����7��+� ����+�	�������� (split ratio) A9��


��/��� GC �����	���
!	�C��'2�	����#�������7��+�	�70�"��
����	����$+�	������-�����2�'�
��/��� 

�+�����+�	������������#���+������/�	"�
�97		�7	����97	��2����
�"��"	�������#��
������

����
+�� 

 	�����	�7!	)+��<�����-22 “Split-splitless injection” �+�	���-�F����#0��
�"�0�!	

�+�-�"�����
�/��	3�����+�	����"�����
�"��%+�����	(	�7	 -�F����+�	�	9���#0��0�����+��"��-$+	


�� (septum purge) ��
-�F����+�		�7�#����
��0�������
�/��	����������2-$+	
��-�#�#
�


�����
�/��-$+	
��0�"��2�����"�	���0��"�
  
 
� �����2�'��'��*%�� (temperature controller)  

 !	�#22����3���	���
��/��� GC  �3�
�8	����#�"���������2�'��'��*%������+�	��# 

��2����3���� 3 �+�	�"�
��	�/� 

 1. �'��*%�����)+��<����� 

 ��
�"��
�/����/��3��	��'��*%������%���+��'�
�/������������"������#��
���#�(-�#

����#�"���3�	9�:9�������
����������"�
 

 2. �'��*%����������	( 

  �'��*%����������	(�#:%���2�'���
 oven �'��*%����������	(���+�	�3�����
+��

����+����-
��������
+����/� -�#�+� partition coefficient  	��	�/� :"�
�����'��*%����������	(

�97	 �#�3�!�"���(��#��2�����������
��/��	���
�6��97	 )+�
!�"
�����������
���#�(
�6��97	�"�
 !	

��#
��
���	����3�!�"�'��*%����������	(�����#)+�
!�"���-
�������(��#��2�+�� D  ���97	 

���	�7	�9����
�/��!)"�'��*%����������	(!�"
���#���/�!�"���-
������-�#
�����
�	)�	 (retention 

time) 0�+	�	
��	0� 

 3. �'��*%��������������� 

  ��
����0��'��*%����� detector �97	�
%+��2)	����� detector ���
�/��!)" �
+��0��6���

�'��*%����� detector �3�
�8	����#�"���%���+��'��*%����� injection port -�#�����	(
�/���Q����	

���
����C��������2-	+	�������
+��*�
!	 detector 
)+	 ����������)	�� flame ionization 

detector (FID) 
�/�������
$�0��"�#��0�	73�
����97	 
�/���Q����	���
����������	������0�	73����

�#�"����7��'��*%����� detector !�"�%���+� 100 oC 
��� ��

<��#�
+��
���
�/���������
+��
�8	

��������#��2��������	 $�������
$�0��"�#�+�!�"
������$'��+�	0�"�+�
 �*��0���� 

detector �#
��
0��"�
 2�����7������#��2����������
��'�!��+ D ���
$�0��"0�+�+�
��2%��( �3�

!�"
���
��+��'���	*�
!	
E��
�� (flame jet) 0�" �9��"��!)"�'��*%����� detector !�"�%��97	
�/��!�"

���
$�0��"
�����2%��( 
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� ���������� (detector)  

 
�8	�+�	���!)"�3����2����������-�+�#)	�����:%�-
������������	( detector ���
%+

���
)	�� ���	�7	�9������:��#
'��(!)"!�"
���#����2��'+��������	!�0�" !	��	����
	�70�"!)" 

detector -22
E��0���0	
A)�	 (flame ionization detector, FID) A9��
�8	 detector ���!)"��	

��"������!	�����������������#��2��	���
(����0� ����������-22 FID ��-�F�0R���
�	
�8	


)/7�
���� �+�	��#��2��� FID -���!	�%� 3.5  ����%�-�F�0R���
�	-�#-�F�����������	(�#

0���������	-�#0��
�"�0�!	������������
$+�	�97	0����
E��
�� (flame jet) -�#�#:%��'����

0E�"�
�����0EEQ� (flame ignition coil) A9���
%+!��" D  ��2
E��
�� �+�	����&���$+�	
�"�0��3�

�	"��������
+�� �/� )+�
���
$�0��"���0R���
�	-�#)+�
��!�"-�F����
$�0��"-�"�0�����0���2

-�F��� 
�/���������
+������������������	(
�"��%+
���0E�#�3�!�"���
��+�	�7	
���0���	0	
A)�	 

(ionization) 0�"
�8	��
�6����	-�#0���	2�� ��
�6����	�#����0�
��
E��
�� �+�	0���	2���#


��/��	���0�
����
�6����� (collector electrode) 
���
�8	�������97	 -�#:%��+��+�0�
����
�6����

��
���(����3��	"����2�	�9������� ���	�7	�#22�#�3������#���$��"�
������
���(�+�0� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ��� 3.5  ����������������-22 FID 
 
 
� �#22������� 
�62�"��%� -�#��#���$� 

 �C��'2�	�#22������
���(:%�	3���!)"
�/�������2�'�����3���	 
�622�	�9�������

-�#��#���$�!	
���
��
���	 ��
�����-���
<��#
�/����2�'�����3���	��7���� ���	�7	!	���

��
���#�(�������
+����
!)"
��	�� GC �9������:��7��*��#�+�� D ��������
���#�($+�	���-���

�����+�� 
�/���*��#���
��/��� GC ��"���+�����3���	-�"��9�	3��������
+��0�<��
�"���� injection 

port ��/�2�����7����!)"�#22���<�����-22����	���� A9����2�'�����3���	$+�	���-���

������
���(0�"
)+	��	 A9�����<�����-22����	����	�7�#)+�
���"�$������������
����������0�+
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-�+	
3�!	������������������/����
������2
�����������
���#�(����
+�����$%"!)"��0�" 	�����	�7 


�/�����-
�-�#��
���#�(�������
+���	9��D 
��6���7	�� �#22������
���(�����:���2�*��#���


��/��� GC !�"��"���3����2�����
���#�(����
+��:��0�0�"!	��	��� !	��#����������������������

0�":%�2�	�9�0�" ��"���3����2�������!�"��#���$�0�"��	��� 
 
 �������-��� (Chromatogram)  

  
���������-�+�#)	��!)"0�!	���
��/��	�������'�
�����"	:9��'��'��"�
 2	��=*�������

	�7	 -���+����	0�������1�#������"�����
���������-�+�#)	�� -�#
�8	�+�
<��#������-�+

�#��� 
��
�
���	�7�+�
�����
�	)�	  (retention time: tR) A9��������	+�

�8		���  �+� tR 	�7�9�
�8	�+����

!)"!	����#2'������"�����
�������������	!�0�" ��
���
���
2
��
2��2;�	�"��%���/���2
�����


�	)�	����������;�	 �3�!�"
�������:2��0�"�+����(��#��2���:%�-
������	�7	���0�	
�8	

����#0� 

 $����0�"������-
����(��#��2�"�

��	�� GC ��/����
��
��+� “GC chromatogram” 

�����1�#
�8	���E-������������	�(�#��+��
��� (t) ������
��/��	���������2	-�	 X -�#

������������������0�"������������� � 
����	9��D 2	-�	 Y �������
+�� GC chromatogram 

���-���!	�%� 3.6 
�����
�	)�	������ A (tRA) �/� 
��������� A !)"0�!	���
��/��	������

�'�
�����"	:9��'��'��"�
2	��=*���������/������	(	��	
�� �+�	 tM ��/� 
�����
�	)�	���-�F��� 

�/�
������-�F���!)"!	���
��/��	��������+�� 
	/�������#��+��������
��/��	���$+�	��=*�������	�7	 �#


������-��+��#��
�����
��'�������
��� �3�!�"�	������/7	��������'+���
��'��������
�


������-	���������	( ��
�������	�-	+	�����
��'����&%	
(�����������'����-���!	�%� 3.1  


�/����
��'�������	�7�������+�	���
��������	(
�"��%+���������� �#�3�!�"����=��������� 

��
�8	)+��
��� -�#���E���0�"�����1�#���
��
��+� “���” (peak)  �+�
<���
���
�������'�
�����"	���


�6	������������ ��2
����'��"�
���
�6	�������#
�8	�+���#����9������������ -�#
�8	�'����


�6	������2	-�	 Y �������'� �9�
�8	�'����!)"�+�	�+�
�����
�	)�	������ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      ��� 3.6  GC Chromatogram  

AA 
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 ������������������0�"�������������2	-�	 Y  ���+������/�	"�
�97	�
%+��2

��������/�����
�"��"	���������:%��������!	��#	�7	D �3�!�"
�������:
��
2����������/�

����
�"��"	������!�D ��������%����������2	-�	 Y ����'��9������������������	�7	0�" 

�
+��0��6���
	/����������������3�-�	+����	�7	-��������
�8	���1�#��� ���2�����7������

�����%�-���+����	0�0�"!	-�+�#����������7����
�8	���)	��
��
���	-�#��������
�+���	 ��7�	�7


	/��������
��'������������-��+��#��
!	�����	(���	"�
0�+
�+���	 ���	�7	����*��#��������

�	9�� 
�����
�	)�	-��������
�8	)+����"�� (���-��+��#��
�����
��'���������) �����%����

����������6�#����0��"�
  !	��#�������*��#���������	9��!�"
�����
�	)�	������
��
���		�7


�8	)+��-�2 �����%��������������6�#
�����97	
	/�������3�	�	��
��'����������+�
�+�
��� ���

��
���#�(
)���������������9����	�
�!)"�+��/7	���!�"��� (area under peak ��/� peak area) ������

	�7	-�	�����%�������  

 !	����#2'�+�-�+�#���(��#��2���-
�0�"���
��	�� chromatography 
�8	���!�	�7	

�+�	!��+�"�����������;�	)	��
��
���		�7	����
���#�(
���
2
��
2 ��
��&�
��������+����)	��


��
���	�#!�"�+� tR 
�+���	
���
�/��!)"�*��#����#22 GC 
��
���	 ���	�7	������2�+� tR ���

�����#��2-�+�#)	�� �6�����:	3����#2'������"�����
���������(��#��20�" -�+
	/������

2�����7����������2	 chromatogram 	�7	���	����"�� (board) A9���#�3�!�"����-�+	
3�����+� tR 

����0�" 
��	�� GC �����
��/���-���
�������
���( (Mass Spectrometer: MS) 
�8	�����������9�


�8	
��	�����	�
�!)" 
	/����������#2'������"��������(��#��2!)"
��
2����"��%� mass 

spectrum ���������-�+	
3���+����!)"�+� tR �
+��
��
� ����#2'������"�����
���������(��#��2

!�D ��
���"��%���7��+� tR -�# mass spectrum �#�3�!�"���
/	
�	������"��������(��#��2	�7	D 

-	+	�	�97	  

 �
+��0��6������������
���#�(
)�������������� 2AP !	����
+���"������#��+��!	

��
�#
��
��+�0�	�7	 0�+0�"!)" MS �������������
��	�� GC 
	/������
��/��� GC-MS �+�	!��+��

����-����+�
��/��� GC ���������������-22�/�	 -�#����3���� MS 
�8	�������������2�����7�!�"�*��

0���3���+�������������� GC 2����� �������-�#��
�#
��
�
���
���2
��/���-���
�������
���(

�9��#0�+��+��:9�!	���	�7 ���������
���#�( 2AP !	����
+���"��!	
)�������������	����
	�7 �9�
�/��!)" 

flame ionization detector (FID) 
�8	�����������3����2
��	�� GC 
	/������
�8	����������)	��

����0� (general detector) 
���#�3����2�����
���#�(�����	���
(�'���#
*� (non-selective detector) 

	�����	�7 FID 
��!�"����3��������������������0�"��3�:9� 100 pg  
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�++�, 4  

����������� 2AP ����������
�
� 

�����
�+-�()(��'()��2*��)������2+*��* GC-FID 
 
 
   �(
����������
�
� 
 ��� 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) ���'���2���
�8	�����#
*�����7� (polar compound) 

-�#
	/����������%+EC��()�	 –N= �
%+!	��
��'� �9�-���@���,
�8	
2��+�	 ���	�7	 2AP �9������:

�#��
0�"��!	����3��#��
)	������7�-�#����2���
�8	����+�	 A9��!	����#��
����+�		�7 2AP �
%+

!	����#��
!	�%����0���	2�� ��������  

 
 
              …1 
 
 
           Acidic solution 
 
 
 !	�#��+���������
��6��"�� 2AP �����	�#�
%+��2���(��#��2
����/�	D !	
��6��"���#

:%��9������!�"�#��
�
%+!	����#��
����+�	!	�*��0���	2�� -�#�#:%��3�!�"���*���
%+

!	����#��
0�"
�8	
���	�	���������
0�+���
0�
�8	����/�	 
�/����������3�
	�	0��	����+� 

2AP �+�	!��+:%��9�����������
+�����
%+!	����#��
-�"� 	3�����#��
������0�"�������+��"�


����3��#��
��	���
( �+�	�����
���#�(�"�

��/��� GC 
	/������	73�
�8	����3���
���0�+
���#����2

�����	(��� GC 	�����	�7����
�"��"	��� 2AP !	����#��
�������0�"!	��7		�7�#��3����-�#0�+


��
����+������������"�

��/��� GC �9��"���#
�
����3��#��
���0��	0�"����
�"��"	��� 

2AP !	����������
���#���+����������
���#�( !	����	�7�9��"��
�/������3��#��
��	���
(���


���#��-�#�����:�#��
 2AP 0�"�� �����7��"�����'�
�/����3��+�
�+�����3�����"�
�����#
�
 

�
+��0��6����+�		3�����3��#��
��	���
(������ 2AP �������#��
��� �"���3�����#��
!�"��

@���,
�8	������/�
�8	
2�
�6�	"�
 
�/���9������	 (H
+
) ������0���	��� 2AP �3�!�"��
��'�

��� 2AP ���2���
%+!	�*����
��'��������0�+����7� (����� 2) ���	�7	���������:!	����#��


��� 2AP !	����#��
	�7 (aqueous solution) �9���3��� �3�!�" 2AP �#��

�"���!	����3��#��


��	���
(0�"��
����97	  
 
 
 
              …2 
 
 
           Basic solution 

N C 

O 

CH3 H3O+ H2O CH3 

O 

C N
H 

+ + + 

+ + + 

H 
N C 

O 

CH3 OH H3O+  CH3 

O 

C N
- 
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  ������������
����0��������������-�6� (extraction of solid) �"�
����3��#��
 
)+	 

��������������������
+��
��6��"�� �"�
����#��
����+�	 ��������#�3�0�"�
+������#����� 

*����/�0�+ �97	�
%+��2����#��
������:%��#��
!	����3��#��
 -�#�C���
�/�	 
)+	 
������!)"!	

�������  
������!)"�#��7	��/�	�	�97	�
%+��2���1�#������:%��#��
����
%+!	�������
+�����-�6� :"�

���:%��#��

��
��%�A�2 ���$��������-�6� ��������6�#!)"
���0�+	�	 -�+:"����:%��#��
�
%+*�
!	

�������
+�� �6�#�"��!)"
���
��	�	�97	 -�#:"�����=�+������#��
�������3��#��
 
�"�0�*�
!	

����
+�����-�6�
���0�")"���� �6�3�
�8	�"���3�!�"���-�6������1�#
�8	)�7	
�6��� �+�	�3�������� 

���	�7	��7	��	���
���
�����
+��
��6��"���+�	������� )	���������3��#��
 ��������������3�

�#��
 -�#
������!)"!	������� �����	�������!	����#
�
����3��#��
��	���
(���
�/���3����

����!�"
�"��"	�+�	�����
���#�( 
�8	������
���(����#�"��0�"�����&9�1�
�/�����*��#���
���#��

�3����2��������������	!��������
+���/))	���	9��D !	�������
	�70�"�3���������
�/�����*��#���


���#�����������
���(�+��D �3����2������� 2AP �������
+��
��6��"��-�"� -�#�*��#���


���#��
��+�	�7	0�"�#2'0�"!	��
�#
��
�!	�+�	���������� 
 
  �������
�
� 2AP 	���
���"��2�(=� ��� '()������  
 ������� 2AP ���
��6��"���"�
����#��
-�����7	��	!	-$	*���%� 4.1 
�������	3�


��6��"������
+����2�!�"�#
��
�
�8	$��"�

��/���2�0EEQ� 
�/��
/	
�	�+�$��"�����	��
�6�

���3�
��� $��"�����0�"�#�"���+�	$+�	�#-����+�	�	�� 35 mesh 0�"���  ���	�7	)���$��"��	73��	�� 

5 g ��!	����%�)��%+�	�� 250 mL 
�������#��
���0R���������
�"��"	 0.10 M ��������

����;�	*�
!	 trimethypyrridine (TMP) �#��
�
%+�������
�"��"	 0.25 ppm (����
���
�!	

*��$	�� �) ������� 50 mL -�#
�
+��"�

��/���
�
+����������
�6���2��#��� 90 ��2�+�	��� 


�8	
��� 30 	��� ����$��"����7�0��"�
��#��1���� ���	�7		3�����#��
A9�������1�#����'+	


���#���	'*��-�Q��"�����
���3����0�0�+�������������!	��7	-�� ����'	
����
��"�

��/�����'	


����
��	��
�6� �������
�6���2��#��� 2000 ��2�+�	��� �	0�"����#��
!� ��
�	'*��-�Q�

�"�����#��	�
%+�"���+��  

 ���	�7		3�����#��
!����0�"������� 40 mL ���3�!�"
�8	
2��"�
����#��
�A
��
�0R

����0A�(
�"��"	 5.0 M -�#�����+���	���"�
����3��#��
��	���
(0��������
�	 ������� 50 mL 

������7� -
�
�62)�7	�������3��#��
0��������
�	�������	 
���$� sodium sulfate anhydrous 

-�"�
�
+�
�/���3����	73� ���	�7	��������#��
$+�	��#��1����
�/���3���� sodium sulfate 

anhydrous 	3�����#��
���#
�
����3��#��
0��������
�	�����
!)"
��/�����'	�#
�
������	

��3�����'��*%�� 45 ��&�
A�
A�
� �	
��/����������#��� 2.0 mL ���	�7		3�����#��
2���'!	

���
�62�������
+����
0�+�S�>� -�#��7���7�0�"����'��*%���"�� (!	�%"�%����	) �	
��/��������

��#��� 0.2 mL �9�	3�0���
���#�(���(��#��2!	��������"�

��	�� GC-FID �+�0� ����������


��/��������
+���"�����	3�����
���#�(�"�

��	�� GC-MS 
�/��
/	
�	������ 2AP !	������� 

-�+0�+�3�
�8	�"����
���#�(�"�
 GC-MS �'�����
+�� 
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 �+�	����������� 2AP �������
+�����-�#!2�"���"�
����#��
 ����7	��	��"�
��9�

��	-���!	-$	*���%� 4.2  A9��!	��7	��	��������"�
����#��
�����

�
+�	�	 30 	��� 

�3����2���-�#!2�"�� 
�/������������ ����#��
���0�"����#!��+���������
+��
��6��"�� ���	�7	

�9�����7	��	�����'	
����
�
�/���3�����#��	 -�+�3����2!2�"���#�2�+��������!	����3��#��


��	���
( dichloromethane �������
��
�
�"�0�" 
	/�������� chlorophyll :%�����������#��
����
%+

�"�
 
�/���3��������!�"
�"��"	�97	�������������#
���
��
�
�"���� �
+��0��6���������������:

	3�����
���#�(�"�
 GC 0�"��
0�+�"��$+�	��7	��	��� clean up 
�/���3���� chlorophyll 
	/������

�����$��3�!�"������ 2AP �������0�"�%�
��
0��"�
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��6��"�� 

 2��"�

��/���2�0EEQ�!�"�#
��
�  
 
        $��"�� 5.00 ����  
              +  
    TMP 0.25 ppm !	 0.1 M HCl ������� 50 mL 

 -  
�
+�	�	 30 	��� 

        - ����*�
!�"�'�����&  

        - 	3�����#��
����'	
����
��3�����#��	 
                                                 
 
                 ����#��
!�                       ����"�� 

                                  -  ��������������#��
�������0�" 

                                  -  �3�����#��
!�"
�8	
2��+�	�"�
 5.0 m NaOH  

                                  -  �����"�
 dichloromethane 50 mL 2 ���7� 
 
 
        )�7		73�               )�7	 dichloromethane  
  
 
 
 
 
 
 
       ����#��
!� 2.00 mL 
 
 
 
              ����#��
!� 0.20 mL 
 
 
            ��
���#�(�"�

��	�� GC  
 

 
��� 4.1 -$	*��-�����7	��	�������
��6��"���"�
����#��
 

 
 
 
 
 
 

 - ��7�0�"����'��*%���"�� 

- �3����	73��"�
 sodium sulfate  anhydrous  

- 	3�����#��
���0�"�������	-�"��#
�
 

   dichloromethane �����
!)" rotary  
   evaporator
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        ����"����/�!2�"�� 
 
 
  
 
  
          )���	73��	�� 5.00 ���� 
              +  
    TMP 0.25 ppm !	 0.1 M HCl ������� 50 mL 

       -  
�
+�	�	 30 	��� 

        - ����*�
!�"�'�����&  
                                                 
 
                 ����#��
!�                         ��� 

                                  -  ��������������#��
�������0�" 

                                  -  �3�����#��
!�"
�8	
2��+�	�"�
 5.0 m NaOH  

                                  -  �����"�
 dichloromethane 50 mL 2 ���7� 
 
 
        )�7		73�               )�7	 dichloromethane  
  
 
 
 
 
 
 
       ����#��
!� 2.00 mL 
 
 
 
              ����#��
!� 0.20 mL 
 
 
            ��
���#�(�"�

��	�� GC  
 
 
 ��� 4.2 -$	*��-�����7	��	����������-�#!2�"���"�
����#��
����'��*%���"�� 

 
 
 
 

 - ��7�0�"����'��*%���"�� 

- �3����	73��"�
 sodium sulfate  anhydrous  

- 	3�����#��
���0�"�������	-�"��#
�
 

   dichloromethane �����
!)" rotary  
    evaporator 

- 
)6��3������#���-�#$9��!�"-�"� 

- ���	
�8	�+�	�	����"�� 2-3 mm 

- �C^	�"�

��/����C^	0EEQ��	�#
��
�
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   �����2*��)��2!��*%�;����� 2AP ��
��
�
�	��2�(=� ��� '()������ 

  ����������0�"��������������
+���"���"�
����3��#��
	3�����
���#�(���(��#��2�"�



��	�� GC-MS ����������	(-22 capillary )	�� HP-5MS �	��
�"	$+�&%	
(���� 0.25 mm 
�� 
60 m 
��/�2�"�
��=*������� �/� 5% Biphenyl 95% dimethyl polysiloxane �	� 0.25 �m �*��#

��� GC-MS !	���-
�-�#��
���#�(����������
��6��"�������	�7 
 

��/��� GC : �'+	 6890 series $�����
2��1�� Agilent 

 - �'��*%��������	3����
�"�   250  �C 

 - ���-����'��*%����������	( : 

   �'��*%��
�����"	   50 �C  

   �'��*%��������   70 �C  

   ��������
�����'��*%��  1 �C/min 

   �'��*%���'��"�
   200 �C  

   ��������
�����'��*%��  2 �C/min  

 - ��������0������F�AR�
��
�  1 mL/min 

 - �������������<��    1.0 �L 

 - Split ratio     20 : 1 
 

��/��� GC-MS : 
��/����F�A����������E �'+	 6890 series $�����
2��1�� Agilent, 
��/���

-���
�������
���( �'+	 5973 $�����
2��1�� Hewlett Packard -�#
��/���<���������	���� �'+	 

7683 series $�����
2��1�� Agilent 

 - �'��*%������+�	
)/����+�  230 �C  

 - ������	
<���
�����
�6����	  70 eV  

 - �'��*%�����-��+�$���0���	  230 �C  

 - )+������+���#�'    29-550  amu  
 
 Total ion chromatogram (TIC) ���0�"������-
���
���#�(���(��#��2!	����������


��6��"���������
+����	�'(�������#�� 105 -���!	�%� 4.3 A9���2 2AP 
�8	���(��#��2!	���

���� -�# mass spectrum ��� 2AP !	����������0�" (�%� 4.4) 
��
20�"����2 mass spectrum ��� 

2AP !	 ;�	�"��%� Wiley 275 Mass  Spectral  Library ��
 mass spectrum ��� 2AP �����+��!�" 

molecular ion ��� m/z 111 
�+���2	73��	����
��'���� 2AP -�#!�" fragment ions �/�	D ��� m/z 96, 

83, 69, 68, 55 -�# 43(100) ����3���2 
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 ��� 4.3  Total ion chromatogram (TIC) ���0�"������-
���
���#�(���(��#��2 

  !	����������
��6��"���������
+����	�'(�������#�� 105 �"�

��	��  
  GC-MS 
 
 
 
 

 
 
 ��� 4.4  Mass spectrum ��� 2AP !	����������
��6��"���������
+�� 

  ��	�'(�������#�� 105 �����
���#�(�"�
�"�

��	�� GC-MS 
 
 
 
 
 
 

N C

O

CH3
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  ����������0�"��������������
+�����-�#!2�"�� 	3�����
���#�(���(��#��2�"�



��	�� GC-MS ����������	(-22 capillary )	�� HP-5MS �	��
�"	$+�&%	
(���� 0.25 mm 
�� 

60 m 
��/�2�"�
��=*������� �/� 5% Biphenyl 95% dimethyl polysiloxane �	� 0.25 �m �*��#

��� GC-MS !	���-
�-�#��
���#�(�������������-�#!2�"�������	�7 
 

��/��� GC : �'+	 6890 series $�����
2��1�� Agilent 

 - �'��*%��������	3����
�"�   250  �C 

 - ���-����'��*%����������	( 

   �'��*%��
�����"	   50 �C  

   �'��*%��������   70 �C  

   ��������
�����'��*%��  1 �C/min 

   �'��*%���'��"�
   200 �C  

   ��������
�����'��*%��  2 �C/min  

 - ��������0������F�AR�
��
�  1 mL/min 

 - �������������<��    1.0 �L 

 - Split ratio     20 : 1 
 

��/��� GC-MS :  
��/����F�A����������E �'+	 6890 series $�����
2��1�� Agilent, 
��/���

-���
�������
���( �'+	 5973 $�����
2��1�� Hewlett Packard -�#
��/���<���������	���� �'+	 

7683 series $�����
2��1�� Agilent 

 - �'��*%������+�	
)/����+�  230 �C  

 - ������	
<���
�����
�6����	  70 eV  

 - �'��*%�����-��+�$���0���	  230 �C  

 - )+������+���#�'    29-550 amu  
 
 Total ion chromatogram (TIC) ���0�"������-
���
���#�(���(��#��2!	����������

���-�#!2!	�#
#-��)+��������"������
+����	�'(�������#�� 105 -���!	�%� 4.5 -�# 4.6 

����3���2 A9���2 2AP 
�8	���(��#��2��7�!	��������������"��-�#!2�"�� -�#!�" mass 

spectrum 
��
20�"����2 mass spectrum ��� 2AP !	 ;�	�"��%� Wiley 275 Mass  Spectral  

Library 
)+	��	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 30

10 15 20 25 30 35 40 45 50
0

100000

200000

300000

min

Abundance

2-
ac

et
yl

-1
-p

yr
ro

lin
e

 
 ��� 4.5  Total ion chromatogram (TIC) ���0�"������-
���
���#�(���(��#��2 

  !	����������!2�"�� (leaves) ��	�'(�������#�� 105 !	�#
#-��)+� 

  ����"�

��	�� GC-MS 
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 ��� 4.6  Total ion chromatogram (TIC) ���0�"������-
���
���#�(���(��#��2 

  !	��������������"�� (spikelet) ��	�'(�������#�� 105 !	�#
#-�� 

  )+�����"�

��	�� GC-MS 
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   �����2*��)�������� 2AP ��
��
�
�	��2�(=� ��� '()����������2+*��* GC 

 ������
���#�( 2AP -�#����3�!�"2���'���,
�/��!)"
�8	�������;�	  

  ������
���#�( 2AP 
�/��!)"
�8	�������;�	!	�����
���#�(
)��������!)"�������

���
���#�(
)+	
��
���2������� Buttery -�#��#
[2]

 -�+0�"��������2��'���
�#
��
������7	��	���

���
���#�(A9���#-���+������������ Buttery -�#��#2���+�	 ��7	��	������
���#�(-���!	

*��$	�� � 

 ������
���#�(
������� catalytic hydrogenation ��������7��"	 2-acetylpyrrole ��
!)" 

5% rhodium on activated alumina 
�8	�#�#����( 0�"$�$���
�8	���-����R��( 2-(1-

hydroxyethyl) pyrrolidine  !�" mass spectrum ������+� m/z 115, 100, 96, 82, 71, 70, 55, 43 -�# 

41 �3�	��
���(
A6	�($�$���0�"!	)+�� 95-99% ���$���*��H(-����R��(���0�"!	��7	-��	�7	3����3�

�=�����
����A�
�)�	 (oxidation) ��2 silver carbonate on celite (����
���
�!	*��$	�� �) !	���

�3��#��
 toluene ��
���#�(���$���*��H(���
����97	�"�
 GC-MS 0�"$�$��������+��	9��

���(��#��2 -�#����� 2AP 
�8	$���*��H(�	9�� ����#��
����=�����
����0�"	�7��������+�	��


��������� 2AP �
%+!	)+�� 40-55 % ���	73��	�������7��"	 2-acetylpyrrole ���!)"�3��=�����
� 

���	�7		3�����#��
���$���*��H(0��3��������	-
�����3��#��
 toluene ����	
�"��"	-�#	3���

�3����-
� 2AP ����������#��
!�"2���'���,�"�
 preparative gas chromatography ���!)"�����	(

-22 packed column A9���� stationary phase ��/� packing materials �/� OV-1 ����2���'���,���

������
���#�(���0�"����2�"�

��	�� GC-MS -�# spectrum ���
��	����� spectroscopy -���

!	*��$	�� � ��
��� 2AP ���
���#�(!�" mass spectrum �������
�#
��
����	�7 m/z 111, 96, 83, 

69, 68, 55, 43 -�# 41 A9��
��
20�"����2 mass spectrum ����������;�	 2AP !	 Wiley 275 

Mass  Spectral  Library -�#������
���#�(�����+��!�" retention time -�# mass spectrum 
��
2

0�"����2���(��#��2����2!	����������
��6��"����	�'(�������#�� 105 
)+	��	 

 ������"��3����!	���-
����!�"2���'���,�"�
 preparative GC ���	3�������
���#�( 

2AP �������#��
���$���*��H(��!)"
�/����"�����E����#��
����;�		�7	 ����3�0�"��
!)"

$���*��H(���
��0�+0�"�3�!�"2���'���, ��
�3�	����
���(
A6	�($�$��������� 2AP ��� GC 

chromatogram 0�" 
 
 �����"�����E����;�	 2AP   

 �������;�	 2AP ���-
�!�"2���'���,�����������"���"	 	3���
���
������������/�����


�"��"	�+��D -�#��
���#�(�"�

��	�� GC $������
���#�(
)�����������0�"	3�����"�����E

����;�	��� 2AP 
�/��!)"
��
2�������� 2AP !	��������������
+���"�� ��7	��	�����"�����E

����;�	 �����	�7  

- 
���
�����#��
����;�	 2AP !	 toluene �������
�"��"	�#��+�� 0.61 – 8.00 

ppm ������� 10 mL 
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- 
���
�����#��
����;�	*�
!	 2,4,6-trimethylpyridine (TMP) 0.25 ppm !	

����#��
���0R��������� 0.1 M 

- ��������#��
����;�	 2AP -�+�#����
�"��"	�"�
����#��
���0R������

��� 0.1 M ������������;�	*�
!	 TMP 
�"��"	 0.25 ppm ���
���
�0�" ��
!)"

�����������#��
��� 50.0 mL -�#����
�8	
���	�	 30 	��� 

- -
�)�7	����#��
����������+��"�
 dichloromethane ������� 50.0 mL  2 ���7� 

���	�7		3�����#��
 dichloromethane �������0�"�������	  

- �������#��
 dichloromethane 80.0 mL ����������0�"�����		�7	 	3����3�!�"


�"��"	��
����#
�
����3��#��
 dichloromethane ����"�

��/����#
�
����

��	��3� �����2�'��'��*%��0�+
��	 35 �C  �	
��/��������������� 2.0 mL 

- ��7����������7�0�"!�"����3��#��
�#
�
0�����'��*%���"���	
��/�������� 0.2 mL 

- 	3�0���
���#�(�"�
 GC ������*��#��������
�8	���	�7 
 

��/��� GC : �'+	 6890 series $�����
2��1�� Agilent 

 - �����	(-22 capillary : Quadrex 007-5MS: 30 m x 0.25 mm, 0.25�m film 
      (5% biphenyl 95% dimethyl polysiloxane) 
 - �'��*%��������	3����
�"�   250  �C 

 - ���-����'��*%����������	( : 

   �'��*%��
�����"	   45 �C  

   ��������
�����'��*%��  5 �C/min 

   �'��*%��������   120 �C  

 - ��������0������F�AR�
��
�  1 mL/min 

 - �������������<��    1.0 �L 

 - Split ratio     20 : 1 

 - �'��*%����� FID     250  �C 
 

 
  ��� GC Chromatograms ���0�"���-�+�#����
�"��"	�������#��
����������;�	 

2AP ��������+�	�/7	���!�"�������������;�	 2AP �+��/7	���!�"�������������;�	*�
!	 TMP 

0�"�+�-���!	����� 4.1 ��
�#
��
���������3�	������
�"��"	���������
���#�( 2AP -�#���


���
�����#��
����;�	 2AP 
�/����"�����E����;�	-���!	*��$	�� � 
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����� 4.1 ������+�	����/7	���!�"�������������;�	 2AP/TMP ���-�+�#��������� 2AP 
 

 
 


��
	���E���������	�(�#��+��������+�	�/7	���!�"������ 2AP/TMP ��2������+�	

	73��	�� 2AP/TMP �#0�"���E����#��
����;�	 ����%� 4.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     ��� 4.7  ���E����#��
����;�	 2AP 
 

������+�	�/7	���!�"��� 2AP/TMP 
������+�		73��	�� 

2AP/TMP  ���7���� Area 2AP Area TMP Area 2AP/TMP 
Area 2AP/TMP 


<���
 

1 1.98057 98.01943 0.0200 
0.08 

2 1.98900 98.01100 0.0203 
0.0201 

1 10.43105 89.56895 0.1165 0.80 
2 10.67313 89.32687 0.1195 

0.1180 

1 24.68901 75.31099 0.3278 2.00 
2 22.03735 77.96265 0.2827 

0.3052 

1 35.85022 64.14978 0.5589 4.00 
2 39.50050 60.49950 0.6529 

0.6059 

1 56.18810 43.81190 1.2825 8.00 
2 55.22438 44.77562 1.2334 

1.2579 

y = 0.1568x - 0.0049
R2 = 0.9995

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

1.40

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

�������	

���

�� 2AP/TMP

���
��

��	



�
��


�
����

��
�� 
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T
M
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  �����)�%������������2*��)�������� 2AP +�,�
����>?��
��
���"������ 
 �����#
'��(���������
���#�(
�/���������� 2AP !	����
+��
��6��"�� * 

  ���������
���#�(������ 2AP !	����
+���"����
������������"�
����3��#��
-�#

��
���#�(�"�

��	�� GC ������	��97		�7 0�":%�	3�����#
'��(��2�����
���#�(����
+���"����	�'(


��
���	 �/��"�������	�'(�������#�� 105 ��
�"������
+��	�7
�62
���
����-��+�
��#��%�
��
���	 

-�+-���+����	!	-�+����������������)/7	-�#�#
#
������
�62���1� A9������
�#
��
����	�7 

 �"����	�'(�������#�� 105 ��%����2"�	��	
��� �.�+��%� �.�+��%� �.�'��	��( 
�62
���
�

!	�#
#�'�-�+���2��9�������)/7	 27 % MC (wet basis) A/7����
�1��������3�
*��+��%� �������

�'��	��( 
�/��
�/�	�@&����
	 2544 	3���-2+�
�8	 6 �+�	 -�+�#�+�	������)/7	�"�
�������-���+��

��	�	����)/7	��
��/�0�+
��	 14% �/� ��������	9��������)/7	�"�
����������-�� 3-5 -�� �	

����)/7	 ��
��/���#��� 12-13.5% ����������������)/7	��
!)"
��/���������)/7	)	�����"�	 

�'��*%�� 40, 50, -�# 70 �C �	����)/7	 ��
��/���#��� 12-13.5 % -�#����������������)/7	

��
!)"
��/���������)/7	)	����-�"� �'��*%�� 30 -�# 40 �C �	����)/7	 ��
��/���#��� 12-
13.5 % 
 �"��
��/�����$+�	��#2�	���������)/7	-�"���7� 6 ����
+�� 	3���2���'!	��#��2�"�� 

-�#
�620�"���!	�"�����0�+��2�'��*��-���"��
�8	
��� 10 
�/�	 ��
!	-�+�#
�/�	�'+�����
+���"��

����3�-�	+�������#��2����� �#
��#
�8	�"����"���+�		3�����
���#�(������������ 2AP 

�����7	��	�������!	����"� ����������� 2AP �������
+��
��6� ��� -�#!2�"�� !	�	"� 25-26 

A9������
+�� GC chromatogram �������������
��6��"����"�����$+�	���������)/7	�"�
��-�"����

�'��*%�� 40 �C -�#
�62���1�	�	 4 
�/�	 -���!	�%� 4.8 �2�+� 2AP -�#�������;�	 TMP 

�����7����(��#��2�/�	D -
���������	�
+��)��
�	 �3�!�"�����
���#�(
)���������"�

��	��	�7

�����:�3�0�"�
+������#�����*��  $���������������� 2AP !	����
+��
��6��"��)	���+��D ���

�#
#
��� 10 
�/�	 -���
���
2
��
2!	���E�%� 4.9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                
* ����
+���"��-�#����������� 2AP 	�7 
�8	�+�	�	9����������������

�/���  $�������������)/7	�"�
�'��*%��-�#�#
#
���

���
�62���1��+��'�*��������� ���(��#��2
��� -�#��2��������
*�� ����"����	�'(�������#�� 105 ���0�"��2�'	

�	�2�	'	�������������	�2��H��&9�1� -�#
���	��
��������
�62
���
� (ADB-PHT) 
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��� 4.8 GC-FID chromatogram �������������
��6��"����"������"��
��/������
+�����$+�	

���������)/7	�"�
��-�"�����'��*%�� 40 �C -�#
�62���1�!	�*���"��
��/��!	�"��

0�+��2�'��*��-���"��
�8	
��� 4 
�/�	 
 
 

 

��� 4.9  ���E���������	�(�#��+������
�"��"	��������� 2AP !	
��6��"����"�����$+�	 

  ���������)/7	�"�
�����+��D -�#
�62���1�!	�*���"��
��/��!	�"��0�+��2�'�

�*��-���"��
�8	
��� 10 
�/�	  
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�#
#
������
�62���1� (
�/�	) 

��
��


�
"��

"	�
��

 2
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P 
(p

pm
) 

���-�� 

���"�	 40 ���"�	 50 ���"�	 70 

��-�"� 40 ��-�"� 30 
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 �����#
'��(���������
���#�(
�/���������� 2AP !	����
+�����-�#!2�"�� 

  	���������
+��
��6��"�� ���������
���#�(������ 2AP ��
��������"�
����3��#��


-�#��
���#�(�"�

��	�� GC ������	��97		�7 
�������:��#
'��(0�"����2�����
���#�(����
+��!	�+�	 

��� -�#!2�"�� ������2������������!	!2����"��-�+�#��	�'( ���	3���!)"!	�������#
	

������!	
��6�0�" -�+������������!	
��6��"�����0�"��������#
��		�7 ������:%��"��-�#

-�+	
3���3� ��

<��#
�/����#
'��(��2�����������������!	
��6�����"���%�$�����0�"���


��	��������2��'���	�'( ��7�	�7
	/������������+�	���������������!	!2�"���+�������!	
��6�

����"��-�+�#��	�'(-���+����	0� 	�����	�7����#�����������!	
��6��"��
������97	��2�C���


*�
	�����
��#��� 
)+	 �*����	 	73� ����& ����)/7	 -�#�'��*%�� 
�8	�"	  

 �
+��0��6��� ����������� 2AP !	�+�	�+��D ����"	 -�#
��6��"����	�'(����	!� �#

�3�!�"0�"�"��%����������	�(�#��+�����������������
����97	-�#�#���
%+!	�+�	�+��D ����"	-�#


��6��"�����-�+�#�#
#���
����
��2������"	�"�� A9���"��%������+��	�7	+��#
�8	��#�
)	(-�#
�8	

�/7	;�	�3�����+�������	��������������%� -�#���
�62
���
��"�� 
�/��!�"0�"�"��������'�*������

����%�-�#!�"$�$������
��������97	!	��#
��
���	 

 ��	�'(�"�����!)"����� 
�8	�"����	�'(�������#�� 105 ��%������#
�1��&����( ��� 

���
���

)�
�!��+ �#��+��
�/�	�������-�@&����
	 2546 ��

�62����
+��!2�"�����-�+�#�#
#

������
����
��2������"	�"�����-���!	����� 4.2 -�#	3�����
���#�(������������ 2AP ���

��7	��	�������!	����"� ����������� 2AP �������
+��
��6� ��� -�#!2�"�� �	"� 25-26  
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����� 4.2 ���
�62����
+��!2�"�����-�+�#�#
#������
����
��2������"	�"�� 
 

��������	
���
������� �#
#���
����
��2�� 

!2�"�� ���-�#
��6��"�� 

1. Seedling �'�!2�����	 (Total leaves)  - 

2. Tillering �'�!2�����	 (Total leaves) - 

3. Panicle Initiation (PI) �'�!2�����	 (Total leaves) - 

4. Booting - �'�!2�����	 (Total leaves) 

- !2�� (Flag leaf) 

- !2��� 1 :�����!2�� (2nd leaf) 

- !2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) 

- 

5. Heading - �'�!2�����	 (Total leaves) 

- !2�� (Flag leaf) 

- !2��� 1 :�����!2�� (2nd leaf) 

- !2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) 

�'���������	 

6. Milk Grain - �'�!2�����	 (Total leaves) 

- !2�� (Flag leaf) 

- !2��� 1 :�����!2�� (2nd leaf) 

- !2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) 


��/���'"�-�#	73�	� 

7. Dough Grain (soft) - �'�!2�����	 (Total leaves) 

- !2�� (Flag leaf) 

- !2��� 1 :�����!2�� (2nd leaf) 

- !2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) 


<��#-�Q��+�	0�+���
��/�� 

8. Dough Grain (hard) - �'�!2�����	 (Total leaves) 

- !2�� (Flag leaf) 

- !2��� 1 :�����!2�� (2nd leaf) 

- !2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) 


<��#-�Q�-�6�0�+���
��/�� 

9.  Mature Grain  - �'�!2�����	 (Total leaves) 

- !2�� (Flag leaf) 

- !2��� 1 :�����!2�� (2nd leaf) 

- !2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) 


<��#
��6��"����"��0�+���
��/�� 

 
 
 ������������ 2AP !	��������������
+��!2 ��� -�#
��6��"������
����
��
2

������+�	�/7	���!�"������ 2AP ��2�������;�	 TMP ���0�"���-�+�#����
+�� ��2���E����;�	

��� 2AP ������2����
�"��"	-	+	�	-�"� �2�+�����
+��!2�"�������
�62�����	 (total leaves) ���

�#
#�+��D 	�7	������
�"��"	��� 2AP -���+����	 ��
����
�"��"	��� 2AP !	!2�"����-	��	"�


�����97	����#
# seedling �	:9��������'�����#
# heading -�#������� ���	�7	
�����97	�������'����

����#
# hard dough grain ������E���������	�(!	�%� 4.10 
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��� 4.10  ����
�"��"	��������� 2AP !	!2�"��
�62������-�+�#�#
#���
����
��2�� 
 
 
 $��������������+��)�7!�"
�6	�+������� 2AP :%���"���97	!	!2�"����7�-�+�#
# 

seedling ��/��+�	�	"�	�7 -�#:%���"���97	!	����+�	����%��97	�	:9��#
# booting ��+���/�����)+�����

�"	�"�������
����
��2������3��"	 (vegetative phase) 	��	
�� ����
�"��"	��� 2AP !	!2�"��
����

����!	)+�� heading �+�0�!	�#
#����"	�"��
�����������"��
��6� ����
�"��"	��� 2AP !	!2�"��

�%��97	�������#
# hard dough grain A9��
��'$��	9�����
������������!2�"��!	�#
#���	�70�
����-�"�

-�#��
���(
A6	�(	73����� �+�	����
�"��"	��� 2AP !	!2�"���������3������!	�#
# mature seed 

A9��
�8	�#
#���!2�"��
�/�2�'�!2
����
	
�8	��
��/�� ���
	/�������������� 2AP ����#���
%+!	!2

	�7	���
��/��#
�
0���"����2���-�"������!2�"����
0�+�������"���97	
����
���  

 ���������
+���#
��
���
-
�
�62����
+��!2�"��
�8	)	�� !2�� (Flag leaf), !2��� 1 

:�����!2�� (2nd leaf) -�#!2��� 2 :�����!2�� (3rd leaf) ��7�-�+�#
# booting 
�8	�"	0� 0�"$�

����
�"��"	��� 2AP !	!2�"��-���������E�%� 4.11  �2�+�!	�#
# booting, heading -�# milk 

grain ����
�"��"	��� 2AP !	!2��� 2 :�����!2���������+�!	!2��� 1 :�����!2�� -�#�����+�

!	!2������3���2 (3rd leaf > 2nd leaf > flag leaf) A9�������		�1;�	0�"�+� ������ 2AP ���


���
��"����2�����������ES��(!	!2��/�����
�"�-�����!20�"��2�9��3�!�"!2��� 2 :�����!2����

������ 2AP �������'�!	 3 �#
#	�7  

 ������ 2AP !	!2��� 2 :�����!2�� 
����������
�"��"	�������(����
���
2
��
2��2

!	!2��� 1 :�����!2�� -�#!	!2�� !	�#
# soft dough grain 
�8	�"	0� �	���+���3�����'�����#
# 

mature grain  !	��������	�"�������� 2AP !	!2�� 
���
2
��
2��2!	!2��� 1 -�# !2��� 2 :��

���!2�� 
�������������������(����97	 -�#����#
# mature grain ������ 2AP !	!2���%���+�!	!2

�/�	D ����3���2 (flag leaf > 2nd leaf > 3rd leaf) A9�����2!	��������	�"����2!	�#
# booting A9��


�8	���	+����
���+�!	�#
#����	�7!2�"��!	�3���2	������"	�"��
����-�"�-�#
����
	
�8	��
��/�� 
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dough
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dough
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��� 4.11  ����
�"��"	��������� 2AP !	!2�"��-�+�#�3���2���-�+�#�#
#���
����
��2�� 
 
 
 �2������ 2AP !	����"��
)+	��	 !	�#
# booting -�# heading ��
������


�"��"	��D ��	�/� 1.0 -�# 1.4 ppm ����3���2������E�%� 4.12  �+�	������ 2AP !	
��6��"��

�#
#-���/� milk grain -�# soft dough grain ���+�!��"
��
���	��2����
�"��"	!	����"�� -�+

������ 2AP 
�����%��97	���:9� 7.2 -�# 6.3 ppm !	�#
# hard dough grain -�# mature grain 

����3���2 A9����
��'���
	/��������
��6��"������#
# hard dough grain ������#����� 2AP �%�

����'�!	��#���
���(
A6	�(����)/7	!	
��6��"��
�������� �+�	!	�#
# mature grain �����������


��/��#
�
��
0���� 2AP �������+����������#�� A9���3�!�"
��6��"��!	�#
#	�7�������� 2AP 

��������#
# hard dough grain A9���2������ 2AP �%�����'� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��� 4.12  ����
�"��"	��������� 2AP !	���-�#
��6��"�����-�+�#�#
#���
����
��2�� 

0.0

2.0

4.0
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8.0
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seedling tillering panicle
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dough
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����������	
��	�
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��
��

��
���

���
��
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w
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  �����)2�����)
�+��;������������ (Method validation) 

   ������������
�/����#
��	��#�����*�����
��	������������� 2AP ��
�������

�"�
����3��#��
-�#
���#�(�"�

��	�� GC-FID 0�"$���'����������
���(���
���
��"����2��# 

�����*���������������	�7 
 

  �*��0����
��	�� 

 (�) ���������	"�
����'���� 2AP ��������:�������0�"�"�
������������"�
����3��#��


-�#��
���#�(�"�

��	�� GC-FID 
�+���2 0.5 �g -�#���E����;�	
�8	
�"	���!	)+��������

��� 2AP �#��+�� 0.96-96 �g  

 (�) �������������
+���"�����	"�
����'������
���#�(�"�
������������"�
����3��#��
-�#

��
���#�(�"�

��	�� GC-FID 
�/��!)"�"������������#�� 105 
�8	����
+������� 
�+���2 1.0 g 

-�#�������������
+���"�����	"�
����'����!�"$������
���#�(
)��������
�8	���
����2
�+���2 5.0 g 
 
  ����-�+	
3����
��	�� 

 (�) ���������-�+	
3���������
���#�(����
+��!	
���
��
���	  

�3���
��
���#�(����
+���"����"����	�'(�������#�� 105 ����
+��
��
���	�3�	�	 7 A73� 

*�
!	 1 ��	 �2�+������
���#�(����
+��������-�+	
3��
%+!	
��H(�� ��
���+�
2��
�
2	����;�	

�������(�������-�+	
3���������
���#�(����
+���"����"�� 7 A73�*�
!	 1 ��	 �/��"�
�# 4.32  

(�) ���������-�+	
3���������
���#�(����
+��!	
����+����	 

�3���
��
���#�(����
+��
��6��"����"����	�'(�������#�� 105 ����
+��
��
���	�3�	�	 5 

A73� *�
!	 1 ��	 
�8	
��� 5 ��	 �2�+������
���#�(����
+��!	-�+�#��	 -�#�#��+����	�#!�"$������

����-�+	
3������ ��
���+�
2��
�
2	����;�	�������(�������-�+	
3���������
���#�(����
+���"��

��"�� 5 ��	 D �# 5 A73� �/��"�
�# 5.18 
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�++�, 5  

��������������� 2AP ����!�2+*��*  
Headspace Gas chromatography (HS-GC) 

 
 

 
��	�� HS-GC 
�8	
��	�����
���#����2�����
���#�(����#
�
!	����
+���+��D 0�+

�+�����
+��	�7	�#
�8	���
��� 
)+	 �������!	����3��#��
 ��/����-�6�!	�*��
����������
+�� 

��
��&�
�����������+� ����#
�
����
%+!	����
+��-�#2���'!	����S��	��:%��3�!�"�#
�
������
%+

!	����+��
�	/�����
+����/�
R��
�A (HS) �	
������'���2����
+�� ���	�7	0��������
+���#:%�

	3�0���
���#�(�
+���+�
	/���-�#����	�����"�

��/��� GC �+�0� 

 
��	�� HS-GC �9�
��������������
��
��	�����
��
��+������
���#�(-22
R��
�A 

(headspace analysis) ��2
��	�����
���#��!	�����
���#�(����#
�
 �/� GC 
�"��"�
��	 ���

��#
'��(!)"
��	�������+������
��	���7�-���B 1958-1959 !	�����
���#�(�����	���
(����#
�
0�"

�+�
 (volatile organic compounds ��/� VOC) !	$���*��H(����� 
)+	 0�	( -�#��	>������� 
�8	

�"	 ���	3�����#
�

�	/�����
+��0���
���#�(�3���
���!)"
�6��3����2�%�����
+�����
�8	-�F�*�
 

!	2���'*��H(���$���*��H(�����
��+�	�7	 -�"�	3�0�<��
�"�
��/��� GC !	�B 1961-1962 �����

��#
'��(!)"
��	�� Static HS-GC  ��
!)"������
���#�(�"�
 HS 
�/����
���#�(�����	���
(*�
!	

����
+����#
*�$�0�" 	73�$97� ����� -�#����
+�����
�8	��#
*�����#��
 -�#
�8	���
����2���

�97	
	/�����������#��� ���
�6� !	����3���	 �����7�$������
���#�(���������:%��"��-�#-�+	
3� 


��/��� HS-GC -22����	����
��/���-���/����2��1�� Perkin-Elmer �'+	 
�E-40 A9��$��������

!	�B 1967  

 �C��'2�	�����#
'��( HS-GC �20�"!	�������
������)� 
)+	 ����"�	����-���"�� 

�"�	���-��
( �"�	$���*��H(����� 
�8	�"	 A9�����2��'�����
+����7����
�8	���
��� ���-�6� 

-�#-�F� 
)+	 !	�����
���#�(�"�	����-���"�� 0�"����
��	�����#
'��( HS-GC !	�����
���#�(
�

����
���(����� (methylmercury) !	����
+����7����
�8	���	 ����
+�����)�����
�-�#	73� ����"�	

���-��
(�������#
'��( HS-GC ��7�
�/��������2����$����������$%"�?�
-�#������2�'�*��


�)*��H( 
)+	 �����3����2�������������
2	A�	0�"!	�#��2 42 	��	�����+����� !	�C����#���$%"���

�%2-�#0�+�%22'����  !	�����2�'��'�*�����
�)*��H( �������#
'��(!)"
��	�� STATIC HS-GC 

��7��"�	�'�*��-�#��������
���#�(��2����
+�����
�8	$���*��H(�����  

 ������	�
��	�� HS-GC 
�/��	3�����
���#�(������!	����
+���"�� �9�
�8	���

���
�/���	9�����������	���������������������������!	�"�����0�"�3����&9�1�!	�����������


	�7 �2�+������:���	�
��	�� HS-GC !�"��
���#�(����
+��
��6��"��0�"��
��� ��
0�+�"������

������!�"�
%+!	����3��#��
 �9�
�8	����������"�0�"
���
2�/� ����7	��	!	���������� 2AP ���

����
+���"��-�#��#�
����7�
���-�#���
��� -�+�"����&�
�+�	����+�
����
���
�"���2
��/��� GC �/� 


��/����%�0��#
�
�������
+��-22����	���� headspace auto-sampler �3��	"����!	�������-�#	3�
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����#
�
�������
+��
�"�����
���#�(�"�
 GC �
+��0��6��������#
'��(
��	�� HS-GC 
�/��

��
���#�(������ 2AP !	����
+��
��6��"����
��� ��������&9�1�:9��*��#-�#������
���(

�+��D ���
��	�� -�#���	�!�"��#�����*���%��'�!	�����
���#�( �	!�"0�"
��	�����������

:%��"�� -�#�����:��#
'��(��2�����
���#�(����
+���"���3�	�	���0�"��  
 
   �(
������� headspace GC  

  
��	�� HS-GC 
�8	�����
���#�(0��#
�
����������
+��!�D ����
%+!	���'���2

����
+��!	����S��	�� A9������
+������"�������
���#�(
�������
%+!	�:�	#���-�6���/�����#��
�6

0�"  
�/��	3���2���'�
%+!	����S��	��-�#��+�
��7�0�"!	)+��
���-�#�*��#���
���#�� �#�3�!�"


�������#
�
�������#
�
�������
+��
�"�0�!	����+��
�	/�����
+��	�7	 (headspace gas) -�#
���

���'��������#
�
!	
����+���  

  ���	3�0��#
�
����������
+��0���
���#�(�"�
 GC 	�7	 -�+��7�
���	�7	!)"�����%�0�

�#
�
�"�

�6�<����
&1�3����2�%�����
+�����
�8	-�F���

<��# (gas-tight syringe) A9���2�+����+�

����	�7�3�!�"
�����������
��/��	���$������
���#�(�%� -�#����3��������#
�
���:%���
�"�0�!	 GC 

����������3� �+����9�0�"��������	������������#�����*�����97	!	���	3�����#
�

�"�0���
���#�(�"�
 

GC -�#�����
�%�-22�"�
��	 �
+��0��6��������:-2+�����������0�" 2 ��#
*�!��+D �/�  

� Static Headspace sampling : �/������
���#�(!	�*��#���0��#
�
����������"������#

��
���#�(��#��
����
%+�#��+��)�7	���
�8	-�F�-�#)�7	�������
+�� *�
!	�������
+�����


�8	�#22�S� � �*��#�	9�� D ����#
�
����
%+*�
!�"���'��#:%�	3�0���
���#�(�+�0� 

� Dynamic Headspace sampling : �/������
���#�(����������"������#��
���#�(�#�#
�


������������
+������*��#����3��	� ��
��-�F�������3��	"����	3�����#
�
�����+��

0�$+�	����������������	"����!	����%�A�2 ��
����%�A�2���	�
�!)"
)+	 Tenax ��/� silica 


�8	�"	 ���	�7	����%�A�2�#:%�	3�0��3������
����%�A�2
�/����
���#�(�������%�A�20�"�"�



��	�����
���#���+�0� 

 

   ��������������� 2AP ����!�2+*��* Automated Static Headspace GC   
  
�/����+��:9� Static HS-GC �������	3�0��#
�
����������
+��0���
���#�(�"�
 GC 	�7	 

���!)"
��/����%�0��#
�
�������
+��-22����	���� (headspace auto-sampler) A9�������7�
�"���2�#22 

GC ��
�����-�����2�'�����3���	�����7� headspace auto-sampler -�# GC �
+���+�
	/�����	 

����
+������"�������
���#�(�#:%�2���'!	����S�>��	���"�
-$+	
��A�����	 (septum) -�#:%�

	3�0�!�"�����"�	!	 oven ����%� 5.1  
�/����+�
0�"!	 oven !	
������
���#������#
�
!	

����
+���#�#
�
�97	��!	 headspace �	������
�"��"	���������'����'� ���	�7	 headspace gas �#

:%������0�
�� GC ��
������-�F� N2 
�"�0�!	�������
+��$+�	���
�6� (vial-sampling needle) 

�	�����������	�������� 
�/���
'�!�"������	��
�����2�'�������(� (six-port valve) headspace 

gas !	�������
+���#0�����#��!	�%�����
+�� (sample loop) �+�	����#:%�-�F������ GC ��
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$+�	 transfer line 
�"�0���
���#�(�"�
 GC �+�0�  
��	�� Static HS-GC 	�70�"	3�����#
'��(
�/��

�����
���#�(
)�������� 2AP !	����
+��
��6��"��
�8	���7�-��!	��	����
	�7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��� 5.1 -$	*��-������(��#��2�
+���+�
��� HS-GC 
 

  
��/��� HS-GC  

 !	��������!)"
��/��� HS-GC ���2��1�� Agilent Technologies ������%�-22���

�3���	
�8	-22 Static HS ���+�	��#��2����3���� �/� headspace auto-sampler �'+	 HP 7694 -�#


��/��� GC �'+	 HP 5890 Series II  A9������3���	�����:	3�0��#
�
����������
+��
�"��%+���

��
���#�(�"�
�#22 GC 0�"��
��� ��

����������	3����2���'����
+��!�+0�"!	 sample tray ���

�3�-�	+������7�0�"!	���-���������
���(���!)"��2�'�����3���	�����7��#22 ���	�7	�������
+��

�#:%�-�	��2�
�2-�#	3�
�"�0�!	 oven ��������
�
+��������
+��!	��#��������!�"�����"�	���

�����7�0�" �������	�7	0��#
�
�#:%�	3�$+�	��7	��	
+�
D ���	:9� GC injector ��
$+�	 transfer 

line �+�	��#��2���
��/��� static HS-GC  -���!	�%� 5.2 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

��� 5.2  
��/��� HS-GC ���2��1�� Agilent Technologies 

Sample Tray 

GC Injector 
Transfer Line 

Headspace Oven 

Headspace Auto-sampler

GC 
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 Headspace auto-sampler ���+�	��#��2����3�����/� 

 (1)  �%"�2 (Oven) 

  �3��	"����!�"�����"�	-�#��2�'��'��*%������������
+�� ��
*�
!	 oven �#��:��

��'	A9���3��	"���������2�������
+��-�#
�
+��������
+�� -�������%� 5.3 :����'	�����+���#��

)+��!�+�������
+���3�	�	 6 )+�� 
�/�������2����
+��!	�������
������!)"!	��������"�

��	�� HS 

	�	��+�
���!	�����
���#�(�"�

��	�� GC ��
 oven �����:!�"�����"�	-�#��2�'��'��*%��

0�"!	)+�� 40 – 200 oC  
 
 

 
 
 

 
��� 5.3 �%"�2���
��/��� HS A9���#��:�������2����
+��A9�������:��'	0�"�
%+*�
!	 

 
  (2)  :��!�+�������
+�� (Sample tray) 

 :��!�+�������
+�� ���
��/��� HP 7694 �����:����������
+��0�":9� 44 ��� ��


�����'	��/����
��/��	������:�������+�� �#�����"����2�3�-�	+�����������
+�����
���"�����

�#��
���#�( ��
���/���2-22����	�����3��	"����	3��������
+��0�!�+!	)+��!�+�������
+����� oven 

�+�0� ��
�#22��7����$%"!)"�����:��7��+�����3���	!�"
�8	0�-22����	����0�" -�������%� 5.3 

 (3)  �#22���	3��������
+��   

 �+�	��#��2��/��'����(����3��������3��	"����!	���	3�
��0��#
�
�������
+��*�
!	

�������
+������S��	��0���
���#�(�"�

��	�� GC �+�0� ��#��2�"�
 
�6� (vial-sampling needle) 

�����
�"	$+�&%	
(�����	�� 0.5 �����
��� ��

�6��#-��$+�	-$+	
�� (septum) ����������
+��


�/�����-�F� N2 
�"�0��3�!�"������	*�
!	�������
+��
��������97	 ���	�7	0��#
�
�����������	

�%��#0��$+�	
�6�
�"��%+ sample loop A9��������	��!�"
�/��!)" �97	�
%+��2����
���#��!	���

��
���#�(�/��	�� 1.0 -�# 3.0 ��������� �#22���	3�0��#
�
�����+���#�����(�-22��)+����� 

 Oven 

Sample tray 
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(six-port valve) 
�8	�����2�'� (�%� 5.4) �+�	��#��2
��+�	�7�#�
%+!	�+�	
��
���	A9�������:

��2�'��'��*%��0�"!	)+�� 40 – 200 oC 
 
 

                      
 
      ��� 5.4   �+�		3�0��#
�
����������
+��A9����#��2�"�
 needle, six-port valve  

    -�# sample loop 
 
 

  (4)  �+�	3�����
+��
�"� GC (transfer line)  

 
�8	�'����(����3��	"����!	���	3�0��#
�
����������
+����� headspace auto-sampler 


�"�0���
���#�(�"�

��/��� GC ��
��� (�%� 5.5) �+�	3�����
+����#��2�"�
�+����#	�
����	��


�6��
%+*�
!	�����	3������"�	 -�#��<	�	�'"�0�"!	�+�		���'� ���	�7	!	�+�		�7�9������:

��2�'��'��*%��0�"
)+	��	 ��
�
%+!	)+�� 40 – 220 oC 
 
 

                       
 
 
 ��� 5.5  �+�	3�����
+������#22 HS A9�����
�+��#
�8	
�6����-��$+�	 septum ��� 

   �+�	<���������#22 GC 
�/��	3�����
+��
�"�0���
���#�(��
����	���� 
 

Needle 

Six-port valve 

Sample loop 
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  ��7	��	����3���	��� Headspace auto-sampler (�'+	 HP 7694) 

 !	���!)"��	$%"!)"�3�
�8	����#�"��
�S����(�-�F����!)"
�8	����� -�#
����������	*�
!	

�������
+���+�	����3���	 ���	�7	���'?�
�S� (power) 
��/����#
�����3���	 ��
�#!�"�����"�	

-�#��2�'��'��*%������+�	 oven �+�	 sample loop -�# transfer line ������$%"!)"�3��	� 
�/��

�'��*%��������������"����� 
��/����#-����3��+���"�� (ready) �97	����	"���-���$� 
�/��$%"!)"��	

���'?� 
�����3���	 (start) �/���2-22����	�����#	3��������
+������3�-�	+�����"�����*�
!	:��

����
+��0�!�+��!	)+����2�������
+��*�
!	 oven ���	�7	
��/����#�3���	�����7	��	�+�� D 


��+�	�7�/� 

  (1)  �*��#
���
���"�� (Stand-by condition) 

 �#22A9����#��2�"�
���(�-�#�'����(��2�'���������0�����-�F� �/� ���(� S1 

-�#�����2�'�������	 (pressure regulator)  �3����2-�F����!)"!	���
����������	 (N2) -�#���(� 

S2 -�#�����2�'���������0�� (flow controller)  ���-�F������ A9��
�"	������0�����-�F���7�

����#:%���2�'��"�
 six port valve ��
!	��#���
��/�����"��!)"��	 ���(���2�'�-�F��3����2


����������	 (S1) �#
�S�
�/��!�"-�F�0��$+�	 six port valve $+�	)+�����

�� 5 0� 4 
�/��
�"��%+  

sample loop ����%+)+�����

�� 1 -�# 6 $+�	0��%+
�6��+�0� -������
�"	��
��
�*�
!	�%� 5.6 

!	��#���-�F�������#0��$+�	 six port valve $+�	)+�����

�� 3 0� 2 -�#�+�	3��������
+��-�#

!	��#
��
���	�������
+������
%+*�
!	 oven �6�#0�"��2�����"�	���
���-�#�'��*%�����$%"!)"

�3��	� ��
!	��#����3�����3������
���#�( �������
+���#:%�
�
+��
%+����
��� 
 
 

 
 

��� 5.6  �*��#����3���	���
��/��� HS !	�*��#
���
���"�� 
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  (2)  ���
����������	*�
!	�������
+�� (Vial pressurization)  

  ��������������
+���
%+!	���'�*�
!�"�'��*%��-�#
�������3��	� :�������2

����
+��*�
!	 oven �#��'	
����
	�3�-�	+�
�/��!�"�������
+������"������
%+!	�3�-�	+���������	

��2
�6� ���	�7	-�+����#�"��!�"�������
+���#
�/��	�%��97	
�/����	�������
+���97	0� �3�!�"
���S�

���:%�-���"�

�6� !	��7	-�����(� S1 �#
�S��3�!�"-�F�0��
�"��%+*�
!	�������
+�����
������

�3��	� �+�$�!�"������	*�
!	���
�����%��97	 -�������3���	����%� 5.7 
 

 
 

��� 5.7  �*��#����3���	���
��/��� HS 
�/���3����
����������	!�"-�+�������
+�� 
 
 

   (3)  ���
����%� (Filling the sample loop) 

 
�/��$+�	��#2�	���
����������	*�
!	�������
+�� �+�$�!�"������	*�
!	���

����
+���%���+�������	2��
���&  ���	�7	
�/�����(� S1 �S�!	��#������(� S2 
�S� 0��#
�
������

����
+���#
��/��	����������������
+��A9����������	�%�$+�	���
�6�-�#
�"��%+ sample loop A9����

������	
�+���2������	2��
���& ����%� 5.8 ��
���
��� sample loop �������
+���#�����	�(��2


���!	����S�-�#
�S����(� S2 -�#������	��7����*�
!	�������
+�� A9����#��2�"�
������	

*�
!	����+�	���
����������	�"�
-�F� -�#������	���0�"��2
���������7	��	���
����������	 

���	�7	�������������
+������#
�"��%+ sample loop �9����C���
���
���
��"����2��7����
����������	-�#

�#
#
���
�/��!�"���0��$+�	
�"��%+ sample loop (loop filling time) 
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��� 5.8  �*��#����3���	���
��/��� HS 
�/��!�"�������
+�������
��/��	���
�"��%+ sample loop 
 
  (4)  ���
�"��%+���'�����%� (Loop equilibration)  

  
�/���������
+��
���
�"� sample loop 
��
2�"�
-�"� �#22�#�S���7����(� S1 -�# S2 


�/��!�"�����������2���
�"��%+���'�!��+*�
!	 sample loop ����
+�� �3�!�"������(��#��2

��7������7����������
%+*�
!	-�F�����
+�����
�"�
�8	
	/7�
��
���	 �+�	����#�3������
���#�(�+�0�

�"�

��	�� GC 

  (5)  ���<������
+�� (Sample injection) 

  �����������������
+���
%+*�
!�"���'�*�
!	 sample loop �#22 six port valve �#�3�

�����'	�3�-�	+��3�!�"-�F������0��$+�	)+��������

�� 3 0�)+�����

�� 4 $+�	
�"��%+ sample 

loop 
�/����
���������
+��*�
!	 sample loop ���0��%+)+�����

�� 1 -�# 2 ����%� 5.9 ���	�7	

�������
+���#
�"��%+�#22���	3����
�"����
��/��� GC $+�	�+� transfer line ���
��/��� HS 
 

 
��� 5.9  �*��#����3���	���
��/��� HS 
�/���3����<�����
�"��%+�#22 GC 
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  (6)  
��6������
���#�( 

 
�/��
��6���7	���<���������
+�� �������
+���#
��/��	�����������3�-�	+����-�����


�6� ���	�7	-�+	�����2�������
+���#��'	
�/��	3��������
+����
���3�-�	+�������������

����
+����� oven ��
�#��-�	��2����	��������2�������
+�������
���#�(
��6���7	-�"� 0�0�"
��

�3�-�	+�
���!	 sample tray *�
	�� �+�	�#22*�
!	A9����#��2�"�
���(���2�'�-�F��+��D 

-�# six port valve �#�3���	��
���2
����
	�3�-�	+������7	��	��� 1 
�/��
���
���"��!	���

��
���#�(����
+������+�0� 
 
  �C���
����3������������
���#�(�"�
 Static HS-GC 

 !	�����
���#�(�"�

��/��� HS �����-����/��C���
�+�� D ����"���3������2�'�
�/��!�"

0�"$������
���#�(���:%��"�� -�+	
3� -�#!�"�*��0������ ���-��
��+�	�7
����
	0�����'����1�#

�������
+��-�#�������"�������
���#�( ���-������3����0�"-�+ 

 (1)  �'��*%������%"�2 (Oven temperature) 
�8	�C���
����3�����+������
���#�(��7�
)��

������-�#�'�*�� ��
�+�$��+����'�����������"������#��
���#�( ��
�#�
%+!	���'��#��+��

����
+��-�# HS *�
!	������S��	�� 

 (2) �'��*%����� sample loop �"���%���+��'��*%������%"�2
�/���Q����	�����2-	+	 

 (3) �'��*%������+�	3���� (Transfer line temperature) �"���%���+��'��*%����� 

sample loop 
�/���Q����	�����2-	+	 

 (4) 
������
�"��%+���'������������
+�� (Vial equilibration time) �/� 
���������

����
+��!)"!	�����2�����"�	����%"�2 ��
 � 
����	9��D �6�#
������'��+��D �97	*�
!	���

����
+�� ����
+��-�+�#)	���#��
������
���#���97	�
%+��2)	��-�#�:�	#�������
+�� �C���
	�7�+�$�

�
+������+�����3��'�*��-�#��������
���#�( 

 (5) 
���!	���
����������	 (Pressurizing time) �/� 
������-�F������ (!	���

�����!)"-�F� N2) $+�	
�"�0�*�
!	�������
+��
�/���3����
����������	*�
!	�������
+�� A9���#

�+�$��+��*��0����
��	�� 

 (6) 
���!	���
��� sample loop (Loop filling time) �/� 
�������������
+������
%+

*�
!	
R��
�A����������
+�� �#$+�	
�"����%+ sample loop ����������������� 
�/��!�"����������

����+�	����#:%���
���#�(�"�
 GC ����������������
�+���	�'����7� 

 (7) 
������'���� sample loop (Loop equilibration time) �/� 
������!�"���

����
+��
�"��%+���'�*�
!	 loop �+�	����#:%���
���#�(�+�0� �C���
	�7��$��+�����-�+	
3�������

����� 

 (8) 
������!)"!	���<����� (Injection time) 
������!)"!	���	3��������
+����� 

sample loop 
�"��%+�+�	<�������� GC ��
����	���� �+�	!��+�#��7��+�0�"!�"-	+!��+������7����

*�
!	 sample loop :%���
���#�(�"�
�#22 GC 
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  �������2������
���"��2�(=�����  

���
����2���'����
+�� (headspace vial) -�# septum )	�� PTFE/silicone �	��


��
���2�	������������
+����"��>���%��
	�
� �+�	!)"���	3�0��2�����"�	
�/��0�+����
�/��	

�+�	2���'����
+��
��6��"�� 
��6��"������
+��!)"�"����"����	�'(�������#�� 105 ���0�"��2���-���


��#��%���#
�1��&����( ������
���

)�
�!��+ 
�62
���
�!	
�/�	�@&����
	 2546 
�8	

����
+���"��
�/������� ��7	��	���
���
�����
+��-���!	-$	*���%� 5.10 ���������
���#�(

������A9��!)"�����������;�	*�
!	 !)" 2,4-dimethylpyridine 
�8	�������;�	*�
!	�������


�"��"	 1000 !	����3��#��
 isopropanol 
 
 

 
 
 
 

 
    )���	73��	��$��"�� 5.000 g 
 
 
 
 
 
         
�������#��
����������;�	 

         -�#/��/� �������;�	*�
!	 
 
 
 
 
       
       �S� septum -�#>���%��
	�
� 

       ��
!)" crimper ���>�!�"�S��	�� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          	3�
�"����!	 sample tray ���
��/��� HS-GC 

  

��� 5.10  -$	$���������
���
�����
+��
�/����
���#�(�"�

��	�� HS-GC 

����
+��
��6��"�� 
- 2�!�"�#
��
��"�

��/����C	̂
- �+�	�"�
�#-����	�� 45 mesh 
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  �����2*��)�������� 2AP ��2�(=���������2+*��* Static HS-GC: 

   ������*��#���
���#������#22 GC  

!	�����
���#�(�"�
�#22 HS-GC 	�7	 GC 
�8	�+�	�3��������#�3����-
�-�#��
���#�(

�������
+�� ���	�7	�9�������*��#���
���#��������-
�����#
�
�������
+���"���"�
 GC �+�	


�8	��	��2-�� ��

<��#�����)	����� capillary column ���
���#�� 
	/������)	����������	(

���
�/��!)"�#
�8	����3��	��+����-���/�	D ����#22 GC �"�
 
)+	 ��������0�����-�6������ 

�%�-22���	3����
�"�����+�	<����� 
�8	�"	 !	�������
	�7�9�0�"�3������#
��	)	����� capillary 

column -�#�*��#��� GC ��
)	����� capillary column ���!)"����������	�7 

� DB-1701 

 Liquid phase �/� 14%cyanopropyl-phenyl 86% dimethylpolysiloxane  

 �	�� 15.0 m � 320 �m i.d. �����	���� liquid phase 0.15 �m  

 $�����
2��1�� J& W Scientific 

� DB-35MS  

 Liquid phase �/� 35% phenyl 65% methyl arylenesiloxane  

 �	�� 30.0 m � 530 �m i.d. �����	���� liquid phase 1.0 �m  

 $�����
2��1�� J& W Scientific 

� HP-5MS 

 Liquid phase �/� 5% phenyl 95% dimethylpolysiloxane  

 �	�� 30.0 m � 320 �m i.d. �����	���� liquid phase 0.5 �m  

 $�����
2��1�� Hewlett Packard 
� HP-5  
 Liquid phase �/� 5% phenyl 95% dimethylpolysiloxane  

 �	�� 30.0 m � 530 �m i.d. �����	���� liquid phase 1.5 �m  

 $�����
2��1�� Hewlett Packard 
 
   Capillary column )	�� DB 1701 
�/��!)"��2�����
���#�(����
+���"�����
�62���1���


�8	
���	�	��/��"��
�+� A9���2 hexanoic acid �
%+!	0��#
�
����"��!	��������� -�#���	�7�� 

retention time 
�+���2 retention time ��� 2AP �3�!�"
������A"�	��2��	��������������7���� 

-�#�+�$�!�"�����
���#�(
)��������������$������0�" ���!)"�����	()	�� DB-35MS A9�� liquid 

phase ���*����7�	"�
��+������	()	�� DB 1701 
�6�	"�
  -�+�	��
���97	��� 15 
�8	 30 
��� 


�/��
���
2
��
2��2�����	( DB-1701 -�#�����	���� liquid phase 
�����97	��� 0.25 �m 
�8	 

1.0 �m A9������+��#)+�
!�"��#�����*��!	���-
����97	 -�+
��0�+�����:-
� 2AP ������ 

hexanoic acid 0�"�
+������ 

   ���!)"�����	(������*����7���3� 
)+	�����	( HP-5MS �9�	+��#�+�$�!�"�3���2!	���-
�

���
����
	0� -�#	+��#�����:-
� 2AP ������ hexanoic acid 0�" ���	�7	�9�0�"����������
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	3�
�������	( HP-5MS ��!)"!	���-
�0��#
�
��� headspace �������
+��
��6��"�� �2�+�

�����:-
���� 2AP ������ hexanoic acid 0�"�� �
+��0��6��� �2�+��*��0���������
���#�(


��0�+���� 
�/��
�8	������2��'����-
�-�#
�����*��0����
��	��!�"�%��97	 �9������!)"�����	( 

HP-5 ����������	���� liquid phase -�#
�"	$+�&%	
(����*�
!	
�����97	
�8	 1.5 0����
��� -�# 

0.53 �����
��� ����3���2 �2�+��+�$����+���#�����*��!	���-
�-�#�*��0�������������� 

2AP �9�0�"	3������	()	�� HP-5  (5% phenyl 95% methylpolysiloxane) ����
�� 30.0 m 


�"	$+�&%	
(����*�
!	 530 �m -�#�����	����������
E� 1.50 �m 	�70���#
'��(!)"!	���

��
���#�(��������� 2AP !	����
+���"���"�

��	�� HS-GC �+�0�  

   �����������*��#�+��D ��� GC !	���-
����(��#��2����#
�
��� headspace 

�������
+��
��6��"����
!)"�����	( HP-5 �2�+��*��#���
���#����� GC �����	�7   
 

��/��� GC : �'+	 5890 series $�����
2��1�� Agilent 

 - �'��*%��������	3����
�"�   250  �C 

 - ���-����'��*%����������	( : 

   �'��*%��
�����"	   45 �C  

   �'��*%��������   65 �C  

   ��������
�����'��*%��  0.5 �C/min 

   �'��*%���'��"�
   250 �C  

   ��������
�����'��*%��  45 �C/min  

 - ��������0������F�AR�
��
�  1 mL/min 

 - �������������<��    1.0 �L 

 - Split ratio     1 : 1 

 - �'��*%����� FID    250    �C  
 
   � ��������0�����-�6������ 

�3����&9�1���
!)"�*��#��� GC �����+���"���"	 -�#���2
����
	��������0�����

-�6��������� GC 
�/������������0�����
���#�� ��
!	��������!)"��������0�����-�6����

��
�8	 3, 4 -�# 5 ml/min �2�+����!)"��������0�����-�6��������� GC 
�+���2 3 ml/min !�"

��#�����*�����-
����������
�8	���(��#��2!	 headspace ���
��6��"������+���������0��


�+���2 4 -�# 5 ml/min ��7�	�7
	/������
�/���������������
+�����
�"��%+�����	(���
��	0�
�/�������

���0�����-�6�������%��97	 �#�3�!�"��#�����*��!	���-
����� ���	�7	�9�
�/��!)"��������0��

���-�6���
�+���2 3 ml/min  
 
   � �������;�	*�
!	 


	/�����������
���#�(
)����������
!)"��������������;�	*�
!	 (internal standard 

method) �#)+�
���C�������$������������$%"�����-�#
��/����/�0�"��� ���	�7	
�/��!�"���
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��
���#�(
)����������� 2AP A9��
�8	����#
�
������
%+!	
��6��"��������	"�
 (trace amount) !�"��

����:%��"��-�#-�+	
3��97	 �9�	3�
�������������;�	*�
!	��!)" ��
������������2�+����!)" 

TMP 
�8	�������;�	*�
!		�7	��#�2�C���!	���-
� 
	/���������(��#��2����#
�
��

�3�	�	��� -�#A"�	��2��	��2������ TMP  ���	�7	�9�0�"���������������!��+����#	3���!)"
�8	

�������;�	*�
!	 ��
!	
2/7���"	�#�������	3�
�������������1�#!��"
��
���2 TMP 
	/��������

�'�
�+	�������
�:�
� 	�����	�7
��:/��+�
�8	�����#��20	���
�	
)+	
��
���2 2AP ����"�
 

�2�+� 2,4-dimethylpyridine ��/� DMP 
�8	������
���#��-�+���	3���!)"
�8	�������;�	

*�
!	  
 
 
          2,4-dimethylpyridine (DMP) 
 
 
 
  ��������������
���#���������
+���"��
�/��!)"!	��������
���#�(
)����������� 2AP 

 
	/�������������"������
%+!	�������
+��-22 headspace ��$��+��/7	������ headspace  

*�
!	��� A9���+�$���
����+��*��0���������
���#�( 2AP !	����
+���"���"�

��	�� HS-GC 

���	�7	�9�0�"�3����&9�1�:9�$��������������
+��*�
!	�������
+�� ��
�3������
���#�(����
+��

�"����"����	�'(�������#�� 105 !	���������-���+����	 �/� 0.5, 1.0, 2.0 -�# 3.0-8.0 g $����

��
���#�(���-�����
���E-����������/7	���!�"��������� 2AP �������;�	*�
!	 DMP -�#

������+�	�/7	���!�"��������� 2AP �+� DMP ��������
���#�(�"����"��!	�������+��D ��	 �"�



��	�� HS-GC -�������%� 5.11   

�2�+�
��	�� HS-GC �����:��#
'��(!)"!	��
���#�(��������� 2AP !	����
+���"��

�������+�� D 0�" ��7�-�+�#��2 0.1 g 0�:9� 8 g ��
�#��2�%��'�����������"�� �#0�+�%���+��#��2 8 

g ���	�� 
�/���Q����	������$���#��+��
�6���2����
+���"����
��� ���	�7	!	���������9�!)"

�������������'��������
+��
��
� 8 g :9�-�"�+����$������������0�"�2�+�
�/�����������

����
+��
��������97	 �*��0���-	��	"�����#
�������
����97	�6��� ���	�7	�������������
+������#


�/��!)"
�/���3����
���
�����
+��!	���&9�1��#22��� static HS-GC �+�0� �9��#!)"�"������
+�����

������ 5 ���� A9��
�8	�+�!	�#��2��	����-�#����+�	�����������������
+��-�#���������� 

headspace *�
!	�������
+���#����#��� 1 �+� 3 -�#
�/��!�"�+����-���+�� D ����#22 HS-

GC ������*��#���
���#��-�"� �����:��#
'��(!)"���2��'�����
+��!	�������+�� D 0�" ��7�

!	)+���#��2��3� �/� 0.1 g 0��	:9� 8 g  
	/����������������
+���"�����
�/��!)"�/� 5 g �
%+!	�#��2

��	����
�/��
��
2��2)+���������������
+�� 

N CH3  

CH3  
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 ��� 5.11  ���������������� (�) 2AP (�) ����������!���� DMP "�#  

    (�) �	����

�������������������� 2AP �
� DMP $%����&�'�*�� 

    ���
�����#+,���
��������������
�� - �	�/�
������� HS-GC 
 

(�) 

(�) 

(
) 
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     ���+��!�
#����+��#����� headspace auto-sampler  

   � �9�+!:������:��; �
����������:
��/9�����	
��
�� 

  ������*���	
"������<��	=�
����
�����#+,�	
��
��/�
������� HS-GC ��� �9�+!:�����

�:��; (oven) �
����������:
��/9�����	
��
�� "�#�
�������������
��/	� $%����&��>**	������'�

��
������
����
�����#+,�	���?��������"�#�9�!�� @/��9�+!:������:��;"�#�
�������:
��/9����

�	
��
��*#���
���	��	�A,�
��
��	���#���A�B�����#*������������������*#
�����#+, /	��	��*%�*#

�
�'�@/�����
��!��C
��������� "�#�
��+���+������������*#����C��:
���"��"�#


�����#+,/�
��#;; GC �

��
�������������
��/	�!�����
/�	
��
���	��*#�
�'��
��!��C


����������?
��	� @/��	
"�����*#�<��+�!�����#;;���
��/	����������%��������<��+�����<����

���*���
/�	
��
���<�C/���
������#���A�!��@/��?��#;;���
��,
";;+�?
�����  

�������������	D�������� HS-GC �����
�����#+,�?�������������� 2AP �������:
!����

���E/���
@/���� �
��?�������	
��
����&��������������*������&��	�/	;"��������<�+�/�9�+!:��

����:��; C/���
���+��#��@/�C�
���
��/	����C���<����;�
���/9� ���������E/���
���
��?���

��������:
�������������# 12-13.5 @/���<�+�	� ������*��'
����#;
�����/�
��?���"��
�
�����

��E;�	�F� /	��	�����E/���
�����:
!�����#;;�G/����
/�	
��
��C�
C/��	;'���#�;�����������<���

�	
��
������	� �<��+������H�<�+�/�9�+!:������:��;�+��:��%�� �����������!��C
��������
*
	/

C/�"�#�/�
������������:
��/9�����	
��
�� �
�������
�����#+,���@/��
�*%��/�� 

����/���
�����#+,�	
��
�����E/���
/�
������� HS-GC �����I%�F����A������

�9�+!:����� oven �
��9�+!:������/��� C/�"�
 100, 120, 140, 160 "�# 180 �C  $%����"�
�#

�9�+!:���<������	;��������
������������:���/9�����	
��
��/�
� �����I%�F����A�������	
"���	��

����
��!��C
��������
*
�����#+, 2AP ���������
������������:
��/9�����	
��
����*����

���'�����/������C/�*�����������9�+!:�� ���J�:� 5.12-5.14  "�/��
���	��	�A,����9�+!:��

����:��;��� HS auto-sampler "�#���������������� 2AP, DMP "�# �	����

�������������� 

2AP/DMP ����<�/	; ���J�:� 5.15-5.19  "�/��
���	��	�A,�#+

������������������ 2AP, DMP 

"�#�	����

�������������� 2AP/DMP "�#�
������������:
��/9�����	
��
�����"�
�#�9�+!:�����

�:��; (100-180 �C) 
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��� 5.12  �
���	��	�A,�#+

���9�+!:������:��;����	;�
������������:
��/9�����	
��
�� 

 �����'��
��������C�������� 2AP ����?��9�+!:������:��;��
��	; 120, 140, 160 "�# 

180 �C /	����J�:� (�) "�#�����;����;�	;�9�+!:������:��;��
��	; 100 �C /	�

���J�:� (�) 
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��� 5.13  "�/��
���	��	�A,�#+

���9�+!:������:��;����	;�
������������:
��/9����

�	
��
�������'��
��������C�������� DMP ����?��9�+!:������:��;��
��	; 120, 140, 

160 "�# 180 �C /	����J�:� (�) "�#�����;����;�	;�9�+!:������:��;��
��	; 

100 �C /	����J�:� (�) 
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��� 5.14  "�/��
���	��	�A,�#+

���9�+!:������:��;����	;�
������������:
��/9����

�	
��
�������'��
��	����

��������C�������� 2AP �
� DMP ����?��9�+!:������:��;

��
��	; 120, 140, 160 "�# 180 �C /	����J�:� (�) "�#�����;����;�	;�9�+!:��

����:��;��
��	; 100 �C /	����J�:� (�) 
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��� 5.15  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:
��/9�

����	
��
�� @/��?��9�+!:������:��; 100 �C  
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��� 5.16  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:
��/9�

����	
��
�� @/��?��9�+!:������:��; 120 �C  
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��� 5.17  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:
��/9�

����	
��
�� @/��?��9�+!:������:��; 140 �C  
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��� 5.18  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:
��/9�

����	
��
�� @/��?��9�+!:������:��; 160 �C  
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��� 5.19  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:
��/9�

����	
��
�� @/��?��9�+!:������:��; 180 �C  
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*��'�����/��� �������*�����
���	��	�A,����9�+!:������:��;"�#�
�������:
��/9�

����	
��
�� �;

���"�
�#�9�+!:������:��;*#���
����������:
��/9�����	
��
������
��+�%������+�

�!��C
�����
�����#+,����:�����9/ �������!��C
����/��<���������
�����C/��	;�
���������������%���	�� 

��**#�����+�9��*���
��/	�!��������������C� �<��+�������	�
$%��������#�+����*���
/

�	
��
����#�<�����/��� +�����*���/*����������	
+�������#�+�������%��������%��������

���� - ����+���*���������������
�����#+, "�#;/;	�+����;�
���/9���������#*���	
��� 

2AP �����:
 headspace 

 '�����9�+!:������:��;�
��!��C
������
�����#+,*#�+�����	� ��� ������9�+!:��

����:��;������:��%�� *#�<��+��!��C
������
�����#+,������%�� "�#�
�������������:
��/9����

�	
��
������+��!��C
�:��9/���"�
�#�9�+!:������:��;*#C�
��
��	� ����9�+!:����<��
������������:


��/9�����	
��
�����*#�+��!��C
�����
�����#+,�:�����9/����

�����9�+!:���:� �	���������9�+!:��

����:��;����:� �	
��
���?��
������������:
��/9������

� "�#�+��!��C
�����
�����#+,���/��

� �����

����;�	;�9�+!:������:��;�����<��

� @/�����#���
�����#+,�������#�+��
�� 

   ��
��C��E��� ����9�+!:���:�����C�*#��'��<��+�*<��
�"�#����������#�+������:
�� 

headspace �������C� �
�'�C��	���#���A�!�������"������#;; GC @/�+�������������:
�#;; 

GC ��*<��
�����%��*#�<��+���#���A�!�������"���/�� '����
�����#+,���
������	�A9,��
/��

�#�� 105 ����?��9�+!:������:��;����:� ��� 160 "�# 180 �C �;

�*<��
�"�#���������������� GC 

���
��+���+���"�#������������ ���������;�	;�9�+!:������:��;�����<��� ���*�����*������:�

����
����������������� 2AP �	��;

� ����9�+!:���:��;����:� ����:����C/�*#���
���;�����;����'����


�����#+,����

�����9�+!:����<� ������*���
��/	�!�����
/�	
��
��������%���<��+��	���������<�

C��#�+�*�� HS �����:
 GC �
;�9�C/���� /	��	���������*����'����
�����#+,���"�
�#�9�+!:��

"��
�;

� �
������
/�	
��
��C/��	;�
������+����
������������:
��/9�����	
��
�� H�����
�����

����C�"�#���
��������C�����������;����;�	;�
������+��#������9/���"�
�#�9�+!:�� *#�<��+�

����:�+���'����
�����#+,���C/�*#���
���;�����;��:� *%�������?��9�+!:������:��; 140 �C "�#�+�

�
������������:
��/9�����	
��
����� 5 ����  
 
   � �
������������:�  (loop fill time) 

�
������+��#������������:�����	
��
�����
���	��	�A,@/�����	;�
��/	�!����

�
/�	
��
��"�#�������+����#�#�������
��<�������*#�<���������:
�:��	
��
������������������� 

@/�������/����?��:��	
��
�������������� 3 mL  ����	
��
��!�����
/�	
��
��*#���*���
/

�	
��
�������:
�
��<����@/���E��<��	
��
�����  HS auto-sampler ���C+�����	
��
����I	��
��

/	����"���
���	��#+

���
��/	�!�����
/�	;�
��/	�;������I��������
��<���� @/��>**	�

�	�����*#�
�'���
������
��!��C
��������� ������*��*#���
���	��	�A,�
��	���
��/	�!����

�
/�	
��
��"�#�����������:��	
��
�� /	��	��*%��<�����/��������I%�F����A�������
�������

�����:�@/��
�����
������������:��<�����/������ 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 "�# 0.5 ���� @/�
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I%�F�����!�
#������
�����
�������������
��/	�!�����
/�	
��
�� (pressurizing time) ���

"���
���	�����
� C/�"�
 �!�
#������
�������������
��/	���
��	; 0.5 "�# 1 ���� $%��*#�
�'��+�

�
��/	�!�����#;;����
/�	
��
��"���
���	� ������+�C/�'�����/���������;��9�"�#

�����H�+E����A�������
������������:������
��?	/�*�  

'�����/������"�/������J�:� 5.20 "�# 5.21  $%��"�/����������������� 2AP, DMP 

"�#�	����

�������������� 2AP/DMP ���C/�*�����
�����#+,���
������	�A9,��
/���#�� 105 /�
�

������ static HS-GC ����?��
������������:����"���
���	��	�� �������*����'�����/������C/�

�;

� �
�������������
��/	�*#�
�'��
��:�";;+���"�
@������'����
�����#+,�+�����	� @/�

�!��C
�
������
*
	/ 2AP "�#����������!���� DMP *#������%��������
������������:������

����%�� "�#*#���
��:�����9/����
������������:���
��	; 0.1 ���� *���	�������������
*
	/*#

�/��������
������������:����������%�� ������*��C��#�+�*�� headspace *#�����:
�:��	
��
��C/�

@/�
�A����C+������:
�:�"�#'
�����C��:
������ @/���I	��
��"���
������
��/	�!�����
/

�	
��
���	;�
��/	��#/	;;������I������������� /	��	��������
������������:��������C��E

*#�<��+�����	
��
���

��+=
C+�����:
;������I  

��
��C��E����
�������������
��/	���'��+������������
*
	/���"���
���	��?
��	� 

/	����J"�/��
���	��	�A,�:� 5.22  $%��"�/����������������� 2AP DMP "�# �	����

�����������

��� 2AP/DMP �����������	
"���
������������:� "�#�
��������������
��/	���� (0.5 "�# 1.0 

����) �����;����;�	� �;

����A�������
�������������
��/	��#+

�� 0.5 ���� "�# 1.0 ���� 

�	���
����� 0.5 ����*#�+������������
*
	/�:��

�����
�� 1.0 ���� @/����A�������
�������

�����:�*#�
�'��
������������
*
	/ "�
*#C�
�
�'��
��
��+���+������������*#�����:
���


�����#+,/�
��#;; GC �	�����*#�
�'��
�����<�������
�����#+,"�
*#C�
�
�'��
��9�!��


�����#+, /	��	���
�������������
��/	�!�����
/"�#�
������������:����������?���� 0.6 "�# 

0.10 ���� ����<�/	; 
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��� 5.20  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:� 

(loop filling time) @/��+��
��������������
��/	���� 0.5 ����  
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��� 5.21  ���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

�������������� 2AP/DMP  

 ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC ���"�
�#�
������������:� 

(loop filling time) @/��+��
��������������
��/	���� 1.0 ����  
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��� 5.22  ���J�����;����;���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

� 

 ������������� 2AP/DMP ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC  

 ���"�
�#�
������������:� (loop filling time) @/��+��
������������� 

 �
��/	���� �) 0.5 ���� "�# (�) 1.0 ���� 
 

(�) 

(	) 
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   � �
�������������
��/	�!�����
/�	
��
�� (pressurizing time) 

'�����
�������������
��/	�!�����
/�	
��
���
������������
*
	/ 2AP ��

�	
��
�����E/���
 �<�����/���@/��	���
�������������
��/	���?

� 0.10-1.00 ���� "�#�����

�
����	���# 0.10 ���� C/����J"�/��
���	��	�A,�#+

������������������ 2AP, DMP "�# 

�	����

�������������� 2AP/DMP ���C/�*�����
�����#+,���
����� "�#�
��������������
��/	����

�?��
������������:���
��	; 0.1 ���� /	��:� 5.23 

�;

������������
*
	/ 2AP *#������:��%�� "�#�������������
*
	/�:��9/����
����

���������
��/	���
��	; 0.6 ���� +�	�*���	��*#�/�� ���*������;

��
�������������
��/	����

����"�#����

� 0.6 ����  ���?

� 0.1-0.2 "�# 0.9-1.0 ���� �+�'�����/���������
��

���/��������:�+������
��"�
��<��������:���<��

���?

� 0.3-0.8 ���� /	��	���
������������

�
��/	���
��	; 0.6 ���� *%����
���+��#������9/ 
 
  � �
����/9�����:��	
��
�� (loop equilibration time) 

 ����������������������������:
�:��	
��
�� �#;;��� HS auto-sampler *#���
��������+�

����������������/�
��
����E
����:�*��!�����
/�	
��
�������:
�:��	
��
���	��C/���	;�	
�����:
��/9�

�+�
�����	���
�����*#H:��<�C�
�����#+,/�
��#;; GC �
��	�������#*���	
�������
�� - �����&�

���,��#��;!����"�E��	
��
�� "�#�9�+!:������:��	
��
��/�
�    loop equilibration time *#

�
�'��
��
��"�
��<������
�����#+,"�#�!��C
  

 ���I%�F�H%����A�������>**	�/	���
�
@/��?��
������������:��	
��
����&� 0.10 ���� 

"�#�
�������������
��/	�!�����
/�	
��
����&� 0.6 ���� �	���
� loop equilibration time ��&� 

0.10, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 "�# 1.0 ���� ����<�/	; C/����J"�/��
���	��	�A,�#+

������������

������ 2AP, DMP "�# �	����

�������������� 2AP/DMP ���C/�*�����
�����#+,���
����� "�# 

loop equilibration time $%���;

������������
*
	/C/�@/��	�
C����������*#���������%������� 

loop equilibration time ���������%�� "�#*#���
��������9/����
�� 0.6 ���� ������
�����������%��

�!��C
������
�����#+,*#�/�� /	��	��*#�+E�

� loop equilibration time �
�'��
��	���
��

"�
��<�"�#�!��C
��������� "�#�
�����C/�*������/�������+��#������9/��� 0.6 ����   
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��� 5.23  ���J�����;����;���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

� 

 ������������� 2AP/DMP ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC  

 ���"�
�#�
�������������
��/	� (pressurizing time) @/��+��
������������ 

 �:���
��	; 0.1 ���� 
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   � �
���������/�	
��
������ GC (injection time) 

 ������*���
���������/����	
��
��*�� HS auto-sampler �����:
 GC ���
���	��	�A,�
�

�	�F�#����

���/��� (injection mode) �:�";;����<�������� "�#�	������C+����"�E��	
��

����	���#;; HS-GC *%����������I%�F�������#����/�����
�	;�#;;����<������������������ GC 

$%����&�";;�����+���"���

� (split injection) @/��	���	������C+����"�E��	
����� HS "�# 

GC ��
��	; 20 "�# 3 mL/min ����<�/	; �
������������:��	
��
����&� 0.10 ���� �
�������

������
��/	���&� 0.60 ���� "�# loop equilibration time ��
��	; 0.60 ���� "�#�	���
�����
�����

��/�	
��
����&� 0.10, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 "�# 1.0 ��������<�/	; C/�'�����/���/	����J�:� 

5.24 $%���;

��!��C
������
�����#+,*#�:�����9/������
���������/�����
��	; 0.40 ���� "�#

�/������E���������
����/�����
��	; 0.6 ���� *���	��*#�/����
���
�������"�#�!��C
��

��%��+�%������
����/�����
��	; 1.0 ���� ���<�����/��
�	��
���������/�����������

� 0.4 �����	�� 

*#�+��!��C
��<� /	��	�������
�����#+, 2AP �����E/���
@/����/�
������� HS-GC ������#;;���


�����#+,/	����I%�F��
��+������*%�������?��
���������/�����
��	; 0.4 ���� 

@/���9�*�����I%�F�'�����	
"���
�� - ��� HS auto-sampler "�# GC �;

�

�!�
#����+��#�������
�����#+,�?����������� 2AP �����E/���
@/����/�
������� HS-GC ��

�
�/	���� 
 

����������������	
�� 
  5.00 g 
 

GC: HP 5890 series II      
- Capillary column: HP-5 (5% phenyl 95% methylpolysiloxane) 
 ���/ 30.0 m � 530 �m i.d. �
��+����� liquid phase 1.5 �m 

- "�E��	
�� HS N2, �	������C+�  3.0 ml/min 

- �9�+!:���

���/���  230 �C,  split ratio 1:1 

- �9�+!:���:��;��������  45 �C  *���	��������9�+!:���	��� 0.5 �C /min *�H%� 65 �C 

- �9�+!:���	
��
*
	/  250 �C 
Headspace auto-sampler: HP7694 

- �9�+!:������:��;     140 �C 

- �9�+!:������:��	
��
��   150 �C 

- �9�+!:������
��<��	
��
��   160 �C 

- �
�������:
��/9�����
/�	
��
��  5.00 min 

- �
�������������
��/	�   0.60 min 

- �
������������:��	
��
��   0.10 min 

- �
����/9�����:��	
��
��   0.60 min 

- �
���������/���    0.40 min 
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��� 5.24  ���J�����;����;���������������� (�) 2AP (�) DMP "�# (�) �	����

� 

 ������������� 2AP/DMP ���C/�*�����
�����#+,���
�����/�
������� HS-GC  

 ���"�
�#�
�������/�	
��
�� (injection time)  
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   �����
������
������ 

  �����������J�������������?�����;
�����#+,������ 2AP ���	
��
�����E/���
 �?�
�A�

����������!����$%��������#����//	���� 

 1.  ���������������� 2AP ������
��������� 1000 ppm ���	
�<��#���C/���@������ 

���
�A�����	�����#+,"�#�<��+�;���9�A�B����%��/	�!��'�
� A 

 2.  �?����
C�
+���	�A9,�+������*���"���	
��
�����
���C�
����� 2AP �<����<����������

�	
��
��/	�"'�!���:� 5.10 *<��
� 7 �	
��
�� *<��
� 3 $�<� ��"�
�#�	
��
���������������� 

2AP ������
��������� 1000 ppm ������� 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 "�# 10.0 �L ����<�/	; "�#

�9��	
��
����������#����������������!���� ������� 1000 ppm ������� 1.0 �L 

 3. 
�����#+,���
�	
��
��/�
� HS-GC ������!�
#/	�"�/���+��� 71  *���	����������J

�
���	��	�A,�#+

���	/�

�@/���<�+�	���� 2AP/DMP "�#�	����

�������������� 2AP/DMP '�

���
�����#+,"�/�������� 5.1 "�#C/����J�������/	��:� 5.25 
 
 
����� 5.1  �������������������� 2AP ������
��������� 1000 ppm ���	
�<��#���C/���@�-

 �����������������	
��
�����
�	�A9,�+������*��� (�	�A9,C�
+��) ������?��������������J

 ������� 
 

�
/��� 1 2 3 4 5 6 7 

���������������������#���������� 

2AP ������
��������� 1000 ppm ���	


�<��#���C/���@������ (�L) 

0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 

��<�+�	� 2AP ���
/�	
��
�������            

���
�	�A9,�+������*��� (�g) 
0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 

�	����

���<�+�	� 2AP ���
/�	
��
��

�
���	������<�+�	����
�	�A9,�+����

��*���  

0.1 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 

�	����

�@/���<�+�	���� 2AP �
� 
DMP  

0.5 1 2 4 6 8 10 

�
�������������������� 2AP  1754 3860 6409 6280 14167 18712 7367 

�
�������������������� DMP 8455 10327 9415 4958 7670 7442 2351 

�
��������	����

�������������� 
2AP/DMP 

0.207 0.377 0.681 1.292 1.878 2.542 3.138 
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��� 5.25  ���J������� 2AP �?������
�����#+,�����������E/���
/�
�������  

 static HS-GC "�#
�A�����������!���� 
 
 
 ���J����������C/���&�������������������������"�
@�����
��	; Y = 0.3078x + 

0.0601 "�# ���
��	���#���A�B�?������ (R2) ��
��	; 0.9998 ��?

������� 2AP 0.5-10 �g +���

��?

��	����

������������� 2AP/DMP ��� 0.5-10.0 (*�����J) *	��	��*%��?������
�����#+,

��������� 2AP �������:
�� headspace ����	
��
�����
C/�@/��<�'�*�����
�����#+,�	
��
�����
���

���* ��+��	����

����������������� 2AP/DMP "�#����;+��	����

�@/���<�+�	���� 

2AP/DMP *�����J������� ��������;��<�+�	��������������!���� DMP *#�<��+����;

��������� 2AP �� headspace ����	
��
�����
C/�  

 ��
��C��E������������ 2AP �� headspace ����	
��
�����
�	�� C�
�?
������

�	��+�/�������:
���	
��
�����
 ���+���������� 2AP �	��+�/���	
��
�����
 �<�C/�@/�����;*���
�

�����#��������� 2AP �� headspace �
������� 2AP �	��+�/��������H��
*
	/C/�*���	
��
��

���
�	�� +��� �����#��������	/ (percentage of extraction)  
 
  ���+��
������#��������	/ 

   2AP ���
�����#+,C/�/�
������� static HS-GC ��&���������:
��?	����� headspace $%��*#

��&��	/�

��	; 2AP ����	����+�����:
!�����	
��
�����E/���
!�������/9�+�%��- � �9�+!:�����

C/��	; $%����&��	/�

��������� ������<��	
��
�����'
�����
�����#+,"��
C�
�����#+,�
�  2AP �����:
!����

���E/���
�E*#��#*���	
�%������:
��?	����� headspace ��� @/���/9�*#���/�%�����!������!�
#

Y = 0.3078x + 0.0601 ��� R2 = 0.9998 
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�+�
��� /	��	��H��+���������+������� 2AP �������:
�	��+�/�����E/���
 *%������H�<�C/�@/��<����

�/��������+��
������#��������	/ @/��<����
��
+������
�����������
�	�A9,�����������/�����

�������	
��
��/	�"'�!���:� 5.10 �<�C�
�����#+,/�
������� static HS-GC ������!�
#�/��
�	;

�����������J������� ;	��%�'����
�����#+,���C/� *���	����G/T��
/�	
��
��"�#�	������C
���&�

�
�� 1 ?	�
@������9�+!:��+���+�����<��

� 25 �C *���	���G/T��
//�
� septum "�#T��#�:����������

�+�
 "�#�<����
�����#+,/�
������� static HS-GC �����	�� ;	��%�'�������������� �<�����/���$�<�

�/���
�C���� *�C�
�����H��
*
	/���������������� 2AP C/� �<�'�����/�����
�����#+,"�#

�<��
�+��
������#��������	/ 2AP *���	
��
�����
����	��"�� ����;�	;������������ 2AP 

�	��+�/�������:
!�������E/���
 ('��
������������������	��+�/) @/� 
 
 

�
������#��������	/ = ������������� 2AP ���
�����#+,C/���	��"�� x 100   

            '��
����������������� 2AP �	��+�/ 
 
 

 ��������;'�*��
�����#+,�	
��
������	��"��*�������� static HS-GC �E�����H�<�

����<��
������+������������� 2AP �	��+�/�������:
�����E/���
�	
��
��C/� @/� 
 
 
������ 2AP �	��+�/�������:
�����E/���
   =  ��������� 2AP ���
�����#+,C/���	��"�� x 100 

            �
������#��������	/ 
 
 
 

'�����/���@/����J�:� 5.26 $%��"�/��������������������
�����#+,�	
��
�����
�	�A9,

��
/���#�� 105 $�<�"�
�#��	��/�
������� static HS-GC �;

����
�����#+,�	
��
������	��������

*#������������������ 2AP �������9/ @/�'����
�����#+,*#�/������	���
� - C� *���#�	��C�


�����H��
*
	/C/�����	����� 8 "�
��
��C��E��������
�����#+,*#�?�'����
�����#+,���C/�*������<�

���
�����#+,��	�����+�%�� $%��*#���
������#��� 2AP �	��+�/�����E/���
��� 22.38 "�# 20.46 ���

���
�����"�#���
��
 ����<�/	; ������<��
�+���������� 2AP �	��+�/�������:
���	
��
�����E/

���
 �;

���������� 2AP ��������H
�����#+,C/�����	�����+�%��H��

���&��	/�

���������

������

����;�	;���
�����#+,��	�������� ������*�������
�����#+,��	��"��*#����������&����,��#��;

!����?	����� headspace ���+���+���"�#��*<��
�����

�����	�������� @/�����#�������#�+�C/�

�
�� ���������������- ��*<��
�"�#����������#�+��������:
!����?	����� headspace C/� ��'�

�+������#*���	
��� 2AP �:
?	�� headspace ���/C/�����

����������;�	;���
�����#+,����	�������� 

����#�����
�����#+,��	���������	�� �������#�+�C/��
��+�����&������������������!�����	
��
�� 

�?
� �
��?��� *#�#�+�"�#�:=����C�+�	�*�����
�����#+,����	��"�� '�*�����
�����#+,����	����� 
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3-7 �;

������������� 2AP �� headspace �/��*���#�	��C�
�����H��
*
	/C/������


�����#+,��	����� 8 $%��C�
�+��� 2AP ���	
��
�����
�����*#��#*���	
��:
�� headspace C/����  

   ����/���+������#��������	/*���	
��
�����
�����"�#���
��� �;

����
��

"���
���#+

���
������#��������	/ @/����
�����*#���
������#�������	/�������

����
��
 

�	����� 2AP *#H:���	/�������:
��?	�������&� headspace C/�/��

��<�+�	;�	
��
�������&����
����� $%��

��*��&�'���*��A���?�������	
��
��������
����� ������

������&�C��	�"�#@���������

����
��
 

�����"�U���&����,��#��;����;�	��+�/ /	��	�������#*���	
������ 2AP �#+

��?	������	
��
��

"�#?	����� headspace *%����
��"���
���	� "�#�
�'��+��
������#��������	/���C/����
��

"���
���	�/�
� $%���
������#��������	/����
�����������/��������+��
��+�
�9���	������	�F�#

����	
��
���������C�@/�����#�	
��
��������
��?����
���	� ��
��C��E����
������#��������	/���

C/�*���	
��
�����
�����"�#���
�����
/���#�� 105 ����?��/������
�����������	���
��	;�����# 

22.38 "�# 20.49 ����<�/	; /	��	�����
����� (+������
���) �
���	�A9,�	�"�
������,�$E��,�
��?���

��
��	�*%���*�?��
������#��������	/�/��
�	�C/� 
 

0

5000

10000

15000

20000

1 2 3 4 5 6 7

��	����������
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��� 5.26  "�/����������������� 2AP *�����
�����#+,�	
��
�� (�) ���
����� "�#  

  (�) ���
��
�	�A9,��
/���#�� 105 /�
������� HS-GC $�<� 7 ��	��  
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   ������������!"�����!�#�������!
�$ 2AP ��%&�'��	*����+���������
�,�	
�� 

  
�A����
�����#+,������ 2AP ���	
��
�����
/�
������� HS-GC ����	D���%����� C/�H:�

�<�����#�9��,�	;���
�����#+,�	
��
�����
�	�A9,�/��
�	� ������
+���	�A9,��
/���#�� 105 @/����


�	
��
�������E;�����
*��"+�
����#��:��/��
�	����;���@����
� �.�
��:� �.�
��:� *.�9�����, ��E;

�����
���#�#�9�"�
��	;��%����
��?��� 27 % MC (wet basis) �<����/�
��?���/�
�������"//

*��+����
��?��� 12-13% *���	���<����
�����"�#���
���;��*9��;��*9!	�V,���"���
���	� 5 ";; 

C/�"�
 

(1)  H9��������
	�/9��&�@������A���� 

(2)  H9��������
	�/9��&�C����'��������� 

(3)  H9��������
	�/9��&�C����'��������� "�#�<��+�!����;��*9!	�V,��&�

     �9==���I 

(4)  H9��������
	�/9��&�C����'��������� "�#�����;��*9"�E����,;��C/���

     C$�,!����;��*9!	�V, 

(5)  H9��������
	�/9��&�C����'��������� "�#�����;��*9"�E�C�@���*� 

   !����;��*9!	�V, 
 
 '����
�����#+,������ 2AP �����E/���
�����"�#���
�����
/���#�� 105 C/�����:�

"�/�������� 5.2 "�# ���J�:� 5.27 
 
����� 5.2  ����:�*��'����
�����#+,������ 2AP �����
��
/���#�� 105 �����E;�	�F���H9� 

 �
��?��/�	� 
  

�	
��
�� 
�A������E;�	�F� (";;) 
������ 2AP �����E/���
 

(C�@����	��
���	�) 

1 2.40 + 0.01 

2 2.72 + 0.02 

3 2.78 + 0.02 

4 2.51 + 0.07 

���
��
 

5 2.81 + 0.02 

1 2.62 + 0.06 

2 2.93 + 0.03 

3 3.02 + 0.05 

4 2.80 + 0.11 

���
����� 

5 3.04 + 0.02 
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��� 5.27  ���J�
���	��	�A,��������� 2AP �����E/���
�����"�#���
�����
/���#�� 105 

�����E;�	�F���H9��
��?��/�	� 5 ";; 
�����#+,/�
������� static HS-GC 
 
 
   �������
!�����!�"!-�&	���!"���� (Method validation) 

�����#�������������?������!��C
*#"�/�@/��
������������<��9/��� 2AP ���

�����H��
*
�����#+,C/� "�#�������	
��
����������9/��������H�<������
*
�����#+,+�������

������ 2AP C/� �

��
��"�
��<����������*#"�/�@/��
��
�����/��������������:�+���'�

���
�����#+,���C/�*�����
�����#+,�	
��
�� 
�A�����?������I%�F�C/�"�
 
 

  �!��C
��������� 

�����#�������������/����!��C
*#";
������&�����	�F�# ��� 

(�) ���+������������������9/��� 2AP ��������� HS-GC ��������H�<������
*


�����#+,C/�  

@/�����:��

����C/�*������<����
�����#+,�	
��
�������
�A����������/	�����������	
��
��

�������������J������� @/��<�����/������������������� 2AP �� *� GC chromatogram 

���C/�"�/��	�F�#������������ 2AP ������
���:�����

�+�����
��	; 3 ��
��������������� 
(baseline)  

�;

��
/�	
��
�������������������������� 2AP ������ 0.3 �g �
����
�+����

��*��� (�	�A9,C�
+��) 5.0 ��	� ��&���������<��9/������ 2AP ����+�'����
�����#+,@/����	�F�#

��������� 2AP ������
���:�����

�+�����
��	; 3 ��
��������������� /	��	�������������������9/

������ 2AP ��������� static HS-GC ��������H�<������
*
�����#+,C/���� 2AP ������ 0.3 �g 
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���
/�	
��
�� (headspace vial) ���/ 22.3 mL "�#���J���������&����������?

� 0.5-10.0 
�g 

(�) ���+�����������	
��
�����
�����������9/��������� static HS-GC ��������H�<����

��
*
�����#+,��� 2AP C/�  

�?����
�����
/���#�� 105 ��<�+�	���?

� 0.1-0.5 g �;

� GC chromatogram ���"�/�

������ 2AP ������
���:�����

�+�����
��	; 3 ��
��������������� �?��������	
��
�����
��������9/

��� 0.2 g  
 
  �
��"�
��<���������� 

�
��"�
��<����������*#"�/�@/��
��
�����/��������������:�+���'����
�����#+,

���C/�*�����
�����#+,�	
��
�� @/��
��
�����/���������*��
�A��<����
�����#+,����	�F�# ��� 

(�) ���+��
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
���/��
�	�  

�<�@/�
�����#+,�	
��
�����
������	�A9,��
/���#�� 105 �	
��
���/��
�	�*<��
� 13 $�<� 

!���� 1 
	� �;

����
�����#+,�	
��
�����
��"�
��<���:
�����V,/� @/����
��;�����;��������

�	��	�A,����
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
����� 13 $�<�!���� 1 
	� ��������# 4.01 

@/�*��'�����/����;

�A���?�������	
��
�������H�
�'�H%��
��"�
��<����'����


�����#+,C/� H��+��
�����#+,�	
��
�����E/���
���������
;�9��
��?���C�
�+����
��"���
�����

�
��?����#+

���	
��
������	� *#�;

�'����
�����#+,���C/����!��C
����:�"�#���
��"�
��<����/� 
 
(�) ���+��
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
���
���	� 

�<�@/�
�����#+,�	
��
�����E/���
������	�A9,��
/���#�� 105 �	
��
���/��
�	�*<��
� 7 

$�<� !���� 1 
	� ��&��
�� 5 
	� �;

����
�����#+,�	
��
����"�
�#
	� "�#�#+

��
	�*#�+�'������

�
��"�
��<����/� @/����
��;�����;���������	��	�A,����
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����


����� 5 
	� - �# 7 $�<� ��������# 4.35  
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   �!"��������!
�$ 2AP /��02
��#�!# Solid phase microextraction (SPME)-GC     
     +�	������� SPME 

 ������ SPME *	/��&� dynamic headspace sampling ��#�!�+�%�� ����������	/���

�#�+�*�� headspace ����	
��
��/�
��	
/:/$	; (absorbent) ������<��	
/:/$	;���*�� headspace 

����	
��
��"��
 *���	���<��+�����#�+�+�9/���*���	
/:/$	;@/�����+��
������+����#�����

�	
�<��#�������+��#�� ��#�/��
�	�����#�+��	��H:�
�����#+,�
�/�
������� chromatography 

(GC +��� HPLC)  

 ������"�#�9����, SPME H:��	D���%�����W �.I. 1990
[38]

 �����H�?�C/�/��	;���

�#�+��	�� volatile "�# semi-volatile �	���������;	�� polar "�# non-polar ���	
��
��+���?��/�	��

�	
��
��������!��#��&�����+�
"�#���"�E�
[39-40]

 ���������*%�C/��	;�
��������
���
������������

�?���	/����#�+�@/�����#����+�� ��������<���� "�#�	
��
��*������"
/���� ������*����

�:�";;��#�	/�	/ �
���
�����<�C���#�9��, "�#�����	�C/�/��	;���
�����#+,/�
� GC �9����, 

SPME H:����";;�+����	�F�#�������E���/�������?��	;�#;;��/������ GC /	�"�/����:� 5.28 

 �9����, SPME ��#��;/�
� 2 �

� ��� SPME holder "�# SPME fiber (�	
/:/$	;) 

SPME holder ���	�F�#������:��:;���/��E� ��#��;/�
��	
/	��:��:; (plunger) $%����/��:


!�����
������#;����
� (body) ���������<�+�	;�<����"�#�	�F��#/	; �������/����
����� 

plunger *	;�%/��E����/��E�����
���:
�	; fiber "�#��/��:
!������E�����<�+������"��'
�� septum 

(septum-piercing needle) �����/%� plunger /���;��%��+������#/	;��� fiber $%����:
����������/���

+�%��*#�������%����/�
� @/����	
�E���#/	;��&��E�����: (plunger retaining screw) �������C����

���;� body ���:� �. plunger H:��/��"�# screw ��:
���#/	;�E����<� �<��+��+E� fiber @'�
�����

�������/����
�� ����� plunger H:�/%��%����"�# screw ��:
���#/	;�E���:� fiber ����
���:
��������
��

*%���������	;����C���E;��:
������E�"�� septum  

 SPME fiber $%�������/����'
��I:��,������#��� 0.5 mm "�#��
��#��� 1 cm ��� 

��#��;/�
�"��������&� fused-silica ���H:������;/�
�
	�/9��������,?��/����+�
 (polymetric 

liquid coating) ��#�!��/��
�	��	;����?��� GC capillary column "�#��+���?��/�
���	�C����


	�H9��#���,�������?����  �:� �. "�/�����<���E�"�� septum �*�#'
������C��� headspace ���

�	
��
�����;��*9���
/ headspace vial "�#�G//�
� septum "�#T���:������� *���	��*%��/ plunger 

�� "�#�E�� screw C
����#/	;��<� �<��+��+E� fiber @'�
������� headspace ����	
��
�� /	�"�/�

���:� �. "�#�<�+������/:/$	;����#�+��
�C� ����
������<�+�/  

 �:� *. "�/�����<��9����, SPME "���������� injection port ���������� GC $%���	��

�9�+!:��C
��:�����*9/�/��/�������#�+��9��	
����������
�����#+, "�
C�
�
��:������9�+!:���:��9/��� 

fiber �����H��C/� ����#�+�*#+�9/���*�� fiber /�
��
��������� injection port *���	��*%�

H:��<������:
���	��,��������"��"�#
�����#+,/�
� GC �
�C� 
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��� 5.28 "'�!��"�/��

���#��;"�#+�	�����<��������9����, SPME  

3. 

Plunger retaining 
screw 

(Up position) 

�. 	. 

#. �. 

Plunger retaining 
screw 

(Down position) 

Plunger retaining 
screw 

(Up position) 

Plunger retaining 
screw 

(Down position) 

Plunger

Body

Septum-piercing 
needle 

Fiber
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  �!"���������
���������
�,�	
�� ��������
�� SPME 4������!�#������
�� GC  
�������
/;��*9�	
��
�� (headspace vial) "�# septum ?��/ PTFE/silicone 

�?
��/��
�	;����A�;��C
����:� 5.10 +��� 50  +�	�*��;��*9'����
�����
/�	
��
��"�#�G//�
� 

septum �	;T���:�������"��
 ����������	���������+��
������"�#�����	//�
��9����, SPME 

�
���<�C�
�����#+,/�
� GC /	�"�/���"'�!���:� 5.29 
 

 
 
 
 

 
    ?	����<�+�	�'����
 5.000 g 
 
 
 
 
 
          ��������#������ 

             ���������� 
 
 
       
      �G//�
� septum "�#T���:������� 

      @/��?� crimper �	/T��+��G/���� 
 
 
 
 
 
         �+��
������"�
�
/�	
��
�� 

                  ����
������+��#�� 
 
  
 
            SPME sampling 
 
 
 
 
 
       �<��9����, SPME ����
�� GC injection port 
 

 

��� 5.29  "'�!��
�A�����������	
��
�������
�����#+,/�
������� HS-GC 

�	
��
�����E/���
 
- ;/�+��#����//�
���������>X�
- �
��/�
��#"������/ 45 mesh 
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 ����/��������
�*	����������?� SPME fiber ?��/ polydimethylsiloxane (PDMS) 

���/�
��+�� 100 �m ������#����/����	���������/���/	���� 

- ����� SPME fiber ?��/ PDMS ��#��;�����	; SPME holder  

- �<��
���#��/ SPME fiber �
���?�@/��<� PDMS fiber C�����;�� GC-injector 

(�9�+!:�� 230 oC) ��&��
�� 30 ���� ������<����C�
�����*����$%����*��������:
��� 

fiber +�	�*���	���<���� run blank @/��?��!�
#��� GC �+�����	;����?������


�����#+,�	
��
��*��� 

- ����������	
��
�����E/���
�<�����	�������"'�!���:� �:� 5.29 �?� 2,4-dime 

thylpyridine (DMP) �
��������� 1000 ppm ��&�����������!���� ��������� 

100 �L  ��
�����
/�	
��
��������G/T��+�����/�
� PTFE/silicone septum "�#

T���:�������  

- �+��
������"�
�
/�	
��
����� 140 oC  

- /%� plunger �������E; fiber ������������E�"�� septum 

- ��/��E�"�� septum '
�� PTFE/silicone septum ��C������

���+����	
��
�����


���
/�	
��
��"�#����C
�������+� fiber /:/$	;����#�+���&��
�� 10 ���� !�����

�9�+!:�� 140 oC   

- �<� PDMS fiber ���/:/$	;����#�+�����;����"��
C�
�����#+,�
�/�
� GC ������!�
#

/	���� 
 

    ������� GC : �9
� 6890 series '���@/�;��F	� Agilent 

 - �9�+!:������	
�<��������   200  �C 

 - @��"����9�+!:��������	��, : 

   �9�+!:����������   45 �C  

   �9�+!:��������   75 �C  

   �	������������9�+!:��  1 �C/min 

   �9�+!:���9/����   250 �C  

   �	������������9�+!:��  45 �C/min  

 - �	������C+�����Y�$Z������  5 mL/min 

 - Split ratio     1 : 1 

 -  �9�+!:����� FID    250    �C 
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  ������-�����%��
���
	����++ GC 

  �<����I%�F��	������C+����"�E��� ������	������C+���
��	; 3, 5, 7 "�# 9 mL/min 

@/��?��#;; GC ������!�
#/	���� 

    ������� GC : �9
� 6890 series '���@/�;��F	� Agilent 

 - �9�+!:������	
�<��������   200  �C 

 - @��"����9�+!:��������	��,";;��� 1 : 

   �9�+!:����������   45 �C  

   �9�+!:��������   75 �C  

   �	������������9�+!:��  0.5 �C/min 

   �9�+!:���9/����   250 �C  

   �	������������9�+!:��  45 �C/min  

 - �	������C+�����Y�$Z������  3 mL/min 

 - Split ratio     1 : 1 

 -  �9�+!:����� FID    250    �C 
 
 '� GC chromatogram ���:� 5.30 �;

���� 2AP *#���
�������?	���
��	; 31.7 27.9 

17.8 "�# 14.8 ������������	������C+����"�E��	
����
��	; 3, 5, 7 "�# 9 mL/min ����<�/	; 

@/�����/������C/�*������?�"�E��	
��������	������C+� 3 "�# 5 mL/min �;

���� 2AP *#��

���"�����/��

��	������C+� 7 mL/min "�#��� 2AP ���/���$����	;�	;����������������

!������������	������C+���
��	; 9 mL/min ���*���������	������C+����"�E��	
����
��	; 5 "�# 

7 mL/min �	������H��	;��������!�
#��� oven ��� GC ������+��!�
#�����
�����#+,���
����

���
�����#+,����	���� "�#���	�F�#��������������������"�;����%�� /	��	��*%�C/��<��	������C+�

/	���
�
���"�E��	
��C��?������
�����#+,@/����!�
#��� oven ��� GC ";;��� 2 /	������� 

 - @��"����9�+!:��������	��,";;��� 2: 

   �9�+!:����������   45 �C  

   �9�+!:��������   75 �C  

   �	������������9�+!:��  1 �C/min 

   �9�+!:���9/����   250 �C  

   �	������������9�+!:��  45 �C/min  
 
 '�����/���/	��:� 5.31 �;

���� 2AP *#���
�������?	���
��	; 18.7 "�# 

15.3 ������������	������C+����"�E��	
����
��	; 5 "�# 7 mL/min ����<�/	; @/�����	������

C+���
��	; 5 mL/min *#�	������"�������� 2AP ���/���:
"�#���	�F�#���������"�;�%�� "�
���

�	������C+���
��	; 7 mL/min *#���/���$����	;�	;������� /	��	��*%�������?��!�
#����#;; 

GC /	�����?���+	
���
�A����
�����#+,�	
��
���������  
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��� 5.30   '����
�����#+, 2AP �����E/���
/�
������� SPME-GC ������	������C+����

"�E��	
����
��	; 3, 5, 7 "�# 9 mL/min   
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�� 5 mL/min 
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��� 5.31  '����
�����#+, 2AP �����E/���
/�
������� SPME-GC ������	������C+� 

�	������C+����"�E��	
�� 5 mL/min

@��"����9�+!:��";;��� 2 

�	������C+����"�E��	
�� 5 mL/min

@��"����9�+!:��";;��� 1 

�	������C+����"�E��	
�� 7 mL/min

@��"����9�+!:��";;��� 1 

�	������C+����"�E��	
�� 7 mL/min

@��"����9�+!:��";;��� 2 
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1.5
49 

3.1
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 ���"�E��	
����
��	; 5 "�# 7 �?�@��"����9�+!:����� Oven ";;��� 1 "�# 2   

�!�"!&�	��#��
�
����%0�
4��	����������4������0�������5�+���	�� SPME fiber 

  �����
�����#+,�	
��
�����E/���
/�
������� SPME /	�
�A�������� @/��<�+�/�9�+!:�����

�+�"�
�
/�	
��
����?

� 100, 120, 140, 160 "�# 180 �C "�#���
�������/:/$	;�	
��
��/�
� 

SPME fiber ��&��
����
��	; 5, 10 "�# 15 ���� �����I%�F�H%��>**	��	������
����
�����#+, 2AP 

�����E/���
/�
������� SPME-GC '�����/���"�/�/	����J�:� 5.32 �;

�"�
�#�9�+!:��*#

�+��:�";;���'����
�����#+,���"���
���	� "�
�
�������/:/$	;��� SPME fiber *#�����A����
�

'����
�����#+,���	�F�#�/��
�	� ��� �����������
�������/:/$	; �!��C
+���������������� 2AP���

��
*
	/C/�*#������%�� @/��	�����������������*�����/:/$	;���*#���	��������<�H��+���?��9�+!:�����C�


�:�����	��?
� 100 +��� 120 �C "�#���������������� 2AP *#������%�����	�������:�������?��9�+!:�����

�:��%�� �?
� 140, 160 "�# 180 �C "�#�;

�����9�+!:������:��

�*#���
�������/:/$	;��� SPME 

fiber ���*#�+����������������� 2AP ����:�����9/ �����

�����9�+!:�������<� ��
��C��E���'����
�����#+,���

C/��;

�����9�+!:������:� '�*#���
���;�����;�����:� �?
�����9�+!:�� 160 "�# 180 �C  
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�
�������/:/$	;/�
� SPME fiber (����)

�
����

����
��

���
��

 2
A

P 100 C

120 C

140 C

160 C

180 C

 
 

��� 5.32  ���J�
���	��	�A,�#+

�������� 2AP �����
*
	/C/�/�
������� SPME-GC  

 ������	������C+����"�E��	
����
��	; 5 "�# 7 �?�@��"����9�+!:�����  

 Oven ";;��� 1 "�# 2   
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����	����������
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��� 5.33  '�����9�+!:��"�#�
�������/:/$	;��� SPME fiber �
������
*
	/ 

 ������ 2AP 
 
   
  �������*�����	������������������ 2AP ���C/�*��'�����/��������J�:� 5.33 �;

����

�9�+!:�� 120-140 �C  "�#�
�������/:/$	; 15 ���� �+����
�����#+,�������#���A�!��/�����9/ 

��
��C��E�������/�
�������/:/$	;��� SPME fiber ����&� 10 ���� ����9�+!:��/	���
�
�����H

�<�C/��?
��	� �������	
��
�������&����
�	�A9,+��  

  

  ����!�#�������!
�$ 2AP 0��
�,�	
���
����#�!# SPME-GC 

    ������*��+�	����������
�����#+,/�
������� SPME �	�� �������%��	;������ HS-

GC /	��	���!�
#����+��#���������������,�
��- �?
� �9�+!:�� "�#�
����������:
��/9����

�	
��
��*%��?��
��/��
�	�C/� ������<� SPME fiber ���/:/$	;���"��
C�
�����#+,�
�/�
� GC �����H�?�

�!�
#���
�����#+,�?
��/��
�	;�����
�
����;���� 3 �����������J�������#����������"�#

�������;
�����#+,�������	�� �?�+�	�����/��
�	��	;������ HS-GC $%��*#C�
��
�
����#����/���

�������� 
 
     ���J������������� 2AP 

  ���J����������C/����:� 5.34 ��&�������������������������"�
@������ Y = 

0.3035x - 0.1155 "�#���
��	���#���A�B�?������ (R2) ��
��	; 0.9995 ��?

������� 2AP 0.5-10 �g 

+�����?

��	����

������������� 2AP/DMP ��� 0.5-10.0 (*�����J) /	��	��*%��?������


�����#+,��������� 2AP �������:
�� headspace ����	
��
�����
C/� @/��<�'�*�����
�����#+,

�	
��
�����
������* ��+��	����

����������������� 2AP/DMP "�#����;+��	����

�@/���<�+�	�
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��� 2AP/DMP *�����J������� ��������;��<�+�	��������������!���� DMP *#�<��+�

���;��������� 2AP ���
/�	
��
��+����� headspace ����	
��
�����
�	��  

 ���+���������� 2AP �	��+�/���	
��
�����
 �<�C/�@/�����;*���
������#���

������ 2AP �����:
�� headspace ����	
��
�� �
������� 2AP �	��+�/�����
*
	/C/�*���	
��
�����


�	�� $%����&��
��/��
�	;���C/��<�����/���C�"��
��
�A����+������� 2AP /�
� static HS-GC ��� 

�
������#��������	/ 2AP *���	
��
�����E/���
�����"�#���
��
����?��/�����
��	;�����# 22.38 

"�# 20.49 ����<�/	;  
 

y = 0.3035x - 0.1155

R
2
 = 0.9995
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���
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��� 5.34 ���J������������
�����#+, 2AP @/���������E/���
@/��?�
�A�����������

!����"�#������ SPME-GC 
 
 

+����+�9 
�A�����������	
��
��������?��������������J������� 2AP �?�
�A��/��
�	;��� 

   
�����#+,/�
������� HS-GC   
 
   ������������!"�����!�#�������!
�$ 2AP ��%&�'��	*����+���������
�,�	
�� 

  
�A����
�����#+,������ 2AP ���	
��
�����
/�
������� HS-GC ����	D���%����� C/�H:�

�<�����#�9��,�	;���
�����#+,�	
��
�����
�	�A9,�/��
�	� ������
+���	�A9,��
/���#�� 105 @/����


�	
��
�������E;�����
*��"+�
����#��:��/��
�	����;���@����
� �.�
��:� �.�
��:� *.�9�����, ��E;

�����
���#�#�9�"�
��	;��%����
��?��� 27 % MC (wet basis) �<����/�
��?���/�
�������"//

 '����
�����#+,������ 2AP �����E/���
�����"�#���
�����
/���#�� 105 ���C/�

"�/����J�:� 5.35 @/������� 2AP �����E/���
�����"�#���
��
��
��	; 2.22 + 0.06 "�# 2.16 
+ 0.05 ppm  
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��� 5.35  ������ 2AP �����E/���
�����"�#���
�����
/���#�� 105 ���C/�*����� 


�����#+,/�
������� SPME-GC 
 
   �������
!�����!�"!-�&	���!"���� (Method validation) 


�A�����/����������#���������� SPME-GC �?�+�	����"�#�	���������/���

�?
��/��
�	;������ HS-GC '���9��������������,��������
�����	;��#���A�!�����
�A����


�����#+,������ 2AP /�
������� SPME-GC ��/	���� 
 

  �!��C
��������� 

 (�) �����������������9/��� 2AP ��������� SPME-GC ��
��	; 0.3 �g "�#���J

���������&����������?

� 0.5-10.0 �g 

 (�) ����������	
��
�����
�����������9/���
�����#+,/�
������� SPME-GC ������?����


+����
/���#�� 105 ��&��	
��
���/��� ��
��	; 3.0 g 
 
  �
��"�
��<���������� 

 (�) ���+��
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
���/��
�	�  

�<�@/�
�����#+,�	
��
�����
������	�A9,��
/���#�� 105 �	
��
���/��
�	�*<��
� 7 $�<� 

!���� 1 
	� �;

����
�����#+,�	
��
�����
��"�
��<���:
�����V,/� @/����
��;�����;��������

�	��	�A,����
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
����� 7 $�<�!���� 1 
	� ��������# 4.63  

(�) ���+��
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
���
���	� 

�<�@/�
�����#+,�	
��
�����E/���
������	�A9,��
/���#�� 105 �	
��
���/��
�	�*<��
� 3

$�<� !���� 1 
	� ��&��
�� 5 
	� �;

����
�����#+,�	
��
����"�
�#
	� "�#�#+

��
	�*#�+�'������

�
��"�
��<����/� @/����
��;�����;���������	��	�A,����
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����


����� 5 
	� - �# 3 $�<� ��������# 4.76 
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+���% 6 

�!"��������!
�$ 2AP /��02
��#�!# colorimetry 
 
     �������	������!�#�������!
�$�
����#�!# colorimetry 

  ���
�����#+,+�������������������*���	
��
��?��/+�%��- ��*�<�C/�@/���I	����

���/�_��������#+

�����������*�	;�����*��,����+��#�� �+�'���!	�V,��&������#��;������� +���

/:/���������"����?

� visible "�#�+� absorption maxima (�max)  ���"���
��*��  �max ���������

�������
�����#+,"�#�����*��,��� ���*������	�����"���
��*�� �max ���'�'��������*���/*����

���*��,����<��_��������	;����������,?��/����- �������	/*���	
��
�� *���	��
	/�
����������� 

@/�
	/*���
����/:/����"�����'���!	�V,������/*�����������*�	;�����*��, "�#���������������

���*���	
��
������;+�*�����J����������������������%��  
 

  ����������3�����%��
��6����7!�!�!����+ 2AP ��!���8�9�!�-�$:���%
���  
    �����;+������*��,��������H�<��_����������/��&�'���!	�V,��������	; 2AP ���;�������C/�

�<�����/���@/�I%�F������*��, 4 ��9
� ";
����@��������"�#��C�������/�_����������"�
�#��

���*��, $%����/

������*��,�+�
���������H���/�_���������&�'���!	�V,��������	; 2AP C/�����
��

���������<� ������*�����+�� 2AP ����:
���	
��
�����
���
�����������<��#/	; part per million 

(ppm) "�#�_��������
����/�%��C/����!�
#����������
��"�
����<�C���#�9��,   

   �����*��,���I%�F�$%����/

���I	��!����������/�_�������";
���&� 4 ��9
��+=
- ��� 

��9
� aromatic amines, ��9
� hydrazines, 2-aminobenzaldehyde "�#��9
� organometallic  

   �). ��9
� aromatic amines  C/�"�
 aniline hydrochloride "�# aniline sulphate   

�����*��,��9
�����
�*#���/�_��������	;  2AP ��&�C������C�/	���� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   ������*���_���������� aromatic amines �	; 2AP �<����!�
#����
������9/����9�+!:��+���  

�_�������*%���*���/�%��C/�C�
/��	�  "�
������
��	����

� +�� aromatic amines �	����:
���:�������?
� 

aniline hydrochloride +��� aniline sulphate �_����������/C/�/��

�  (����;�	; aniline "�# p-

nitroaniline)  �	�������&�����# aromatic amine �#���C/�/��%���������:
���:������"�#���!�
#�����&�

��/��� protonation ��� -C=O  ?

�������
����&�;
���� C *%���
���������<��_���������� aromatic 

amine ��� C ��� -C=O   C/�/	���� 

N C CH3
O

H2N    

OH
CH3CN

NH    
-H2O CH3CN

N    
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   �). ��9
� phenylhydrazine C/�"�
  phenylhydrazine hydrochloride "�# 2,4-

dinitrophenylhydrazine  ��*�������C�����_�������C/����<�����/��
�	��	;��9
� aniline  "�#

�;

���9�	�A9, hydrochloride *#���/�_�������C/�/��

�������*���+�9'��/��
�	� "�
��������� 2,4-

nitrophenylhydrazine $%���� -NO2 ��� �<�"+�
� ortho "�# para ��/

�*#?

� stabilize @��������

��������#��;@/��
� �<��+���_����������/C/�/��?
��	� 
 
 
  
 
 
 
 
   �). �_���������� 2-aminobenzaldehyde ���/�%��"���
��*�������
�
��������*���� �	�� - 

CHO "�# -NH2 ��:
��@����9�  ��C�����_�������������/�%��"�# condensation product ���C/���/

�

��&�/	���� 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
 
              
 
   �). �_���������������9
� organometallic ;���	
 �?
� Cr(CO)6 "�# Cr(CO)6 �	�C�
��

�������#;9��C�������/�_����������"�
?	/  

H2N    

OH

CH3CN

+

��
HCl / H2 N    Ar 

N    
N C CH3-H2O

NH    
N C CH3

OH

N    N   Ar
N C

CH3O

CH3CN
Ar-NH-NH2

-H2O

H CH3

CHN N     N   Ar 

HC

O

N
C

HO:

CH3

NHNH

CH3

HO

C
N

O

     CHH     C

O

N
C

O

CH3

NH2

NH2

CH3

O

C
N

O

     C H
H
     C

O
N C

O

CH3

NH2
NH2

O

H    C

CH3

O

CN

�max = 427 
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   ?��/"�#@�����������������������*��, ����?�I%�F��_�������������/'���!	�V,��������	;

��� 2AP "�#�
� �max �������#���*���_�������"�/�������� 6.1  
 
����� 6.1  �����*��,����?�I%�F��_�������������/'���!	�V,��������	;��� 2AP   
 

����
 �����3��� /#����
�� 
�max ( nm ) 

	����������  

�����3��� 

�max ( nm ) 

	����������
3���7!�!�!�� 

A1 Aniline  

 
244, 302    224, 302 

 

A2 Aniline hydrochloride  

 
203, 253 

 

224, 254, 378 

 

A3 Aniline sulphate  

 
205, 253 

 

253, 378 

 

A4 p-Nitroaniline  

 
236, 271 

 

226, 272 

 

�) 

A5 p-Nitroaniline 

hydrochloride 

 209, 256, 378 

 

255, 341     

 

B1 Phenylhydrazine  

 
243, 302, 388 

 

244, 302, 388 

 

B2 Phenylhydrazine 

hydrochloride 

 232, 272 

 

230, 368   

 
�) 

B3 2,4-Dinitrophenylhydrazine  213, 263, 361 

 

380 

 

C1 2-Aminobezoic acid  

 
232, 272, 340 

 

225, 271, 342 

 

C2 2-Aminobenzanitrile  

 
229, 270, 315 

 

221, 270, 314 

 
�) 

C3 2-Aminobenzaldehyde *  

 

- 430 

�) 
D1 Co(CO)6 *  

 

- - 

 D2 Cr(CO)6  *  

 

- 623 

 

*  
	/�
����/:/����"������#��?

� 400-800 nm 

CO 

CO 

CO 

CO 

CO 

CO Co

Cr CO 

CO 

CO 

CO 

CO 

CO 

NH2  

NH2  O2N 

NH2  

NH2  

NH-NH2

NH2  O2N 

NO2 

NH-NH2O2N 

NH-NH2

NH2  

COOH  

NH2  

CN  

CHO   

NH2  
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   ������<����������� 2AP ���<��_���������
���
���	;�����*��,���"�/�������� 6.1 

@/��<�����#�����������*��,"�
�#?��/����
��������� 1.0 mg/mL ����<���	��+����� 1.0 M HCl 

������� 1.0 mL �����
��	��	;����#��� 2AP �� 1.0 M HCl ����
��������� 0.1 mg/mL 

������� 1.0 mL "�#�9
��� water bath ��&��
�� 10 ���� *���	���<�����#������C/�*���_��������+�

�*��*������#��� 10 ��
� �
�����*#�<�C�
	/���/:/���������"����?

� UV-visible /�
� UV-VIS 

spectrophotometer �
� �max ��������*��,"�
�#�	
"�#'���!	�V,*���_��������	; 2AP "�/���

����� 6.1 *�����I%�F����;��������;

������*��,;���	
 �?
� A2  A3  B2 "�# B3  �����H

���/�_��������	; 2AP "�#�+� absorption band ������/:/�����	��� UV-visible ���'���!	�V,��� 

red shift "�#"���
��C�*�� absorption band ����	
�����*��,�����
��?	/�*�  �	
��
���?
�����

�*��, B2 ������#��� 1.0 M HCl /:/�����	��� UV-visible �+� �max ��� 232 "�# 272 nm  ������+�

�<��_��������	; 2AP ������#�����/  �+�'�'������/:/�����	��� UV-visible C/� �max ��� 368  nm 

*%���/

������*��,����+�'�/	������
�
������
�*#��@�������� (basic structure) ����+��#�������

�	D���+����/�_��������	; 2AP C/�   

    �����*��, C3 +��� 2-aminobenzaldehyde �	����&������*��,���������"�����"�#C�


��H������!��;���9�A�B ������*�������H���/ �_��������	;�#+

��@����9�C/��
������9�+!:��+��� (��

�!��;���9�A�B������E;�����<��

� -20oC) ��
��C��E����_���������� 2-aminobenzaldehyde �	����

�
��*<����# (specificity) �:��	;�������9
� 1-pyrroline "�#'�'���*���_������� condensation 

��� 2-aminobenzaldehyde �	; 1-pyrroline �+� absorption band ����� �max ��� 430 nm   

   ����/����_��������#+

�������*��,�	;�����	/*�����E/���
 �<�+�	;�����*��, B2 

�;

��+�'���!	�V,���
����/:/����"����� 368 nm �?
��	� "�
C�
�?
 �max "�# �max ����_��:
��� 

441 nm �����&��?
������*��������*�������*��, B2 (�
��	�������*��, A2  A3 "�# B3) �	���	���

�
��*<����#��<� ���/�_������� condensation �	;+�:
J>�?	��,����� carbonyl group (-C=O) �������	/

���C/�*�����E/���
C/� �

������*��, 2-aminobenzaldehyde (C3) �	; 2AP ������#�����/  �+�

'���!	�V,���/:/�����	��� UV-visible ��� �max 427  nm "�#�_���������������*��, C3 �	;�����	/

*�����E/���
������#�����/�+����/:/����"������ ������	���� �max 423 nm $%����/

��
�*#��&�

���/:/�����	������'���!	�V,���������� 2AP �������	/���
�	;�����*��, C3  ��
��C��E����
����

/:/����"�����C/��	����
���<� "�#�����'���!	�V,������/�%�������+�����
�� (�max 423 nm) ���"�
���

�#;9�
�����������  

   �����*��,����9
� organometallic �;

� Cr(CO)6 ��I	��!�����/�����9/ @/������H

���/�_���������
���
��C/�/��	; 2AP "�#'���!	�V,���C/���������
�/ ���
����/:/����"����� �max 623 

nm ���*�����������
���'���!	�V,�����H�	����/�
������
�C/�?	/�*� *%���#����C/�

� Cr(CO)6 
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��&������*��,����+��#������9/��*<��
������*��,����/��� �	���	�������H:� �	�F�#��&�'�%�"�#

��H�������!�
#���� �������_����������/C/�/����	
�<��#����������, $%�������	/���C/��

��+=
�	�

�#������	
�<��#����������, �?
� dichloromethane ����<������	/�+���������%��@/�����#�+��	


�<��#������*%��<�C/��
���

��_����������������I	���<���&��	
�<��#��� 
 
    �7!�!�!��������� 2AP ��+�����3��� Cr(CO)6  

  ������/�_��������#+

�� 2AP �	;�����*��, Cr(CO)6 "���
��*�������*��,����9
����� 

���C/���
�
��"��
������� ������*���_��������	; Cr(CO)6 ���/C/�/����	
�<��#����������, ����/���

�����*���������������#��� Cr(CO)6 ����
��������� 2000 ppm �� dichloromethane *���	���<�

����#����������	�����#+, 2AP ;���9�A�B�� dichloromethane ����
�����������#��� 500 ppm 

'�������	;����#�����������*��, ��������#���C
��������"������9�+!:��+��������#��� 20 ���� 

�;

�����#������������&�������
�
�� *���	���<�C�
	/���/:/�����	�����?

� UV-visible /�
�

������� UV-VIS spectrophotometer �;

��+� UV-VIS spectrum ������
� �max 623 nm  

 

   �>**	������'��
��	���������/�_������"�#�
������������'���!	�V,������
 

  ������<����I%�F��_��������#+

�� 2AP "�#�����*��, Cr(CO)6 ������#����/ �;

����

�
��������� 2AP ��<��

� 40 ppm UV-VIS spectrum ���'���!	�V,������
������#����� �max 

�������C���&� 665 nm "�/�/	��:� 6.1 "�
�+�����#���������
�?
��	� ����������C���� �max 

"�/��+��+E�

��
������������ 2AP �����A��
��:�";;������/�_�������"�#@��������������

'���!	�V,������/*���_��������������	����� �

��
����������/�_������� �;

���'�C�
����	��
�

@��������"�#������������'���!	�V,������/�%�� UV-VIS spectra ���:� 6.2 "�/��+��+E��
����

/:/����"����� �max 628 nm ���C�
"�/��
��"���
����
�����	��<��	= ������+��
��������

���/�_�������������%�� (�
������������ 2AP ����<��_���������
��	; 20 ppm)  
 
  �
��*<����#��������/�_��������#+

�� 2AP "�# Cr(CO)6 

  ���I%�F��
��*<����#��������/�_��������#+

�� 2AP "�# Cr(CO)6 �<�@/�I%�F�

�_���������� Cr(CO)6 �	;�����#��;C�@���*�����- �����@����������������������%��	; 2AP 

"�#��*�;C/����	
��
��*��A���?��� 5 ��� C/�"�
 pyrrolidine, 2-acetylpyrrole, 2-acetyl 

pyridine, 2-acetylthiosol "�# proline '����/:/����"�����'���!	�V,������/�%��*���_����������

"�
�#���"�/�@/� UV-VIS spectra ���:� 6.3 �;

������#��;C�@���*�/	���
�
@/�����# 

proline C�
�+����/:/����"����� �max ��?

� 620-670 nm  $%����&�?

����/:/����"������;�	;

'���!	�V,��� 2AP �	;�����*��, Cr(CO)6  
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��� 6.1   UV-VIS spectra ���'���!	�V,���C/�*���_���������� 2AP "�# Cr(CO)6 "�/�'�

����
������������ 2AP �
�������/�_�������"�#���/:/����"�����'���!	�V,��

����
������/�%�� a. 10 ppm b. 20 ppm c. 30 ppm "�# d. 40 ppm  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
��� 6.2 '�����
���
��
������������'���!	�V,������
������/�%��������
������������ 2AP  

  ������#�����
��	; 20 ppm  a. 5, b. 10, c. 15, d. 20, e. 25 "�# f. 30 ����  

360.0 400 450 500 550 600 650 700 750 800.0
-0.005

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

0.09

0.10

0.11

0.12

0.13

0.14

0.150

nm

A 

a 
b 

d 
c 

e 

f 

360.0 400 450 500 550 600 650 700 750 800.0
-0.005

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

0.18

0.200

nm

A d 

a 
b 

c 

d

c 

b

a
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��� 6.3  UV-VIS spectra ����_��������#+

�� Cr(CO)6 �	; �����#��;C�@���*� :  
 a. pyrrolidine, b. 2-acetylpyrrole, c. 2-acetylpyridine, d. 2-acetylthiosol  
 "�# e. proline 

 
 
  ������� 2AP 3�����������
�,�	
���&;%�����7!�!�!����+�����3��� Cr(CO)6  

  ������*���
������������ 2AP ��'��
�'���!	�V,������/*���_��������	; Cr(CO)6 /	����

��
�
��"��
 @/��
������������ 2AP �����<��

� 40 ppm *#�+�'���!	�V,����� UV-VIS spectrum ���

���
� �max ��� 665 nm  $%�����
����/:/����"�� (absorbance) �����

� '���!	�V,������/*������<�

�_������������ 2AP ���
����������:� (�max ��� 623-628 nm) /	��	���������#�9��,������ UV-VIS 

spectrophotometry �����+������� 2AP @/�
	/�
����/:/����"�����'���!	�V,������/*���_�������

��� 2AP �	;�����*��, *%��
������'���!	�V,����+��
����/:/����"���:� �	�����'���!	�V,����+� �max 

��� 628 nm �
������������ 2AP �������	/��
���	
��
��*%������:��

� 40 ppm $%��+����
��

�

�	
��
�����
����?��������������������� "�#�����	/�
��#������	
�<��#����������, /	��	��*%�C/�

�����������	/ 2AP /�
�����#�����/"�#�	
�<��#����������, /	������
�
��"��
��;���� 4 +��� 

23  +��"�
�	����������	/"���
���	���E����� "�/���"'�!���:� 6.4  
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- �<�����/���/	��	�������� 2-3 ��� 3 ��	��  

  �������	/���
��&��������
��	��+�/ 100 ��	� 

- �<�?	��C/���@�����������	/C/��	��+�/ 280 ml  

(8 ��	��) ������ anhydrous NaSO4 ������<�*	/��<� 

- �<�����#���C/���@������C��#�+�/�
��������   

 Rotary evaporator �+��+���������� 5 ml 

- �<�����#���C/���@����������+���C��	��C
����

 �9�+!:��+����+��+���C/���@��������#��� 0.5 ml 

- ���������*��, *���	������C
� 15 �����������"�� �	����

 ����#������������&�������
 
- Scan +� UV-VIS spectrum "�#�
� Absorbance

���
��
����>X��#����/ 25 ��	�
- ��������#��� 0.1 m HCl ������� 50 ml 

- ���
� ��� 30 ���� 
- �<�C�+���+
���������"���#���'����


��� 22 ml �������#�����/�������C/�

	��������% 2 

- ���� 5.0 m NaOH ������� 0.5 ml

��	//�
�C/���@������ 50 ml

- ���
���� 3 ����  
- �	��C
� �+�����#���"��?	�� +����<�C� 

	��������% 3 

����#���?	��;� (?	����<�) ��E;����#���?	���
�� (?	��C/���@������) 35 ml 

�<�C���	//�
�C/���@�����������	��  
/	��	����� 3 

���� 

���
��
 100 ��	�

- �>X�+���;/�+��#����/

	��������% 1 
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  ��� 6.4 "'�!��"�/��	�����
�A������	/"�#
�����#+, 2AP @/�
�A� colorimetry  

  �������	
��
�����
����+��#�������
�����#+,+������� 2AP /�
�
�A� colorimetry 

�	��+�@/��<�����/����	;���
+���	�A9,��
/���#�� 105 ����������
��- ��� 25, 50, 100, 150, 

"�# 200 ��	� �<����
�����#+,���
�A����/	�"'�!���:� 6.4  C/�'� UV-VIS spectrum ������

'���!	�V,������
������/*�������	/*��"�
�#�������	
��
�����
����?� "�/�/	��:� 6.5 @/�'�*��

����/����;

��	�F�#��� UV-VIS spectrum ������'���!	�V,������/�%�� *#�%��������������


����<�����	/+����
������������ 2AP �������	/���
�	����� @/����
������ 100, 150 "�# 200 

��	� *#�+� UV-VIS spectrum ���������	� $%���� �max 620 nm �?
��/��
�	; UV-VIS spectrum ���C/�

*���_���������� 2AP �	;�����*��, �

����
������ 25 "�# 50 ��	� *#�+� UV-VIS spectrum ���

������	�$%���� �max 665 nm "�#���
����/:/����"����<� C�
���/ band ��� �max 620 nm '�*�����

�/���������
����/������	;����/����
��+������ ����_���������������*��, Cr(CO)6 �	;���

�	�����#+, 2AP ����
����������
��-  

  ����/����
������I%�F�'�����
����������/����������#+

�� Cr(CO)6 �	;�����	/

���
*���	
��
�����
������ 100 ��	� (�:� 6.6) �;

��
����������/�����������'��
��:�";;���

������/�_�������"�#'���!	�V,������/�%���?
��	� @/��
������+��#������9/��������/�_���������� 15 

���� ����?��
��������<��_�����������

� 15 ���� �;

�*#�
��+����/��������	
���'���!	�V,��

����
������/�%�� 
 
  ������*��
�A������	/���+�� 2AP *���	
��
�����
@/�
�A���	//�
�����#�����/"�#

��	/�
����	
�<��#����������, dichloromethane �	�� �����	/���C/�����������*���������/�
���&�

*<��
���� ����*�����+�
����+�������H�<��_��������	;�����*��,����?� "�#�+����'���!	�V,������


����� UV-VIS spectrum �+�����	;���C/�*���_���������� 2AP �E*#�<��+��
��H:��������������

��<��� ����/����
���*%���&����I%�F������;����; '�����_���������������*��, CrCO6 �	;���

��	/*�����
�	�A9,+��"�#���
�	�A9,C�
+�� $%���?��	�A9,��
/���#�� 105 "�#�	�A9,�+������*��� ��&�

�	
��
�������;����;����<�/	; $%���	
��
�����
�	�����C/�H:��<���
�����#+,���+��/�
������� HS-

GC "�#�;���������+�� 2AP ����#�����
�	�A9,��
/���#�� 105 /	�"�/����:� 6.7    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 100

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��� 6.5  UV-VIS spectra ������'���!	�V,������
������/*���_���������� Cr(CO)6 �	;���

��	/*���	
��
�����
������ a 25, b 50, c 100, d 150 "�# e 200 g  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��� 6.6  UV-VIS spectra ������'���!	�V,������
������/*���_���������� Cr(CO)6 

 �	;�����	/ *���	
��
�����
����?��
����������/�_������� 5, 10 "�# 15 ���� 
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��� 6.7  HS-GC @����@�"������C��#�+�*�����
 A. �	�A9,��
/���#�� 105 "�# B. ���


�	�A9,�+������*���  
 
 

  UV-VIS spectra ����_��������#+

�������*��, CrCO6 �	;�����	/���
�	������	�A9,

"�/����:� 6.8 @/��; band ��� �max 623 nm �� spectrum ��������	/*���	
��
�����
�	�A9,��


/���#�� 105 "�#C�
�;�� spectrum ��������	/*���	
��
�����
�	�A9,�+������*��� $%��"�/��+�

�+E�H%��
��*<����#���������/�_����������/���������*��,���������?���� 
 

 
 

2AP 

�	�A9,�+������*��� 

�	�A9,��
/���#�� 105 
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��� 6.8  UV-VIS spectra ������'���!	�V,������
������/*���_���������������*��,�	; 

 �����	/*���	
��
�����
 (a) �	�A9,��
/���#�� 105 "�# (b) �	�A9,�+������*���  
 
 
  '�����/������"�/��+��+E��
��*<����#��������/�_��������	; 2AP ��������*��, 

CrCO6 "�#�_�������/	���
�
���/C/�/��	; 2AP ����#�����:
�������	/*���	
��
�����
 
�A����


�����#+,���������+�� 2AP /�
������� colorimetry ��� *%������H��#�9��,�����
�����#+,

���������+�� 2AP ���	
��
�����
C/�@/�C�
������I	�����������
�����#+,�#/	;�:� �?
� GC +��� 
GC-MS   
 
   ����!�#�������!
�$ 2AP 0��������3���
�,�	
���
����#�!# colorimetry 

 �����������J������� 2AP   

   ���������� 2AP ���C/�*�����"��*�;���9�A�B �<�����������J����#���������� 

2AP ������?�����;+������� 2AP �������	/*���	
��
�����
 @/����	�����/	����  

- ����������#���������� 2AP �� dichloromethane ����
��������� 20, 30, 40, 

50 "�# 60 C�@����	��
���������� 

- ����������#�����������*��, @/��#��� CrCO6 0.1000 ��	� ���	
�<��#��� 

dichloromethane ������� 50 mL *#C/�����#�����������*��,������� 2000 ppm 

- ��������#�����������*��, ������� 1 mL �����
/��
����	
��
�� ���/ 2.5 

mL ���������#���������������� 2AP "�
�#�
���������;��*9��������� 1.0 

mL "�#�G/T��
/ ���
�"�#�	��C
�����9�+!:��+����������"��*	/+������+��/�	��� 

UV-VIS ��&��
�� 15 ���� 

b 

a 

a 

b 
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- �<�����#���C�
	/�
����/:/����"���	���/�
� UV-VIS spectrophotometer "�#

;	��%��
����/:/����"����� 623 nm (A1) "�# 520 nm (A2)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- �<��
��
� (A1)-(A2) ���"�
�#�
����������������#���������� 2AP "�#

��E�����J�
���	��	�A,�#+

��  �
������������ 2AP ������#����������

�	; �
� (A1)-(A2) *#C/����J�������#���������� 2AP (�:� 6.9) ����?�����;+�

������ 2AP �������	/*���	
��
�����
C/�  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
��� 6.9 ���J����#���������� 2AP 

 
  ������*���������	/���E/���
/�
�����#�����/"��
�<�������
���C/�*�������	/��	��"��

����	/�
�/�
�����#�����/�+�
����	�������� C�
�; 2AP �+�����:
��������
����������������H

��
*
�����#+,/�
������� GC-FID C/� /	��	��*%���#���

������#���C/���	;�� (recovery) +���

y = 0.003x + 0.037

R
2
 = 0.9909
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�����#��������	/��� 2AP *���	
��
�����E/���
��&� 100% /	��	�������� (@/���<�+�	�) ��� 

2AP �������	/*%���
��	;��<�+�	���� 2AP ���	
��
�����
 +��
������������ 2AP C/��������� 
 
 
 
         = 
 
 
 
  ������������!"�����!�#�������!
�$ 2AP �
����#�!# colorimetry ��+���������
�,�	
�� 

   
�A����
�����#+,������ 2AP ���	
��
�����
@/�
�A������	//�
��	
�<��#���"�#


�����#+,/�
������� colorimetry ����	D���%����� C/�H:��<�����#�9��,�	;���
�����#+,�	
��
�����


�	�A9,�/��
�	� ������
+���	�A9,��
/���#�� 105 @/����
�	
��
�������E;�����
*��"+�
����#��:�

�/��
�	� '�������������+�� 2AP ���	
��
�����E/���
��
��	; 0.051 + 0.0052 �g/g 
 
   �������
!�����!�"!-�&	���!"���� (Method validation) 


�A�����/����������#���������� colorimetry �?��	���������/����?
��/��
�	;

������ HSGC '���9��������������,��������
�����	;��#���A�!�����
�A����
�����#+,������ 

2AP /�
������� colorimetry ��/	���� 
 

  �!��C
��������� 

 (�) �����������������9/��� 2AP ��������� SPME-GC ��
��	; 10 �g "�# ���J

���������&����������?

��
������������ 2AP ���	
�<��#��� 10-30.0 �g/g  

 (�) ����������	
��
�����
�����������9/���
�����#+,/�
������� SPME-GC ������?����


��
�	�A9,+����
/���#�� 105 ��&��	
��
���/��� ��
��	; 100 ��	�  
 
  �
��"�
��<���������� 

 (�) ���+��
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
���/��
�	�  

�<�@/�
�����#+,�	
��
�����
������	�A9,��
/���#�� 105 �	
��
���/��
�	�*<��
� 3 $�<� 

!���� 1 
	� �;

����
�����#+,�	
��
�����
��"�
��<���:
�����V,��<� @/����
��;�����;��������

�	��	�A,����
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
����� 3 $�<�!���� 1 
	� ��������# 10.2  

(�) ���+��
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����
���
���	� 

�<�@/�
�����#+,�	
��
�����E/���
������	�A9,��
/���#�� 105 �	
��
���/��
�	�*<��
� 3 

$�<� !���� 1 
	� ��&��
�� 3 
	� �;

����
�����#+,�	
��
����"�
�#
	� "�#�#+

��
	�*#�+�'������

�
��"�
��<����/� @/����
��;�����;���������	��	�A,����
��"�
��<�������
�����#+,�	
��
�����


����� 3 
	� - �# 3 $�<� ��������# 15.4 

 

�
������������ 2AP ���	
��
�����E/���
 
ppm (�g/g) 

��<�+�	���� 2AP �������	/ 

��<�+�	�������E/���
����?��/��� 
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+���% 7 
+����� 

 
 
   
�A����
�����#+,+����������+�������
������������
*
	/������ 2AP $%����&����

+�	�������+������+��������
+���	�� C/�������	D��*�����
�*	�����������&� 2 "�
��� ��� 

���
�����#+,���������
��"�
��<�@/���I	�����������
�����#+,�#/	;�:��?
�������� GC "�#���


�����#+,@/����";;�+���&�
�A������
���
��@/�C�
������I	�����������
�����#+, ������+������H

��#�9��,�?���+����_�;	������#/	;����C/� 
�A���������I	������������#/	;�:������
�����#+,�	������

����#������ GC ����?��	
��
*
	/";; flame ionization detector (FID) $%��C/��	D���%�������
�*	�

��� 3 
�A� @/�����	D���������������+��!�
#����+��#����������������	/"�#@����@����JW

������+������H��#�9��,C/�/��	;���
�����#+,�	
��
�����
  

  
�A��������	D���%�����	��+�/ 4 
�A���� 
1. 
�A����+������� 2AP @/������	//�
��	
�<��#���"�#
�����#+,/�
������� GC-FID  
2. 
�A����+������� 2AP @/��?������� Headspace Gas chromatography (HS-GC) ";;   

automated static HS-GC 
3. 
�A����+������� 2AP @/��?������� Headspace Gas chromatography (HS-GC) ";;  

solid phase microextraction (SPME)-GC 
4. 
�A����+������� 2AP @/��?������� colorimetry 

  
�A�
�����#+,������ 2AP ���	
��
�����
 
�A�"�����C/��	;����	D���%����#��;/�
�

�����������	//�
��	
�<��#����
�����
�����#+,�����	//�
������� GC-FID 
�A�����;

������/�

�+����

�
�A�����?���:
�/��������������	/����#�+�/�
������	��C���<� �
���<������	/C�
�����#+,/�
� 

GC /	����C/��������������#�9��,�	;�	
��
�����
"�#��+������- ��"��
��&�*<��
���� ������
�A����

�	D���%����� C�
�?��
���������	����������	/*%�C�
���>=+������
�	;��������	
������ �����	/

���C/�C�
$	;$����
���
����"��
�����#+,/�
� GC �������	
��
�����
"�#�
�������
�����#+,����

�

� ���*������	������H��#�9��,�	;�	
��
���;"�#/�����
 "�#�	
��
��*����?����- �?
� �;��� 

+���/��?���/ '�*������/��;��/�����#���A�!��������
�����#+, �;

��+�����:�������


�����#+,������
���?���H��C/� @/��
��;�����;���������	��	�A,����
��"�
��<���:
�����V,���/� ���

��#��� 5% 

  ��
�A�������"�#���C/��������#�9��,�����	/���!�
#�Y�$ (headspace sampling)�����

�?�
�����#+,�	
��
�����E/���
@/���� ��� 
�A����+������� 2AP @/��?������� HS-GC ";;   

automated static HS-GC $%��*	/��&�������";;�	�@��	�� ������� GC ����?��������

���� auto-

sampler /�
� 
�A����*%��?��������������������"���%�� "�
�+����/��������	����������	/"�#���������

�	
��
���
��
�����#+,H:��	/���C� ����������	
��
��*%��
���%�� "�#C�
�?��	
�<��#���+���������� 

�����&��#;;�	�@��	��?

��+��
��'�/���/*�����
�����#+,�/�� �?�"��������� "�#�
����

���
�����#+,�	��+�/��������9/����� 1 ?	�
@���
��	
��
�� ��#���A�!��������
�����#+,*	/��:
��
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�#/	;/��?
��	� @/����
��;�����;���������	��	�A,����
��"�
��<���:
�����V,���/�����9/�����

� 

5% 
�A����*%�*	/��&����������+�
����
����*����9/�����
�����#+,�	
��
�����E/���
���>**9;	� @/� 

����#���
�����#+,������	
��
��*<��
����  

  
�A����+������� 2AP @/��?������� HS-GC ";; SPME-GC �?�+�	����
�����#+,

������	;���
�A��
��+������ +��"�
������C�
���#;;�	�@��	�� �
��"�#"���������������*%�����

� 

�
��'�/���/������/*��':�
�����#+,������%���

�������";;�	�@��	�� ��
��C��E���
�A������?���&����

��������+�%�����������C�
�� headspace auto-sampler $%���9����, SPME ����?�������H:��

��#;; 

auto-sampler ���*<��	/����	�����
�A�+�	������:
���?��/����	
��
�����*#�<���
�����#+,�������
��?���

��<����#/	;����<�+�/ 

  
�A����+������� 2AP @/��?������� colorimetry �	�� ��I	�������/�_�������������� 

2AP �	;�����*��,�+�'���!	�V,������� "�#+������� 2AP *���
��������������
	/C/� *%��	;��&�
�A����

���!��C
��<� $%��C�
�+��#�	;���
�����#+,���������
������������#/	; part per million (ppm) 

��
��C��E����!��C
/	���
�
��*�	D���+�/��%��C/�@/����������?������*��,����+��#�� "�#�����

�	���������<�����+�������� $%��+���H%��������	
��
�����
������������������
�����#+,�	���������

�%��/�
�H%� 100 g ��
��C��E������/����
�A������:
������C�
������I	�����������
�����#+,�#/	;�:� "�
��

������������#���A�!��������
�����#+,*	/��:
���#/	;������� @/��
��;�����;���������	��	�A,

����
��"�
��<�����

� 10% "�#������*����&�
�A�����?�"�������"������������ *%���*�+��
��

���/��������������:�C/��������9/����;�	;
�A�����- ����<�C���#�9��,���+����_�;	������
���H�� 

����	�C� *%������#
	������
�	;�
�����/����������'����
�����#+,/�
�       

   ����:���9������
�	;��#���A�!��������
�����#+,������#����/���"�
�#
�A� "�#'�

*���������<�C���#�9��,�	;�	
��
�����
C/���9�C
�������� 7.1 ���?�������;����; @/��
�"��


�;

�
�A����
�����#+,��������� 2AP ���	
��
�����
����	D���%���	���+��
���
��?���H���������:���

�#/	;/� '����
�����#+,�	
��
�����
@/�
�A������	//�
��	
�<��#���"�#
�����#+,/�
� GC-FID �	�� 

C/��	;�������	;"��
���#/	;���� ��
��C��E���
�A��������	D���%��@/��?������� headspace ��� 

�;

���&�
�A��������#���A�!��/�����9/ +��'����
�*	����

����C/��	;�������	;�+�������,��
�����

�#/	;����?��� *#�<��+����/�
���
��?���H�������%��"�#�����H�<�C��'�"��
�������&�
�A�
�����#+,

������ 2AP ���	
��
�����
����������
*��;�9�!���
��+������	�A9,���
����������@/�

�	�
�?������������
����C/��
�C�  
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1. �������������#�����/CZ@/�������������� 0.10 M (@���
�����) 

  �G�������#�����/CZ@/�������������� 8.40 mL ��
���
/
	/����������/ 

1000.00 mL "��
������<���	��*�H%���/
	/������� *#C/�����#�����/CZ@/�������������� 0.10 M 
 
2. �������������#����������!���� 2,4,6-trimethylpyridine (TMP) 1000 ppm "�# 0.25 

ppm ������#�����/CZ@/������� 

   �G������  2,4,6-trimethylpyridine 55.0 �L ��
���
/
	/����������/ 25.00 mL 

��������#�����/CZ@/�������������� 0.100 M *�H%���/
	/������� *#C/�����#����������

!���� 2,4,6-trimethylpyridine ������� 1000 ppm 

   *���	���G�������#���  2,4,6-trimethylpyridine  ������� 1000 ppm ������� 0.25 

mL ��
���
/
	/����������/ 1000.00 mL ��������#�����/CZ@/�������������� 0.100 M 

*�H%���/
	/������� *#C/�����#����������!���� 2,4,6-trimethylpyridine  ������� 0.25 ppm 

 
 

�-1 



 

-�#9��� 	 

"'�!���	���������	�����#+, 2AP  

 

   ����	�����#+, 2AP $%����&����+�������E/���
 ������?���&���������������������:*�,

����� @��������������� ���/*����
�����#+,�?�������� ���	���������	�����#+,"�/���

"'�!��/	����   

 

 

 
 
 
 2-acetylpyrrole (0.5001g) + 50 mL methanol  
               1. Hydrogenation : 5% Rhodium on activated alumina  powder  
        (0.587g) 
          2. Filtration : to remove powder 
           3. Rotary evaporation : removal of solvent 
 
     
 
 
 
 
 
   2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine  +  stirred suspension of silver carbonate  
                (0.2731 g)  on celite  (2.156 g in 100 mL toluene) 
                                     1. Reflux : - under N2 for 42 hr.   
                            2. Filtration : - to remove Ag2CO3 
 
                  Mixture solution A 
              Contained � 40 % of 2AP 
 
                 �<����"��/�
� Preparative GC: column OV-1 
 
 
   ��E;��� 2AP ������������
�� 21.5 ����   '���!	�V,����- 

   @/�
�A� cold trapping /�
�+��/"��
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1. Hydrogenation : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Oxydation : 
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�:�@�h�;��*9 H2 (Hydrogen gas bag) 

�
/�_������� (Round-bottom flask) 
"�
�"�
�+�E��<�+�	;�� (magnetic bar) 

���������";;"�
�+�E� (magnetic stirrer) 

��������<��
������"�#��";;"�
�+�E� 
(Magnetic stirrer and heater) 

�
/�_������� (Round-bottom flask) 

�	
�
;"�
�C���� (Condensor) 

�:�@�h�;��*9 N2  

Cool water : IN  

Cool water : OUT  



 

-�#9��� # 

��������� silver carbonate on celite 

�?����_������� oxidation ������	�����#+, 2-acetyl-1-pyrroline 
 

          
 1. ����������#������ 1 @/�����$���
��,C����� (silver nitrate) 34 ��	� ������<���	�� 200 

��������� ��*�����#���+�/ @/��?����������"�
�+�E� "�#"�
�"�
�+�E� *���	������ celite ��C�

��� 30 ��	� ���
�C���� 30 ���� 

  2. ����������#������ 2 @/�����@$�/������,;���� (sodium carbonate) 30 ��	� ������<�

��	�� 300 ��������� ��*�����#���+�/ 

  �<�����#������ 1 "�# 2 '������/�
� ���
�C���� 15 ���� +���*���#�	�����/�#���������


���+���� *���	�������#������C/� �<�C��#�+������<� "�#�<��+�"+�� *#C/���� silver carbonate 

on celite �����&�������
����<���� 
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-�#9��� � 
���
�����#+,'�*���_�����������	�����#+, 2AP /�
������� chromatography "�# spectroscopy 

 
1. GC chromatograms "�/�'�*���_������� hydrogenation  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 �) ���#�#"��: ����	����� 2-acetylpyrrole ��� peak 3 

 �) ������_������������9/: 2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine ���C/����
��;���9�A�B�
�������:�  
 
 
2. IR, NMR "�# mass spectrum ��� 2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IR spectrum ��� 2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine 
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1H-NMR spectrum ��� 2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine 
 
 
 
 
 

 

 
 

Mass spectrum ��� 2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine 
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3. GC-MS chromatograms "�/�'�*���_������� oxidation C/���� 2AP "�#'���!	�V,�����
��

���"���+�;���9�A�B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. GC-MS chromatograms "�# mass spectrum ��� 2AP +�	����"���+�;���9�A�B  
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-�#9��� 3 

�������������#���������� 2AP 

 

    ���������������#������������� 2AP ������?���������J��������	�� ��*�?�

'���!	�V,*���_�����������	�����#+, 2AP ����	�C�
C/��<���"�� 2AP �+�;���9�A�B (mixture solution 

A) /�
� preparative GC �<�����������&�����#����������C/� +�����;�
������������"�
���

��� 2AP ������*�����,��#��;����- *#H:�"�����C�����#���
�����#+,/�
� GC ����#��� ���

�<��
��
������������ 2AP ������#���'���?�'����C/�*�����"�����,��#��;/�
� GC �<���

�<��
�+�����������������"�
�#���,��#��; +��	/�

�����,�$E��,��� 2AP �����'�� *���	��

�<��
��
���������"�#��<�+�	���� 2AP ������#���������'���	��C/� 

 

�A�����<��
��
������������ 2AP 

   - �_������� Hydrogenation 

 �?�����	����� 2-acetylpyrrole 0.5001 g (MW 109.13) ���/�_��������+� product ��� 2-(1-

hydroxyethyl)pyrroline (2HP) 95.632%  (MW = 115) "�#������#�+��	
�<��#�������+��� 

product �	��+�/  0.2856 g 
 
   - �_������� Oxidation 

 Hydrogenation product 0.2856 g �� 2HP 95.632 % +�����
��	; 0.2731 g ��/��&� 

0.002374 Mole  �<�����&�����	��������_������� oxidation @/��?��	
�<��#��� toluene 50 mL  

 Oxidation Products ������/�%��C� �����
�����#+,/�
� GC �;

��� 2AP ��:
 56.473 % ��

����#��� toluene  

 /	��	��*#�� 2AP         = (0.002374 � 56.473)/100   
          = 0.001340 Mole 
 2AP 0.001340 Mole �<��
���&���<�+�	�C/�   = 0.001340X111  
          = 0.14874 g 
 ��������������#���*���_������� oxidation �������C/���
��	; 38 mL *%��� 2AP ����+�����:


������#��� toluene 38 mL �����
��	;     = (0.14874� 38)/50  
          = 0.11304 g 
 �<�C���	;�������/�
� Toluene �+���;������� 50 mL *#C/� 2AP �#�����:
 0.11304 g  

/	��	�� �����#��� toluene �����	;���������&� 50 mL ��  2AP 
            = 0.11304 g  
           = (0.11304 g  X 1mL) / 50 mL  
          = 0.002260 g/mL 
       +���  = 2,260 �g/mL  +���  2,260 ppm 
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�������������#���������� 2AP �������������J������� 

 ���������������� 2AP �
��������� 0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 �g/mL  *�� Stock standard 
Solution  2AP 2,260 �g/mL  
 
1) ���������������� 2AP �
��������� 10.0  �g/mL ������� 100 mL  (Stock A) 

 �G������*�� Stock Solution ������� 442.5 �L *#������� 2AP   
         = (0.4425X 0.002260)/1mL 
         = 1.000 X 10-3  g 
(Stock A) 100 mL *#���
������������ 2AP = 1.000 X 10-3  g /100 mL  
         = 1.000 X 10-5  g /mL 
         = 10.00 �g/mL 
 �<� (Stock A) 10 mL C���	//�
� 0.1M HCl ����� TMP ��:
 0.25 ppm *<��
� 50 mL "�#

��	/�
�/�
� CH2Cl2 /	��	�� *#�������� 2AP ��:
�	��+�/    
         = 10.00 �g/mL X 10 mL  
         = 100.0 �g 
 
 
2) ���������������� 2AP �
��������� 5.0  �g/mL ������� 50 mL  (Stock B) 

�G������*��(Stock A)������� 25 mL *#������� 2AP = 10.00�g/mL X 25.0 mL 
         =  250 �g 
(Stock B) 50 mL *#���
��������� ��� 2AP  =  250 �g/mL /50 mL  
         =  5.00�g/mL 
 �<� (Stock B) 10 mL C���	//�
� 0.1M HCl ����� TMP ��:
 0.25 ppm *<��
� 50 mL "�#

��	/�
�/�
� CH2Cl2 /	��	�� *#�������� 2AP ��:
�	��+�/    
         = 5.00 �g/mL X 10 mL  
         =  50.0 �g  
 
3) ���������������� 2AP �
��������� 2.5  �g/mL ������� 50 mL  (Stock C) 

�G������*�� (Stock A)������� 12.5 mL *#������� 2AP  
         = 10.00�g/mL X 12.5 mL 
         = 125 �g 
(Stock C) 50 mL *#���
������������ 2AP  = 125 �g /50 mL 
         = 2.50  �g /mL 
�<� (Stock C) 10 mL C���	//�
� 0.1M HCl ����� TMP ��:
 0.25 ppm *<��
� 50 mL "�#��	/�
�

/�
� CH2Cl2 /	��	�� *#�������� 2AP ��:
�	��+�/    
         = 2.50 �g/mL X 10 mL  
         =  25.0 �g 
 
4) ���������������� 2AP �
��������� 1.0  �g/mL ������� 50 mL  (Stock D) 

�G������*�� (Stock A) ������� 5.0 mL *#������� 2AP  
         =  10.00 �g/mL X 5.0 mL 
         = 50.0 �g 
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(Stock D) 50 mL *#���
��������� ��� 2AP  = 50.0 �g/50 mL  
         =  1.00 �g /mL 
�<� (Stock D) 10 mL C���	//�
� 0.1M HCl ����� TMP ��:
 0.25 ppm *<��
� 50 mL "�#��	/�
�

/�
� CH2Cl2 /	��	�� *#�������� 2AP ��:
�	��+�/    
         = 1.00 �g/mL X 10 mL  
         =  10.0 �g/mL  
 
5) ���������������� 2AP �
��������� 0.1  �g/mL ������� 50 mL  (Stock E) 

�G������*�� (Stock A) ������� 0.5 mL *#�������  2AP  
         =  10.00 �g/mL X 0.5 mL 
         = 5.00 �g 
(Stock E) 50 mL *#���
��������� ��� 2AP  = 5.00 �g /50 mL  
         =  0.100 �g /mL 
�<� (Stock E) 10 mL C���	//�
� 0.1M HCl ����� TMP ��:
 0.25 ppm *<��
� 50 mL "�#��	/�
�

/�
� CH2Cl2 /	��	�� *#�������� 2AP ��:
�	��+�/    
         = 0.100 �g /mL X 10 mL  
         =  1.00 �g/mL  
 
������*����������������#��� 0.1M HCl ����+����
�����*#��	//�
� CH2Cl2 = 48.0 mL 
 
6) �	����

���<�+�	� 2AP/0.25 ppm TMP in 0.1M HCl *<��
� 50 mL 

 ��������������#��� 0.1M HCl �
�����*#��	//�
� CH2Cl2 = 48.0 mL 

 	������#��� 0.1M HCl  48.0 mL *#��  TMP  = (0.25�g X  48.0 mL )/ 1 mL 
            = 12 �g  
 
/	��	���	����

���<�+�	���� 2AP/TMP ������#��� ��� 

2AP concentration  
�g/mL Weight of 2AP in 0.1M HCl 48.0 mL �	����

���<�+�	� 

2AP/TMP (w/w) 
100.0 ((100.0 X 48)/50)    =  96.0 �g 96/12      =     8.0 
50.0 ((50.0 X 48)/50)    =  48.0 �g 48/12      =     4.0 
25.0 ((25.0 X 48)/50)    =  24.0 �g 24/12      =     2.0 
10.0 ((10.0 X 48)/50)    =  9.60 �g 9.6/12     =    0.8 
1.0 ((1.0 X 48)/50)    =  0.96 �g 0.96/12  =    0.08 
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