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2 Vitske-vitskekromatografi / Vitske-fastfaskromatografi

2.1 Metodik och teori (LC)

Prov pumpas genom en termostaterad kolonn och retentionen beror av distributionen till
stationdra fasen. Tryckfallet som uppstar nir en vitska rinner genom kolonnen ar direkt
proportionellt mot kolonnlingden och omvint proportionellt mot partikel diametern — vilket
innebir att liten partikeldiameter ger ett tryckfall och 6ppnar moéjligheten f6r en kortare kolonn
vilket ger hogre kinslighet da tiden 1 kolonnen blir kortare och analysobjekten mindre paverkade
av upplosning. Liten diameter och kort kolonn positivt.

B (1:31)
H=—+C, xu+C_ xu gn
u eemter
ekv.
dar H = bottenhijd, u = flideshastighet, B = molekyldra diffusionen, C = langsam jamviktsinstillning
h=—+Axv'"’ +Cxv Knox
v ekv.
ddr h= reducerad bottenhijd, v =reducerad flodeshastighet, A = Eddy- +radiell diffusion,
B = molekyldra diffusionen, C = lingsam jamviktsinstillning

Knox inforde reducerade bottenhéjden h beroende av molekylar diffusion, Eddy-diffusion,
radiell diffusion och langsamma jamviktsprocesser. Vid lag reducerad flodeshastighet dominerar
den molekylara diffusionen medan jimvikten paverkar mer da det reducerade flédet dr hog,.

Eddy-diffusion beror av att molekyler tar olika vigar genom kolonnen. Nagra viljer en kortare
vig dn medelvdgen och andra en lingre vig. Eddy-diffusionen beror av kolonnlingd och
packningsmaterialets deiameter. Eddy-diffusionen minskar med minskande partikeldiameter.

Den radiella diffusionen ér direkt proportionell mot diametern och kolonnlingden och omvint
proportionell mot diffusionskonstanten. Liten diameter och stor diffusionskonstant minimerar
den radiella difussionen.

Kiseloxid anvinds som kolonnmaterial och pa detta fistes grupper for att ge ritt polaritet till den
stationdra fasen.

Kolonnen bidrar ocksa till bandbreddningen. Den storsta méjliga injicerade volymen som ger
bandbreddning 6kar proportionellt med retentionsvolymen och omvint proportionellt mot
effektiviteten. V, dr starkt beroende av innerdiametern av kolonnen.

R prax V:xN (2:19)

1+iV,§><K2)

ddir V'; = injicerad volym, V', = Retentionsvolym, K = injektorberoende konstant

Om detektionscellen ér f6r stor, paverkar aven denna bandbreddning da de separerade
analysobjekten kan komma att blandas igen. Aven hastighetskonstanten hos detektorn kan
paverka — detektionen skall féretridelsevis ske snabbt.
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S =

i ()i

;o= (1:38)
4 1+£', a

dir R = 1,5 visar pa fullstindig separation, k = separationsfaktorn, o dr separationsfaktorn

2.2 Teori LLC

2.2.1 Oladdade analysobjekt

Oladdade analysobjekt separeras i system med buffrat vatten som polir fas och en mix av opolira
och polira 16sningsmedel som mindre polarfas. K" kan regleras genom polaritetsférindringar.
For att separera de oladdade proverna anvinder man komplexbindande organsiska féreningar. K
kommer att minska vid 6kad koncentration av S samt en polirare komplexbindningsagent.

, 14
kix = > (2:22)
Vit XKy % KHXS,, X [S:trg
ddar Vs = volym stationdr fas, Ky, =Distributionskonstant, |S] = koncentration organisk modifierar
di pH = pKa och [HK]<</HXS],

2.2.2 Laddade idmnen

K’ regleras av motjonskoncentrationen, motjonens natur samt organfasens sammansattning. Kan
ju sdga att reversed phase har en polir mobil fas sa att inte den detaljen férsvinner i alla teorem. ..
Ytterligare forbittringar fOr att separera laddade molekyler i LLC kan géras genom att fixa system
som gor att proven kan migrera bade som jonpar och som oladdade. Man kan da specifikt styra
processen genom pH-regleringar.

. VoxK *
@=3xﬁ@“pj (2:23)
M

Jfor RP dir [Q7] = koncentration motjon

= VS -
Ve X K gy oxy X [Q+ ]

Jfor SP dir [Q"] = koncentration motjon

ey

(2:24)

2.3 Teori LSC

Tswett var forst...

Relationen mellan distributionen av provet och férdelningen av 16sning, eluent och absorbent
kan beskrivas som foljer: log Distributionen = log Volymen av monolagret per gram adsorbent +
ytaktiviteten hos adsorbenten * (Den fria energin av adsorption till ytan — adsorptionsenergin av
eluenten). (tror att detta ér littaste sittet att Gverblicka)
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Amnen bundna till kiselgelerna avgér hur polir densamma blir. Polariteten hos gelen kan
karaktiriseras enligt f6ljande gruppers varande eller ickevarande: mittade kolviten < omittade
eller aromatiska kolviten < halogen derivat < etrar < estrar < ketoner och aldehyder < alkoholer
< syror och baser.

En av de stora skillnaderna mellan LL.C och LSC r6r retentionskapaciteten. LLC har vildigt hog
kapacitet vad giller mingden prov som kan testas utan att férhallanden dndras. For att fa en
effektiv separation krivs att topparna dr symmetriska och en férutsittning for detta dr den att
fordelningskoefficienten skall vara konstant under hela kérningen. En hég adsorption ér
essentiellt for hog separationseffektivitet.

2.3.1 Oladdade substanser

. gxK°xK,

k,= 2:
1K x[S,, ] ®39)

dar k', = kapacitetsfaktor, [S ]y = balt metanol, K° = kapacitet hos adsorbent i mol per gram
q =W/ Ve (W = mingd adsorbant i kolonnen och 1"y, = volym eluent i kolonnen)

Kapacitetsfaktorn 6kar alltsa med 6kad kapacitet hos adsorbenten och minskad
distributionskonstant hos det 16sta amnet. Adsorptionen av den mobila fasen motverkar
adsorptionen A och effekten 6kar med 6kad koncentration och 6kad distributionskonstanten.

Oftast anvinds en blandad mobilfas; om fallet dr en opolir adsorbent dr det gynnsamt att
anvinda en vattenlosning som mobilfas och kontrollera retentionen med organiska 16sningsmedel
som metanol och acetonitril. Om exempelvis en fosfatbuffert anvinds som en del i den mobila
mixen minskar k> med 6kad tillsatts av acetonitril.

2.3.2 Laddade idmnen

LSC med en hydrofob stationir fas och en hydrofil mobil fas limpar sig utmirkt for separation
av laddade dmnen. Detta baserar sig pa tva principer:
1. Nir en jon 6verfors till en fast fas bibehalles elektronegativiteten av en motjon.
2. Jonl6sningar och jondelar i eluenten konkurrerar om bindningsstillen pa den adsorberande
ytan.

gxK°x K, x|X~ (234
4 = . TT — = .
T+ Koy x [Q }( X
dir Kpax och Kqx = fastfasextraktionskonstanter f6r 16sningen HA*¥, Q* = buffert co-jonen,
X- = motjon

_gxK°xKy x[o” | |
b kg <l K] @34

dir Kop och Kox (?)= fastfasextraktionskonstanter fér 16sningen HB, Q* = buffert motjon,




Sammanfattning av kurskompendium Analytisk kemi II kap 2-13 2002-10-14
Apotekarprogrammet, A7 Magnus Anderson
Uppsala universitet Per Ohrngren

Kapacitetsfaktorn (k’) 6kar med 6kad extraktionskonstant hos 16sningen och 6kad
motjonskoncentration i den mobila fasen. Oftast anvinds aprotiska motjoner eftersom de inte
indrar laddning beroende pa pH. En limplig extraktionskonstant kan enkelt ordnas med hjilp av
limpligt alkylval. Annars kan man dndra det polira innehéllet i den mobila fasen.

2.4 Gradienteluering

I reversed phase gors eluenten mindre och mindre polir — tekniken anvinds da retentionstiderna
ar langa mellan de amnen som skall separeras och processen annars blir otymplig. Rena dmnen ér
vildigt viktigt da kidnsligheten hos denna metod dr markant.

2.5 Instrumentation

Pumpen skall ha ett konstant och pulsfritt fléde pa mellan 0 (meningsfullt...) och 10 ml per
minut och vara resistent mot de l6sningsmedel som anvinds vid elueringarna. Valvinjektorer
anvands allt som oftast (5-500ul). Kolonnerna dr mellan 50 och 250 mm langa och de detektorer
som foéredras dr UV (lds diode-array) och MS.

2.6 Detektion

De detektorer som anvinds vid LC dr

e UV
Med férdel Diode-array. Kinslighet 510 M.

* Tluorescens
Miter exciterad fluoroscens efter belysning med UV-ljus. Mer selektiv an UV-detektor
och med hog kinslighet 510" M dock med begrinsningen att analyserat imne maste ha
fluoroscens (sic!).

* MS
Anvinds bade kvalitativt och kvantitativt. Kinslighet 5410 M.

.7 Plus

Kort retentionstid

Hog effektivitet

Kontinuerlig detektion av eluerade prover.
LSC — stor adsorptionsyta.

LLC — hég kapacitet

Vilutvecklad

Litt att kombinera med datorer

O0OO0DO0D0DD0DO0ON

3 Jonbyteskromatografi — IEC

(sid. 49-54)

Anjonbytare: X'+ R'Y =Y + R'X"  Innehiller positivt laddade grupper.
Katjonbytare: A"+ RB" =B+ RA" Innehiller negativt laddade grupper
Separation av hydrofila protolyter av biokemiskt intresse.
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3.11 Kolonnen

Materialet i en jonbyteskolonn skall vara olosligt och kemiskt stabilt. Att foredra dr kolonner med
en solid inert kirna med ett lager av jonbytesmaterial pa ytan. Dessa ger h6g prestanda p.g.a. kort
diffusionsstricka inom jonbyteslagret. Nackdelen ar att kapaciteten ar ganska lag. Homolog
packning och enhetlig partikelstorlek dr nédvindig for att fa god separation.

3.1.2 Detektion

Detektion gors med hjilp av konduktivitetsmatningar vid sa kallad jonkromatografi.

Selektiviteten f6r organiska joner dr svar att forutsidga da de dven kan interagera med matrisen.
Alkohol/vatten blandningar anvinds som l6sningsmedel och retentionen kommer bero av
alkoholhalten.

A *
RM'+ A" =RA"+M'; K, = f14 My (3:1)
A

dir AT = injicerad i systemet, M = co-jon och R = jonen i matrisen
1] 5. ¥ J
indexc i = insidan och index 0 = utsidan

v, VexK, x|M; |

k=D, ;x—>= - (3:3)
Vi V., x Wo J
ddr &’ = kapacitetsforhallandet, D , = distributionsforhallandet
Veey =V x(A+K',) (3:4)

ddr Vg .y = Retentionsvolym

Om de fixerade grupperna pa matrisen ar svaga syror eller baser kan distributionsférhallandet litt
styras genom att andra pH i eluenten.

For anjon:
B K, x|N. kK'
Dy= ATt (3:6)
[Bo }‘[HB] LNO J" (I<'HB ta,. )
ddar Dy = Distributionsforballandet
4 Gelfiltrering - SEC
(Sid. 55-58)
Vitskekromatografisk metod — separation med avseende pa molekylernas storlek.
Anvinds f6r separation av makromolekyler.
Kolonn packad med por&st material.
Ve =V, +K* %V (4:1)

ddar V' = Retentionsvolym, V', = volym mobilfas, V¢ = Stationdra volymen och

m

KX = fraktionen mobilfas tillainglie for lisningen
1gangig. g
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K* beror av molekylvikten hos Iésningen och av matrisens porstorlek. Sma molekyler som passar
i alla porer har K*=1 och stora molekyler som ir helt utestingda fran alla porer har K*=0. Om
Vy dr storre an V + Vg innebdr det att interaktion mellan matrisen och provmolekylen har
intriffat. FOr att Oka separationen anpassa porstorleken till molekylstorleken 1 16sningen.

X
For att 6ka separationsfaktorn a = LX anvinds kolonner packade med material med uniform

1
porositet inom ett intervall som matchar l6sningens molekylstorlek det vill siga sa att alla imnen
hamnar 0<K*<1.

Kolonnen kan vara packad med antingen:
1) Mjuka geler vilket dr en litt tvirbunden struktur som absorberar stora volymer mobil fas
och dir porstorleken 6kar 1 proportion men absorptionen. Kriver laga flédeshastigheter
2) Semi-regida geler. Sviller i begriansad utstrickning. Klarar halvhoga flodeshastigheter.
3) Rigida geler. Bestimd porstorlek. Liten partikeldiameter vilket méjliggor HPGPC (High
performance gel permeation chromatography) med hoga flédeshastigheter.

5 LC-MS

MS ger mer eller mindre information endast om molekylvikten.
Joniseringen sker idag huvudsakligen med tre tekniker Termospray-, elektrospray- och
atmosfirtryckskemisk jonisering, varav den férstnimnda dr pa klar tillbakagang.

5.1 TSP

Termospray jonisering fungerar som sa att vaskan férs genom en het kapillir och bildar sma
laddade droppar som transporteras in 1 jonkallan.

5.2 ESI

Elektronspray jonisering — en vitska passerar genom en nal av rostfritt stal vilken har en hogre
potential 4n kapilliren som leder in i MS. Vitskan bildar sma laddade droppar (t.o.m. mycket
sma...) som kommer att ha en sammantaget positivt laddning. Dropparna vill minska under
tidens gang dd de ytaktiva krafterna kommer att understiga repulsionen hos dropparna. Processen
upprepas tills jonerna emmiterar direkt fran ytan till gasfas. ESI dr det mjukaste sittet att jonisera
vilket medfér att spektrumet kommer att ge information mestadels om molekylvikten.

5.3 APCI

Atmosfirstryckskemisk jonisering — Den mobila fasen aeronebuliseras med hjilp av kvivgas. e +
N,—= N, +2e¢.

5.4 Ovrigt

Jonerna som bildas ir oftast adduktjoner mellan analyten och exempelvis AH', ANH,", ANa"
och AK". Det bildas dven joner av kat-typ som kommer frin glasvaror och buffertar och siledes
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¢j bor tas hinsyn till eller snarare bor det vil tas hinsyn. Om polariteten dndras kan man dven
detektera negativa joner och da oftast [MH] eller [MAc].

Amnen med hég molekylvikt som exempelvis. proteiner kan detekteras med hjilp av LC-MS
trots att detektionsgrinsen egentligen dr ligre, detta p.g.a. att proteinerna dr multiladdade och att

M +n M+ ((n+1)

man kan rikna baklinges frin m/z-virden genom och 1
n n+

Vatten i den mobila fasen dr nédvindigt for att ge utslag i LC-MS.

5.5 Mikrokolonner

Mikrokolonner dr funktionibla inom LC-MS da ESI har mdoijlighet att géra droppar vid vildigt
laga flodeshastigheter. Mikrokolonner ir korta, har liten diameter (5-300um), men genererar ett
hogt antal teoretiska bottnar (80000-100000). Flodeshastigheten ar brukligt 1ul/min och

metoden anvinds foretridelsevis da dmnen dr dyra eller labbet vilutvecklat...

5.5.1 Deuteriumanvindning

En praktisk anvindning av deuteriumoxid synes i samband med LC-MS. Om man byter ut vatten
mot deuteriumoxid kan man vid jimférelse av de tva spektrumen se vilka atomer som har
utbytbara viten. Alla viten bundna till heteroatomer kommer att bytas ut, iven M" kommer att
bytas ut. Det dr relativt enkelt att se vilken molekyl det dr sa linge den inte innehaller fler 4n 35
utbytbara viten.

5.6 Tandem-MS

Genom att koppla tva Masspektrometrar efter varandra fir man nagot man kallar tandem
masspektroskopi, en form vildigt anvindbar 1 kombination med LC.

Tandemmassen ar uppbyggd av tre kvadrupplar, den forsta selekterar jonen av intresse, oftast en
molekylirjon och accelererar jonen till den andra cellen — kollisionscellen. Trycket har blivit
f6rhojt i denna av argon eller xenon och kollisionen mellan jonen och det tunga argonet bildar
fragmentationer i form av dotterjoner. Den sista delen i serien dr av detektortyp. Oftast anvinds
denna typ av detektor tillsammans med ett spektrum genererat av i forvig kinda molekyler.

6 Tunnskiktskromatografi (TLC)

6.1 Metodbeskrivning

TLC ir en kromatografiskmetod vilken utférs pa en 6ppen glas-, metall- eller plastplatta. Provet
appliceras pa plattan och den mobila fasen ror sig genom den stationdra plattan genom
kapillarkrafter; i vissa exceptionella fall dven av tryck eller gravitation. I HPTLC har man gjort
stationira faser med mindre partiklar och smalare distribution — alltf6ér att tillgodose marknadens
krav pa effektivitet... Kritiska steget i TLC dr som empirismen si ofta visat —
appliceringsmomentet.

10 _
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Plus:

0 Flera prover kan elueras samtidigt under identiska betingelser.
0 Litt att anvinda, snabb, hég provkapacitet och relativt billig.
0 Eftersom man slinger plattan kan giftiga 16sningsmedel och annat obehagligt anvindas.

6.2 Mekanism

Som i LC dr migrationen beroende av hur linge provet befinner sig i den mobila fasen kontra
stationira fasen under den kromatografiska processen. Rf —virdet mits som provets vandring i
férhallande till 16sningsmedlets. Gillande bandbreddningsmekanismer kan sigas att molekylar
diffusion 4r den viktigaste.

6.3 Material

Forpreparerade plattor dr Gverligset vanligast dir TLC plattornas porer dr mellan 10 och 60 um
medan de hos HPTLC ir runt 5 um stora. De flesta plattor som anvinds ar gjorda av kisel, men
dven cellulosa och aluminium anvinds. Plattorna utvecklas ocksa: nya former dir proverna
appliceras i mitten och sedan migrerar ut mot kanterna anvinds da det medfor att en storre del av
plattan anvinds. Detektion med hjilp av UV-ljus.

6.4 Anvindningsomriden

0 For att screena mobila faser till andra kromatografiska system.
0 Preparera fram prover.
0 Kontrollera reaktioner etc.

7 Gas kromatografi — GC
(Sid. 77-88)

Fordelar: stort antal detektorer kan anvindas med hog selektivitet och kanslighet.
Nackdel: Provet maste vara flyktigt och tala upphettning.

GLC och GSC

7.1 Kolonner

7.1.1 Packade kolonner

Diameter 2-6 mm, lingd 1-5 m.

Finns antingen med en stationiras av vitska eller fast material. Fast material kan vara Porapak® ir
tvairbundet etylvinyl och divinylbensen. Anvinds framférallt f6r preparativa separationer. Kan
vara ickepolira eller polira viteaccepterande.

7.1.2 Kapillirkolonner

Diameter 0,2-0,5 mm, lingd 20-100 m.
Karakteriseras av lagt motstand vilket mojliggor dess lingd. Lingden medfor ett stort antal
teoretiska bottnar. (100 m kan ge N=100000). En 60 m kolonn 6kar upplosningen 40 % mot en

11
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30 m kolonn men dubblar analystiden och 6kar erfordrat tryck. Kolonner med diametern 0,2-
0,32 mm ger hogst noggrannhet emedan 0,53-0,75 mm ger hégst provkapacitet.
Fordelar jamfort med packade kolonner:
1) Hogre upplosning
2) Kortare analystid
3) Storre selektivitet och kinslighet
Nackdel jimf6ért med packade kolonner:
1) Liagre provkapacitet

Tre typer av kapillirkolonner: ”Wall coated open tubular”, ”Support coated open tubular” och
”Porous-layer coated open tubular”

7.1.3 Mobilfas

Som birargas anvinds inerta gaser som He, Ar, N,, H,. N, dr vanligast och billigast. Syre far ¢j
forekomma da detta ger oxidation vilket kan forstéra kolonnen. Viktigt att kontrollera lickor da
80% av bekymren med GC beror av lickor. Gas paverkar kolonn, separation och detektion.

7.2 Injektion av prov

Injektor och detektor 50°C varmare dn kolonnen.

» ”’Split injector”
Lésningsmedel och prov forangas. 1-10% appliceras i kolonnen resten avleds s.k. outlet.
Den teknik som ger hogst effektivitet. Kolonndiskriminering kan férekomma om provet
har en stor variation i molekylvikt. Tunga molekyler férangas langsammare och kommer
att var underrepresenterade i den provvolym som nar kolonnen.
Fordelar med tekniken ér att den dr enkel och litt att anvinda. Ger god reproducerbarhet
av retentionstid.
Nackdel ir att det dr svart vid laghaltsanalyser, da injektorn bara tar tillvara pa en del av
injicerat prov.

» ”Splitless injector”
Baseras pa en ”split injector” 1 non-splitting mode”. Lagt flode barargas. Temperatur 10-
20°C ldgre dn kokpunkten for provet gor att det férangade provet aterkondenserar i ett
smalt band pa kolonninloppet. Temperaturen héjs och provet kan analyseras.
Fordelar med tekniken ér att nastan allt injicerat material anvinds (80-90%) vilket dr att
foredra vid utspadda prover. Bra vid laghaltsanalys. Den lidgre injektionstemperaturen ar
att foredra vid virmekénsliga prov.
Nackdelar ir att firre 16sningsmedel dr anvandbara och livslingden pa kolonnen ir
kortare.

» Direktinjektion
Viktigt att injicera langsamt fOr att inte fa ”backflash” vilket skulle resultera i breda
svansade toppar.

» Kolonninjektion
Anvinds vid packade kolonner. Obra f6r kolonnen men bra for virmekansliga
substanser. Provet injiceras direkt till kolonninloppet. Injicera langsamt for att forhindra
aerosolbildning vilket skulle medféra breda toppar och minskad effektivitet.

o
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SE FIGUR 7:1
N.xRxT
D > (7:1)

g =
faprxVS

dir D,y = Distributionsforhallandet, p 4 = dngtryck, [, = aktivitetskonstant,
Ny = antal mol av stationdr fas, V' = volym stationdr fas

7.3 Detektorer

Ett stort antal detektorer kan anvindas. Viktiga egenskaper hos detektorn dr bland annat: signal-
till-brus férhallandet, minsta detekterbara méingd och linjirt omrade.

7.3.1 Thermal conductivity detector - TCD

En okinslig men ickedestruktiv (MDQ ~1 pg) metod som bygger pa en sa kallad Wheatstone
bridge circuit med en referenscell i barargasen och en provcell. Nir prov passerar kommer
bryggan i obalans och utslaget registreras. Registrerar alla imnen som har en annan konduktivitet
in barargasen.

7.3.2 Flame Ionisation Detector — FID

Den elektriska konduktiviteten av en gas dr direkt proportionell mot koncentrationen av laddade
partiklar i gasen. Utloppet fran kolonnen passerar en flamma och dndrar gasens konduktivitet.
Detektorsignalen ar proportionell mot antalet kolatomer i molekylen. Kinsligheten minskar i
nérvaro av kive, syre och svave. Detekterar en oorganiska dmnen.

* Funktionella grupper som karbonyler, alkoholer, halogener och aminer ger fa joner.

Okinslig mot gaser som H,O, CO,, SO, och NOy.

* Selektivt for féreningar med C-H bindningar.

* Kinsligt ner till 0,1-10 ng

* Birgas kvive eller helium

*  Temperatur 250-450°C

* Nackdel ar att FID f6rstor provet.

7.3.3 Kviave-fosfordetektor - NPD

Svarar pa organsika féreningar med kvive eller fosfor. Rubidiumsilikat 1 glas eller keramikmatris
virms elektriskt. Kolonnflédet kombineras med 2-6 ml H,/min. Uppsamlingselektroden 4t oftast
konfigurerad for att samla upp negativa joner. Det finns tva teorier for uppkomsten av dessa
negativa joner:

1) Gasfasjonisering

2) Ytjonisering

Kvive och fosfor bildar Cn, PO, PO, etc som kan generera negativa joner.

Anvinds vid likemedelsanalys.
Fordelar:
+ Hog kinslighet MDQ ~0,01ng)
+ Litthanterad
+ Ingen storning fran 16sningsmedel

12
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7.3.4 Electron capture — ECD

Vanligtvis anvinds “Ni som B-strilare. N, = N," + ¢

Potential appliceras 6ver elektroderna i detektorn. Elektroderna till anoden ger en konstant
strém. Om provet, AB, kam ta upp elektroner minskar den registrerade strommen. Vanligast ar
att variera pulsfrekvensen och att halla strémmen konstant.. Frekvensen ar proportionell mot
koncentrationen eluerad substans.

En stor fordelar dr att metoden har hog kinslighet f6r amnen som innehaller elektronupptagande
grupper som alkylhalider, konjugerade karbonyler, nitratestrar och organiska metaller. MDQ ~1
pg. Kinsligheten kan 6kas genom derivatisering med elektroupptagande grupper. Metoden ar
dock okinslig f6r rena kolviten, alkoholer och estrar.

* Selektivt for halogener, nitrater och konjugerade karbonyler.

* Kinslig ~1 pg

* Birgas kvive eller argon/metan

*  Temperatur 300-400°C

* Vanligt anvind vid kvantitativ analys av ”sparmingder” av pesticider och likemedel.

7.3.5 Fotojoniseringsdetektor — PID

Hogre kinslighet dn FID: Jonisering genom att foton med hégre eller lika energiinnehall som
joniseringspotentialen triffar provet. Lampor med olika energi finns tillgingliga. Hogst kinslighet
hos lampa med ldgst energi. Vanligast dr 10,2eV vilken ocksa dr den lampa som har hogs
kanslighet.

7.4 Derivatisering

Orsakerna till derivatisering ar att:
* Oka substansens flyktighet och minska polariteten
* minska virmedegenerering
* Oka detektorsvaret
* Oka separation och minska svansning
* Oka extraktionseffektivitet fran vitskefas vid provupparbetning

Exempel pa derivatiseringar:

* Silylering
Hyroxyl, karboxylsyror, aminer, tioler, fosfater
Utbyte av syra-vite pa provet mot alkylsilyl som SiMe;. Derivatet dr mindre polirt, har
6kad flyktighet och dr mer termiskt stabilt

* Acylering
Reducerar polariteten hos amino-, hydroxyl- och tiolgrupper. Okar deras kromatografiska
egenskaper och ger 6kad stabilitet genom att skydda ostabila grupper.

* Esterifiering
Forstahandsval for derivatisering av syror.

* Derivatiserin av primira och sekundira aminer
TFA (TerrorForce Al-Quida) Trifluoroacetic acid anhydrid
HFB (Hunted of Fucking Bush) Hepta fluorobutyric acid anhydrid
PFP (Partnership For Peace) Penta fluoropropionic acid anhydrid

_14 -
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8 GC-MS

(Sid 89-95)

Joner produceras oftast genom elektronbombardemang av neutrala molekyler i tryckfasen 1 GC,

av till exempelvis en upphettad trad. Jonerna separeras sedan med hjilp av antingen

0 ett palagt magnetfilt kombinerat med ett elektrostatiskt falt, eller genom anvindandet av

0 kvadrupla massfilter (vanligast). Dessa dr mindre otympliga och mer ekonomiska dn de
forstndmnda. De har dven ligre scanningstid. Fyra parallella metallror paldggs med en
potential och varierad frekvens. De flesta joner kommer att oscillera och triffa en av
metallbitarna, stora joner kommer dock att passera genom kvadrupeln och detekteras.
Genom att scanna frekvenserna eller potentialen kan ett masspektrum upprittas.

Det gar dven att anvinda “ion trap analyzers”. Dessa fungerar enligt samma princip som

féregaende filter. Skillnaden ér en central hyperbol ring som bildar ett kvadrupelt falt. Férdelarna

med den sistndmnda ar hog sikerhet, kinslighet och enkelhet.

GC-MS ir ett kraftfullt analytiskt hjdlpmedel da enheter f6r separation och analys dr
kombinerade. En enkel vig for provapplicering ger ett snyggt och rent spektrum.
Viktiga parametrar som kan styra en lyckad/misslyckad GC-MS: *kolonnen *hastigheten

8.1 Joniseringssditt

8.1.1 Electron impact
Elektronbombardemang ger ett mycket komplicerat spektrum med 1ig halt M.

8.1.2 Positiv jonkemisk jonisering — PICI

Jonisering av gas som joniserar provet. Metan eller ammonium vanligast.
CH,+e— CH, +¢
CH,+H,+¢e
CH," + H* + ¢
CH," + CH, — CH," + CH,
CH,"+ CH,— CH," + H,
M: + CH,+ - MH" + CH,

Da mindre energi 6verfors till provet dr detta en “mjukare” metod och mindre fragmentering
kommer att ske.

8.1.3 Negativ jonkemisk jonsiering — NICI

Joniering genom att elektorner absorberas till provet AB+ ¢ — AB’
Har hégre kinslighet dn PICIL.

[
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8.2 Detektor tilldimpning

8.2.1 Selected ion monitoring — SIM

Miter en begrinsat antal joner i MS. Isotopmirkta analoger som “H, BC, PN. Duterium vanligast.
Byt minst tre atomer for att inte paverkas av naturligt férekommande isotoper. Placera °H i
stabila positioner!

9 Filtflodesfraktionering - FFF
(Sid. 97-102)

Separation genom skillnader i storlek eller densitet. Kan separera makromolekyler, kolloider
och partiklar. Liten molekyl / partikel forst ut.

Fordelar | Nackdelar (jmf SEC)

Litt att utveckla Ligre topp kapacitet
Snabb separation | Ej preparativ teknik

Ingen stationir fas utan endast en mobil fas som transporterar provet genom FFF-kanalen.
Figur 9:1 s 97

Kanalens lingd dr 10-30 cm, bredd 1-2 cm och héjd 75-250 um.

Separation uppkommer genom interaktion mellan det axiella flédet (i kolonnens lingdriktning)
och den yttre kraft som ir palagd. Provet kommer att tryckas mot nedre viggen (accumulation
wall). Beroende av avstandet fran ackumulationsviggen transporteras komponenterna i provet
med en specifik hastighet lings kanalen.

Den yttre kraften som paverkar provet kan vara av olika slag:
* Sedimentation
Sepatartion efter densitet eller massa >10nm
* Virmegradient (varm vigg/kall vigg)
>1nm
* Flodes faltflodesfraktionering
Separerar strikt efter storlek. >1nm
* Elektriskt filt.
>10nm

_E o (©:1)
_f ; f=brxnxa ©2)

dar U = "velocity”, F = kraft, f = Friktionskoefficient, V] =viskositetskoefficienten for mobila fasen,
a = hydrodynamiska radien av molekyl/ partikel i provet
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Nir provmolekylerna samlas vid ackumulationsviggen skapas en koncentrationsgradient som
inducerar diffusion i motsatt riktning mot den yttre kraften. Diffusionskoefficienten beror av
molekylstorleken. Jamvikt mellan diffusionen och yttre kraften nas pa karakteristiskt avstand fran
vaggen:

D kxT [ 9:3
U f w (9:0)
(9:4)
ddr | = (absolut) avstind frin viggen, D = diffusionskoefficienten, U = yttre kraft,
k = Boltzmanns konstant, T = Temperatur
A = reducerad distans, w = kanalens tjocklek
0
t t wxU wxUxmxa .
tr t 6x D kxT ©:7)
ddar R = Retentionforhallandet, /= mobilfastiden, ty = retentionstiden

Retentionen beror av den faltinducerade “velocity”. Beroende av vilken typ av filt som appliceras
kommer U variera.

Se Fig. 9:3

10 Overkritisk vitskekromatografi (SFC) och 6verkritisk
vitskeextraktion (SFE)

(Sid. 103-114)
SFC ir en bra teknik for att karaktirisera mellan- till h6gmolekylira polymerer. Har inget krav pa
varken termostabilitet eller UV-respons.

Kritisk punkt dr den punkt dir gas och vitska av ett imne kan samexistera. Ovanfoér punkten,
definierad av den kritiska temperaturen (T,) och det kritiska trycket (P.), dr det bara en fas,
6verkritisk vitska. (Se figur 10:1) Exempelvis f6r CO, dr T-=31°C och P.=73atm.

Ju hogre densitet den 6verkritiska vitskan har desto kortare retentionstid hos analyten. Om vid
konstant tryck densiteten minskas, genom att minska temperaturen, 6kar kapacitetsfaktorn forst
for att darefter minska och processen blir mer GC-lik. Nira den kritiska temperaturen ger en liten
temperaturindring stora dndringar 1 densitet.

CO, ir den vanligaste vitskan f6r SFC da CO, har en 6verkomlig kritisk punkt, ar inert, ar latt att
handa och finns tillinglig i god renhet (pro analysis). NO, har intressanta egenskaper men ir inte
inert.

Se Fig. 10:1
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10.15SFC

10.1.1 Kolonnet

SFC kraver en pulsfri forsorjning av mobilfas. Da dimensionerna dr sma stills hoga krav pa
injektion for att inte tappa effektivitet i systemet.

Kapillirkolonnerna ir lika de i GC med en stationir fas av polysiloxan med rikligt med
tvarbindningar. Kolonnen ér 10-20 m lang och har en innerdiameter av 50-100 um. Den ringa
innerdiametern ger manga teoretiska bottnar men ett stort tryckfall. Stora férdelen med en
kapillirkolonn tillsammans med en FID-detektor ér att termolabila dmnen med varierande UV-
aborbans kan analyseras. Det dr dock ibland nédvindigt att maskera polira grupper for att 6ka
16sligheten.

Packade kolonner f6r SFC ir identiska med dito f6r LC. De erbjuder bade 6kad analyshastighet
och hogre provkapacitet jmf med kapillirkolonner. Tekniken anvinds for renhetskontroll av LM.
Kolonner kan kopplas i serie for att 6ka det antalet teoretiska bottnar. Metanol tillsitts mobila
fasen som modifierare. Vanligtvis 10 %.

10.1.2 Detektorer

FID — SFCs arbetshist. Ett litet bekymmer vid packade kolonner idr att det hoga flédet tenderar
att slacka lagan.

MS — Anvinds for strukturbestimningar och sillan vid kvantifieringar.

UV — Anvinds framforallt vid packade kolonner.

m.fl.

10.2SFE

Extraktionsteknik som kan ersitta tidskrivande tekniker som exempelvis Soxhlet. Utrustningen
ir en pump, en termostaterad extraktionscell, en ’restirktor” och en uppsamlare. SFE anvinds
preparativt exempelvis for att extrahera koffein ur kaffeboénor.

11 Kapillirelektrofores - CE
(Sid. 115-157)

11.1Jonmobilitet

0 Om man ldgger ett konstant elektriskt filt 6ver en elektrolytlésning borjar joner att
accelereras i takt med det pélagda filtet och den egna laddningen. Genast (eller efter 107 s)
liggs en lika stor friktionskraft till soppan.

a0 H;O" och OH har 6verligset hogst mobilitet.

0 Den elektroforetiska forflyttningen av joner i l6sningar ger upphov till konduktivitet.

0 Vid 6kad temperatur minskar viskositeten hos l6sningar och nir viskositeten minskar okar
mobiliteten.

O Mobilitet i elektriska filt sker endast da molekylerna 4r laddade vilket betyder att mobiliteten
ar pH-beroende.
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0 a =——" _ (SYROR)
Ky, +a,.
a o+
0 a =—1" (BASER)
KHB* ta,.

0 Lagavulin 4r mikta gott.

11.2E/lektroosmos

0O Rorelsen hos en oladdad vitska relativt en stationir laddad yta p.g.a. en palagd gradient.

0 Kiselgrupperna pa CE-gelen har pKa-virden mellan 2 och 10.

0 Nir en elektrolyt kommer i kontakt med en laddad yta i nirvaro av pélagd strém uppkommer
fenomenet (samma som punkt ett...)

0 Tva lager av joner kommer att bildas enligt teoremet om Sterns dubbellager.

0 Rorelsen av katjoner mot katoden kommer att spridas i hela bulken av elektrolyter och allt
kommer att réra sig i samma riktning.

0 Den elektroniska mobiliteten dr direkt proportionell till Z-potentialen (potentialen i
dubbellagret) och dielektricitetskonstanten hos bakgrundselektrolyterna och omvint
proportionell mot viskositeten hos mediet.

0 Neutrala delar av en 16sning kommer att rora sig med p,,.

Q p, drofta, om dn vid pH > 4 starkare dn den elektroforiska mobiliteten.

Q p, ar direkt proportionell till faltstyrkan.

0 Man kan kontrollera p., med hjilp av foljande parametrar:
1. Det elektriska faltet — effektivitet och upplésning kan minska vid sinkning av densamma.
2. Buffertens pH — mest praktisk att ta till.
3. Jonstyrka eller buffertkoncentration - Kan férindra toppar om konduktiviteten varierar
frin imnets kond. Kan ge joulevirme. Okad jonstyrka sinker .
4. Temperaturen — enkel att kontrollera
5. Organiska modifierare — komplexa forindringar.

11.3Bandbreddning

* Effektiviteten 6kar med minskad diff. koefficient d.v.s. ju stérre molekyler desto bittre. Okad
kapillarlingd, hogre filtstyrka och minskad elektroforisk mobilitet 6kar ocksa effektiviteten.

* N ir direkt proportionellt mot laddningen hos molekylen.

* N minskar med 6kad temperatur.

* Saker som paverkar bandbreddningen at breddhall dr diffusion, lingd pa den injicerade
pluggen, Jouluppviarmning, adsorption till kapillirytan och detektorn.

* Lag injicerad volym positivt om man vill ha smala band.

* Jouluppvirmning har, sin bandbreddning till trots, en viktig uppgift 1 att skapa en
koncentration gradient i kapilliren.

* Skillnad i konduktivitet mellan provet och bufferten kan ge bandbreddning. Om de bida
zonerna har samma konduktivitet ges en symmetrisk topp, om provet har hégre ger det en
”frontad” topp.

L, _ w,xExL,

o’ 2xD
ddr Ly, = kapillarlingden till detektorn, D = diffusionkoefficienten

N (11:20)
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11.4Upplisning

Ry _Nxhu (11:31)
4xu,

ddr w,, = medelvdrdet av mobiliteterna

11.5Kapillir gonelektrofores

Buffertvalet bestimmer separationen; zwitterjoniska buffertar férdelaktiga da dessa ger lag
konduktivitet dven vid hog jonstyrka, vilket mojliggor att ha hogt E vilket 1 sin tur ger en kort
analystid utan sinkt upplésning. Om ej zwitterjoner giller det att ha en ldg jonstyrka for att
minimera Joulvirmen. For separation krivs skillnad i férhéllandet laddning/stotlek. Om si inte dr
fallet tillsitt additiv.

11.6Micellelektrokinetik kromatografi

Neutrala partiklar distribueras i miceller av ex. natriumdodekansulfat (SDS) och far
elektroforetisk mobilitet. Separation erhalles da partiklarna har olika grad av micelldistribuering.
De molekyler som har ligst micelldistribuering kommer att na katoden forst. Man konditionerar
sa att elektroosmosen dr stérre an micellmigreringen i motsatt riktning, annars kan en del imnen
bli odetekterade.

k’ kan riknas ut enligt:

k'= L~
-1 (11:34)
Xt
th
ddr o stir for osmostiden och me foljaktligen for micellernas migrationstid

Om micellernas migrationstid blir f6r ling bildar micellerna en egen stationirfas och systemet blir
normalkromatografiskt. Det gir dven att separera laddade molekyler med MEKC i detta fall
riknar man med att endast den neutrala formen av dmnet inkorporeras 1 micellen
mobilitetsordningen blir u,, > W, > W,..

11.7Isotachophoresis

Provet injiceras i en kapillir bestiende av en elektrolyt dir buffertjonen har samma laddning som
analyten men har en hégre mobilitet 4n den analyt i provet som har den hogsta mobiliteten. I
elektrolyten finns ocksd en co-jon som har ligre mobilitet 4n den analyt i provet som har den
ligsta mobiliteten. Motjonen i bade den ledande och den terminerande elektrolyten dr oftast
samma. Nir en spianning paldggs migrerar de olika delarna i 16sningen med de olika analyterna
och elektrolytzonerna titt tillsammans. Nar jamvikt uppnatts ror sig de olika zonerna med samma
hastighet och koncentrationen av de olika elektrolyterna fas av Kohlrach ekvationen (11:41).
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Tekniken dr anvindbar for att separera grumliga 16sningar med fungerar simre om analyterna
endast finns representerade i sma mangder.

11.81s0elektrisk fokusering

Separationen ir baserad pa skillnader i isoelektriska punkter och innefattar en pH-gradient.
Metoden anvinds ofta pa stora biomolekyler.

Kapilliren fylls med prov och flera amfolyter. Buffertlosningen pa katodsidan ar alikalisk emedan
den pa anodsidan idr sur. Nir spanningen slas pa migrerar prpoven beroende pa laddning. pH-
gradient bildas da amfolyterna migrerar snabbt till respektive isoelektriska punkt
(nettoladdning=0). For att detektera appliceras ett hyrdrodynamiskt tyck alternativt si dndras pH
gradienten sa att bada buffertarna ir syra eller basiska. Tappar dock i upplosning i
“elueringssteget”.

11.91njektionsmetoder

11.9.1 Hydrodynamiskt

Med applicerat tryck pa injektionssidan eller vakuum pa detektorsidan.
Fordelar: Alla substanser i provet introduceras 1 representativ mangd.
Nackdel: Problem med selektivitet om provet dr komplext.

11.9.2 Elektrokinetisk

Genom att applicera en spanning, positiv eller negativ beroende pa analysobjektens karaktir, 6ver
provet i direktkontakt med separationskapillaren.

Fordel: Selektiv provintroduktion vid komplexa prover

Nackdel: Diskriminerande; prover med hég mobilitet introduceras i hdgre mingd dn de med lag
mobilitet.

Fordel om 16sningen har ligre jonstyrka dn bakgrundselektrolyten. Provet har ligre konduktivitet
— hogre filtstyrka nir spanningen slds pa. Analytens joner migrerar snabbare 1 provet jmf med

elektrolyten och kommer koncentreras i omradet mellan de tva faserna innan separationen siger
rum STACKING.

11.10 Swvdrigheter med metoden

* Temperaturkinslig — termostaterade kolonner ett maste.

* Substanser kan ibland adsorbera till kolonnen under kérning och dndra Ue, — genomskoljning
darfor viktig.

* Bufferten kan dndras mellan férséken p.g.a. elektrolys och evaporation — byt denna ofta,
ibland sa ofta som efter varje korning.

* Eftersom viskositeten paverkas av temperaturindringar skall proverna som injiceras vara
tempererade.

* IS okar metodens tillforlitlighet.

11.11 Anvindningsomraden
* Renhetstester av lakemedel.

* Peptidseparering.

* Kirala separationer.
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* Analys av biologiska material.

12 Kirala separationer
(sid. 159-184)

For att sirskilja tva enantiomerer maste de interagera med en asymmetrisk (kiral) omgivning som
planpolariserat ljus eller en kiral molekyl. Genom att skapa diastereomerer gér man det mojligt att
separera sOkta dmnen pd en akiral kolonn dé diastereomerer har skilda fysikalisk-kemiska
egenskaper.

12.1Metoder for kiral separation

For att sirskilja enantiomerer kan flera metoder anvindas:
*  Selektiv kristallisation av diastermoeriskt salt.
* Enzymatisk reaktion — Ett enzym bryter endast ner den ena enantiomeren.
* Kinetisk upplésning — Reagerar med olika hastighet med en annan enantiomer
* Spektroskopiska metoder
Nackdelar ér att det krivs stor miangd prov, stills hdga krav pa optisk renhet och att
metoderna dr timligen okansliga
o NMR
o Polarimetri

* Separatoriska metoder
o Indirekta metoder
Indirekta metoder kan anvindas pa GC, HPLC, TLC, SFC
o Direkta metoder
= Kirala stationira faser
Kan anvindas vid GC, HPLC, TLC, SFC
= Kirala additiv
Kan anvindas vid HPLC, TLC, SFC, CE

12.1.1 Indirekt separatorisk metod

Proverna reagerar med en annan enantiomer och bildar derivat. Kan 6ka kinsligheten
med hjilp av att reagensen exempelvis innehaller fluor for tydlig UV-detektion. Reagenset
maste vara absolut rent. Exempelvis kan R-form racemiseras med tiden pa labbanken.
Med hyjilp av kirala reagens kan dven akirala molekyler separeras med CS.

Fordelar med indirekta metoder ér att det

- ar latt att hitta ett reagens

- metoden dr snabb

- man kan ldtt 6ka kinsligheten.

o lo
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12.1.2 Direkt separation - Trepunktsinteraktion

For att kunna fa kiral separation maste man vid direkt separation ha en trepunktsinteraktion
mellan selektor och den ena enantiomeren. Behover ej vara bindande utan kan lika girna vara
repellerande. Interaktionerna maste definieras i rymdstrukturen (X, Y, Z). Svart att forutsiga
interaktionerna dven med datorhjilp.

De tre interaktionerna maste inte vara mellan den kirala selektorn och amnet utan kan innebara
tva interaktioner mellan selektor och dmne och en tredje med en yta.

12.2Tilldmpningar

12.2.1 GC

Fordelar med GC ir kort retentionstid, hog effektivitet och selektivitet. GC m6jliggor detektion
av enantiomera orenheter pa 0,1 %.

GC har som vanligt nackdelarna att man ofta beh&ver derivatisera innan injektion vilket medfor
risk for konfigurationsforindring och det dr obra. De hoga temperaturerna dr ocksa obra.

12.2.2 LC

Som kirala strukturer kan anvindas:
* Triacetylcellulosa
* Polyaminer och polyestrar
* Zimprinted phases”
- Har nackdelarna att de medfor linga analystider, 4r svartillverkad och mindre generell.
* Proteiner:
Exempelvis CBH1 vilken dr bra pa att sepatera B-bockare. Finns dven baserat pa albumin

12.2.3 CE

Extremt hog effektivitet och sma volymer talar till CEs fordel. Vanligtvis tillsétts kiral selektor till
bakgrundselektrolyten. Indirekt separation som diastereomeriska derivat. Optimering med hjilp
av pH, buffertjoner, organiska modifierare, temperatur och viktigast koncentration kiral slektor.

12.3Enatiomerselektiv separation med CSP

Vid separation med en kiral stationir fas (CSP) dr det vanligt att anvinda proteiner, exempelvis
CHIRAL-AGP (a.-syra glykoprotein), CBH-1 (cellbiohyrdolas), BSA (bovin serumalbumin),
HSA (humant serumalbumin).

12.3.1 CBH-1

Uppvisar stor selektivitet f6r B-bockare. Kiral igenkidnning f6r CBH-1 beror av elektrostatiska
interaktioner vilka édr kinsliga till steriska faktorer som avstand mellan funktionella grupper 1
molekylen. Joniska interaktioner kan styras med pH.

De grundliggande parametrarna for att kontrollera retentionen och enantiomerselektiviteten ar
pH, buffertkoncentration, laddade och oladdade modifierare i mobila fasen. Hogre
buffertjonkoncentration 6kar enantiomerselektiviteten och minskar analystiden f6r aminer men
har ingen signifikant effekt pa andra dmnen.
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Tillsats av 2-propanol kan anvindas for att dndra resolution och retentionstid. Forbittring av
effektivitet och toppsymmetri efter tillsats av 2-propanol till bufferten vid CE visar pa vikten av
hydrofoba interaktioner nir enantiomerer binder till cellulas. CHB-1 visar tempteraturberoende
bade med avseende pa retention och pa enationmerselektivitet.

12.4Enantiomerselektiv separation med CMPA

Kirala mobilfastillsatser (CMPA) dndrar derivatens 16slighet i mobila fasen.
A. Stereoselektiv jonparsbindning
0%<komplexbindningsgrad<100%
B. Ej stereoselektiva jonpar
Bildar dock diastereomerer med olika affinitet till fasta fasen.
C. Pseudostationir fas
Binder till fasta fasen och har i sin tur olika affinitet till amnena i mobila fasen.

Fordelar

CMPA ir billigare in CSP och idr mer flexibelt nir det giller anvindandet av olika akirala
kolonner och variationen i anvindbara selektorer. Det 4t dessutom littare att dndra selektor i
mobilfasen 4r att Andra i en kolonn.

Nackdelarna med CMPA ir att en komplex mobilfas maste anvindas vilket kan begrinsa
detektionsmojligheterna och dessutom géra metoden mindre limplig som preparativ metod.
Selektorns 16slighet kan begrinsa dessas anvindning som CMPA.

Fler fordelar
* Konventionella (icke kirala) LC kolonner kan anvindas
* Flexibel och litt att anvinda
* Snabb ”screening” av nya kirala komplexbildare
* Det gar att gora en exakt bestimning av en enantiomer dven om komplexbildaren dr
férorenad med “’fel” enantiomer
* Litt att reglera enantiomerernas retentionsordning
* Den kirala komplexbildaren kan ge 6kad kinslighet
* Det behovs firre dn tre interaktionspunkter mellan komplexbildare och prov for att
uppna kiral separation
Fler nackdelar
* Ett flertal stereoselektiva mekanismer ar mojliga
* Den mobila fasen dr kontaminerad med en kiral komplexbildare
* Detekteringstekniken édr beroende av komplexbildare och prov
* De diastereomera komplexen kan ha olika detektorrespons
*  Detir en dyr teknik om “exotiska” tillsatser anvinds i hoga koncentrationer
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13 Selected Ion monitoring

Kombineras med GC, men dven med LC. En kinslig metod som baseras pa att man miter ett
begrinsat antal m/z:a virden, att den ir kinsligare beror pa att mindre tid spenderas pa att s6ka
de specifika jonerna, vilket ér fallet i multijonsckning.

Tva dmnen kan ocksd mitas utan att vara helt kromatografiskt separerade. Man radiomarker
atomer i de olika molekylerna och miter specifika m/z och fir fram skillnaden trots ofullstindig
separation. Matningar med stabila isotoper av exempelvis deuterium gar ocksa att géra och pa sa
sitt spara delar av likemedel som forsvinner under upparbetningen.

14 Infrar6éd spektroskopi - IR

Anvinds frimst for att identifiera organiska molekyler/molekyldelar vars fingerprint” ar tydligt.
Anvinds dven kvalitativt for att detektera féroreningar 1 luften p.g.a. av den héga selektiviteten
hos metoden.

14.1Teori:

For att ge IR:utslag kravs en dipolférindring hos molekylen p.g.a. vibration eller rotation. Genom
antingen stretching, scissoring, twisting, bending, wagging eller rocking (vibrations- eller
rotationsenergier).

For att fa fram rérelsen hos molekylen maste tas hinsyn till 1, Rérelsen for hela molekylen i
rymden. 2, Rotationsmomentet runt det egna gravitationscentrumet 3, Atomrorelserna relativt
omgivande atomer. Kan noteras att endast asymmetriska molekyler ger upphov till dipolmoment.

15 Nira infraréd spektroskopi - NIR

En stavrackare skickas ner 1 byttan med pulver och spektrum tas enligt IR-metodiken.

16 Rahman

C.V. Raman var en kick kemist som kom pa Rahmantekniken och fick nobelpris 1930.

IR och Rahman liknar varandra till spektrumformen, men Rahman gér att anvinda nir det finns
vatten i provet. Teknikerna ger liknande resultat, men fungerar bra komplementirt da de ger svar
pa nagot olika fragor.

Spektrumen i Rahmanspektroskopi tas upp efter att kraftiga laserstralar belyst provet inom
visuella- och IR-vaglingder och det dr ”scattered radiation” som mits vid en viss vinkel (oftast 90
°). The scattered radiation kan vara av tre typer 1) Stokes 2) antistokes

3) Rayleigh, varav den sista ar klart starkast och har samma vaglingd som excitationskillan.
Stokes och antistokes topparna ir lika manga till antalet och beldgna pa vardera sidan om
Rayleightoppen.
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16.1Anvindning:

Oorganiskt: Rahman ir 6verligsen IR vad giller oorganiska system da dessa ofta innehéller vatten.
Halogener och metalloxider ger fina Rahmanspektrum.

Organiskt: Hir dr systemen bittre tillsammans da de bada kan bidra till speciell information vad
giller molekylerna, men biada undanhaller dven lite info. (Jag skulle anvinda IR fére Rahman).
Biologiskt: Positivt vad giller Rahman 1 biologiska system édr sma prover, icke vattenkénslig,
detaljerat spektrum, skonsam mot miljon. ..

17 UV

UV/Vis anvands:
* For direkt mitning av I6sning
- Spektra
- Haltbestimning
¢  Som HPLC-detektor
- Haltbestimning
- Renhetsbestimning
- Pororeningskaraktirisering

Beers

A=exbxc
lag

déir € =mobila absorbansen, b = kyvettlingden i cm, ¢ = koncentration i mol/ liter

Varje spektrofotometer har en max absorbans f6r vilken Beer lag giller. Efter denna absorbans
planar kurvan ut till £6ljd av paverkan av stréljus. Mitresultatets riktighet avtar ocksa vid mycket
svaga koncentrationer pa grund av stérningar fran brus.

17.1.1 Differentielle eller expanderad skala

Anvinds vid mycket laga koncentrationer och kar precisionen. Om normalskalan gar fran 0-100
sitter man exempelvis 35 som Ovre grins vilket innebir att 0-35 blir ny 0-100 f6r maskinen och
noggrannheten 6kar silunda.

17.1.2 Begrinsningar

Vi h6ga absorbanser begrinsas mitningen av storljus och vid liga koncentrationer av
bakgrundsbrus. Minskas stroljuset med x10 6kar anvindbart omrade med 45 %, minskas
bakgrundsbruset med x10 6kar anvindbart omrade med x10.

17.1.3 Envigssystem mot tvivigssystem

Nackdelen med konventionella system med en ljusvig ar att lampdrift kan uppkomma under de
langa analystider som krivs (flera minuter vid mitningar av spektrumen). For att kompensera for
detta anvinds tva ljusvigar, en genom referens och en genom prov, och en ’chopper” placerad
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nira ljuskillan. ”Chopper” roterar sa att alternerande mitningar av referens och prov sker flera
ganger per sekund vilket kompenserar variationer 1 lampans intensitet.

17.2Konventionell spektrofotometer

En- eller tvavagssystem. Vid envagsstystem (ljuset har bara en vig att ga) anvinds en
polykromatisk ljusskilla som fokuseras i en monokromator vilket enbart liter en viss vaglingd ga
vidare. Denna vaglingd passerar sedan genom provet och till en detektor. Provets absorbans
bestims genom att jimféra med en blank.

Denna typ av mitning passar f6r matningar av absorbans vid en punkt i ett spektrum. Nackdel ar
att monokromatorn maste vara rorlig for att kunna mata pa olika vaglingder vilket ger systemet
en mekanisk komplexitet. Genom att monokromatorn maste dndra installningar tar det ling tid
att ’stanna” spektrum.

17.3Djiode-array spektrofotometer

En diode-array bestar av en serie av dioder sida vid sida pa en kiselkristall. I en diode-array
uppsittning passerar ljuset forst provet direfter en polykromator innan det triffar dioderna.
Polykromatorn och diode-array ir fasta installationer och systemet har farre rorliga delar dn den
konventionella UV-spektrofotometern. Upplosningen for en diode-array édr beroende av antalet
fotodioder per ”’spektralt avstind”. Idag vanligtvis 1 nm el 2 nm/diod.

Fordelar med en diode-array ar:

* att den gér matningar mycket snabbt da den kan ldsa alla vaglingder samtidigt.

* att den har en utmirkt reproducerbarhet.

* att systemet ar palitligt.

* att systemet har samma kinslighet vid alla vaglingder.

17.3.1 Internal referencing

Annu en férdel med att kunna mita flera vaglingder samtidigt 4r att man kan anvinda sig av
“internal referencing”. Detta innebir att man miter tva vaglingder samtidigt dir provet vid den
ena har hog absorption emedan den vid den andra inte har nagon absorption. Vaglingderna bor
dessutom ligga sa ndra varandra som mojligt. IR omvandlar en envigsspektrofotometer till en
pseudo-tvavigs utan de nackdelar som tvavigsdesignen medfor. Mitningar med “internal
referencing” kan bara utféras med diode-array da man med konventionell teknik inte kan mita
tva vaglingder samtidigt.

17.3.2 Upprepade mitningar

Genom den korta analystiden for en diode-array édr det littare att gbra en serie upprepade
mitningar for att forbattra noggrannheten. Om man kor upprepade mitningar pa samma prov
med en diode-array kan man statistiskt eliminera inverkan av elektroniskt brus. Denna teknik
mojliggor att mata ytterst sma koncentrationer. Exempelvis for att fa en relativ kanslighet om 16
krivde en konventionell UV 2 h 14 min 18 s och en diode-array 25,6 s.
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