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Woord vooraf

De tijd is voorbij dat de chromatografie een exclusieve vorm van analytische chemie was
die slechts door enkele speciaal geschoolden werd bedreven. Binnen enkele tientallen
jaren hebben eerst de gaschromatografie en daarna ook de vloeistofchromatografie zich
ontwikkeld tot populaire technieken, die in vrijwel ieder modern laboratorium op ruime
schaal worden toegepast. De gebruiker heeft de keuze uit een groot scala betrouwbare,
eenvoudig te bedienen instrumenten.

De belangrijke plaats die de chromatografie in de analytische praktijk heeft verworven,
verklaart dat deze techniek ook in het laboratoriumonderwijs toenemende aandacht krijgt.
Aan het verzoek om ten behoeve van dit onderwijs een leerboek over chromato-
grafie te schrijven, hebben wij graag gevolg gegeven.

Dit boek is, in tegenstelling tot meeste andere leerboeken in de HERON-reeks, niet geschre-
ven door docenten uit het laboratoriumonderwijs. Wij hebben ons bij de opzet van het
boek daarom wellicht ook meer dan door leerplannen laten leiden door de kennis en
inzichten waarover analytisch-chemici naar onze mening voor het ontwikkelen van chro-
matografische scheidingen dienen te beschikken. We hopen dat het boek in de uiteindelij-
ke vorm niet alleen in het laboratoriumonderwijs, maar ook in het wetenschappelijk
onderwijs als inleiding tot de chromatografie van nut zal zijn.

Voor het overgrote deel van de behandelde onderwerpen geldt, dat ze elk voor zich
onderwerp van een apart boek kunnen zijn. Het schrijven van een beknopt leerboek
dwingt tot het maken van keuzen. Daarbij speelt de persoonlijke visie viteraard een grote
rol. Het boek is opgezet in drie delen. Na een inleidend hoofdstuk wordt in het eerste
gedeelte (hoofdstukken 2-5) aandacht geschonken aan de fysische en fysisch-chemische
achtergronden van het chromatografische scheidingsproces; verschijselen zoals stroming,
stoftransport en verdelingsevenwichten komen aan de orde. Het tweede gedeelte van het
boek (hoofdstukken 6 en 7) is gewijd aan de gaschromatografie, het derde deel (hoofd-
stukken 8-13) aan de vloeistofchromatografie. Getracht is om in dit tweede en derde
gedeelte niet alleen methoden en apparaten te beschrijven, maar ook aan te geven hoe
de inzichten in de algemene achtergronden van chromatografische processen leiden tot
weliswaar enigszins globale, maar toch vaak zeer bruikbare regels die van groot nut zijn
bij het ontwikkelen van nieuwe chromatografische analyses.

We hopen dat de gevolgde aanpak de samenhang tussen de verschillende chromato-
grafische technieken duidelijk maakt. Het boek bevat een betrekkelijk groot aantal formu-
les. We zijn van mening, dat we die in het betoog niet konden missen; ze geven immers
steeds kwantitatief aan hoe een bepaalde eigenschap van een chromatografisch systeem
wordt beinvloed door de experimentele variabelen.

Zoals reeds is opgemerkt, is dit boek vanuit een persoonlijke visie opgezet en geschreven.
Wij houden ons ten zeerste aanbevolen voor het commentaar dat opzet en inhoud even-
tueel oproepen.

Rest mij nog een woord van oprechte dank te richten tot mijn beide mede-auteurs, J.H.M.
van den Berg en P.H. Tommassen. Zonder hun wezenlijke bijdragen zou mijn poging om
dit boek ook werkelijk vorm te geven op niets zijn uitgelopen.

Geleen, mei 1985 R.S. DEELDER



Bij de tweede druk

De populariteit van de chromatografie is sinds het verschijnen van de eerste druk in 1985
alleen nog maar verder gegroeid: het aantal gebruikers en de toepassingen zijn toegeno-
men, de apparatuur is sterk verbeterd en vaak geautomatiseerd en ook de techniek zelf
heeft zich verder ontwikkeld. In deze tweede druk, die qua opzet hetzelfde is gebleven
als de eerste, zijn die nieuwe ontwikkelingen, althans voor zover op dit moment relevant,
verwerkt door aanpassingen in het praktische stuk, dat wil zeggen het tweede en het derde
gedeelte.

In het tweede deel, dat handelt over de praktijk van de gaschromatografie, is met name
meer aandacht besteed aan de capillaire gaschromatografie. In het derde deel over de
praktijk van de vloeistofchromatografie zijn moderne ontwikkelingen op het gebied van
monstervoorbehandeling, derivatisering, sporenanalyse, detectie en validatie toegevoegd
alsmede preparatieve vloeistofchromatografie. In de literatuurlijst zijn moderne naslag-
werken opgenomen en de nomenclatuur is volgens de IUPAC-regels van 1993 aangepast.

Door de aandacht die tegenwoordig bij het werk in het laboratorium wordt besteed aan
kwaliteit en efficiency, zijn wij gesterkt in onze mening dat iedere medewerker die daar
te maken krijgt met het ontwikkelen van chromatografische analyses moet beschikken
over een zeker inzicht in het hoe-en-waarom van de techniek. Door een goede, aangepaste
selectie uit de inhoud van dit boek kan zowel de doorsnee analyticus/chromatografie-ge-
bruiker als de toekomstige chromatografie-specialist de voor zijn niveau van werk noodza-
kelijke basiskennis verwerven.

Geleen, Mijdrecht, Baarn, januari 1994 R.S. DEELDER
G.J. DE JONG
J.H.M. VAN DEN BERG

Bij de derde druk

In de derde druk zijn enkele nieuwe ontwikkelingen in de vloeistofchromatografie toege-
voegd. Verkleining van de deeltjes in combinatie met apparatuur waarmee hogere druk-
ken kunnen worden verkregen geeft nieuwe mogelijkheden. Daarnaast zijn andere typen
stationaire fasen ontwikkeld. Op het gebied van detectie in vloeistofchromatografie is
massaspectrometrie niet meer weg te denken. De principes en toepasbaarheid van deze
systemen zijn beschreven. In de literatuurlijst zijn enkele nieuwe relevante naslagwerken
opgenomen.

Het belang van moderne scheidingstechnieken en met name chromatografie is de afgelo-
pen jaren verder toegenomen. In diverse laboratoria worden dagelijks vele chromatogra-
fische analyses uitgevoerd en hiervoor worden vaak geautomatiseerde instrumenten
gebruikt. Kennis van de theoretische achtergronden en inzicht in de technieken blijft ech-
ter noodzakelijk voor een goede methode-ontwikkeling en voor efficiént gebruik van de
apparatuur.

april 2017 R.S. DEELDER
G.J. DE JONG
J.H.M. VAN DEN BERG
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Reynoldsgetal

36

noldsgetal een bepaalde kritische waarde overschrijdt. Dit
getal, aangegeven als Re, is een in de fysische technologie,
meer in het bijzonder de stromingsleer, veelgebruikt dimen-
sieloos kengetal dat als volgt is gedefinieerd:

Re= 2% 2.11)
n

waarin d, de buisdiameter (= 2R) voorstelt en ¢ de dicht-
heid. We zullen hier niet verder ingaan op de fysische achter-
gronden van dimensieloze kengetallen; van belang is hier dat
de afwijkingen van de wet van Poiseuille in gladde, ronde
buizen optreden vanaf Re = 2 000. In de buis worden dan
wervels waargenomen; de stroming wordt turbulent. Deze
wervelvorming kost energie; de drukval is daarom hoger dan
overeenkomt met de wet van Poiseuille. In de chromatogra-
fie hebben we vrijwel steeds te maken met laminaire stro-
mingen.

Voorbeeld
In de vloeistofchromatografie wordt de scheidingskolom
meestal met korte, metalen capillairen met het injectiesys-
teem en met de detector verbonden (zie ook hoofdstuk 8).
Veronderstel nu, dat hiervoor een capillair wordt gebruikt
met een inwendige diameter van 0,1 mm en 25 cm lengte.
Door het capillair stroomt het eluent, een mengsel van water
(70 vol. -%) en methanol (30 vol. -%); stel, het debiet is 1
cm® - min~!, een normaal debiet bij LC scheidingen.
Is de stroming laminair?
Dit kan worden nagegaan door het berekenen van Re vol-
gens (2.11).
Gegevens: F = 1,67-107%m?-s7!

d =10"*m

n =10"Pa-s
o =10°kg-m™3

Uit (2.10) volgt:
v =212m-s7!

en vervolgens met (2.11): Re = 212.
De stroming is dus laminair. De drukval kan nu worden
berekend met de wet van Poiseuille (2.8):

Ap =1,70-10°Pa

Bij een dergelijk debiet is de drukval over een kort stuk
capillair al aanzienlijk. In de praktijk worden in de LC bij
deze debieten capillairen van 0,25 mm inwendige diameter
gebruikt voor het maken van verbindingen met injectiesys-
teem en detector; de drukval wordt dan 1/2,5* = 1/40 maal
de drukval bij een capillair van dezelfde lengte doch met een
inwendige diameter van 0,1 mm.




debiet in capillaire kolom

Tot nu toe is steeds verondersteld dat het stromende medium
niet samendrukbaar is. Deze veronderstelling is juist voor
vloeistoffen. Bij gassen echter moet rekening worden gehou-
den met de samendrukbaarheid. Voor een ideaal gas geldt:

vz) - pz) =V (z=L) pz=L) (2.12)

waarbij v(z) de gemiddelde lineaire snelheid v ter plaatse z
in de buis voorstelt. Aan de ingang van de buis geldt z = 0
en aan de uitgang z = L. Afgeleid kan worden dat voor
gassen bij stroming onder isotherme condities geldt:

nR*  py—pi 2.13)
16nL DL )

waarin py = p (z = 0) en p;, = p(z = L); F(L) is het debiet
gemeten bij de druk p;.

Ook bij de stroming van ideale gassen kan Re worden bere-
kend: g is immers constant en 7 is onafhankelijk van de druk.

(L) =

Voorbeeld

Een normale inwendige diameter voor een capillaire kolom
uit de gaschromatografie is 0,25 mm. Veronderstel dat het
capillair 100 m lang is. Door het capillair stroomt stikstof
(het draaggas) en de temperatuur van de kolom is 100 °C.
De drukval Ap over de kolom is 2 - 10° Pa en de druk aan
de uitgang is atmosferisch. Gevraagd wordt het debiet F aan
de uvitgang.

Gegevens: R = 0,125-10m

n =0,208-10"*Pa-s

L =100m
p. =1-10°Pa
po =3-10°Pa

Met (2.13) berekenen we nu:
F(L)=1,85-10"%m’ - s7! =1,11 cm® - min~!

Als dit debiet gemeten wordt bij kamertemperatuur (298 K)
dan levert dit:

298 5
F=1,11 — = 0,83 cm’ - min
373

Nu geldt (2.13) alleen maar als de stroming laminair is. Met
V(L) = F(L)/nR? vinden we ¥(L) = 0,376 m - s~
Bij 100 °C geldt voor stikstof bij atmosferische druk een
dichtheid ¢ = 0,59 kg - m™ zodat:

Re =27

Ook in dit geval is de stroming dus laminair.

37



kwalitatief en kwantitatief

tz bij samendrukbaar draaggas

92

6.3 CHROMATOGRAM

Met de detector wordt de concentratie gemeten van de com-
ponenten die aanwezig zijn in het draaggas dat uit de kolom
stroomt. Het chromatogram is de grafische weergave van het
detectorsignal als functie van de tijd. Met een recorder kan
dat signaal eenvoudig worden vervolgd; wanneer een com-
ponent de kolom verlaat wordt een piek geregistreerd.

De plaats van een piek is karakteristiek voor een compo-
nent, terwijl het piekoppervlak een maat is voor de hoeveel-
heid ervan in het geinjecteerde monster. Het chromatogram
bevat dus kwalitatieve en kwantitatieve informatie.

Op een gegeven kolom zal bij gelijkblijvende condities voor
wat betreft temperatuur en inlaatdruk, een bepaalde verbin-
ding steeds een zelfde tijd na injectie, de retentietijd, de ko-
lom verlaten, onafhankelijk van de concentratie of van de
aanwezigheid van andere stoffen in het mengsel. Voor de
retentietijd vonden we al eerder (zie formule 1.5):

L
tR,i = ; (1 + k:) (6.1)

Omdat rekening moet worden gehouden met de samendruk-
baarheid van het draaggas, moet u worden vervangen door
%, de gemiddelde lineaire snelheid van het draaggas:

L
fRi=— 1+ k5) (6.2)

Uit deze formule volgt dat de retentietijd voor het identifice-
ren van een verbinding alleen bruikbaar is als % en de capa-
citeitsfactor k' (en dus K) constant zijn. De lineaire gassnel-
heid % is alleen constant als in- en uitlaatdruk constant zijn.
Omdat de verdelingscoéfficiént K afhankelijk is van de ko-
lomtemperatuur, moet ook die constant zijn. In de praktijk
wordt de benoeming van pieken in een chromatogram vaak
op deze manier uitgevoerd: de retentietijden in het chroma-
togram van het monster worden vergeleken met die van be-
kende stoffen, die of als zuivere verbindingen of als mengsel
op dezelfde kolom onder dezelfde condities zijn bepaald. Als
temperatuurprogrammering wordt gebruikt, moeten de pro-
gramma’s identiek zijn.

De gemiddelde lineaire gassnelheid % wordt berekend uit de
retentietijd f o van een inerte stof, dat wil zeggen een verbin-
ding waarvan voor de verdelingscoéfficiént geldt K = 0 (dus
k' = 0). '

(6.3)

Sl

fro =

In de praktijk wordt, afhankelijk van de soort detector en
de kolom, methaan (aardgas), waterstof of lucht geinjec-



Afb. 6.5 Bepaling van netto-
retentietijden t;. Piek 1 is de
piek voor een component met
k' = 0 (bijv. methaan).

dode tijd g,

relatieve retentie

retentie-index /;

—— ty, ————— P ——— P>

et ¥

teerd. Door de retentietijd f ; van een component te corrige-
ren voor de dode tijd ty o wordt de netto-retentietijd tg ; ver-
kregen (afb. 6.5):

fRi = IRi — IR0 (6.4)

Vaak wordt in plaats van de retentietijd de relatieve retentie
r;s van een stof i ten opzichte van een standaard s gebruikt:

!

IR,

(6.5)

ri,s = /
tR,s

Hierin is g  de netto-retentietijd van de standaard waarvan
de piek in hetzelfde chromatogram voorkomt als de stof i.
Met de relatieve retentie r;; kan de benoeming van pieken
in een chromatogram dan in principe ook gebeuren door het
vergelijken met waarden in tabellen die verkregen zijn door
metingen op andere kolommen met dezelfde stationaire fase
en bij dezelfde temperatuur. Immers, vergelijking (6.5) kan
ook worden geschreven als r;; = K/K; waarbij K de verde-
lingscoéfficiént is. Het bezwaar van deze methode is onder
meer de willekeurige keuze van de standaard. Als oplossing
is het gebruik van n-alkanen als standaardstoffen voorge-
steld; het systeem van de retentie-index is hierop gebaseerd
(Kovatz, 1957). Deze retentie-index I; van een stof i is als
volgt gedefinieerd:

logtg; — logtg v
logtg v+1— log tr y

I,=100 N + 100 (6.6)
waarin:

t'r; = netto-retentietijd van stof i

t'r yv = netto-retentietijd van n-alkaan met N koolstofatomen
t'’rN +1 = netto-retentietijd van n-alkaan met N + 1 kool-
stofatomen.

Verder geldt: tg vy < tr; < RN+ 1-
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concentratie

massastroom
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De vlamionisatiedetector is een voorbeeld van een massa-
stroomgevoelige detector (zie paragraaf 7.4). Het detector-
signaal R(¢) zal hier evenredig zijn met de hoeveelheid van
de component die per tijdseenheid wordt toegevoerd:
Fc(t)

7.2 ALGEMENE EIGENSCHAPPEN VAN DETECTOREN

Bij het bespreken van de eigenschappen van detectoren ma-
ken we steeds gebruik van een aantal algemeen karakteris-
tieken zoals:

e gevoeligheid

ruis

lineair werkgebied

responsietijd.

In deze paragraaf zullen we nader op deze begrippen ingaan.
Een detector zet een verandering AQ van een eigenschap Q
van het doorstromende eluent om in een verandering AR
van een elektrisch signaal R.

De gevoeligheid S is gedefinieerd als:

_ AR
v

Als regel geldt dat de gevoeligheid over een groot gebied
van Q-waarden constant is. In dat geval geldt dus:

S (7.2)

S== (7.3)

We spreken dan van een lineaire detector (afb. 7.1).

Is een detector concentratiegevoelig, zoals bijvoorbeeld een
katharometer, dan is de gemeten grootheid Q gelijk aan de
concentratie ¢ (kg - dm~>) van de component in het draag-
gas. Voor een massastroomgevoelige detector daarentegen
is O de hoeveelheid stof die per tijdseenheid de detector
binnenstroomt (kg - s!); in dat geval geldt Q = Fc. Het
elektrisch signaal R kan een stroom (/, in ampére) of een
spanning (V, in volt) zijn. Voor een lineaire, concentratiege-
voelige detector kan in (7.1) ¢(f) worden vervangen door
R(?)/S; we vinden dan:

F +=
M= E [ R(tdt (7.4)
Voor een lineaire massastroomgevoélige detector geldt:
1+
M= o [ R(¢)dt (7.5)

Het dppervlak van de piek in het chromatogram is dus recht



Afb.7.1 Lineair werkgebied
van de vlamionisatiedetector.

>

ionisatiestroom —»
=
)
K

107

107"

2R,

107"

o= — ==

0

I_‘2 T T 1_9 T T '—5 T -|‘
10 10 10 g-s
koolstof —»

evenredig met de hoeveelheid M van de component in het
mengsel.

In de praktijk kunnen we de gevoeligheid S van een detector
eenvoudig bepalen. We hoeven daarbij geen gebruik te ma-
ken van een stroom eluent die een constante concentratie
van een component bevat. We kunnen volstaan met het in-
jecteren van een bekende hoeveelheid M van een geschikte
stof in een kolom die is aangesloten op de te onderzoeken
detector. Met de detector wordt dan een Gaussvormige piek
waargenomen. De concentratie in het piekmaximum, Cp,y,
kan worden berekend met een reeds eerder afgeleide betrek-
king (1.17):

M

Cnax = ———F==
- Fo\/2n

Combinatie van deze betrekking met (7.3) levert voor een
concentratiegevoelige detector:

(I Rinax _ Ry Fo V21 7
= = (7.7)
Cmax M

en voor een massastroomgevoelige detector:
S = Rmax _ Rmaxat Vv 2n
Fe oy M

Uit het chromatogram worden o, en R, van de piek geme-
ten en omdat M bekend is, kan de gevoeligheid worden be-
rekend. i

(7.6)

(7.8)
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berekening van @
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Vaak wordt gebruik gemaakt van (10.7) en deze benadering
stemt goed overeen met de theorie:

log ki = log ki w — S® (10.7)

S is een stofconstante die weinig variatie vertoont (zie tabel
10.1).

S kan worden bepaald door bij twee samenstellingen @ en
k! te meten. We krijgen dan twee vergelijkingen met twee
onbekenden, namelijk k; w en S.

Het simpele thermodynamische model en de vereenvoudi-
gingen bij de verdere afleiding maken dat we van (10.6) en
zeker van (10.7) geen nauwkeurige voorspellingen van capa-
citeitsfactoren mogen verwachten; toch is de betrekking zeer
waardevol bij het zoeken naar een geschikt eluent voor het
uitvoeren van een bepaalde scheiding.

Het zal duidelijk zijn dat bij de binaire mengsels van water
en een polair organisch oplosmiddel waarover we tot nu toe
steeds hebben gesproken, de volumefractie @ van de modi-
fier die nodig is om eenzelfde polariteit d,, van het mengsel
te verkrijgen afhankelijk is van de aard van die modifier. Als
we bijvoorbeeld een mengsel methanol-water vergelijken
met een mengsel tetrahydrofuraan-water, dan geldt in het
geval van gelijke polariteit volgens (10.4):

of:

(6W 6M) iM
(p e .
T S — 0n (10.9)

@r is de samenstelling van een mengsel tetrahydrofuraan-
water dat dezelfde polariteit heeft als een mengsel methanol-
water met de samenstelling @y;. ' ’
De toepassing van (10.8) en (10.9) kunnen we illustreren aan
de hand van het volgende voorbeeld.

Voorbeeld

Op een bepaald type Cg-reversed-phase-pakking geldt dat
voor 2,5-dimethylfenol in 45% methanol-water k' = 9,6.
Met de d-waarden uit tabel 5.2 vinden we voor tetrahydrofu-
raan met (10.9) de volgende samenstelling:

_ (23,4-14,5)-0,45
L 23.4-9,1

Experimenteel vinden we in een dergelijk mengsel k' = 10,0.

=0,28

Dit resultaat is echter wel wat geflatteerd. In de praktijk leidt
de verandering van het organisch oplosmiddel, ondanks een
aanpassing tot de gewenste 0 via @, tot vaak grotere verschil-



Afb. 10.1 Relatie tussen 2,3
log k' en ¢ voor drie represen-
tatieve componenten in de
mobiele fasesystemen.
a. Methanol-water
b. acetonitril-water
c. tetrahydrofuraan-water.
e Naftaleen, o anisool, a fenol
—— formule (10.6) voor
k' < 50
—— formule (10.7) voor
1<k <10.

HILIC

len tussen k'-waarden van een component in het ene en in
het andere systeem dan in het bovengenoemde voorbeeld
het geval is.

De oorzaak hiervan is, dat de waarden van A, B en C (zie
(10.6) en (10.7)) in de praktijk afhankelijk zijn van de com-
binatie van component en organisch oplosmiddel, zoals ook
blijkt uit afb. 10.1. In deze figuur zijn voorbeelden gegeven
van het verband tussen log k' en @ voor een drietal veelge-
bruikte binaire mengsels. In methanol-water divergeren de
lijnen sterk; dat wil zeggen: de selectiviteit 7;; = ki/kj va-
rieert sterk met @; in acetonitril is dit veel minder het geval.
De figuur laat ook zien dat in een systeem met 45% metha-
nol de selectiviteit verschilt van die in een systeem met 28%
tetrahydrofuraan; dat wil zeggen: de k' van een component
zal in het ene systeem niet dezelfde waarde behoeven te
hebben als in het andere, ondanks dezelfde J van de syste-
men.

water methanol water acetonitril water tetrahydrofuraan
T 5 T 5 T 5]
x < x
g g g
ol
6+ 0+
0 1 0 1 0 1
b—> b b—> o b—>

De hoge selectiviteit van systemen water-methanol heeft het
bezwaar dat bij de scheiding van componenten met grote
verschillen in structuur ook zodanig grote verschillen in k’
voorkomen, dat het niet mogelijk wordt een samenstelling
te vinden waarbij de elutie van de pieken plaatsvindt in het
normale gebied 1 < k' < 10; in dat geval kan het overscha-
kelen op een systeem water-tetrahydrofuraan nuttig zijn. Uit
tabel 5.2 kan uit de partiéle oplosbaarheidsparameters wor-
den afgeleid dat methanol relatief hoge J,- en J,-waarden
(protondonor- en protonacceptoreigenschappen) heeft ter-
wijl acetonitril een permanente dipool (hoge J,) heeft en
tetrahydrofuraan qua eigenschappen er tussen in zit. Deze
verschillen in partiéle oplosbaarheidsparameters zorgen voor
de verschillen in selectiviteit.

Tegenwoordig wordt voor de scheiding van zeer polaire ver-
bindingen ook veel gebruikgemaakt van hydrofiele inter-
actie chromatografie (HILIC). Hierbij worden hydrofiele
stationaire fasen gecombineerd met mobiele fasen die in de
reversed-phase LC worden gebruikt. Diverse stationaire
fasen (silica, amino, diol, amide, kat- en anionen, zwitter-
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nakolomsderivatisering

Afb. 13.12 Chromatogram
van o-ftaalaldehyde-derivaten
van aminozuren (10 pmol per
component) met fluorescentie-
detectie. Aminozuren met een
secundaire aminogroep zijn
gederivatiseerd met 9-fluore-
nylmethylchloorformaat.
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De belangrijkste voordelen van nakolomsderivatisering (ook

wel reactiedetectie genoemd) zijn:

— de reactie moet reproduceerbaar verlopen maar hoeft niet
kwantitatief te zijn. Bijprodukten storen de detectie niet
als ze reproduceerbaar worden gevormd,;

- de gescheiden verbindingen kunnen véér de reactie met
een andere detector worden gedetecteerd.

De belangrijkste nadelen van nakolomsderivatisering zijn de
bandverbreding in de reactor, dat wil zeggen alleen snelle
reacties (maximaal enkele min.) zijn bruikbaar, en de moge-
lijke storing van de overmaat reagens. Verder is altijd extra
apparatuur (pomp, reactor) nodig. Voorkolomsderivatise-
ringen kunnen tegenwoordig met diverse monsterwisselaars
ook worden geautomatiseerd. Op deze wijze kunnen manue-
le stappen en blootstelling aan de omgeving worden voorko-
men en neemt de reproduceerbaarheid duidelijk toe. Een
bekend voorbeeld hiervan is de reactie van aminozuren met
o-ftaaldehyde (OPA). Een chromatogram staat afgebeeld in
afb. 13.12. Verschillende typen nakolomsreactoren kunnen
worden gebruikt. De eenvoudigste en meest toegepaste reac-
tor is de rechte, gespiraliseerde of gevlochten open-buis (=
capillair) reactor.

GLU

ASP
HIS
SAR

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
min
t—»

Een illustratief voorbeeld is de residu-analyse van N-methyl-
carbamaat pesticiden. De apparatuur wordt schematisch
weergegeven in afb. 13.13. De methode is gebaseerd op de
katalytische hydrolyse van de N-methylcarbamaten met be-
hulp van een sterke anionenwisselaar bij circa 100°C. Na
deze hydrolyse met een zogenaamde gepakt-bed reactor
wordt het hydrolyseprodukt, methylamine, gedetecteerd
door middel van een reactie met o-ftaalaldehyde. De hydro-
lyse kan ook gerealiseerd worden door middel van toevoe-
ging van natriumhydroxide-oplossing na de kolom. Dit leidt
tot meer piekverbreding en bovendien is nog een pomp no-
dig.



Afb. 13.13 Schema van de
apparatuur voor de bepaling
van N-methylcarbamaten met
HPLC-scheiding, hydrolyse
(anionenwisselaar bij circa
100°C, 40 x 4,6 mm inwendige
diameter), derivatisering met
o-ftaalaldehyde en fluorescen-
tiedetectie.

LC-MS

pomp injector kolom
(O—————— 1
\_/
7 l thermostaat
/ —%- gepakt-bed
% reactor
afval < T stuk
fluorometer reactiebuis

reagens-pomp
(o-ftaalaldehyde)

13.7 MASSASPECTROMETRIE

In hoofdstuk 7 is beschreven dat met de koppeling van chro-
matografie en massaspectrometrie zeer krachtige analy-
sesystemen kunnen worden verkregen. Massaspectrometrie
geeft structuurinformatie over de gescheiden verbindingen
en vaak kan zelfs identificatie plaatsvinden. De koppeling
van LC en MS is moeilijker dan die van GC en MS, omdat
de mobiele fase moet worden geintroduceerd in het vacuiim
van de massaspectrometer. Als de mobiele fase zouten be-
vat, geeft dit nog meer beperkingen. De ontwikkeling van
LC-MS heeft vele jaren gekost, maar deze systemen worden
nu routinematig in vele laboratoria toegepast. Dit is moge-
lijk gemaakt door atmosferische druk ionisatie (API) en met
name de elektrospray ionisatie (ESI). Dit interface kan wor-
den toegepast bij flows van ca. 1 ml/min., maar de ionisatie is
efficienter en de gevoeligheid dus hoger bij lagere flows
(kleinere diameters van LC-kolommen). Het verdient echter
wel aanbeveling om niet-vluchtige buffers zo veel mogelijk
te vermijden, omdat deze kunnen leiden tot onderdrukking
van het signaal en zoutvorming in de ionenbron.

Bij API worden de stoffen in hun neutrale vorm of als ionen
overgebracht naar de gasfase door verneveling van de mo-
biele fase en desolvatering van de druppels. Hierbij wordt zo
min mogelijk warmte gebruikt, om ontleding van stoffen te
voorkomen. De verneveling bij ESI is het resultaat van een
potentiaal van 2-5 kV op het capillair waar de vloeistof uit-
komt. Uniforme druppels van ca. 1 um ontstaan door auto-
repulsie van het elektrostatisch geladen oppervlak. In de
volgende stap worden ionen geproduceerd uit de druppels
die verdampen. API en ESI worden schematisch weerge-
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