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Oppgave 1. Teori
Innen kromatografisk teori opererer man med begrepene k, o, tg, R, N, Neir og HETP (H).
a) - Hva kalles hver av disse begrepene, og forklar kort hva de uttrykker.
- Hva er minimumnsverdien for ot og R,?
- Hvilke av begrepene over angir kun egenskaper ved kolonna uavhengig av substanser som
kromatograferes?
- Hvilke tre av parametrene over kan gkes for 4 gi en gkning av R?
- Hvordan kan Rex uttrykkes vha. parametrene over?
- Hva er sammenhengen mellom k, t og ty (12p)

Anta at fig.1 viser et HPLC-kromatogram fra en kolonne med mélene (LxID)100x 3 mm.
b) - Beregn k, o, R, N og H for komponent nr. 5 og 6 basert pa mélinger
i kromatogrammet i fig. 1. Angi dessuten hastigheten for mobilfase, u, 1 mm/sek.
Vis utregningene dine og bruk praktisk avrunding.
- Hva er kriteriet for grunnlinje-separasjon?
Har man dette for komponentene 5 og 6 i fig. 17 (7p)

Et sentralt mal i kromatograf] er 4 redusere bandspredning:
) - Hva er navnet pa de 5 prosesser som bidrar til bandspredning?
- Hvilke parametre er det seerlig som gér igjen i de 5 leddene?
- G1 en forenklet ligning for en GC-kolonnes effektivitet som funksjon av linezer
gasshastighet.
- Hva kalles denne ligningen?
- Vis ved kurver hvordan kolonne-effektiviteten varierer med lineser gasshastighet for hhv.
N; og Hj som bzregass.
- Hva er fordeler og ulemper ved bruk av N, og H, som beregass?
- Hvilken av de to brukes helst som beeregass ved kapiller gasskromatografi? Hvorfor?
p)
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d) - Hvorfor endres effektiviteten til en HPLC kolonne ved reduksjon av pakkematerialets
partikkel storrelse, d,?
- Hvor mye storre trykk kreves for & gi samme HPLC eluentstrom (ml/min) ved hatvering av
partikkel-storrelsen (eks. fra 10 pm til 5 pum)?
- Hvilke to s®rlige fordeler oppnas ved bruk av sikalte "narrow-bore” HPLC kolonner?
(6p)
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Oppgave 2. ADSORPSJON
a) Hvordan vil adsorpsjons-forlepet (ads.-isotermen) se ut idet et kromatografisk system gér over
fra & veere ideelt og lineert til & bli overbelastet? Vis dette som et plot av konsentrasjon av
adsorbert stoff mot konsentrasjon av ikke-adsorbert stoff. (2p)
b} Vis ved kurver og forklar hvilke konsekvenser en slik overbelasting far for
1) eluerings-/topp-profilen (eks. i HPLC),
i1) Reverdier (1 TLC) og
iii} retensjonstider (tg) og
retensjonsvolum (Vg) (6p)
c) Ranger folgende losningsmidler etter okende losningsmiddelstyrke, £

vann, toluen, ethylacetat, methanol, n-pentan, ethanol. Gp)
Hvilket av de ovenstaende lesningsmidler har ¢° tilnzermet lik &° for aceton? {1p)
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Oppegave 3. HPLC

a)

Det finnes ingen alment akseptert retensjons-mekanisme for omvendt fase HPL.C
(RP-HPLC), men beskriv den teorien som har fétt storst tilslutning. (2p)

Ifelge denne teorien, hvilke tre parametre er retensjonen avhengig av, og hvordan endres
retensjonen med disse parametrene? (6p)

Med utgangspunkt 1 kromatogram og oppgitte data i Fig.2;

b)

Fig.2

Beregn tg og u (lineer mobil fase hastighet) forutsatt at
kolonnas dedvolum utgjer 70% av det totale kolonnevolum. {4p)
Beregn "flow"” (ml/min) og angi hvordan retensjonstidene, tg, ville endres dersom en identisk
kolonne, men med lengde 10 cm, ble installert. Betingelsene forovrig,
(eluentsystem, trykk, provesammensetning osv.) forutsettes uendret. (4p)
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Separation of PTH.aminmo acid standards on a narrow-bore colamn

Chromatagraghic conditions

Column Hypersil 0D, 200x 2.1 mm, 5
Mabile phase channel Az 10 mM aeetic acid and T mibd TEA, pH 5,
pius 16% acetonitile
chanael B: 2-propancl
Gradient 0% - 25% Bin 12 min
% -25%Bindmin
Flows 0.165 mifmin ‘ N
Column
temperature 35°C

Detection (DAD] 267 nm with 30 i bandwidth using referance at 380 nim with
40 i handwidih ;
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Oppgave 4. Annet

a) Hva betyr “kolonnebladning”™? Hvordan kan dette

1) observeresog ii)unngdes ikapillaer GLC? (3+3p)
b) - Hva er den mest benyttede stasjonazrfasen ved omvendt fase (RP) HPLC,
angi spesifikt navn og delstruktur. Hvorfor er denne oftest valgt? (4p)
- Hva er arsaken til uonskede adsorpsjons effekter pa denne type
omvendt fase materiale, og hva gjeres ofte for 4 eliminere disse? (4p)
- Hvilke tre veesker/lesningsmidler er oftest brukt som ehsenter i RP-HPLC? Zp)
- Hvorfor er eluenter med hey eller lav pH uegnet som mobil fase
1 forbindelse med slike kolonner? (2p)
) - I forbindelse med hvilke(n) kromatografisk(e) metode(r) er silylering mest anvendt? ( ip)
- Hvilke stoffklasser kan silyleres og hvilke forbedringer oppnés ved silylering? (4p)
- Nevn to vanlige silylerings reagenser, navn og struktur. (4p)
d) - Hva er de viktigste egenskapene for generell karakterisering av en GC detektor? (2p)

- Nevn ogsa ideelle egenskaper (minst 4) for GC-/HPLC-detektorer. 2p)



