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Oppgave 1. TEORI

Innen kromatografisk teori opererer man med begrepene
k, o, tR, RS s N, Neﬂ‘ og HETP (H).
- Hva kalles hver av disse begrepene og forktar kort hva de

- Hva er mmimumsverdien for o og Rg ?

- Hvilke av begrepene over angir kun egenskaper ved kolonna
vavhengig av substanser som skal kromatograferes?

- Hvilke tre av parametrene over kan ekes for & gi en gkning

- Hvordan kan N.g uttrykkes vha parametrene over”
- Hva er sammenhengen mellom k | tg og t;? (12p)

Anta at Figur 1 viser et HPLC kromatogram fra en kolonne med
malene (L x ID) 100 x 3 mm,
- Beregnk , o, Rs, N, og H for komponent nr. 5 og 6 basert

pa malinger 1 kromatogrammet i Fig. {.

Angi dessuten hastighet for mobil fase, u, i mn/sek.

Vis utregningene dine og bruk praktisk avrunding,
- Hva er kriteriet for grunnlinjeseparasjon?

Har man dette for komponentene 5 og 61 Fig. 17?

7 (7p)
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Et sentralt mal i kromatografi er 4 redusere bandspredning;

c) - Hva er navnet pa de fem prosesser som bidrar til bindspredning?
- Hvilke parametre er det serlig som gér igjen i de fem leddene?
- Gi en forenklet ligning for en GC kolonnes effektivitet som funksjon av linezr gasshastighet.
- Hva kalles denne ligningen?
- Vis ved kurver hvordan kolonne-effektiviteten varierer med linezr gasshastighet for
hhv. N> og H, som baregass.
- Hva er fordeler og ulemper ved bruk av N, og H, som baregass?
- Hvilke av de to brukes helst som bzeregass ved kapiller gass kromatografi? Hvorfor?

©p

d) - Hvordan endres effektiviteten til en HPLC kolonne ved reduksjon av pakkematerialets
partikkel-storrelse (d;)?
- Hvor mye sterre trykk kreves for 4 gi samme HPLC eluentstegm (ml/min) ved halvering
av partikkel-sterrelsen (eks. fra 10 um til 5 pm)?
- Hvilke serlige fordeler oppnés ved bruk av sikalte “narrow-bore” HPLC kolonner?

(6 p)

Oppgave 2. RETENSJON

a) Anta at Fig. 1 representerer en HPLC analyse av benzodiazepin-derivater ved betingelser
som angitt under. De tre siste toppene (nr. 5, 6, 7) 1 kromatogrammet viser separasjon av:
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cl =N ol =N ot N N=N
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Diazepam Oxazepam Desmethyloxazepam
Betingelser: Column : ChromSpher C8 100 x 3 mm
Mobile phase : water / methanol / triethylamine — 50/50/0.25
adjusted to pH 6 with 1 M acetic acid
Flow rate > 1 mi/ min
Pressure . 7 MPa (70 bar, 1000 psi)
Temperature : ambient
Detector 1 UV 254 nm
Sample size ;100 wl
Concentration range  : 100 ng/ml

- Foresl4 elueringsrekkefalge for de tre substansene (nr. 5, 6 og 7). Angi resonnementet ditt.

- Hvordan vil retensjonstidene endres dersom forholdet vann / methanol i mobil fase
endres til 25 / 757 Hvorfor?
- Hvordan vil opplesningsfaktoren, R,, endres dersom kolonna forlenges tit 200 mm? (7p)
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b) Angi elueringsrekkefolge for de mettede fettalkoholene Cy, Cx; 0g Cas ved GC analyse pé en
CP Sif 8 CB kolonne. (2p)

¢) - Adsorpsjonskromatografi baserer seg pa konkurrerende interaksjoner mellom
kromatografert stoff og adsorpsjonsmidiet / mobil fase.
Hvilke molekylare krefter virker under en adsorpsjonsprosess?

- I adsorpsjonskromatografi er retensjonen influert av adsorpsjonsmidlet og mobil fase
og er gitt ved ligningen:
log K=log V., +a (S - A, &%)

Angi navn og forklaring pa hvert av symbolene (K, V,, o, S°, A, og e °).

Beskriv hvordan konkrete endringer i mobil fase, stasjonar fase eller stoff vil gi seg utslag
i en av parametrene V, , o, S°, A, ellere ® (velg minst to ulike endringer).

Hvordan vil dette pavirke graden av retensjon og analysetid?

(12p)
d) - Hva er navnet og den kjemiske strukturen til den vanligste upolare stasjonzre fasen for
kapillzer GC? Vis hvordan denne kan varieres for 4 gi skende polaritet av stasjonzer
fase; illustrer dette ved tre eksempler (angi delstrukturer).
Hva kalles indeksen som angir en kolonnes polaritet?
I hwvilket omrade ligger indeksene for de nevnte stasjonzere fasene?
(7p)
e) - Nevn et eksempel pa detektororientert derivatisering for GC analyse. Forklar prinsippet.
- Gi navn og kjemisk struktur for et chiralt derivatiserings reagens som benyttes for
derivatisering og chiral analyse av enantiomere aminer og atkoholer. (7p)
Oppgave 3. INSTRUMENT / TEKNISK
a) - Forklar kort prinsippet for en GC splitt injektor. Hvordan bar kvantitative GC analyser
utfares, serlig ved bruk av denne injektoren? Hvorfor?
- Hva er det vanligste injektor-prinsippet for HPLC? (8p)
b) - Forklar kort prinsippet for RI- og UV-detektorene.
- Hvilke av dem er: - universell(e)? Hvorfor?
- mest fglsom?
- egnet for gradient eluering? %p)
c) - Nevn fire mater for synliggjering av ikke-fargete substanser p4 TLC. (4p)

Oppgave 4. IONEBYTTERKROMATOGRAFI

Beskriv og forklar eluerings-forlepet for en blanding av aminosyrer med
- sure (eks. Glu, Asp)
- neytrale (eks. Ala, Gly) og
- basiske (eks. Lys, Arg) funksjoner
pa en sterk anionebytter der eluentens pH endres trinnvis.
Angi serlig hvordan pH endres og i hvilken rekkefalge de tre gruppene aminosyrer elueres. (7p)



