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Gaskromatografi (GC)

v GC="gas chromatography” eller pa svenska "gaskromatografi”.

v Gaskromatografi dr en avancerad kemisk analysmetod som anvands fér t.ex. gift-, drog- och

lakemedelsanalyser. Kan dven anvandas for analyser av dopingpreparat, brandfarliga vatskor, miljogifter
och manga andra amnen.

v" Namnet "kromatografi” kommer av det grekiska ordet “chroma” som betyder farg. | bérjan anvandes
kromatografiska metoder endast for fargade amnen men nu anvands dessa aven till ofargade amnen sa
namnet ar darfor lite missvisande.




Vilka olika typer av analyser kan utforas
med GC?

Undersoka vilka okdnda amnen som finns i ett prov: Vi kan identifiera okdanda amnen (t.ex. gifter, droger,
dopingpreparat, miljogifter, brandfarliga vatskor eller lakemedel) med denna metod. Om vi dessutom
kopplar var GC till en masspektrometer (en speciell detektor) far vi ett mycket kraftfullt verktyg for att
identifiera okanda @mnen.

Bestamma koncentrationen av olika @mnen som finns i ett prov: GC kan ocksa anvandas kvantitativt for att
mata koncentrationen av de amnen som finns i ett prov.

Renhetstester: Vi kan undersdka om ett prov ar fororenat med andra amnen som inte bor finnas dar (t.ex.
renhetstester av lakemedel eller livsmedel).




En gaskromatograf (GC)

= Agilent Do S




3 saker viktiga saker som ingar vid GC

v Prov: | GC tillsatts ett prov innehallande olika &mnen som ska analyseras.

v Mobil fas: | GC finns en s.k. mobil fas (rorlig fas). Den mobila fasen i GC bestar av en gas (helium, kvédvgas
eller vatgas). Syftet med den mobila fasen ar att transportera provet genom gaskromatografen, alltsa
genom den maskin som ska utfora sjalva analysen.

v/ Stationar fas: | GC finns en kolonn (ett ihaligt rér) som pa insidan ar bekladd med en stationar fas
(stillastaende fas) som bestar av olika molekyler. Den stationdra fasen kan vara i fast form eller besta av en
trogflytande vatska. Molekylernas uppgift i den stationdra fasen ar att binda till de olika @mnena i provet sa
att dessa amnen bromsas upp inuti kolonnen. Vissa amnen kan binda mycket starkare till molekylerna i den
stationara fasen och tar darfor langre tid pa sig genom kolonnen.




Principen bakom GC

| injektorn tillsatts provet.
Detektorn gor ett
kromatogram dar varje

Injektor topp motsvarar ett

amne i provet.
registrerar amnets

retentionstid och

Detektor signalstyrkan (hur
mycket det finns av
amnet).

Detektorn "kanner
av” ndr molekylerna
av ett amne
passerar och

Gasbehallare med den
mobila fasen (gas).

oonn me salonar as

| kolonnen separeras amnena i provet fran varandra eftersom olika amnen har olika kokpunkter och overgar i gasform olika
|att (vid olika temperaturer). De binder ocksa olika l4tt/olika starkt till den stationara fasen i kolonnen. Amnena kommer
darfor ut vid olika tidpunkter. Den stationara fasen ar ofta en trogflytande vatska som tacker insidan pa kolonnen.




En gaskromatograf (GC)

= Agilent Do S




Exempel pa ett kromatogram

v Retentionstiden: Retentionstiden &r specifik for varje amne i ett givet system och darfor kan vi anvanda
retentionstiden for att identifiera olika amnen (kvalitativ analys).

v Toppens area: Detektorn mater intensiteten (signalstyrkan) av varje &mne som passerar, vilket motsvarar hur
manga molekyler av dmnet som passerar detektorn. Utifran det ritas en topp ut i kromatogrammet dar arean av
toppen motsvarar hur hog koncentration vi har amnet (kvantitativ analys).

Intensiteten (signalstyrkan)
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Bildkalla: "Hplc-perfume-chromatogram" by Lukke - Own work. Licensed under CC BY-SA 3.0 via Commons -
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hplc-perfume-chromatogram.png#/media/File:Hplc-perfume-chromatogram.png




Ett exempel pa temperaturprogrammering
ien GC

Injektorns temperatur: | injektorn ar temperaturen 180 grader. Denna temperatur ar éver kokpunkten for
de amnen som ingar i provet (i just det har exemplet).

Kolonnens temperatur: | kolonnen ar temperaturen initialt 110 grader i 2 minuter, darefter sker en 6kning
med 14 grader/min upp till 200 grader. Denna sluttemperatur halls sedan i ytterligare 2 minuter for att vi ska
vara saker pa att alla dmnen tar sig igenom systemet och ut till detektorn.

Detektorns temperatur: | detektorn ar temperaturen 230 grader for att sakerstalla att inga amnen blir kvar.




Retentionstiden i en GC bestams av 2
faktorer:

Amnenas Amnenas

kokpunkter polaritet




GC-analyser kan utforas pa 2 olika satt

Opolar kolonn (kokpunkten avgor): Detta ar den
vanligaste metoden, anvands t.ex. alltid nar det ar
enbart opolara amnen i provet. De amnen som har
lagst kokpunkt Overgar lattast i gasform och aker
darfor fortast genom kolonnen. Bade polara och
opoldra @mnen kan binda lika starkt (eller svagt) till
den opoldra kolonnen. Kortast retentionstid far
darfor de amnen som har lagst kokpunkt.

Polar kolonn (kokpunkten + polariteten avgor):
Anvands ofta nar man vet eller misstanker att det
finns poldara amnen i provet. Kokpunkten har
fortfarande stor betydelse eftersom den bestammer
hur latt amnena 6vergar i gasform. Polariteten spelar
dock en storre roll har. Polara @mnen kan skapa
vatebindningar (eller vanliga dipol-dipolbindningar)
med den stationdra polara fasen och kommer darfor
bromsas upp mycket mer inne i kolonnen jamfort
med opoldara amnen. Kortast retentionstid far darfor
de @mnen som har lag kokpunkt och ar opolara.

Opolar kolonn (kokpunkten avgor)

Mobil fas

(t.ex. kvdvgas) sker ut forst

Molekyler med lag kokpunkt

Opolar stationar fas (kolvaten, t.ex. C18)

Poldr kolonn (kokpunkten och polaritet avgor)

Mobil fas —
N Molekyler som ar opoldra och
(t.ex. kvavgas) har Iag kokpunkt &ker ut forst

Polar stationar fas (molekyler med OH-grupper)

Obs. Den mobila fasen i GC ar en gas som inte reagerar med

provets olika @amnen (skapar ej bindningar). Poladra resp. opolara
amnen "trivs” darfor lika daligt i den mobila fasen. Anledningen
att de anda aker igenom kolonnen ar det gastryck som uppstar.




Separationen vid polar resp. opolar kolonn

I en poldr kolonn kommer poldra @mnen binda hardare till den polara stationara fasen (framférallt poldara @mnen som kan skapa
starka vatebindningar). Kokpunkten och polariteten kommer darfér vara avgorande for separationen.

Mobil fas (t.ex. kvavgas)

Lag kokpunkt
Hog kokpunkt Opolér moIekyI ‘ Molekyler som &r opolara

Hog kokpunkt Opolar molekyl = Zi;:aiigtiunkt
Mycket hog kokpunkt Polar molekyl
Polar molekyl

Polar stationar fas (OH-grupper)

I en opoldr kolonn kommer poldra och opoldra @mnen kunna binda lika hart/svagt till den opolara stationara fasen, om de har
ungefar samma storlek (alla @mnen kan skapa van der Waalsbindningar, antalet avgdrs av molekylernas storlek och form).
Kokpunkten avgor darfor separationen.

Mobil fas (t.ex. kvavgas)

Lag kOkpunkt Molekyler med lag
kokpunkt aker ut forst

Hog kokpunkt

Mycket hog kokpunkt

Opolar stationar fas (kolvaten, t.ex. C18)




Varfor ar det enbart kokpunkten som avgor
separationen vid en opolar kolonn?

Polariteten har ingen storre betydelse nar det giller formagan att binda till en opolar kolonn i GC eftersom bade
poldra och opolara @mnen kan skapa van der Waalsbindningar (London dispersionskrafter) till en opolar kolonn. |
GC finns det bara en “fas” som de olika @mnena kan binda till, namligen den stationara. Den mobila fasen i GC
attraherar inga molekyler eftersom den bestar av en icke reaktiv gas (kvavgas, helium etc.) som inte alls binder till
de olika @mnena i provet utan enbart fungerar som en ”“vind” som blaser amnenas molekyler fran start till mal. |
GC med opolar kolonn kommer darfor polara amnen i lika stor utstrackning som opolara amnen ”valja” att binda
den opolara kolonnen pa sin vag mot detektorn.

Det som avgor hur mycket olika amnen binder till den opolédra kolonnen ar hur bra @mnena ar pa att skapa van
der Waalsbindningar till kolonnen. Stora och avlanga molekyler ar bast pa det och darfér kommer dessa @mnen
(oavsett vilken polaritet de har) bromsas upp mest i kolonnen.

De amnen som har hogst kokpunkt ar ocksa de amnen som oftast kan binda starkast till den opolara stationara
fasen. Detta p.g.a. att amnen med hog kokpunkt ofta ar amnen som har stora och avlanga molekyler och darmed
ocksa ar bra pa att skapa van der Waalsbindningar. Det finns alltsa ett visst samband mellan h6g kokpunkt och
hég férmdga att binda till en opoldr kolonn och darfor racker det oftast med att titta pa @mnenas kokpunkter for
att veta vilket amne som kommer fa kortast resp. langst retentionstid.




Exempel: Analys av ett prov med hjalp av GC

v" De kemiska forensikerna pa Nationellt forensiskt centrum (NFC) i

Linkoping far till uppgift att analysera ett okdnt prov med hjalp av
GC. Retentionstider
(min):

v Forensikerna misstanker att provet troligtvis innehaller opolara Pentan 3,0
amnen (kolvaten) och valjer darfor att analysera provet med

hjalp av en opolar kolonn. Chlde e 4,5

Oktan 7,5

v' For att kunna identifiera olika amnen utifran deras Dekan 30
retentionstider maste vi ha kdnda retentionstider att jamfora ’

med. Forensikerna anvander sig darfor av en tabell med kdnda Hexadekan 9,5

retentionstider for de amnen som de misstanker kan finnas i
provet. Genom att jamfora de erhallna retentionstiderna med de
kdnda sa kan forensikerna lista ut vilka okdnda @mnen som finns i
provet.

Obs. Pahittade retentionstider!




Exempel: Analys av ett prov med hjalp av GC

Opolar stationar fas

Mobil fas

uJopR12q

Opolar stationar fas

Retentionstid (min): Identifiering utifran de
kdnda retentionstiderna:

4,5 Cyklopentan

7,5 Oktan

9,5 Hexadekan




Ett kromatogram visar retentionstiden for de 3
amnena
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v Retentionstiden ar specifik fér varje amne och visar darfor vilket amnet ar (kvalitativ analys).

v Toppens area avsldjar ddremot hur stor koncentration vi har av amnet (kvantitativ analys).




De 3 amnena far olika retentionstid beroende
pa deras kokpunkt (opolar kolonn)

v Retentionstiden: Den tid det tar for &mnet att passera igenom kolonnen och fram till detektorn. Retentionstiden
ar specifik for varje amne i ett givet system och vi kan darfér anvanda retentionstiden for att identifiera de amnen

vi har i vart prov.

Cyklopentan O 4,5 49 °C
Oktan 7,5 125 °C
Hexadekan 9,5 287 °C

v Hexadekan har hogst kokpunkt och har darfor svarast att dverga i gasform i kolonnen. Hexadekan har hég
kokpunkt p.g.a. av att det amnet bestar av stora och avlanga molekyler med formaga att skapa manga van der
Waalsbindningar mellan varandra. Den egenskapen innebar dven att hexadekan bromsas upp mest inuti kolonnen
eftersom hexadekan darmed ocksa ar bast pa att skapa van der Waalsbindningar med den opolara kolonnen. Har
ser vi alltsa ett tydligt samband mellan hég kokpunkt och hog formaga att binda till en opolar kolonn.




Vi kan forbattra separationen i kolonnen genom att
andra olika faktorer

Ibland kan det vara sa att topparna fran flera olika amnen sammanfaller i kromatogrammet (dalig
upplosning). Det kranglar i sa fall till var analys eftersom det blir svarare att identifiera olika @mnen
och att bestamma koncentrationen av dessa.

Atgarder for att forbattra separationen och fa en bittre uppldsning i kromatogrammet:

1. Anvanda en kolonn med en annan storlek: | en langre och/eller smalare kolonn kommer de olika @mnena i provet
binda fler ganger till den stationara fasen och darmed separeras fran varandra i hogre utstrackning.

2. Sanka hastigheten av den mobila fasen: Om vi sdnker den mobila fasens hastighet sa kommer @mnena i provet ha
langre tid pa sig inuti kolonnen och de kommer hinna binda i storre utstrackning till den stationara fasen. Det leder
till en battre separation.

3. Andra kolonnens polaritet: Om vi far en dalig separation p& en opolir kolonn s& kan vi testa med att byta ut den mot
en polar kolonn (eller tvartom).

4. Andra temperaturen: | GC kan vi sdnka temperaturen vilket innebar att &mnena kommer ha lattare att binda till den
stationara fasen (6vergar inte i gasform lika latt). Det leder till totalt satt fler interaktioner mellan @mnena och den
stationdra fasen och darmed en battre separation.




Uppgift 1:

Ett prov som innehaller hexan (69,0 °C), pentan (36,1 °C) och metanol
(64,7,4 °C) analyseras i en GC som har en opolar kolonn. Vilket amne
far kortast resp. langst retentionstid?
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Hexan Pentan Metanol

Losning: | en GC med en opolar kolonn ar det enbart kokpunkten som avgor retentionstiden. Kokpunkten bestams av
molekylernas storlek, geometriska form och polaritet. | uppgiften star dock kokpunkterna utskrivna och darfor ar
denna uppgift enkel att 16sa. Hexan har hogst kokpunkt och har darfor svarast att 6verga i gasform. Hexan kommer
alltsa fa langst retentionstid. Pentan har lagst kokpunkt och kommer darfér 6verga i gasform lattast och far darfor
kortast retentionstid. Hexan har hogst kokpunkt tack vare att hexanmolekylerna ar stora och har en avlang form,
darmed kan manga van der Waalsbindningar (London dispersionskrafter) bildas mellan hexanmolekyler.

Svar:
Langst retentionstid: Hexan Kortast retentionstid: Pentan




Uppgift 2:

Ett prov som innehaller hexan (69,0 °C), pentan (36,1 °C) och metanol
(64,7,4 °C) analyseras i en GC som har en polar kolonn. Vilket amne far
kortast resp. langst retentionstid?
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Hexan Pentan Metanol

Losning: | en GC med en poléar kolonn ar det bade kokpunkten och molekylernas polaritet som avgor retentionstiden.
Hexan har hogst kokpunkt och har darfor svarast att 6verga i gasform. Metanol har dock en kokpunkt som ar nastan
lika hog som hexans kokpunkt. Metanol ar ocksa ett polart amne som kan skapa vatebindningar med den polara
kolonnen. Metanol kommer alltsa bromsas upp mest inuti kolonnen och far darfor langst retentionstid. Pentan far
kortast retentionstid eftersom pentan bade ar ett opolart amnen och har lagst kokpunkt.

Svar:
Langst retentionstid: Metanol Kortast retentionstid: Pentan




Uppgift 3:

Ett prov bestaende av butan, glycerol och butanol kors i en GC. Tre
retentionstider erhalls; 2,5, 7,7 och 12,3. Vilken retentionstid tillhor
vilket amne?
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Butan Glycerol Butanol

Losning: | en GC med en polar kolonn ar det kombinationen av kokpunkt och polaritet som avgor retentionstiden. Alla 3
amnen har likartad storlek och geometrisk form och ar darfér ungefar lika bra pa att skapa van der Waalsbindningar.
Skillnaden i kokpunkt mellan @mnena beror alltsa inte pa van der Waalsbindningar. Glycerol har dock 3 OH-grupper
vilket mojliggér manga vatebindningar. Manga vatebindningar gor att glycerol dels har en hég kokpunkt och dels en hog
formaga att binda till den polara kolonnen. Glycerol far darfor langst retentionstid (12,3). Butanol har 1 OH-grupp och
kan darfor ocksa skapa vatebindningar, men dock inte lika manga som glycerol. Butan far darfor nast langst
retentionstid (7,7). Butan ar daremot en opolar forening utan OH-grupper och utan mojlighet att skapa vatebindningar
eller vanliga dipol-dipolbindningar. Butan har darfor lagst kokpunkt och binder ocksa svagast till den poldra kolonnen.

Svar:
Retentionstid 2,5: Butan Retentionstid 7,7: Butanol Retentionstid 12,3: Glycerol




En annan liknande metod ar ’"Hogupplosande
vatskekromatografi” (HPLC)
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Vad ar de viktigaste skillnaderna mellan GC
och HPLC?

v/ Olika mobila faser: | gaskromatografi anvands en gas som mobil fas (helium, kvavgas eller vatgas) medan en
vatska (en blandning av olika @mnen) anvands vid HPLC.

v" HPLC kan anvandas fér fler amnen: GC kan enbart separera och analysera &mnen som &r flyktiga (kan dverga i
gasform relativt latt) och som ar varmetaliga. Gaser och lattflyktiga vatskor kan analyseras med GC medan de
flesta vanliga vatskor ej kan analyseras. Det ar enbart amnen som har en lagre kokpunkt an 350 grader som kan
analyseras med GC, vilket motsvarar ca 15-20 % av alla kdnda @mnen. HPLC kan daremot anvandas aven for icke
flyktiga amnen och fér amnen som ar varmekansliga och har darfor ett storre anvandningsomrade (t.ex. anvands
HPLC for kolhydrater, fetter och proteiner och har darfor stor betydelse inom biokemi, medicin etc.).

v' Fordelen med GC: Férdelen med GC jamfort med HPLC &r framforallt att det &r en snabbare och lite enklare
metod att genomfdra och sjalva maskinen ar oftast inte lika dyr.




For den basta kvalitativa analysen kravs dock
en masspektrometer som detektor

v' Manga prover dr komplexa och innehaller ett stort antal amnen med likartade retentionstider. Dessa ar darfor

svara att identifiera med enbart HPLC eller GC kopplad till en “"vanlig” detektor. Om vi daremot kopplar var HPLC
eller GC till en detektor som heter "masspektrometer” (MS) sa kommer vi fa ett mycket kraftfullt verktyg. Dessa
analysmetoder kallas for HPLC-MS resp. GC-MS.

v" Med hjilp av en masspektrometer kan massan av de olika @mnena i provet bestimmas. Masspektrometern kan
aven "lista” ut vilka delar som finns i de olika @mnenas molekyler eftersom molekylerna ”slas sénder” i mindre
bestandsdelar och sedan vags varje bestandsdel. Varje bestandsdel i molekylen kan da identifieras och vi kan
gora en strukturbestamning av hela molekylen. Masspektrometern skapar pa detta satt ett kemiskt fingeravtryck
for varje amne. Darmed kan vi identifiera helt nya amnen (t.ex. helt nya droger).




Se garna fler filmer av Niklas Dahrén:

http://www.youtube.com/Kemilektioner
http://www.youtube.com/Medicinlektioner
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