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1. Forklara tillvagagangssattet vid analys med tunnskiktskromatografi (TLC) och hur okdnda
amnen kan identifieras med den metoden. | din férklaring boér du ta med begreppet ”Rf-
varde”.

Svar:

Tillvdgagangssatt:

1. Provet (eller proven) appliceras en liten bit upp pa den stationara fasen pa TLC-plattan.

2. TLC-plattan placeras sedan lodratt i en behallare (t.ex. i en bagare). Den mobila fasen
fylls pa i behallaren. Det dr dock viktigt att nivan av den mobila fasen inte nar upp till
provet.

3. Med hjalp av kapillarkraften kommer den mobila fasen nu bérja réra sig uppat genom
den stationara fasen.

4. De olika &mnena i provet féljer med den mobila fasen i olika hég grad. Amnen som &r
|attlosliga i den mobila fasen (kan skapa starka bindningar med molekylerna i den mobila
fasen) kommer folja med lattast och hinner darfér ta sig langst under den tid
kromatografin pagar. Vi far p.g.a. detta en separation av olika @mnen.

5. Kromatografin avbryts innan den mobila fasen (I6sningsmedlet) nar toppen av TLC-
plattan.

6. Amnena kan &skadliggdras med UV-ljus eller genom att olika reagenser tillsitts. Ibland
syns amnena direkt.

Forklaring till hur de okdnda @mnena pa TLC-plattan kan identifieras:

Ett Rf-varde raknas ut for att identifiera de olika
amnena i provet

Rf= A Kromatografipapper eller TLC-platta
B
A= Avstandet fran baslinjen (startpunkten) till T
punkten dar amnet nu befinner sig. 3 @
B= Avstandet fran baslinjen till framkanten av den 2
mobila fasen. o 4,0cm
Om analysens utfors under samma betingelser sa 1 e 2,5cm
har ett visst amne alltid samma Rf-varde. En
identifikation av @mnet kan darfér ske utifran Rf- * -+
vardet. A B
Uppgift: Vilket Rf-varde har @mne 2? Efter

Svar: Rf,= 2,5/4,0= 0,625
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2. Vilka olika typer av analyser kan utféras med HPLC?

Svar:

1. Undersoka vilka okdnda @mnen som finns i ett prov: Vi kan identifiera okdnda @mnen

(t.ex. gifter, droger, dopingpreparat, miljogifter, brandfarliga vatskor eller lakemedel)
med denna metod. Om vi dessutom kopplar var HPLC till en masspektrometer (en
speciell detektor) far vi ett mycket kraftfullt verktyg for att identifiera okdnda dmnen.

2. Bestamma koncentrationen av olika &mnen som finns i ett prov: HPLC kan ocksa

anvandas kvantitativt for att mata koncentrationen av de amnen som finns i ett prov.

3. Separera (rena) olika @mnen som finns i ett prov: Vi kanske har ett prov som innehaller

ett stort antal olika @mnen, men vi ar enbart intresserade av ett av dessa @mnen. Vi kan
da anvéanda HPLC for att separera amnena fran varandra och darmed “isolera” det amne
vi ar ute efter.

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

3. Beskriv principen bakom HPLC och hur okdnda a@mnen i ett prov kan identifieras. | din
forklaring bor du inkludera en beskrivning av de delar som ingar i en HPLC-apparat.

Svar:

Principen bakom HPLC

En p‘.‘mp som pumpar den Detektorn gor ett

mobila fasen och provet kromatogram dir
Behallare med den mobila genom hela systemet. varje topp motsvarar A A
fasen (vatska). Den mobila ett amne i provet
fasen ar antingen polar eller
opolar.

Detektorn "kanner
av” nar molekylerna
linjektorn tillsatts provet.  av ett dmne passerar
och registrerar
amnets retentionstid
och signalstyrkan (hur
mycket det finns av
amnet).

Kolonn med stationar fas

| kol p i i provet fran varandra eftersom olika @mnen binder olika latt till den stationdra
fasen i kolonnen och kommer darfor ut vid olika tidpunkter. Antingen anvands en polar eller opolar stationar fas i
kolonnen. Polér kolonn om den mobila fasen ar opoldr, opolér kolonn om den mobila fasen ar polar.

Retentionstiden ar specifik for varje amne i ett givet system och darfor kan vi anvanda
retentionstiden for att identifiera de okdnda @mnena i provet (kvalitativ analys).
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Forklara skillnaden mellan “normal-fas-kromatografi” respektive “omvand-fas-kromatografi”
nar det handlar om HPLC.

Svar:

Normal-fas-kromatografi (polar kolonn):

= Den mobila fasen adr opoldr medan den stationadra fasen ar polar (en polar kolonn
anvands).

= Polar kolonn innebér att polara amnen kommer bromsas upp mest och fa langst
retentionstid: Poldra amnen binder med starka vatebindningar (eller vanliga dipol-
dipolbindningar) till den polara stationara fasen och “bromsas” darfér mest i
kolonnen. Opoldra @mnen binder inte lika starkt till den stationara fasen (kan inte
skapa vatebindningar eller vanliga dipol-dipolbindningar) och dker darfor ut forst
genom kolonnen.

Omvéand-fas-kromatografi (opolér kolonn):

= Den mobila fasen ar poldr medan den stationara fasen ar opoléar (en opolar kolonn
anvands).

= Opoléar kolonn innebér att opolara @mnen kommer bromsas upp mest och fa
langst retentionstid: Nu kommer de poldra @mnena “trivas” bast i den polara
mobila fasen eftersom de kan binda med starka vatebindningar (eller vanliga
dipol-dipolbindningar) till &mnena i den. De poldra amnena kommer darfér snabbt
folja med den poldra mobila fasen ut genom kolonnen och far darfor kortast
retentionstid. Opoldara dmnen binder inte sarskilt bra till polara mobila fasen men
kan daremot binda bra till den opolara stationadra fasen med van der
Waalsbindningar (London dispersionskrafter) och kommer darfor bromsas upp
mest inuti kolonnen. Opoldra amnen kommer darfor fa langst retentionstid.

Butanol, hexanol och oktanol kérs i en HPLC. Vilket amne tar sig fram till detektorn forst om
omvand-fas-kromatografi anvands?

Svar:

Vid omvand-fas-kromatografi ar den mobila fasen poldr medan den stationara fasen ar
opolar (opolar kolonn). Opoldara @mnen kommer kunna binda bast till den stationara fasen
medan poldra amnen kommer kunna binda bast till den mobila fasen. Alla tre amnen kan
skapa vatebindningar men butanol har kortast kolvatekedja och ar darfér mest polar av
dessa tre amnen. Hexanol och oktanol har langre kolvatekedjor, I1ag polaritet, och kan skapa
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fler van der Waalsbindningar till den opoldra kolonnen. Hexanol och oktanol bromsas upp
mest i kolonnen vilket gor att butanol kommer fram forst till detektorn.

6. Ett prov som innehaller nedanstaende amnen kors i en HPLC.

Pentan: Butanol: Glycerol:
1y Yy 0y
g - ggon o
HHHHH HHHH OHOHOH

a) Vilket amne far langst resp. kortast retentionstid om vi anvdnder oss av en polar
stationar fas inuti kolonnen? Motivera.

b) Vilket amne far langst resp. kortast retentionstid om vi istallet anvander oss av en opolar
stationar fas inuti kolonnen? Motivera.

Svar:

a) Glycerol har storst formaga att skapa vatebindningar till den polara kolonnen och
kommer darfor ha langst retentionstid (bromsas upp mest). Pentan har ingen formaga
att skapa vatebindningar och kommer darfor fa kortast retentionstid. Butanol kan skapa
vatebindningar, men inte lika manga som glycerol, och kommer darfér pa andra plats.

b) Pentan har storst formaga att skapa van der Waalsbindningar till den opolara kolonnen
och kommer darfor bromsas upp mest och fa langst retentionstid. Glycerol har storst
formaga att skapa vatebindningar och binder darfor bast till den polara mobila fasen.
Samtidigt har butanol storre formaga an glycerol att skapa van der Waalsbindningar till
den opolara kolonnen. Detta tillsammans gor att glycerol far kortast retentionstid.

7. lbland vid HPLC kan det vara sa att topparna fran flera olika &mnen sammanfaller i
kromatogrammet (dalig upplosning). Det blir da svarare att identifiera olika amnen. Vilka
faktorer kan dndras for att fa till en battre separation?

Svar:

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

1. Anvianda en kolonn med en annan storlek: | en ldngre 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.
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2. Sénka 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 stationdra fasen. Det leder till en battre
separation.

3. Andra kolonnens polaritet: Om vi far en délig separation pa en opolar kolonn s kan

vi testa med att byta ut den mot en polar kolonn (eller tvdartom).

4. Andra den mobila fasens polaritet: Vi kan 6ka eller minska polariteten av den mobila

fasen genom att paverka sammansattningen av de dmnen som ingar.

8. Gaskromatografi (GC) paminner om HPLC, men det finns nagra viktiga skillnader.

a) Vad utgors den mobila fasen av vid GC?

b) Varfor kan HPLC anvandas for att analysera fler &mnen jamfoért med GC?

c) Vilka egenskaper maste ett amne ha om det ska kunna identifieras med hjalp av GC?

d) Vilka ar de framsta férdelarna med GC framfér HPLC?

Svar:

a) |gaskromatografi anvands en gas som mobil fas (helium, kvavgas eller vatgas) medan en
vatska (en blandning av olika @mnen) anvands vid HPLC.

b) GC kan enbart separera och analysera amnen som ar flyktiga (kan 6verga i gasform
relativt [att) och som ar varmetaliga. Gaser och lattflyktiga vatskor kan analyseras med
GC medan de flesta vanliga vatskor ej kan analyseras. HPLC kan daremot anvadndas aven
for icke flyktiga amnen och for amnen som ar varmekansliga och har darfor ett storre
anvandningsomrade (t.ex. anvdnds HPLC for kolhydrater, fetter och proteiner och har
darfor stor betydelse inom biokemi, medicin etc.).

c¢) GCkan enbart separera och analysera @mnen som ar flyktiga (kan 6verga i gasform
relativt [att) och som ar varmetaliga. Darfor ar det enbart varmetaliga @mnen som har en
lagre kokpunkt an 350 grader som kan analyseras med GC.

d) Fordelen med GC framfor HPLC ar framforallt att det &r en snabbare och lite enklare

metod att genomfora.



10.

KEMILEKTI(-* NER

FACIT: ANALYSERA ORGANISKA FORENINGAR

Beskriv uppbyggnaden av en spektrofotometer.
Svar:

En spektrofotometer bestar av en ljuskalla (lampa), en monokromator, ett speciellt fack dar
en eller flera kyvetter placeras, samt en detektor.

Spektrofotometerns uppbyggnad

P

- g Monokromator g ' - Detektor

Ljuskdlla Kyvett (med provet som

ska undersékas)

Det finns ett specifikt fack i spektro-
fotometern dar kyvetter kan placeras.

Forklara hur monokromatorn i en spektrofotometer ar uppbyggd och vilken funktion den
har.

Svar:

Monokromatorn innehaller ett vridbart prisma och en spalt. Prismat delar upp det vita ljuset,
som kommer fran ljuskéllan, i alla dess vaglangder. Spalten gor att bara en enda vaglangd
passerar ut ur monokromatorn. Nér vi stéller in spektrofotometern pa en viss vaglangd sa
vrider vi prismat sa att ratt vaglangd ”slinker” ut genom spalten!

Vi stéller in monokromatorn pa den vaglangd av ljuset som @mnet i vart prov ar béast pa att
absorbera. Varje amne har en specifik vaglangd som @mnet absorberar bast.
Monokromatorn filtrerar alltsa bort de oonskade vaglangderna och slapper enbart igenom
den vaglangd vi har stallt in den pa.
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Forklara hur en spektrofotometer fungerar och hur koncentrationen av ett &mne kan
bestammas med hjalp av spektrofotometri?

Svar:

| spektrofotometern skickar en ljuskalla (en speciell lampa) ut ljus av en viss vaglangd
(monokromatorn stalls in pa en viss vaglangd) mot kyvetten dar provlésningen med dmnet
finns.

Amnets molekyler absorberar en stor del av det ljus som &ker in i kyvetten. Desto fler
molekyler (hogre koncentration av amnet) desto mer ljus absorberas. Detektorn registrerar
sedan transmittansen vilket ar den andel ljus som tar sig igenom och traffar detektorn.
Detektorn kan sedan utifran transmittansen berakna absorbansen.

Absorbansvardet ar proportionerligt mot koncentrationen. En hogre koncentration av amnet
ger ett hogre absorbansvarde. Spektrofotometern kan dock inte sjalv berdkna
koncentrationen utan for att ta reda pa koncentrationen maste man jamfora med
absorbansen fran prover med kdanda koncentrationer.

Man blandar darfor till ett antal, ca 4-6 st, standardlosningar/referenslésningar med kanda
koncentrationer avamnet. Absorbansen av dessa kdanda prover mats och en standardkurva
(kalibreringskurva) ritas upp med vardena fran standardlésningarna. Denna standardkurva
anvands sedan for att ta reda pa den okdnda koncentrationen.

Beskriv oversiktligt och steg for steg hur man praktiskt gar tillvaga for att bestamma
koncentrationen av ett amne med hjalp av spektrofotometri.

Svar:

1. Blanda till 4-6 standardl6sningar/referenslosningar med kanda koncentrationer av det
aktuella @mnet.

2. Mat absorbansen av standardlosningarna/referenslésningarna (obs. nollstall forst
spektrofotometern med hjalp av en kyvett innehallande destillerat vatten).

3. Mat absorbansen av provldsningen (obs. nollstall forst spektrofotometern med hjalp av
en kyvett innehallande destillerat vatten).

4. Rita upp en standardkurva/kalibreringskurva med vardena fran standardlésningarna.
Anvéand standardkurvan for att ta reda pa den okdnda koncentrationen av @mnet i
provlésningen.
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13. Redogor for Lambert-Beers lag och vad den kan anvéndas till.

Svar:

"Lambert-Beers lag” ar en formel som visar sambandet mellan absorbans och koncentration.
Om extinktionskoefficienten ar kdand for det amne som undersoks kan “Lambert-Beers lag”
anvandas for att berakna koncentrationen, vi behover da inte gora en standardkurva.
A=¢gcl

A = Absorbansen.

€ = "Molara extinktionskoefficienten”, den ar specifik for det amne som undersdks och ar ett
varde pa hur bra amnet ar pa att absorbera ljus vid en viss specifik vaglangd.

¢ = Koncentrationen av amnet i kyvetten. Desto hdgre koncentration, desto stérre absorbans.

I = Kyvettens langd, oftast 1 cm (den stracka ljusets fardas genom kyvetten). Desto langre
stracka ljuset maste passera genom losningen, desto mer ljus absorberas.



