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Onderwerp : Een zelfbouw vloeistofchromatograaf deel 2.
H1:Inleiding.

In de bijlage ‘bouw zelf uw LC apparaat  deel 1’ hebben we gezien hoe we een eenvoudige vloeistofchromatograaf zelf kunnen bouwen. We kunnen via een injectiespuit een monster op de kolom aanbrengen en met een aantal alcohol/water mengsels en schakelkranen die vloeistoffen over een kolom laten stromen.

Op die manier kunnen we met een adsorptie kolommetje verschillende kleurstoffen van elkaar scheiden. 

Een probleem hierbij is, dat bij onbekende kleurstoffen wel 10 verschillende alcohol/water samenstellingen nodig zijn om de juiste elutie samenstelling vast te stellen. Dat is met schakelkranen niet meer te doen. Bovendien is het lastig om het juiste retentievolume vast te stellen.

H2:Gradiënt elutie.

De oplossing hiervoor is het toepassen van gradiënt elutie. Hierbij verandert de vloeistofsamenstelling geleidelijk en reproduceerbaar van bv 100% water naar 100% ethanol in een bepaalde tijd. 

Bij een echte vloeistofchromatograaf is dat een ingewikkeld en lastig proces. Er zijn twee manieren van aanpak:

a)De eerste manier is werken met twee doseerpompen, een doseerpomp voor water en een doseerpomp voor ethanol. Die doseerpompen worden aangestuurd door een controller die er voor zorgt dat zodra pomp A begint te doseren, van pomp B de doseer snelheid afneemt. De totale flow van A en B blijft steeds gelijk. Daarna komen die twee vloeistof stromen bij elkaar en worden goed gemengd in een mengkamer. 
b)De tweede manier is werken met een zelfaanzuigende pomp en met doseerkleppen. Met twee doseerkleppen en een controller kunnen er uit vloeistof vat A en B steeds pakketjes vloeistof in een steeds veranderende samenstelling aangeboden worden aan de doseerpomp. Ook hierbij is weer een mengkamer nodig om een reproduceerbare vloeistof samenstelling te krijgen.

Beide manieren van aanpak zijn lastig te verwezenlijken.

H3:Statische gradiënt kolom.

De oplossing voor dit probleem is eenvoudig. De spontane menging ( diffusie door de Brownse beweging) is bij vloeistoffen heel laag (ca 50x lager dan bij gassen). Een vloeistof kolom bestaande uit verschillende vloeistofsamenstellingen blijft dagen lang bestaan voordat deze geheel gemengd is. Dat is goed te zien in figuur 1, hierbij zijn de fracties kleurstoffen opgevangen in een buret.
Figuur 1
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Deze fracties blijven dagen lang gescheiden bestaan, voordat ze spontaan gemengd zijn. 
Van die eigenschap kunnen we gebruikmaken om een gradiënt scheiding uit te voeren. 

Voor de drie standaard kleurstoffen geel 5 , rood 40 en blauw 1 hebben we ethanol/water mengsels nodig van 10%-50% ethanol.  Binnen die samenstellingen komen deze kleurstoffen weer van de kolom af.

 We vullen nu voorzichtig de 25ml buret (figuur 2) met 5ml water (0% ethanol), 5ml 10% ethanol, 5ml 20% ethanol, 5ml 30% ethanol , 5ml 40% ethanol en 5ml 50% ethanol. Het is te zien dat tijdens het vullen er bij een zone van 2ml nog een vermenging ontstaat.

We plaatsen nu deze vloeistofkolom boven de scheidingskolom. Deze is ondertussen beladen met mengsel bruin, wat bestaat uit de instant limonades groen en paars . Nu is te zien in de figuren 3-6 dat volledig automatisch de kleuren geel, rood en blauw gescheiden van de kolom afkomen. 

Figuur 2
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Figuur 3
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Figuur 4
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Figuur 5
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Figuur 6
[image: image6.jpg]



H4:Screening methode.
Het voordeel van deze gradiënt methode is dat we kunnen uitrekenen bij welk % water/ethanol de kleurstof van de kolom af komt en dat we  reproduceerbaar het elutie volume (ook om te zetten naar een retentietijd) kunnen bepalen. 

Voor het experiment verdachte kleurstoffen, waarbij we de kleurstoffen in crêpepapier gaan onderzoeken, is deze aanpak zeer handig. We weten niet van te voren bij welk %ethanol de kleurstoffen van de kolom af komen. Door nu een vloeistofkolom te maken van 0-100% ethanol is snel een screening te maken van kleurstoffen naar elutie gedrag.

W.J.Staal

MASS Multi Automation Services B.V.

                                                               Tel.  Nr. 0165-543691 

Koraaldijk 67 

                                                               Fax. Nr. 0165-567961

4706 KD Roosendaal

                                                               KvK  Breda  nr.36961

PAGE  
1

Staalmeesters Consultancy
 ▪ Nieuweweg 51 ▪ 4631 TD Hoogerheide ▪ Tel. 06-20547941 ▪ Fax 0164-660046 Bankrekening Nr: 1229.78.366 ▪  K.v.K. Nr: 20105025 ▪ E-mail: steelmasters@hetnet.nl
   BTW No: NL0728.15.486.B01

