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H1: Inleiding.

Het doel van deze praktijk training vaste fase extractie monstervoorbereiding is, om met gekleurde verbindingen eens zichtbaar te maken hoe de belangrijkste technieken zoals normale fase, omgekeerde fase en ionenwisseling werken. 
Met dat de GC’s en HPLC’s voorzien zijn van autosamplers is het handwerk nu verschoven naar de monstervoorbereiding. Dit probleem is de laatste tijd nog alleen maar groter geworden door de steeds kortere analysetijden, waardoor nog meer monsters in dezelfde tijd geanalyseerd kunnen worden. De kennis van vastefase extractietechnieken (Solid Phase Extraction SPE) zal in de toekomst steeds belangrijker worden. 

Milieu en veiligheidtechnisch is SPE een enorme stap vooruit ten opzichte van de vloeistof-vloeistof extractie. Met SPE kan met veel kleinere volumina gewerkt worden en de techniek kan met een robot of zelfs in een injectieautomaat verwerkt worden.
De toepassingen zijn vooral op het gebied van clean-up en spoorverrijking van GC en HPLC. Ook zijn er voorbeelden van toepassingen bij metaalanalyses met AAS. Sporen metalen worden eerst gecomplexeerd en dan worden de organometaal complexen geconcentreerd op een SPE kolom. Ook toepassingen in de UV/Vis spectrometrie zijn denkbaar om bij de bepaling van fosfaat met het blauwe molybdeen complex. Als er storende blauwe kleurstoffen in het monster aanwezig zijn, kunnen die met SPE verwijderd worden.
H2 : Theorie.

1)Als eerste vereiste voor deze SPE cursus is dat de praktijk doe het zelf cursus vloeistofchromatografie doorlopen is. Er wordt op de ervaring van deze cursus verder gegaan.

2)De matrix waar in het monster zich bevind is de eerste selectie voor het type pakkingmateriaal. Is het monster opgelost in water, dan is een omgekeerde fase (-C18 of een andere RP fase) de eerste keuze. Is het monster opgelost in een apolaire olie, dan is een polaire fase (silica, alumina, Florisil en dergelijke) voor de hand liggend.

3)Stel het monster zit in een water matrix, dan zijn de functionele groepen in het monster van belang. Wanneer het een aromatisch monster is zonder polaire functionele groepen (-COOH, 
-OH, -C=O,  ester, amine, ether, in afnemende polariteit), dan zal er een hoog methanol of ethanol gehalte nodig zijn om het monster van de –C18 kolom af te krijgen.

Omgekeerd hoe meer polaire functionele groepen er in het monster aanwezig zijn hoe beter wateroplosbaar het monster zal zijn en met weinig of geen methanol komt het monster van de –C18 kolom af.

4)Heeft het monster ook nog geladen groepen zoals, -COO-,  -SO3-, -NH3+  dan is een ionenwisselaar een interessante optie.
Wel is het dan zo dat de hars gebaseerde ionenwisselaars behalve als ionenwisselaar ook nog als RP materiaal werken. Het is dan een dubbel adsorptie mechanisme. Hiervan zal een voorbeeld in de cursus uitgevoerd worden.

5)Een andere strategie is, willen we de rommel in het monster op de kolom achterhouden (clean-up) en de component van interesse doorlaten, of willen we de rommel in het monster doorlaten en het monster op de kolom achterhouden (spoorverrijking, of preconcentration).
6)Bij zeer complexe monsters kan ook nog een fase wisseling voorkomen. Stel de component van interesse (een fenolische component, aromaat-OH) zit in een groep van aromatische componenten zonder functionele groepen in een water matrix. Al de stoffen blijven op een –C18 kolom achter. Daarna wordt de kolom droog geblazen, zodat het water er uit is. Dan volgt een desorptie van de stoffen met droge hexaan. Deze oplossing gaat over een silica kolom, waarop de fenolen achterblijven en de andere koolwaterstoffen doorlopen. Met propanol/hexaan mengsels (zie experiment normale fase in cursus 1) komen de fenolen er af die in deze matrix gelijk in een GC geprikt kunnen worden.

7)Belading. Een veel gestelde vraag is hoeveel monster kan er op een SPE kolom beladen worden? 

a)Dat hangt af van de capaciteit van het pakkingmateriaal. In geval van een –C18 kolom is het min of meer voorspelbaar. De capaciteit hangt af van de polariteit en de polariteit hangt weer af van het molecuulgewicht (hoe langer de keten hoe sterker de binding) en aantal en soort functionele groepen. Dus bij sterk wateroplosbare stoffen met een zuurgroep of een andere ionogene groep zal de capaciteit erg laag zijn. Iets minder laag is de capaciteit bij alcoholen 

-OH). Weer iets meer capaciteit hebben aldehyden en ketonen. Als voorbeeld aceton (–C=O groep) heeft een capaciteit op 0,5g –C18 materiaal van ca. 400mg. Voor een matig apolaire aromatische component zoals tolueen is dat 4mg en een apolaire polyaromatische component zoals naftaleen is dat 400mg. 
b)Het hangt ook af van het volume van het monster, de hoeveelheid pakkigsmateriaal, het oppervlak en de deeltjesgrootte. Bij een sterk adsorberende stof zoals naftaleen in drinkwater is gemeten dat pas bij 2liter water per 0,5g pakkingsmateriaal er verzadiging ofwel doorslag optreed. Doorslag treed op wanneer alle actieve plaatsen bezet zijn.

c)Het hangt ook van de snelheid van beladen af. Als de snelheid van beladen te groot is, dan gaat het meeste materiaal langs de pakkingdeeltjes heen en komt niet in de poriën, waar het contactoppervlak het grootst is.

8)Recovery. Dit is een van de lastigste onderwerpen bij SPE. Bij niet gekleurde verbindingen zien we niet of alles van de kolom af is. Bij –C18 materialen is dat een kwestie van spoelen met sterkere loopvloeistoffen in geval van twijfel. Een veel toegepaste controle is als niet alles er van af komt met methanol dan spoelen met aceton, acetonitril, tetrahydrofuraan en dichloormethaan. 
Bij gebruik van een ionenwisselaar is dat eerst spoelen met sterke zuren (fosforzuur, HCl ) en basen (ammonia, loog) en daarna met zuren en basen in combinatie met methanol. Hiervan zullen we een voorbeeld uitvoeren.

9)Ook een spookbeeld bij RP kolommen is doorslag of lage capaciteit door het uitdrogen van de fase. Zoals de in cursus 1 gezien hebben moet voor een maximale capaciteit de –C18 of andere RP fase als een borstel naar buiten staan. Dus na het activeren van de kolom moet deze ook zo snel mogelijk beladen worden. 

10)Globaal zijn er twee uitvoeringen, belading onder overdruk, zoals in deze voorbeelden en belading met onderdruk. Hierbij wordt via een vacuümsysteem de loopvloeistof afgezogen. Bij kleine series en het uitproberen van een methode, is de overdruk versie handig omdat alle parameters zoals snelheid van belading makkelijker te sturen zijn. Bij grote series is de vacuum versie handiger omdat er veel monster min of meer tegelijk te beladen zijn.

De uitvoering.
H 2: Voorconcentrering.
De belangrijkste technieken bij vaste fase extractie zijn voorconcentrering en clean-up ofwel het schoonmaken van het monster. Ook komen combinaties van beide technieken voor.

Bij voorconcentrering willen we van een lage concentratie naar een hoge concentratie komen. 
2.1 Herhaling van experiment 1 uit cursus 1.
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Stap 1: Herhaal experiment groen uit de praktijk cursus 1.

Ook hier zien we weer een voorbeeld van voorconcentrering. De groene band op de top van de kolom wordt bij belading steeds intenser van kleur. 

2.2 Het nut van activeren.

Het doel van het volgende experiment is om te laten zien wat er gebeurt wanneer een –C18 kolom niet geactiveerd wordt.

Stap 1: Spoel na afloop van experiment 1 de kolom met 5ml zuivere ethanol. Blaas de kolom daarna droog met perslucht (ca. 10min). Herhaal nu experiment 1 door direct te beladen met 2ml van de groene oplossing.

We zien nu dat de gele kleurstof niet aan de –C18 pakking adsorbeert. Dat komt (zoals al eerder aangeven in de praktijkcursus 1) omdat de –C18 staarten nu tegen elkaar en tegen het silica deeltje aangeplakt zitten. Water heeft geen interactie met de –C18 staarten, dus die blijven vastgeplakt zitten. Alcohol geeft wel een interactie met –C18 en is instaat om de staarten nu als borstel naar buiten te laten steken. Daardoor neemt het aanhechting oppervlak enorm toe en daarmee ook de capaciteit/belading.
De conclusie is dus dat RP kolommen niet droog mogen komen te staan en dat belading vrij snel moet geschieden. Dit is vooral van belang bij de vacuüm versie, waarbij de kolommen een voor een beladen worden en de laatste dus het langst heeft moeten wachten.

Stap 2: Koppel de spuit los van de kolom en spoel deze schoon met water. Vul de spuit met ca 5 ml water, koppel deze vast aan de kolom en spoel de gele kleurstof van de kolom af in een reageerbuis.
Stap 3: Spoel de kolom weer schoon met 5ml 40% ethanol en spoel daarna de ethanol oplossing er weer af met 5ml water.
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2.3 De invloed van het volume monster bij voorconcentrering.

Het volume van het opgebrachte monster heeft invloed op de breedte van de gekleurde band. Een kolom heeft maar een beperkte capaciteit, ofwel kan maar een beperkte hoeveelheid monster vasthouden. Wanneer de maximale capaciteit bereikt is, slaat het monster door.

Stap 1: herhaal experiment 1 met 2ml, 5ml en 10ml van de groene oplossing. We zien nu dat zowel de gele als de blauwe band breder is geworden. Bij 10ml is de maximale capaciteit voor de gele kleurstof bereikt. De gele kleurstof komt al van de kolom af, de gele kleurstof is doorgeslagen.
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Stap 2: maak de kolom weer schoon met 40% ethanol en daarna weer met water.

2.4 De invloed van de snelheid van belading.
Stap 1: Herhaal experiment 1, waarbij de snelheid van beladen 1 druppel per seconde is. 
Stap 2: Herhaal experiment 1 maar dan de 2ml groene kleurstof met een zo hoog mogelijke snelheid beladen 
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Conclusie:
Bij belading met een hoge snelheid ontstaat er ook bandverbreding. Die bandverbreding gaat ook weer ten koste van de capaciteit (doorslag).

Verklaring:

De pakkingdeeltjes zijn poreus, wat betekent dat het grootste oppervlak in het deeltje zit. Wanneer nu de stroomsnelheid te hoog is, dan krijgt het monster geen tijd om in de poriën van het deeltje te dringen (diffunderen). Het grootste gedeelte van het monster gaat dan om het pakking deeltje heen, zonder hechting en zonder scheiding.
H3 Het schoonmaken van het monster of clean-up.
De strategie bij het schoonmaken van het monster kan zijn:
a)De ongewenste componenten achter houden en het monster door laten lopen op de kolom. We nemen als voorbeeld weer experiment 1 het scheiden van de groene kleurstof in geel en blauw. Stel we willen de gele kleurstof zuiver in handen krijgen en de blauwe kleurstof is de ongewenste component. 

Stap1 : We lossen nu de groene kleurstof direct op in 10% ethanol. 

Stap 2: Breng weer 2ml van de groene kleurstof op de schone geactiveerd –C18 kolom. Vang het eluaat direct op. Spoel nog na met 2ml water zodat visueel alle gele kleurstof er af is.
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Het voordeel van deze schoonmaak methode is dat we de aparte handeling van spoelen met 10% ethanol kunnen overslaan.
b)Het monster achterhouden en de ongewenste component door laten lopen. Stel nu dat we de blauwe kleurstof zuiver in handen willen krijgen en de gele kleurstof de ongewenste kleurstof is. In dat geval kunnen we verder gaan met het experiment in stap 2.
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Stap 3: Spoel nu de blauwe kleurstof er af met 40% ethanol en van de fractie op in een reageerbuis.

H4 Optimaliseren.
Stap 4: Uiteindelijk willen we een zo optimaal mogelijke procedure maken om een mengsel van drie kleuren (geel, rood en blauw) zuiver in handen te krijgen. De strategie daarbij is om eerst de scheiding van twee kleuren te optimaliseren en dan pas de methode voor de scheiding van de 3 kleuren vast te stellen.

Het is de kunst om een zo zuiver mogelijke fractie in een zo klein mogelijk volume (minimale verdunning)  in handen te krijgen. 
De strategie is nu om een hele reeks ethanol/water samenstellingen aan te maken van : 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% en 55%.
De optimale condities voor experiment 1, groen.

De vraag is nu, wat zijn de optimale condities voor het scheiden van de gele en blauwe kleurstof bij experiment 1.  

De strategie is nu om met de uitersten in samenstelling te beginnen en te noteren hoeveel volume van de spuit er nodig is om de kleurstoffen er helemaal af te krijgen.
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Stap 1: belaad de –C18 kolom weer met 2ml van de groene kleurstof.

Controleer of er een smalle band zichtbaar is.

Stap 2: vul de spuit met exact 10ml van de 5% ethanol oplossing.
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Stap 3: sluit de spuit op de kolom aan en elueer net zo lang tot dat al de gele kleurstof van de kolom af is. Noteer steeds het volume dat nodig is. Dit volume zal omstreeks 30 ml bedragen! De gele kleurstof is dus enorm verdund en dus niet optimaal.
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Stap 4: er zit nu nog de blauwe kleurstof op. We wisten uit vorige experimenten dat deze er met 40% ethanol van af komt, maar is die samenstelling optimaal?
Maak de spuit schoon met 55% ethanol, vul deze met exact 10ml 55% ethanol en elueer de blauwe kleur van de kolom af. Dit zal ongeveer 4ml bedragen.
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Stap 4: Spoel de kolom weer schoon met water en belaad deze weer met 2ml van de groene kleurstof. Kijk of er weer een smalle band ontstaat.
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Stap 5: Elueer de gele kleurstof nu met 10% ethanol. Het elutievolume zal nu ongeveer 15ml bedragen. Dit is dus duidelijk beter en geconcentreerder dan de 30 ml in stap 3.
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Stap 6: Elueer de blauwe kleurstof met 50% ethanol. Het volume zal ca 4ml bedragen. Dit is optimaal, lager is dus niet haalbaar.
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Stap 7: Spoel de kolom weer schoon met water en belaad deze weer met 2ml van de groene kleurstof . Kijk of er weer een smalle band ontstaat.
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Stap 8: Elueer de gele kleurstof nu met 15% ethanol. Het elutievolume zal nu ongeveer 7ml bedragen. 
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Stap 9: Elueer de blauwe kleurstof met 45% ethanol. Het volume zal nu tussen de 4-5ml bedragen. 
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Stap 10: Spoel de kolom weer schoon met water en belaad deze weer met 2ml van de groene kleurstof. Kijk of er weer een smalle band ontstaat.
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Stap 11: Elueer de gele kleurstof nu met 20% van de kolom af. Het volume zal tussen de 4-5ml liggen. Dit is dus al redelijk optimaal.

Stap 12: Elueer de blauwe kleurstof met 40% ethanol. Het volume zal 6-7ml zijn. Nu begint het volume voor de blauwe kleurstof ongunstig te worden. De oorzaak daarvan is te zien aan de breedte van de achterblijvende band van de blauwe kleurstof. Bij de afbeelding in stap 3 is te zien dat deze band smal is, bij stap 8 al breder en bij stap 11 zeer breed. Een brede band (piekverbreding in HPLC) betekent dat de kleurstof over een grote lengte van de kolom verdeeld zit, ofwel in een groot volume zit. Bij het elueren zal dan ook een groot volume nodig zijn om alles van de kolom af te krijgen.
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Stap 13: Spoel de kolom weer schoon met water en belaad deze weer met 2ml van de groene kleurstof. Kik of er weer een smalle ban ontstaat.
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Stap 14: Elueer de gele kleurstof van de kolom af met 25% ethanol. Het volume zal 3,5-4ml bedragen (bij 6ml komt de blauwe kleurstof er al aan).
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Stap 15: Elueer de blauwe kleurstof met 35% ethanol er af. Het volume zal ongeveer 12 ml bedragen.
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Conclusie:

1)De optimale conditie voor de gele kleurstof is 25% ethanol en voor de blauwe kleurstof 50% ethanol.  

2)Wel komt bij 25% de blauwe kleurstof er al snel aan, dus die conditie is wel erg kritisch. In de praktijk is het veiliger om naar 20% te gaan.

3)De blauwe kleurstof er af halen met meer dan 50% ethanol heeft geen zin, dat maakt de elutie vloeistof alleen maar duurder.

De optimale condities voor experiment 2 paars, de combinatie rood-blauw.
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Stap 1: De condities voor blauw zijn al uitgezocht, nu alleen voor rood nog. Belaad de kolom met 2ml van de paarse vloeistof. Kijk of er een smalle band ontstaat.
Stap 2: Elueer met 15% ethanol de rode kleur van de kolom. Hier is ongeveer 40ml voor nodig.

Stap 3: Haal de blauwe kleurstof er af met 50% ethanol.
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Stap 4: Spoel de kolom met water en breng weer 2ml paarse kleurstof aan op de kolom. Contoleer of er een smalle band ontstaat.
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Stap 5: Spoel de rode kleurstof er af met 20% ethanol. Hier is ongeveer 20ml voor nodig.

Stap 6: Spoel de blauwe kleurstof  er af met 50% ethanol

Stap 7: Spoel de kolom met water en breng weer 2ml paarse kleurstof aan op de kolom. Controleer of er een smalle band ontstaat.
Stap 8: Elueer met 25% ethanol de rode kleurstof van de kolom af. Tot ca 6ml komt er nog een rode kleurstof vanaf, daarna komt al het eerste blauw, in dit geval de overgangskleur paars. De overgangskleur paars is 2ml, daarna komt het eerste zuivere blauw.
Conclusie:
1)Voor een volledige scheiding (kwantitatieve bepaling) is 20% ethanol optimaal. Wel moet dan de grote verdunning geaccepteerd worden.

2)Gaat het om een kwalitatieve bepaling, dan is het grootste gedeelte van de rode kleurstof op te vangen in de eerste 6ml bij de elutie met 25% ethanol.
De optimale condities voor experiment 3, oranje, de scheiding tussen geel en rood.

Dit is de meest lastige scheiding. 
Stap 1: Voor een quantitatieve bepaling, ofwel een volledige scheiding is een elutie met 10% ethanol aan te bevelen. Dan komt de gele kleurstof er met een elutievolume van 15ml van de kolom af en blijft de rode kleurstof voldoende achter.

Stap 2 : Voor een kwantitatieve bepaling is een elutie met 15% ethanol geschikt. Het grootste gedeelte van de gele kleurstof komt er met 7ml van af, dan volgt een ml met de overgangskleur oranje en bij 8ml begint de zuiver rode kleurstof er af te komen.

De optimale condities voor experiment 4, bruin, de scheiding tussen 3 kleuren, geel, rood en blauw.

Stap 1: We nemen nu van de oplossingen groen en paars 10ml en mengen die. Dan ontstaat er een bruine kleur. 

Stap 2: Deze bruine kleur bevat nu alle drie de kleuren , geel, rood en blauw. Breng 2 ml van deze bruine kleur aan op de top van de kolom.

Stap 3: Voor een kwantitatieve bepaling of een volledige scheiding is nu de elutie volgorde, met 10% ethanol de gele kleurstof, met 20% ethanol de rode kleurstof en de blauwe kleurstof met 50% ethanol.

Stap 4: Voor een kwalitatieve bepaling kan de elutie voor de gele kleurstof met 15% ethanol zijn en de rode kleurstof met 25% ethanol.

Opmerkingen:

1)Zijn deze condities nu onder alle omstandigheden geldig ?  Nee, de kwaliteit van de kolommen, de vloeistoffen en de samenstelling van de matrix kan nog invloed hebben. Dat kan ondervangen worden met een controle momster.
2)Een afwijking waar met niet zo bij stil staat is de invloed van de kamertemperatuur. Het is zo dat bij een hogere kamertemperatuur er een lager percentage ethanol nodig is om de kleurstoffen van de kolom af te krijgen. De verklaring daarvoor is dat de relatief apolaire kleurstoffen (ten opzichte van water) bij een hogere temperatuur beter in water oplossen en dus minder interactie vertonen met de –C18 fase. We hebben gezien bij de experimenten dat bij een hoger percentage water in het alcohol/water mengsel de hechting toeneemt. Dus met een hoger percentage water krijgen we weer de originele scheiding terug.

Training 3 : Gecombineerde fase.
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1)Inleiding.
In LC cursus 1 hebben we gewerkt met een anion kolom (practicum 3) en een anorganisch zout, kaliumdichromaat. In deze training gaan we wel met de anion kolom werken, maar met onze twee kleurstoffen, geel, en blauw als monster.

De anion kolom bestaat zowel uit functionele groepen met een positieve lading ( quaternaire ammonium groepen –NH3+ ) als uit een polymeer skelet van het deeltje wat ook nog eens RP (-C18) achtige eigenschappen heeft. 
Stap 1: Herhaal het experiment met kaliumdichromaat uit de LC cursus 1.

2)Uitvoering:
De twee kleurstoffen hebben zowel een aromatisch karakter als dat ze negatief geladen functionele groepen hebben ( -COO- , -SO3-) . De aromatische groepen zullen aan het polymeer hechten en de negatief geladen groepen zullen aan de positieve groepen van de anionenwisselaar hechten. 

De interacties tussen de positieve en negatieve lading echter zijn zo sterk, dat zelfs met 100% ethanol de kleurstoffen niet helemaal van de kolom af komen. 
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Stap 2: Neem 2ml van de groene kleurstof oplossing en breng die aan op de top van de anion kolom. Maak de spuit schoon met water en vul de spuit daarna met 5ml pure bioethanol. Elueer de kolom met 5ml pure bioethanol. 

Bij een –C18 kolom zouden dan beide kleurstoffen tegelijk van de kolom af komen. Nu gebeurt er niets, de beide kleurstoffen blijven op de kolom zitten.

Stap 2: Spoel de kolom na met 5ml water. Vul de spuit met 5ml 10% fosforzuur en elueer over de kolom. Ook nu gebeurt er niets
Ook omgekeerd als we zoals we gezien hebben in LC cursus 1 met fosforzuur/water mengsels gaan werken komen de kleurstoffen ook niet van de kolom af. De lading interactie is dan wel ongedaan gemaakt, maar met de apolaire interacties van het polymeer zitten de kleurstoffen nog vast. 

De oplossing is nu te gaan werken met mengsels van ethanol en fosforzuur.

Zoek nu zelf de condities uit om de twee kleurstoffen van elkaar te scheiden.

Tip: Maak de volgende series vloeistoffen aan door eerst een grove screening te doen:
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a)20-40-60-80-100% ethanol/water met 10% fosforzuur. Zoek nu de meest optimale condities uit gebaseerd op de concentratie ethanol en de concentratie fosforzuur.
Heel bijzonder is dat er condities zijn waarbij de gele kleurstof eerder van de kolom af komt dan de blauwe kleurstof. De volgorde van elutie is dus omgekeerd dan bij de –C18 kolom. De verklaring is dat de gele kleurstof (tartrazine) meer negatief geladen groepen bevat dan de blauwe kleurstof . Hierdoor heeft de gele kleurstof meer aanhechtingsplaatsen en komt die later van de kolom af. 
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Ook is er vaak een extra groene fractie te zien. Dit komt omdat de blauwe kleurstof niet pH stabiel is. De kleur verschuift bij een lage pH naar geel, waardoor er een overgangskleur groen ontstaat.

Opmerkingen:

1)Voor basische componenten op een kation kolom geld dezelfde aanpak, alleen dan met mengsels van ammonia en ethanol.

2)Ingewikkelder wordt het wanneer er zowel negatieve als positieve ladingen op het molecuul aanwezig zijn. Dan wordt de variabele de pH van belang. 

De logica daarbij is dat een negatief gelden ion zal bij een hoge pH een maximale oplosbaarheid in water bereiken, dus zich zeer polair gedragen. Bij een zeer lage pH zal door de overmaat aan negatieve ladingen de eigen negatieve lading teruggedrongen worden en het molecuul gaat zich als een neutrale stof gedragen, dus meer apolair.

Een positief geladen ion zal bij een lage pH zijn maximale oplosbaarheid in water bereiken en dus zich zeer polair gedragen. Bij een zeer hoge pH zal door de overmaat aan positief geladen ionen de eigen positieve lading teruggedrongen worden, waardoor het molecuul zich als een neutrale stof gaat gedragen.
Door nu pH en de concentratie ethanol te variëren, kunnen stoffen zich selectief hechten of losgelaten worden van de ionenwisseling  kolom.

W.J.Staal
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