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A B blanding

Figur 209. TLC-plade klar
til chromatografering.
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Ved hjalp af forskriften for tendenslinjen og arealet af ethanoltoppen
i ollets gaschromatogram kan man beregne gllets koncentration af
ethanol i volumen%.

Da arealet af ethanoltoppen i ollets gaschromatogram er 65,1, bereg-

nes gllens indhold af ethanol til at vaere 4,6 volumen%.

OPGAVE

82. Vis ved beregning, at koncentrationen af ethanol i den analyserede

ol i eksempel 13 er 4,6 volumen%.

83. Indholdet af ethanol i volumen% i Bacardi-rom skal bestemmes.
Inden GC-analysen afpipetteres 1,0 mL rom, der overfores til en

5,0 mL malekolbe. Herefter fyldes op til stregen med demineraliseret
vand. Den fortyndede oplosning analyseres pa samme made som
ollen i eksempel 13. Arealet af ethanoltoppen blev bestemt til 110.

Beregn rommens ethanolindhold i volumen%.

Tyndtlagschromatografi (TLC)

Tyndtlagschromatografi (TLC) udferes pa en plade af glas, alumi-
nium eller plastic. Pladen er belagt med et tyndt lag af et porost,
fast stof, dette er den stationzre fase. Det kan fx vare cellulose
eller kiselgel (SiO,).

Figur 209 viser en tyndtlagsplade (TLC-plade). Nederst pa pla-
den er der tegnet en startlinje med en bled blyant. Det skal gores
meget forsigtigt, si man undgir at beskadige det tynde, porgse lag.

Pa startlinjen er anbragt sma pletter af tre oplesninger. To af
disse er de rene stoffer A og B, den tredje indeholder en blanding
af flere forskellige stoffer.

Pisztningen af pletter kan ske med udtrukne smeltepunktsrer.
Udtrekningen er vist pa figur 210. Et smeltepunktsrer opvarmes i
en gasflamme. Nar roret bliver bladt, tages det vaek fra flammen og
treekkes hurtigt ud, sa det bliver tyndt pa midten. Roret knakkes pa
det tynde sted, hvorved man fér to tilspidsede glasror.

Nar man skal pasatte en plet af en oplesning, dyppes det til-
spidsede ror forst i oplgsningen, sd lidt vaeske suges op. Derefter
fores roret ned til kortvarig bergring med pladen det rigtige sted
pd startlinjen, se figur 211. Det er vigtigt, at pletten laves meget
lille (1-2 mm i diameter). Eventuelt kan pletpdsatningen gentages.
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I sa fald skal pletten dog have tid til at torre mellem de to pasat-
ninger.

Det brugte ror kasseres. Man ma aldrig bruge samme ror til
flere forskellige oplesninger.

Nar pletterne er torre, settes pladen ned i chromatografikarret,
se figur 212. I karret er der lidt lobeveske, den mobile fase. Nar pla-
den kommer ned i lgbevasken, begynder det tynde, porgse lag at
suge vaske op. Resultatet bliver, at lobevasken bevager sig op ad
pladen, forbi pletterne pa startlinjen og videre op.

Stofferne i pletterne fores i nogen grad med lgbevasken op ad
pladen. Et stof, som er meget letoploseligt i lobeveaesken, og som
bindes darligt til det fastsiddende materiale pa pladen, vil bevage
sig med lgbevasken ret langt op ad pladen. Bindes et stof dermed
godt til pladen, og er det oven i kebet meget tungtoploseligt i lobe-
vasken, bevaeger det sig nasten ikke ud af stedet. Hvis en plet inde-
holder meget stof, kan man komme ud for, at lgbevaesken danner
en maettet oplesning af et eller flere af plettens stoffer, hvilket gi-
ver en lang og udtvaret plet i chromatogrammet. Er det tilfaeldet,
md man enten sette mindre stof pa pladen eller fortynde oples-
ningen, inden pletten pasattes.

Nar vaeskefronten er ndet nasten op til pladens overkant, ta-
ges pladen op. Hvis man har varet heldig med sit valg af statio-
ner fase og lebevaske, kan pladen se ud som vist pa figur 213
gverst pd naste side. Man kan blandt andet se, at stoffet A er
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Figur 210. Udtraekning af
smeltepunktsror.

Figur 211. Pasetning af
en plet.

Figur 212. Tyndtlags-
pladen sattes ned i
chromatografikarret, der
indeholder et tyndt lag
lobeveaske pa bunden.
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vaskefront

A B blanding

startlinje

Figur 213. Et ferdigt

tyndtlagschromatogram.
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lobet leengere end stoffet B. Blandingen er adskilt i tre pletter.
En plets placering angives ved at opgive Rivardien, der er de-
fineret siledes:

plettens afstand fra startlinjen

Ke= vaskefrontens afstand fra startlinjen
Afstanden i tzelleren males til plettens centrum. Miles R-vaerdien
for stoffet A pa figur 213, fas veerdien 0,88. Valg af polaritet af den
stationare fase henholdsvis den mobile fase afhaenger af stoffer-
ne, der skal analyseres. Hvis man ikke opnir en god adskillelse
af pletterne, ber man forsgge sig frem med en anden mobil fase
med en lidt anden polaritet, indtil der opnas en god adskillelse.
Chromatogrammet viser, at blandingen bestar af (mindst) tre for-
skellige stoffer. Den ene plet er lobet pracis lige s langt som stof
A.Det kunne tyde p4, at blandingen indeholder stoffet A. Det kan
siges med sikkerhed, at blandingen ikke indeholder B i paviselige
mengder.

For med sikkerhed at kunne pavise, at blandingen indeholder A,
ma man lave en rakke chromatogrammer med andre lgbevasker
og eventuelt ogsd andre stationzre faser. Det er pavist, at blandin-
gen indeholder A, hvis blandingen pa hvert chromatogram giver en
plet, som er lgbet praecist lige s langt som pletten af det rene stof A.

Det egentlige formal med chromatograferingen er altsd at un-
dersgge blandingens sammensatning, dvs. at der er tale om en
kvalitativ analyse. De rene stoffer A og B er blot med som referen-
cestoffer.

Det er naturligvis kun pletter af farvede stoffer, der kan ses med
det blotte gje. I mange tilfeelde kan man dog gere farvelgse stoffer
synlige ved at sprgjte pladen med et stof, som reagerer med de far-
velgse stoffer i pletterne under dannelse af farvede forbindelser. Det
kaldes at »fremkalde« pladen.

Der findes TLC-plader, som indeholder et stof, der fluorescerer,
hvis pladen belyses med ultraviolet lys. Ved belysningen vil plet-
ter af visse farvelgse stoffer skygge for fluorescensen, hvorved de
bliver synlige.

TLC-analysen er let at udfere og kan eksempelvis benyttes til
at folge en syntese, mens reaktionen forlgber. Undervejs udtages
sma prover af reaktionsblandingen, som sattes pa en TLC-plade
sammen med reaktanterne. Herefter placeres pladen i den mobile
fase og analyseres, nar pletterne har lgbet. I takt med at reaktan-
terne omdannes til produkt, vil reaktionsblandingen fremvise



mindre og mindre spor af reaktanterne pa TLC-pladen, se figur

214. Til gengeeld vil der med tiden fremkomme en mere tydelig
plet fra produktet. Syntesen kan stoppes, nar der enten ikke lan-
gere ses spor af reaktanterne, eller der vedbliver at vare samme
fordeling af reaktantpletter og produktplet.

High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)
HPLC betyder hgjtryksvaskechromatografi. Fordele ved HPLC

sammenlignet med andre vaskechromatografiske metoder (fx
TLC) er, at metoden er hurtig, at den giver en god adskillelse af
stofferne, og at den kan anvendes kvantitativt. Herudover giver
den mulighed for at analysere stoffer, der ikke egner sig til GC,
enten fordi de er svare at bringe pa gasform, og/eller fordi de er
folsomme over for hoje temperaturer.

Figur 215 er en skitse af et HPLC-apparat. I reservoiret befinder
sig en vaske, der hele tiden sendes gennem systemet ved hjalp af
pumpen. Denne vaske, der er den mobile fase, skal fore den prove,
der undersoges, gennem apparatet. For den mobile fase nar injek-
tionsventilen, Igber den igennem et vakuumkammer, hvor vasken
bliver afgasset, da eventuelle luftbobler vil give forstyrrelser i ma-
lingen. Derefter kommer vasken til injektionsventilen, hvor en
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Figur 214. TLC-analyse
kan anvendes til at folge
forlgbet af en kemisk syn-
tese. A og B er reaktanter.
C er det gnskede produkt.
1) Syntesen forlgber

lidt tid, og reaktions-
blandingen analyseres.
Der er stadig meget A

og B tilbage i reaktions-
blandingen (RB) og kun
dannet lidt produkt C.

2) Reaktionen har for-
lobet til ligeveaegt.

3) Raproduktet er blevet
oprenset og indeholder
ikke lngere reaktanterne
AogB.

Figur 215. Et HPLC-sy-
stem bestar i sin enkleste
form af reservoir (a), va-
kuumkammer (b), pumpe
(c), injektionsventil (d),
kolonne (e), detektor (f),
computer (g) og affalds-
beholder (h).
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