Passie voor chromatografie !
Voorwoord.
Chromatografie is de meest veelzijdige analytische techniek die we kennen. Met chromatografie kunnen zowel gassen, organische vloeistoffen, oplosbare vaste stoffen (zouten en organische stoffen) , synthetische polymeren en eiwitten onderzocht worden.
Het is dan ook zeer terecht dat in het programma voor nieuwe scheikunde chromatografie een prominente plaats gekregen heeft. Nu moet de kloof tussen de klassieke technieken zoals papier chromatografie, dunne-laag chromatografie en de moderne varianten van gaschromatografie ( hoge temperatuur GC, 2-D GC) en vloeistofchromatografie  ( HPLC, UPLC, IC, GPC) gedicht worden. Het is ondertussen zelfs zo ver,  dat ook de nanotechnologie zijn intrede gedaan heeft in de chromatografie. Er zijn al nano gaschromatografen en nano vloeistofchromatografen op de markt.  
Hoe de chromatografie de wereld veranderd heeft.
De impact van de chromatografie op de maatschappij.

(Door dr. Wim J. Staal)
H1)Inleiding.

Er zijn van die zaken die nu allemaal vanzelfsprekend gevonden worden, maar die dat niet zomaar zijn. Er zijn jaren van research* aan vooraf gegaan voordat we het niveau bereikt hebben waar we nu zijn. Het zijn vaak van die technieken die ondersteunend achter de schermen gebruikt worden waar we ons niet dagelijks van bewust zijn. 

Echter de wereld is een stuk veiliger*, schoner, gezonder en aangenamer geworden door de veelzijdige *scheidingstechniek chromatografie.
De chromatografie heeft voor een revolutie gezorgd binnen de analytische chemie. Waar vroeger dagen werk voor nodig was met een lab vol analisten of analistes gebeurt nu binnen enkele uren of seconden, uitgevoerd door geautomatiseerde apparaten. 
Wat vroeger voor onmogelijk gehouden werd, extreem lage concentraties aantonen, extreem lastige monsters scheiden, is nu gerealiseerd. Het einde is nog steeds niet in zicht, er komen nog dagelijks nieuwe toepassingen bij. Er zijn nog steeds problemen die opgelost moeten worden en er zijn nog steeds mogelijkheden om totaal nieuwe ontdekkingen te doen. Het is een zeer motiverend en uitdagend werkgebied.

Het is niet voor niets dat de onderzoekers van het eerste uur hiervoor een Nobelprijs voor gekregen hebben.

 Het is dan ook zeer motiverend om te zien dat met chromatografie problemen in de maatschappij, zoals bij de overheid, industrie en gezondheid sector opgelost kunnen worden.
Ook naar collega’s toe binnen andere vakgebieden van de chemie, zoals organische chemie, anorganische chemie, biochemie,farmaceutische industrie, petrochemie, voedingsmiddelen chemie, milieuchemie, geochemie  etc.  is chromatografie een essentieel en onmisbaar hulpmiddel geworden.

Chromatografie is een ondersteunend, maar niet meer weg te denken hulpmiddel, geworden voor vrijwel alle vormen van laboratorium onderzoek.
Binnen de farmaceutische industrie is chromatografie niet alleen een hulpmiddel, maar zelfs een productie techniek geworden. Uit ruw of onzuiver product, zoals bij een 100 stap synthese of urine van paarden of zwangere vrouwen, worden kilogrammen zuiver product ( eiwitten, peptiden en hormonen ) geïsoleerd.
*Scheidingstechniek = kernwoorden
*Research = begrippen
*veiliger = resultaat van de techniek 

H2)De impact van de chromatografie op de maatschappij (de toepassingen).
In de inleiding is al een tipje van de sluier opgelicht over de impact van de chromatografie op de maatschappij. In dit hoofdstuk wordt dit in detail verder uitgewerkt.

2.1)Toxicologie.

Toxicologie is de leer der gifstoffen. Die gifstoffen komen in veel hoofdstukken aan bod, maar hier gaat het over de rol in een ziekenhuis. Er komt iemand bewusteloos binnen en de vraag is wat hij of zij binnengekregen heeft. Stel dat het een al of niet opzettelijke alcohol, drugs of medicijn vergiftiging is. Het bloed van de patiënt wordt dan onderzocht met chromatografie. Na de scheiding en detectie volgt er een zoektocht in een database naar ca 500 bekende gifstoffen. Het gaat hier om een snelle screening naar de aanwezigheid van giftige stoffen. Deze aanpak is een enorme vooruitgang, 15 jaar geleden konden er nog maar enkele tientallen stoffen gemeten worden. Nu wordt  deze techniek  nog steeds geperfectioneerd richting enkele duizenden giftige stoffen.

2.2)Ziekenhuis onderzoek.
In het menselijk lichaam zitten enorm veel verschillende stoffen. Globaal kunnen we die verdelen in zouten en organische  stoffen zoals eiwitten, hormonen, suikers, aminozuren, ureum etc. Het is dus duidelijk dat monsters zoals bloed en urine uit een complex van stoffen bestaan. Het is dan ook een hele uitdaging om een geneesmiddel of restanten daarvan terug te vinden in bloed en urine. Vaak is er eerst een uitgebreide monstervoorbereiding nodig om de ergste storende stoffen kwijt te raken. Het is nu begrijpelijk dat er een krachtige scheidingstechniek, zoals chromatografie nodig is om het geneesmiddel van de storende componenten te scheiden.
Nieuw is het onderzoek naar biomarkers. Dit zijn sporen stoffen die gevormd worden bij een bepaalde ziekte (bacteriën, virussen, kanker, aids etc.) en karakteristiek zijn voor die ziekte. Nu duurt een onderzoek naar een bepaalde bacterie of kanker soort dagen. Met chromatografie kunnen tracers opgespoord worden. Dit onderzoek stelt wel hoge eisen aan de kwaliteit van de scheiding, het is zoeken naar een speld in een hooiberg.

2.3)Sport.

Er wordt veel onderzoek gedaan naar het verbeteren van sportprestaties. Hier komen veel nieuwe inzichten uit over werking van spieren en organen.

Zeer  spectaculaire onderzoek is toch wel naar verboden middelen ofwel doping. Als het bij het ziekenhuis onderzoek al ging om het zoeken naar een speld in een hooiberg, dan gaat het hier om het zoeken van een speld in een hooi pakhuis.

De concentraties zijn extreem laag en op dat niveau zijn er weer enorm veel nieuwe storende stoffen aanwezig. Alles is nu extreem, de monstervoorbereiding, de scheiding, de detectie en de identificatie. Zonder de superieure chromatografische scheiding zou dit werk onmogelijk zijn. 
2.4)Misdaad onderzoek.

Het meest spectaculair onderzoek is toch wel het misdaad of forensisch (CSI) onderzoek. De hoofdrol hierbij is hierbij weggelegd voor een andere scheidingstechniek, gelelectroforese . Hiermee kan het DNA van de dader aangetoond worden. Via een heel patroon van brokstukken van de genen, ook wel fingerprint genoemd, kan via een database een dader opgezocht of vergeleken worden.
De rol van de chromatografie is hier in eerste instantie het zelfde als bij het ziekenhuis, onderzoek naar vergiftiging. In tweede instantie gaat het om onderzoek aan olie, benzine of verf schilfers waarvan de samenstelling (fingerprint) weer vergeleken wordt met een database.
Als voorbeeld, iedere partij of batch benzine heeft een eigen fingerprint. Bij een aanslag met een benzine bom in Den Haag, kwamen bij een brand in een woning enkele kinderen om. De technische recherche heeft toen de samenstelling van de benzine met chromatografie van alle benzine stations in de omgeving  onderzocht en het juiste benzinestation gevonden. Toen is zijn de video banden van de bewakingscamera bekeken wie er een jerrycan benzine kwam halen. Diegene is herkend door de overlevenden en het drama is opgelost. Chromatografie was hier de sleutel tot de oplossing.

 2.5)Olie en benzine.
De olie en benzine industrie wordt ook wel de petrochemische industrie genoemd. Daar vinden we de oudste toepassingen van met name gaschromatografie (vanaf ongeveer 1950). Hiermee kunnen we zowel een fingerprint maken van de ruwe olie, motor olie , dieselolie, kerosine en benzine.

Olie en benzine bestaat uit duizenden componenten. In de periode van voor 1950 werd de samenstelling bepaald door de componenten te destilleren en de opgevangen fracties te analyseren. Soms waren vele analisten een hele dag met een monster bezig. Nu duurt zo een analyse van enkele minuten tot een uur.

Als voorbeeld, de analist ondertekent het chromatografie analyserapport persoonlijk en staat borg voor de kwaliteit van de vliegtuigbenzine ofwel kerosine. Als er een vliegtuig neerstort controleert men met chromatografie of er wel de juiste kerosine getankt is . 
Een ander voorbeeld is het gebruik van chromatografie bij olie rampen. Stel dat er een olievlek op zee drijft, dan wil rijkswaterstaat graag weten van welk schip of van welke maatschappij de ruwe olie afkomstig is. Na bemonstering van de schepen in de omgeving kan met  chromatografie aangetoond worden wie de schuldige is.
2.6)Bewaking van het milieu.
Chromatografie heeft een enorme bijdrage geleverd over de kennis van de verspreiding van milieuverontreiniging.  Met ion-chromatografie is er inzicht gekregen over de oorzaak van het stijgende nitraat gehalte in grondwater (waar we drinkwater van maken). Door onder andere het boren van gaten om een waterput te slaan, kan er ook regenwater met mest en kunstmest (dat veel nitraat bevat) in het grondwater terecht komen.
Ook weer via de fameuze screening techniek krijgen we snel een indruk van wat er globaal aan milieuverontreinigende stoffen aanwezig is. Er is ondertussen enorme vooruitgang geboekt op milieu gebied. De ergste stoffen zoals PCB’s en dioxinen zijn goed onder controle. Ook bestrijdingsmiddelen worden steeds beter afbreekbaar of zijn gemaakt op natuurlijke basis. 
Een nieuwe uitdaging is analyse en bestrijding van geneesmiddelen zoals antibiotica en onvruchtbaarheid middelen en de loodvervangers in benzine. Dit zijn allemaal weer hightech chromatografie methoden. Het meest giftig afval komt tegenwoordig curieus genoeg van ziekenhuizen met als voorbeeld radioactieve stoffen en een anti kanker middel een platina complex.    
2.7)Bewaking voedselveiligheid.
Onze keuringsdienst, die tegenwoordig voedsel en waren autoriteit heet (VWA), waakt over de gezondheid van ons voedsel. Daar kunnen zowel synthetische gifstoffen als natuurlijke gifstoffen in voorkomen. De synthetische gifstoffen zoals de residuen bestrijdingsmiddelen kunnen prima met hightech chromatografie apparaten zoals de combinatie gaschromatografie-massaspectrometrie (GC-MS) of de combinatie vloeistofchromatografie-massaspectrometrie (LC-MS) gemeten worden.
Lastiger zijn de natuurlijke gifstoffen. Sommige stoffen komen in een zo extreem lage concentratie voor dat we er ons nooit van bewust waren wat de oorzak was. Een recent voorbeeld hiervan is het botuline toxine. Dit is een spier verlammer, die uiteindelijk de ademhaling en de hartspier stil legt. Met een uitgebreide monstervoorbereiding een monster voorconcentrering  en een monster clean-up kunnen met chromatografie sporen van het toxine aangetoond worden.

Dit was met name een probleem bij honing in baby voeding (zero tolerance beleid). Men had het goede idee om met zo veel mogelijk natuurlijke ingrediënten te werken, maar men was zich niet bewust van dit probleem.

Een curieuze toepassing van het bouline toxine is botox. Het sterk verdunde toxine wordt in de voorhoofd spieren geprikt en schakelt die tijdelijk uit (anti rimpel behandeling). Ook zweetklieren worden hier mee behandeld.

2.8)Geneesmiddelen veiligheid.
De geneesmiddelen industrie wordt ook wel farmaceutische industrie genoemd. Deze tak van de industrie is helemaal afhankelijk van chromatografie. Chromatografie is een speerpunt of essentiële techniek. Zonder deze techniek zouden we 50 jaar achter lopen.

In alle stadia van het ontwikkelen van een geneesmiddel worden chromatografische controles gedaan op onzuiverheden, nevenproducten , afbraakproducten of omzettingsproducten (metabolieten). 
Een triest voorbeeld van wat er mis kan gaan was het Softenon drama. Een op zich was het hoofdproduct een goed slaapmiddel, maar een stereo chemisch nevenproduct (spiegelbeeld vorm) van deze stof veroorzaakte misvormd geboren baby’s. Pas recent hebben we scheidingskolommen die deze twee vormen kunnen scheiden.
Het goede van onder andere deze affaire is dat er in geen enkele industrietak de kwaliteitscontrole zo streng is als in de farmaceutische industrie. De kwaliteitscontrole wordt wereldwijd geregeld door de Amerikaanse Food and Drug Administration (FDA).
Een heel andere industrietak die in opkomst is, is die van de alternatieve geneesmiddelen. Net als in de farmaceutische industrie is men begonnen met het onderzoek naar geneeskrachtige stoffen in planten dieren en mensen (hormonen van zwangere vrouwen in urine). 

Het verschil met de farmaceutische industrie is dat die de werkzame stof isoleert , concentreert en daarna deze vaak op een synthetische manier namaakt.

Bij de alternatieve geneesmiddelen stopt men bij het extract. Door de lagere concentratie zijn de bijwerkingen minder heftig en zijn er vaak nog andere interessante stoffen aanwezig. Ook deze industrietak heeft de chromatografische screening ontdekt en doet daar nu de kwaliteitscontrole mee.
2.9)De polymeerindustrie.
Een van de grootste industrietakken is de polymeerindustrie. Als er een industrie is die een enorme impact heeft gehad op de maatschappij dan is het wel de polymeerindustrie. Ook hier zijn we ons niet dagelijks van bewust. Zonder polymeren zouden huizen, auto’s, elektronica en huishoudelijke producten nog steeds er zeer primitief uitzien of zelfs onmogelijk zijn. 

Polymeren zijn primair vervangers van metalen en hout. Als de polymeren er niet waren, dan was de aantasting van natuurgebieden door mijnbouw al vele malen groter geweest. Het streven is om nog meer metalen te vervangen door polymeren. Er zijn u al kabels gemaakt die sterker zijn dan staalkabels.
Het probleem nu is dat de meeste polymeren nog van aardolie gemaakt worden. Daar moeten we vanaf zien te komen. Dat kan door biopolymeren te maken van zetmeel of van eiwitten of olie te maken via zaden of bacteriën. Een succesvol biopolymeer is polymelkzuur.
Wat is nu het succes van chromatografie in de polymeerindustrie ? Het heeft een hele tijd geduurd voordat we doorhadden dat polymeren anders waren dan gewone stoffen als zout en suiker. Laten we zetmeel als voorbeeld nemen. Zetmeel bestaat uit niets anders dan enorm veel suikermoleculen op een chemische manier aan elkaar gekoppeld (als we lang op zetmeel kouwen smaakt het zoet). We noemen dat gepolymeriseerd. Zo ontstaan er super moleculen die we polymeren noemen. 

Hoe groter nu het molecuul, hoe anders de eigenschappen zijn (plakt, hard, zacht etc.). Dus de fabrikant wil graag weten hoe groot het molecuul is dat hij gemaakt heeft. Vroeger was een groep analisten en analistes dagen bezig om de grootte van het molecuul te bepalen. De chromatografische scheidingstechniek gelpermeatiechromatografie (GPC) was dan ook een uitkomst voor de polymeerindustrie. Zonder deze techniek zouden we meer dan 50 jaar achter lopen.
H3)De techniek.
In dit hoofdstuk gaan we verder in op wat voor vormen er van chromatografie zijn.

Het eerste onderscheid dat we maken is op basis van het transportmiddel wat we gaan gebruiken om de monsters mee door het chromatografisch apparaat te transporteren.
3.1)Gaschromatografie.

De naam zegt het al, het transportmiddel is een gas. De gebruikte gassen zijn stikstof (N2), helium (He) of waterstof (H2). De eerste voorwaarde die we aan het monster stellen, is dat in gas of damp vorm te brengen moet zijn. We zeggen dan dat het monster een kookpunt moet hebben. 
Het monster wordt met een injectienaald ingespoten in het onderdeel dat injector of injectiepoort heet. Daar komt het in aanraking met het transport gas, wat het monster naar de scheidingskolom brengt. Daar kan het monster al direct op gescheiden worden door een verschil in aantrekking (adsorptiekracht) tot de adsorptie laag of deeltjes in de kolom.
De kolom zit in en oven die verwarmd en gekoeld kan worden. De stoffen kunnen hiermee ook op hun kookpunt gescheiden worden. Beneden het kookpunt kan de stof condenseren op de kolom en bij temperatuurverhoging kan de stof weer in damvorm overgaan. 

De gescheiden componenten van het monster gaan daarna naar een detector die ze “ziet” . Zo een detector geeft de hoeveelheid stof aan.
Bij een hightech apparaat, wat een chromatograaf genoemd wordt, staat er nog een identificatie apparaat achter, wat ook nog via een database kan zeggen wat voor stof het is. Dit apparaat sorteert iedere gescheiden stof of brokstuk er van op molecuulmassa. Het is zelfs in staat om moleculen naar isotoopsamenstelling te sorteren. Zo een instrument heet een massaspectrometer (MS).
3.2)Vloeistofchromatografie.

Bij vloeistofchromatografie is het transportmiddel een vloeistof. De aanpak lijkt verder veel op die bij gaschromatografie. Het monster wordt eerst opgelost in een vloeistof. Net als bij de gaschromatograaf wordt het monster met een injectienaald geïnjecteerd in de injector. Daar komt het in aanraking met de transportvloeistof, die het naar de scheidingskolom transporteert.
In de scheidingskolom zitten adsorptie deeltjes die de componenten uit het monster aantrekken. De scheiding berust nu op de eigenschap dat de ene component meer aangetrokken wordt dan de andere. Dit verschil is gebaseerd op de polariteit van de component (polair en apolair). Andere termen voor de polariteit zijn de begrippen hydrofiel (aantrekkelijk voor water/polair) en lipofiel (aantrekkelijk voor vet/apolair). 

We kennen deze begrippen van zepen (detergenten) die een hydrofiele kop en een lipofiele staart hebben.
Na de scheidingskolom volgen er weer een of meerdere detectoren. Na zo een detector kan er weer een identificatie van de gescheiden componenten volgen met een massaspectrometer. 
Behalve op basis van adsorptie kunnen de monsters ook op basis van oplosbaarheid in de transportvloeistof ( loopvloeistof) gescheiden worden. Als de componenten het monster niet oplossen in de loopvloeistof, slaan ze neer of blijven ze in de vorm van  druppeltjes plakken op de top van de kolom. Pas wanneer er een vloeistof aankomt waarin de component oplost gaat die met de vloeistofstroom mee. Die oplosbaarheid is ook weer gebaseerd op de aantrekking tussen de component en de vloeistof, ofwel de polariteit.
3.2.1)Universele karakter van vloeistofchromatografie.
Bij gaschromatografie (GC) is de beperking dat het monster te verdampen moet zijn. Soms is het monster nog wel te verdampen, maar ontleed het direct. Dit komt veel voor bij geneesmiddelen en biochemische stoffen. 

De charme van vloeistofchromatografie (LC), is dat de meeste stoffen wel ergens in oplossen. Dat betekent dat we zowel oplosbare gassen, vloeistoffen en vaste stoffen kunnen analyseren. Bij de vaste stoffen kunnen we nu zouten, organische (laagmoleculaire) poeders en polymeren analyseren. Dit universele karakter maakt vloeistofchromatografie zo populair.
Het is duidelijk dat onoplosbare stoffen  zoals onoplosbare zouten en uitgeharde polymeren ( zoals verven) niet te onderzoeken zijn met vloeistofchromatografie. Er is echter wel een uitzondering. Met de nieuwe hightech techniek nanotechnologie kunnen uiterst kleine deeltjes gemaakt worden die in een vloeistof blijven zweven. Met gelpermeatiechromatografie (GPC) of size exclusion chromatography (SEC) kunnen deze deeltjes naar grootte geanalyseerd worden. Een voorbeeld hiervan is de analyse van polymeer emulsies en goud colloïden .
3.2.2)Evolutie van de vloeistofchromatografie.

De scheidingstechniek vloeistofchromatografie is geëvolueerd van een hulpmiddel voor biochemici om met een kolom gevuld met krijtpoeder planten pigmenten te fractioneren, tot een analysetechniek om sporen stoffen mee te analyseren en identificeren  tot een productie techniek om geneesmiddelen mee te maken. 

3.2.3)Opschaling in de vloeistofchromatografie.
Een ander voorbeeld van het universele karakter van vloeistofchromatografie is dat de techniek zowel te miniaturiseren is als dat de dat de techniek op te schalen is tot productie niveau.
Terminologie capaciteit:

Een gewone vloeistofchromatograaf kan van microgrammen (10-6 g)  tot milligrammen stof scheiden. Een volgend type vloeistofchromatograaf om nog meer stof zuiver in handen te krijgen heet een preparatieve vloeistofchromatograaf. Deze kan van milligrammen tot tientallen grammen stof scheiden. 

Bij de farmaceutische industrie wordt een produktie preparatieve vloeistofchromatograaf toegepast die van enkele grammen tot enkele kilogrammen kan zuiveren. Het gaat dan over scheidingskolommen van een halve meter doorsnede en een  meter of vele meters lang.
3.2.4)Miniaturisering in de vloeistofchromatografie.

Net zo belangrijk als het opschalen van de capaciteit is het miniaturiseren van de vloeistofchromatograaf. Het doel is nu echter anders. Het kan zijn dat men vloeistof wilt besparen als milieumaatregel. Het kan zijn dat de detector zoals de MS niet goed tegen veel vloeistof kan. Een andere reden kan zijn dat er heel weinig monster beschikbaar is zoals bij misdaad onderzoek of bij bloed onderzoek aan baby’s of insecten etc. Dan is het uit oogpunt van detectie handig dat het monster zo weinig mogelijk verdund wordt in het apparaat.
Terminologie miniaturisering:

Bij de miniaturisering kijken we naar de hoeveelheid vloeistof die door het apparaat stroomt. Bij een normale vloeistofchromatograaf is dat ca 1ml/min-5ml/min. Het eerst volgende apparaat heet een micro vloeistofchromatograaf met vloeistofsnelheden van 1microliter/min tot 1 ml/min. Ondertussen is er ook een nano vloeistofchromatograaf ontwikkeld die van 1nanoliter/min tot 1microliter/min gaat.
3.2.5)Naamgeving in de vloeistofchromatografie.
Een vloeistofchromatograaf wordt ook wel HPLC genoemd. De naam HPLC komt van High Performance of High Pressure liquid Chromatography . De hoge prestaties slaan op de brede toepasbaarheid en de enorm kleine verschillen in chemische structuur die gescheiden kunnen worden. 

De hoge druk is een lastig nevenverschijnsel van de steeds kleiner wordende deeltjes in de scheidingskolom. Hoe kleiner de deeltjes hoe hoger de druk wordt. 

Een gewone HPLC kan tot 400Bar druk verdragen. De nieuwste ontwikkeling heetUltra (high)  Pressure Liquid Chromatography (UPLC). Dit is een instrument wat 700Bar druk kan verdragen. De scheiding die met zo een apparaat verkregen wordt is dan ook superieur !

3.2.5)Detectie in de vloeistofchromatografie
a)We maken een onderscheid in destructieve en niet destructieve detectoren. Bij de gaschromatografie wordt het monster verbrand, dus is het monster omgezet in verbrandingsgassen of gedestrueerd. Bij HPLC zijn  de detectoren Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) en de massaspectrometer destructief. De ELSD detector verdampt het monster en blaast het door een afvoer naar buiten. De MS detector verdampt het monster en schiet het kapot met elektronen.
Een andere destructieve detector is de electrochemische (EC) detector. Hierbij wordt door een elektrische stroom door de detectorcel geleid die de component kapot oxideert of reduceert.
b)Een ander onderscheid is naar selectiviteit. Er zijn universele detectoren, die reageren op alle stoffen ongeveer even fel en er zijn selectieve detectoren die reageren maar op bepaalde eigenschappen van de stof.
Bij de gaschromatografie is de Flame Ionisation Detector (FID) zo een universele detector (reageert vooral op de aanwezigheid van koolstof). De fosfor, zwavel en stikstof(aanwezig in organische stoffen)  detector is een voorbeeld van een selectieve detector. 

Universele detectoren bij HPLC zijn de Differential Refractive Index detector (DRI). Deze reageert op het verschil in brekingsindex tussen de component en de loopvloeistof. De ELSD detector is ook een universele detector. Deze verdampt de loopvloeistof maar niet de componenten. Deze blijven als een aerosol of mist zweven. De afname van de hoeveelheid licht ten gevolge van de mist wolk in de detector geeft de hoeveelheid stof aan.

Ook de MS detector kan zo ingesteld worden dat alle stoffen die geïoniseerd zijn een signaal geven. Dit heet de Total Ion Current  (TIC) instelling. Alle signalen die dan de MS detector opvangt worden bij elkaar opgeteld en geven een beeld zoals bij de DRI of ELSD detector.
Heel interessant zijn de selectieve detectoren. De meest beroemde is de Ultra Violet (UV) en de Visual (VIS) detector. Deze detectoren bestralen de component in de detector met zichtbaar (VIS) licht of met ultraviolet (UV) licht. Sommige stoffen absorberen dit type licht bij een bepaalde golflengte, waardoor dit licht niet op de detector valt. De afname van die hoeveelheid licht is een maat voor de hoeveelheid stof.

Nog selectiever dan UV is de Fluorescentie (FL) detector. Enkele stoffen hebben de eigenschap dat wanneer ze bestraald worden met UV licht (blacklight, niet voor ons oog zichtbaar)  ze beginnen op te lichten in het zichtbare gebied. De hoeveelheid uitgestraald licht (emissie) is nu een maat voor de hoeveelheid stof.

Op een heel andere manier selectief is de geleidbaarheid detector of Conductivety Detector (CD). Wanneer een stof in de ion vorm aanwezig is en dus een lading heeft , dan geleid de oplossing van dat ion in water stroom (zeer zuiver water geleid geen stroom). De uitslag van de detector geeft aan wanneer er een geleidende stof uit de kolom komt. Hoe sterker de geleidbaarheid hoe meer stof er aanwezig is.
Een zeer selectieve detector is de elektrochemische detector of   Electrochemical Detector (ECD) . Wateroplosbare organische stoffen met een functionele groep zijn doormiddel van een elektrische stroom kapot te oxideren of te reduceren. Voor iedere stof kan het benodigde amperage (A) of voltage (V) om de stof kapot te krijgen anders zijn. Het stroomverbruik in de         detector is dan een maat voor de hoeveelheid stof.
3.2.6)Scheidingsprincipes in de vloeistofchromatografie.
Polair.

a)Globaal kunnen we scheidingsprincipes binnen HPLC verdelen in twee categorieën. Als eerste de aantrekking tussen stoffen op basis van polariteit. Hierbij trekken stoffen met gelijksoortige polariteit elkaar het sterkst aan. Dus polaire stoffen worden aangetrokken door polaire pakking deeltjes in de kolom en apolaire stoffen worden aangetrokken apolaire pakking deeltjes.
Ionogeen.

b)Het tweede principe berust op aantrekking van twee tegengestelde ladingen. Ionen met een positieve lading zullen door pakking deeltjes met een negatieve lading aangetrokken worden.

3.2.7)Terminologie:
Normale fase.

a)In geval van polaire pakking deeltjes spreken we van normale fase ofwel Normal Phase (NP) chromatografie. De loopvloeistof die door de kolom stroomt en het monster meeneemt wordt de mobiele (bewegende) fase genoemd. De polaire stof die op het pakking deeltje zit of waar het hele deeltje uit bestaat wordt de stationaire (onbeweeglijk) fase genoemd. Het hele deeltje wordt ook wel de vaste fase genoemd. 
Nu zal een polaire stof aangetrokken worden door de polaire stationaire fase. De beste aantrekking krijgen we wanneer de polaire stof zich niet thuis voelt in de mobiele fase, ofwel in de loopvloeistof. Als voorbeeld, water is een zeer  polaire stof. Een bekende polaire stationaire fase is silica. We kennen allemaal de zakjes silica die in verpakkingen voor elektronica zitten om ze te beschermen tegen condens vorming. Silica is een droogmiddel. Dus silica trekt water aan.
Nemen we nu hexaan als mobiele fase en injecteren we water, dan stoten die elkaar zelfs af en ontstaan er water druppels in de hexaan. Water voelt zich niet thuis in hexaan en zal zich sterk hechten aan de  polaire stationaire fase silica. De hexaan voelt zich ook niet thuis in de stationaire fase silica en gaat dus geen competitie aan met het water. 

Willen we nu een polaire stof weer van de silica gevulde kolom af halen, dan moeten we een polaire wateroplosbare stof aan de loopvloeistof toevoegen. Hiervoor kan propylalcohol gebruikt worden (methanol en ethanol zijn niet mengbaar met hexaan).

De naam normale fase komt omdat in de beginfase van de chromatografie de polaire pakkingen zoals silica, krijt, aluminiumoxide (alumina) de enige verkrijgbare dus normale pakkingen waren.
Omgekeerde fase.

 b)Die normale fase pakkingen hadden een hoop nadelen, zoals het sterk vasthouden van sporen vocht (waardoor de scheiding steeds minder werd) en het kwam voor dat sommige stoffen een chemische reactie aangingen met de polaire pakking.
Dat laatste nadeel is bij de omgekeerde fase of Reversed Phase (RP) omgezet in een voordeel. Bij de omgekeerde fase heeft men met opzet meestal een –C18 chloorsilaan reagens laten reageren met de vrije –OH groepen van het silica. Het silica deeltje heeft nu een apolaire schil gekregen en zal apolaire stoffen aantrekken. Wanneer we nu het omgekeerde doen, water als loopvloeistof nemen en er een klein beetje hexaan in injecteren, zal het hexaan in de vorm van  druppeltjes naar de kolom gaan. Het hexaan zal zich onmiddellijk hechten aan de –C18 laag/schil. Het hexaan heeft geen enkel competitie met water, want water voelt zich ook niet in de –C18 laag thuis.

De term omgekeerde  fase komt van het feit dat nu alles qua polariteit omgekeerd is, de stationaire fase is nu apolair en de mobiele fase is polair geworden.

Willen we nu een apolaire stof van de –C18 kolom afhalen, dan moeten we een meer apolaire stof dan water toevoegen. Dat zou in dit het geval van hexaan weer propylalcohol kunnen zijn.
De uitvinding van de omgekeerde fase pakking heeft voor een revolutionaire doorbraak in de vloeistofchromatografie gezorgd. De pakking is robuust, dat wil zeggen goed bestand tegen allerlei oplosmiddelen en redelijk pH bestendig. Een probleem is wel dat de scheiding maar beperkt voorspelbaar is, een kolom van een andere fabrikant levert weer een net iets andere scheiding op.
c)Ion chromatografie.

Bij ion chromatografie of Ion Chromatography (IC) gaan we uit van een pakking en een monster  met een tegengestelde lading. Als voorbeeld, het is populair in de mest controle om Na+, K+ en NH4+ in een analyse weer te geven. In dat geval gebruiken we een kationenwisselaar (want dit zijn kationen)  waarvan de pakkingdeeltjes zelf een negatieve lading hebben. In  zuiver water zouden deze kationen niet van de kolom afkomen (te sterke binding), vandaar dat er wat zuur (H+) toegevoegd wordt aan de loopvloeistof om de binding aan de kolom wat te verzwakken. 
Veel populairdere is de analyse van anionen. Hiervoor zijn niet zo veel alternatieve technieken als voor kationen (AAS, ICP etc.). Binnen de vloeistofchromatografie is de anion chromatografie een aparte industrietak geworden met aparte apparaten. Er is belangstelling voor anionen vanuit milieu oogpunt zoals voor nitraat in drinkwater, maar industrieel gezien is de grootste belangstelling voor corrosie preventie. We weten dat het chloride (Cl-) ion corrosief is, denk aan zeewater, maar bij hoge temperatuur wordt dat steeds erger.
De pakking bestaat uit een deeltje met een positieve lading, dat de anionen aantrekt, vandaar de naam anionen wisselaar. In zuiver water zouden de veel voorkomende anionen F- , Cl-, NO3_  en SO42- niet meer van de kolom afkomen, vandaar dat er wat zwak hechtende anionen zoals carbonaat (CO32-) aan de loopvloeistof worden toegevoegd. In dat geval komen de anionen een voor een van de kolom af ( F- het eerst en SO42-) het laatst, in een acceptabele tijd (10-20 min).

d)Tegen-ion chromatografie of ionpaar chromatografie.
De volgende vorm van vloeistofchromatografie heet ionpaar chromatografie of Ion Pair Chromatography (PIC).

Sommige organische stoffen hebben ook een geladen functionele groep. Bekend zijn eiwitten (met zowel een + als een – lading) , geneesmiddelen en detergenten (wasmiddelen). Stel we hebben een vloeibare zeep met een organische staart en een positieve lading. De ervaring leert dat zulke stoffen zo extreem polair en water oplosbaar zijn, dat ze niet aan een –C18 kolom hechten. Dus ze komen als eerste zonder enige scheiding van de kolom. 

Er is nu een truc uitgevonden om de –C18 kolom ook als ionenwisselaar te laten werken. Door nu een andere vloeibare  zeep toe te voegen aan de loopvloeistof (water), met een tegengestelde lading (octaansulfonaat, C8-SO3- ) wordt de –C18 kolom een kationenwisselaar. De octaan staart hecht zich aan de –C18 laag van de pakking en de negatieve (–SO3- ) lading steekt nu naar buiten. Het monster met een positieve lading hecht zich nu aan deze negatieve lading.
Willen we de –C18 kolom laten functioneren als anionenwisselaar, dan voegen we een vloeibare zeep toe met een organische staart en een positief geladen functionele groep (meestal een quaternaire ammonium groep). Deze trekt de negatief geladen detergenten zoals octaansulfonaat aan.
Gelpermeatie of size  exclusion chromatografie.
e)Deze vorm van chromatografie wordt toegepast voor de grote moleculen zoals polymeren. Afhankelijk van het vakgebied binnen de chemie worden er verschillende namen voor gebruikt. De oudste naam is Gel Permeation Chromatography (GPC), in de biochemie wordt de naam Gel Filtration Chromatography (GFC) gebruikt en de officiële naam is Size Exclusion Chromatography (SEC).

Het scheidingsprincipe berust op het feit dat de pakking nu uit bolvormige sponsjes bestaat met poriën van verschillende grootte.  Hele grote moleculen passen niet in kleine poriën (uitsluiting of exclusie), maar gaan met grote snelheid om de pakking deeltjes heen en verlaten als eerste de kolom. Hele kleine moleculen kunnen in alle poriën indringen en komen daardoor als laatste uit de kolom.
Polymeren bestaan meestal uit een mengsel van grote en kleine moleculen, een zogenaamde molecuulgewicht verdeling. Met SEC kolommen kunnen we deze molecuulgewicht verdeling zichtbaar maken.
Ook kunnen we via standaarden en bijzondere detectoren (viscositeit en LALLS) het molecuulgewicht van het polymeer bepalen. Dat molecuulgewicht is weer heel belangrijk omdat veel fysische eigenschappen van het polymeer (slagvastheid, treksterkte etc. ) afhangen van de grootte van het molecuulgewicht. 

3.2.8)Theorie.
Om de kwaliteit van kolommen met elkaar te kunnen vergelijken is het handig om die kwaliteit in getallen te kunnen uitdrukken. We doen dat door een aantal teststoffen op de kolom te injecteren. We gaan voor het gemak uit van de populaire –C18 kolom en injecteren eerst een stof die een laag molecuulgewicht en die geen interactie met de –C18 kolom heeft. Dat is meestal een polaire stof zoals het aminozuur uracil, thioureum, methanol etc.
Daarna injecteren we een teststof zoals tolueen bij verschillende methanol/water samenstellingen totdat we een goede scheiding hebben. De weergave van de detector op het beeldscherm of print-out  van de computer noemen we een chromatogram. 
De eerste piek die in het chromatogram verschijnt is die van de polaire stof zoals uracil die geen interactie mat de –C18 kolom heeft. De computer geeft in het chromatogram de tijd aan bij het piek maximum waarbij de uracil van de kolom afkomt. Deze tijd heet de dode tijd, ofwel de tijd dat de onvertraagde stof zoals uracil van de kolom afkomt. Dit is eigenlijk de tijd dat het hele volume van de mobiele fase wat in de kolom past een keer door de kolom gestroomd is. Deze tijd geven we aan met de term tm. De retentietijd van de teststof zoals tolueen geven we aan met de term tr.  
Een stof die adsorbeert aan de kolom heeft dus een retentietijd (tr)die langer is dan is dan een stof die niet adsorbeert (tm ). Hoe sterk een stof adsorbeert is op de volgende manier uit te drukken:

Formule 1: Netto retentietijd :  t’r = tr – tm 

Hierbij wordt t’r de netto retentietijd genoemd. Hoe groter de netto retentietijd hoe sterker de stof geadsorbeerd is.

Capaciteit.
a)Die sterkte van de adsorptie wil men graag in een term uitdrukken die meer onafhankelijk is van de experimentele condities en een meer wetenschappelijke basis heeft. Als voorbeeld, wanneer de vloeistofsnelheid gehalveerd wordt, wordt de retentietijd twee keer zo lang, maar de adsorptie niet twee keer zo sterk!
Wetenschappelijk is het scheidingsprincipe gebaseerd op adsorptie, maar het chromatogram is het resultaat van een extractie. De sterkte van de loopvloeistof zorgt er voor dat de stoffen weer van de kolom afkomen, ofwel geëxtraheerd worden. Het chromatogram is dan ook na te bootsen met een meervoudige extractie. Bij een extractie kijken we naar de verdeling van de testcomponenten over de beide fasen. 
b)De tijd dat de component in de mobiele fase zit is de tm  en de tijd dat de component geadsorbeerd zit aan de stationaire fase is de t’r . Deze faseverhouding is nu uit te drukken als volgt:

Formule 2 : Capaciteitfactor: k’= t’r/tm 

Wat betekent deze formule nu eigenlijk. Het is dus niets anders dan het aantal kolomvolumina dat een component is geadsorbeerd. Een capaciteitsfactor van 2, wil zeggen dat de component 2 kolom volumina (mobile fase) extra (ten opzichte van het dode volume, of kolomvolume van de mobiele fase zelf)  is blijven plakken voordat deze van de kolom afkwam. Een capaciteitsfactor van 0,5 wil zeggen dat de component maar een half kolomvolume mobile fase extra is blijven plakken.
Die capaciteitsfactor heeft een directe relatie met de hoeveelheid stof die we op een kolom kunnen aanbrengen. Een kolom met een lage capaciteitsfactor zal eerder overbeladen zijn dan een kolom met een hoge capaciteitsfactor.

Selectiviteit.

b)We kunnen nu veronderstellen dat een stof met een grote kapaciteitsfactor een goede scheiding geeft met de onvertraagde component. Echter twee verschillende stoffen met  dezelfde retentietijd (capaciteitsfactor) is een probleem. We willen juist deze twee stoffen van elkaar scheiden. 
Om nu de selectiviteit ( de een ten opzichte van de ander) van een scheiding in een getal te kunnen uitdrukken wordt de volgende formule gebruikt:
Formule 3 : Selectiviteit: α = k’2/k’1 
Wat betekent deze formule. Het is de verhouding van de capaciteitsfactoren van component 2 (met de langste retentietijd) en component 1 (met de kortste retentietijd). Dit was weer de verhouding van hoeveel kolomvolumina extra de componenten zijn blijven plakken.
Hoe groter de selectiviteit hoe groter de kan is op scheiding van deze twee componenten.

Een selectiviteit van 1 betekent dat de beide pieken samenvallen. Een selectiviteit van groter dan 1 wil zeggen dat er sprake is van een scheiding.  

Het is echter nog niet zo dat een grote selectiviteit een garantie geeft voor een basislijn scheiding, wat meestal het streven is in de chromatografie (voor een goede kwantitatieve bepaling). De pieken kunnen zo breed zijn dat er ondanks een goede selectiviteit nog steeds een sterke overlap is tussen de pieken.
c)Resolutie
Het streven in de chromatografie is naar een basislijn scheiding tussen de componenten. Daartoe trekken we eerst een basislijn onder de pieken van het chromatogram. Dan trekken we een raaklijn vanaf het piekmaximum langs de flanken van de piek naar de basislijn. Dan bepalen we aan de basis de breedte van de piek in seconden (w , van width) . Daarna bepalen we de gemiddelde breedte van de beide pieken door (w1 + w2)/2 te berekenen.
We hebben nu de breedte van de pieken betrokken bij de scheiding. Deze methode heet de bepaling van de resolutie.

Formule 4 : Resolutie : R = Δtr/wgem
Wat betekent deze formule. Wat we op het oog zien, of er sprake van een scheiding is, wordt nu in een getal uitgedrukt. We zien een verschil in retentietijd tussen component 1 en 2 en delen dat door de breedte aan de basis (in seconden). Bij een R=0 vallen de pieken samen, bij een R=1 is er sprake van een goede scheiding. Echter omdat de flanken van de piek aan de basis wat breder zijn ( door tailing, niet ideale adsorptie) is er bij een R=1 geen sprake van een basislijn scheiding. Doorgaans treed er bij een resolutie R= 1,5 een basislijn scheiding op.
d)Schotelgetal.

De term schotelgetal komt uit de wereld van de destillatie, waar een kolom met schotels gebruikt wordt om selectief oliefracties te verdampen en daardoor te scheiden. In dit geval gaat het om een theoretisch getal.
Voor het bepalen van de kwaliteit van een kolom of voor het onderling vergelijken van kolommen is het handig om de kolomkwaliteit in een getal uit te drukken. Hierbij willen we zowel de breedte van de piek (w) als de retentietijd/capaciteit (tr) bij betrekken.

De volgende formule gaat uit van een Gaussische vorm van de piek. Die Gauss vorm is te vangen in een wiskundige formule. In dit voorbeeld is de uitkomst van de formule genomen voor de piekbreedte aan de basis. Zo zijn er ook formules voor de piekbreedte op halve piekhoogte of ander plaatsen langs de piek hoogte.
Formule 5 : Schotelgetal : N= 16 (tr/w)2  

Hieruit blijkt dat het schotelgetal toeneemt met een grotere retentietijd en een kleinere piekbreedte. In de praktijk neemt door diffusie bij een langere retentietijd de piekbreedte toe.
Bij een nieuwe kolom moet dan ook exact het voorschrift van de fabrikant gevolgd worden om het schotelgetal te bepalen. Een te korte retentietijd geeft een te laag schotelgetal.

Een kleinere piekbreedte wordt vooral bereikt door met kleinere pakkingdeeltjes te werken (minder diffusie).

e)Schattingsformule schotelgetal.

Om van tevoren een schatting te kunnen maken wat voor een schotelgetal er verwacht kan worden is er een formule ontwikkeld waar zowel de kolomlengte (L, in cm) als de deeltjesgrootte   ( dp , in µm) en  een diffusie factor in verwerkt zijn.

Formule 6: Schattingsformule schotelgetal: N = 3500 x L/dp 

Het is dus interessant om naar kleinere deeltjes te gaan. Bovendien wordt dan de H/u curve uit de van Deemter vergelijking steeds vlakker, ofwel het schotelgetal neemt  vrijwel niet meer af bij een hogere vloeistofsnelheid (bij deeltjes kleiner dan 2µm). Wel een nadeel van die verkleining van de deeltjes is dat volgens de wet van Darcy de tegendruk over de kolom dan toeneemt met het kwadraat van de deeltjesdiameter (dp2). Vandaar de trend naar apparaten die een hogere druk aankunnen ( van 400 naar 700 bar).
H4) Terminologie.
4.1)Isocratisch.

Naar analogie met de gaschromatografie, waarbij we een scheiding met een constante kolom temperatuur een isotherme scheiding noemen, noemen we bij vloeistofchromatografie een scheiding met een constante vloeistofsamenstelling een isocratische scheiding.

Het voordeel van een isocratische scheiding is de eenvoud van de apparatuur die daar voor nodig is. De HPLC bestaat dan uit een pomp, injector, kolom, detector en een PC met chromatogafie software.

Een isocratische scheiding geeft theoretisch de beste scheiding en geeft technisch de minste problemen.

Een nadeel van een isocratische scheiding is dat sterk adsorberende componenten laat of helemaal niet van de kolom afkomen.

4.2)Gradiëntelutie.

In analogie met de gaschromatografie, waar we een temperatuur gradiënt toepassen om laat eluerende stoffen van de kolom af te strippen, passen we bij vloeistofchromatografie een vloeistofgradiënt toe.
Een volgende stap om laat eluerende pieken te elueren is een stappen gradiënt toe te passen. Met een vloeistof schakelaar kan na enige tijd er naar een sterkere vloeistof overgeschakeld worden. Dit werkt , maar is omslachtig.

Wat er nu toegepast wordt is een continue vloeistofgradiënt waarbij we beginnen, met als voorbeeld, op een –C18 kolom met vloeistof A (water)  en eindigen met vloeistof B (methanol) . De overgang verloopt geleidelijk en de meeste laagmoleculaire stoffen komen er voor de 100% methanol al van de kolom af. 

De toepassing van gradientelutie heeft weer voor een doorbraak in de toepassingen gezorgd. Vooral het maken van fingerprints van water- en bodemverontreiniging heeft het milieuonderzoek een grote stap verder geholpen. Aan  de Rijn en de Maas staan nu volautomatische analyse stations die de waterkwaliteit bewaken.

4.3)Monstervoorbereiding.

Naast bezinken, centrifugeren en filtreren, bestaan er nog methoden om het monster te concentreren of schoon te maken (clean-up).

a)Voorconcentrering.

Er bestaan zowel off-line (met de hand of met een robot), kleine kolommetjes waar sporen stoffen (zoals polyaromatische koolwaterstoffen) in water mee voorgeconcentreerd mee kunnen worden. Soms kan er wel 2l water overheen gehaald worden en kan er een concentrering van 1:10.000 bereikt worden.

b)Clean-A.
Bij clean-up is het de bedoeling het monster te ontdoen van storende componenten. Dit kunnen grote hoeveelheden eiwitten en peptiden zijn in bloed of kleurstoffen in voeding monsters.

 Hierbij zoeken we een selectieve pakking die het monster achterhoud (A)  en de rommel doorlaat.
c)Cleanup-D.

Hierbij zoeken we een selectieve pakking die het monster doorlaat, maar de rommel achterhoud. 

Omdat nu het apparaat al helemaal geautomatiseerd is, gaat nu de meeste tijd in de veelal handmatige monstervoorbereiding zitten. Er is dan ook een hele nieuwe wetenschap ontstaan rondom deze monstervoorbereiding, die vaste fase extractie of Solid Phase Extraction (SPE)  genoemd wordt.

H5: De toekomst.

5.1 Introductie.

Naast de ontwikkeling op het gebied van het robotiseren van de monstervoorbereiding zijn er nog een aantal andere ontwikkelingen aan de gang. Er is een trend naar een grotere monster capaciteit van de autosampler (microtiter platen met meer dan 1000 monsters). Dat brengt weer mee een vraag naar snellere analyses. Er is een trend naar meer schotels in de kolom, dus kleinere deeltjes, hogere drukken. Om dat te compenseren is er weer een trend naar hogere kolom temperaturen.

5.2 Microtechnologie.

Op dit moment is de techniek van microtechnologie binnen de HPLC al standaard. Vooral bij de koppeling met massaspectrometrie wil men met hele kleine hoeveelheden loopvloeistof werken. We gaan dan van milliliters naar microliters loopvloeistof. Het hele apparaat zoals de pomp, injector, de kolom, de leidingen en de detector cellen zijn op die kleine hoeveelheden aangepast. Een vloeistofgradiënt uitvoeren bij 10µl/min is een knappe prestatie.
5.3 Nanotechnologie.

Deze prestatie verbleekt echter geheel bij de introductie van de nanotechnologie. Bij gaschromatografie zijn al carbon nano tubes als pakking in de kolom gebruikt die een superieure scheiding gaven.

Er zijn nano vloeistofchromatografen op de markt waarbij de vloeistofsnelheid op het  nanoliter niveau is en de kolom geïntegreerd zit in een chip. Ook daar is de detector weer een massaspectrometer.

Kortom de ontwikkelingen gaan nog steeds in een spectaculair tempo door. Ook hierbij willen we weer de leerlingen een vooruitblik in  de toekomst meegeven.

Wim .J. Staal
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