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VOORWOORD

Dit onderzoek is verricht in het kader van het stagejaar van de
HBO-B-opleiding analytisch chemische richzing van de STOVA (Stichting
Tot Opleiding Van Analisten) te Wageningen. |

De stage heb ik doorgebracht op het Waterkwaliteitslaboratorium
van het Instituut voor Cultuurtechniek en Waterhuishouding (ICW) te
Wageningen. '

Dit verslag is door het instituut als nota uitgegeven,

Gedurende de stageperiode heb ik kennis kunnen maken met de werkzaam-
heden van het instituut en in het bijzonder van de hobfdafdeling Wa—-
terkwaliteit. De hoofdafdeling Waterkwaliteit houdt zich bezig op het
terrein van de invloeden van de menselijke activiteiten in 1ande1ijke.
gebieden en de natuur op de waterkwaliteit. ,

Het 'Waterkwaliteitslaboratorium' is verantwoordelijk voor de ana-
lyse van dat water. De monsters worden geanalyseerd op verschillende
organische en anorganische bestanddelen. De bepalingeh gebeuren veelal
met behulp van titrimetrische- en colorimetrische technieken, atdmaire
absorptie spectometrie, gas— en vloeistofchromatografie.

In dit verslag wordt het onderzoek beschreven dat door mij is
verricht op het laboratorium en is mede tot stand gekomen dankzi j

J. Harmsen die mij tijdens de stage heeft begeleid.



1. INLEIDING

Onderzoek naar organische stoffen in grondwater vereist een zeke-
re gerichte aénpak, omdat het aantal stoffen dat kan voorkomen erg
groot is en de samenstelling zeer complex.

In het verleden is al onderzoek gedaan naar olie (v.d. Berg, 1980)
en polycyclische aromaten (v.d. Peppel, 1981).

In deze nota wordt de anal&se van alkylfenolen beschreven. De fe—
nolen kunnen voorkomen in percolatiewater van een vuilstort en op
plaatsen waar chemisch afval door een ongeval of opzettelijk terecht
is gekomen. Fenolen kunnen ook worden gevormd bij de afbraak van bij-
voorbeeld olie.

Met behulp van afgeleide spektrometrie zijn fenolconcentraties
boven | mg/l aangetoond in water, dat in contact is geweest met che-
misch afval op een vuilstort. De ondergrens van de methode met afge-
leide spektrometrie is echter ca. 1 mg/l. Zulke hoge gehalten komen
zeer weinig voor,

De hierdoor ontstane behoefte alkylfenolen in watermonsters in
concentraties vanaf 10 bg/l tekunnen bepalen leidde tot de ontwikke-
ling van een analysemethode.

Een groot probleem bij een dergelijk onderzoek is de isolatie van
de stoffen uit het medium, in dit geval water. Vooral voor fenoclen is
de isolatie vrij moeilijk, omdat ze vrij polair zijn en daarom goed
oplosbaar in water.

De stoffen kunnen met behulp van een geschikt oplosmiddel geextra-
heerd worden, Hierbij blijft het probleem bestaan van vaak onvolledige
extractie en extractie van niet gewenste stoffen. Coutts, Hargesheimer
en Pasutto (1979) acetyleren de fenolen in de waterfase met behulp

van azi jnzuuranhydride.




De extractie van de geacetyleerde fenolen met methyleenchloride
blijkt in tegenstelling tot niet geacetyleerde fenolen vrijwel volle-
dig te zijn. Het ingedampte extract werd geanalyseerd met behulp wvan
een gaschromaﬁograéf. _

In tweede instantie kan gedacht worden aan het overleiden van het
monster over een XAD hars. Hierbij worden de stoffen licht geadsor-
beerd. Na adsorptie kan desorptie plaatsvinden mef behulp van een ge-
schikt oplosmiddel. De praktijk leert, dat tijdens de desorptie gemak-
kelijk storende verontreinigingen vooraf de hars geintroduceerd worden
(v.d. Berg, 1980).

Een betere methode lijkt de adsorptie op een voorkolem van een
HPLC-systeem. Het voordeel is, dat de isolatie en analyse in &én sy-
steem plaatavindt, zodat de kans op fouten kleiner wordt. Werkhoven-
Goewie, Brinkmsn en Frei (1981) beschrijven de doorbraakcapaciteit
van chloorfenolen op een voorkolom in combinatie met HPLC. Ogan en
Kalz (1981) vergelijken de vloeistofchromatografische scheiding van
alkylfenolen met fluorescentie en ultraviolet detectie. Z2ij vinden
een ondergrens van 0,5 mg/l per alkylfenol.

In deze nota is de scheiding van alkylfenolen met behulp van

vloceistofchromatografie in combinatie met UV-detectie beschreven.



2. STRUCTUURFORMULES ONDERZOCHTE ALKYLFENOLEN
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3. APPARATUUR EN MATERIALEN

3.1, 0pbouw vioceistofchromatograaf

Er is gebruik gemaakt van de Varian 5020 vloeistofchromatograaf.

Het volgende schema geeft de opbouw van de vloceistofchromatograaf

weer (fig. 1),

monster
kieppen
Honl snelheids meng puise e
A pomp controle kamer demper Injektie
—&—
= % besturing
e .
= == {microprocessor)
vioeistofrecervoirs
detector

Fig. 1. Opbouw vlceistofchromatograaf (Harmsen, 1980)

Het geheel wordt gestuurd middels een microprocessor. Als mobiele

fase bestaat de keus uit drie vloeistoffen die twee aan twee gemengd

kunnen worden, zodat het werken met een gradient mogelijk wordt. De

samenstelling van de mobiele fase wordt met de kleppen geregeld. Na

de pomp en de snelheidscontrole komt de mengkamer, waar de vlioeistof-

fen worden gemengd. Na de pulsedemper, die zorgt voor een comstante

vloeistofstroom, komt de mobiele fase in het injektiesysteem, Dit




injektiesysteem bestaat mede uit een loop, waarin het monster geinjek-
teerd wordt. Deze injektie kan met de hand gebeuren met behulp van
een injektiespuit. Daarnaast is automatisering mogelijk door het ge-
bruik van een autosampler, die zelf na een bepaalde tijdsduur in de
loop injekteert (zie bijlage 1, 2 en 3). Daarna komt het monster in

de kolom, waarin de scheiding plaatsvindt. De componenten worden gede-
tekteerd in de detector, De berekening van piekoppervlaktes gebeurt

door middel van de integrator.

3.2. Kolom

De gebruikte kolom is een reversed phase van het type Licrosorb
10 RP 18 (Chrompack cat.no.: 27811):

lengte = 25 cm

inwendige diameter= 4,6 mm.

3.3. Voorkolom

De voorkolom ie gevuld met reversed phase materiaal van het type

Vydac (Varian cat.no.: 207):

lengte =4 ¢cm

inwendige diameter= 4 mm.

3. Monsterwisselaar

De gebruikte monsterwisselaar is een Kipp Analytica 9209 HPLC
autosampler. De capaciteit van de carrousel bedraagt 125 monsters.
Védr de injektie wordt het monster door middel wvan overdruk in een
loop gebracht via een injektienaald. Na het omschakelen van de loop-
injektor komt het monster op de kolom (zie bijlage 2). De enige be-
perkende faktor is de inhoud van de monsterflesjes. Deze bevatten maxi-
maal 2 ml gefiltreerde vlioeistof (filtratie over een membraanfilter)
waarvan ten hoogste 1 ml gebruikt kan worden voor het vullen van de
loop.

De flushtime bepaalt de tijdsduur van monstername. Hierna schakelt

de injektieloop automatisch om. Het voordeel van een continue "monster-


http://cat.no
http://cat.no

room" door delloop gedurende de flushtime is, dat de loop tevens ge-

spoeld wordt,

3.5. U V-Vis detector

De gebruikte detector is een UV-spectrofotometer (Varian Vari-

Chrom). Detectiegolflengtes: 210 nm, 240 nm of 280 rm, Siit: 16 nm,

3.6, Integrator

De Vista 401 van Varian maakt het detectiesignaal visueel door
het plotten van een chromatogram. Tevens worden automatisch de piek-
dppervlaktés berekend. Het grote voordeel van deze integrator is dat
het onbewerkte detectorsignaal vastgelegd wordt op een schijf. Na de

analyse is het dan mogelijk herberekeningen uit te voeren.

3,7. Chemicalién

Van elk type fenol zijn standaarden gemaakt van ! g/l in ethanol.
Deze standaarden zijn samengebracht in &én standaard, zodat afzonder-
lijke fenolconcentraties ontstonden van 50 mg/l. Hieruit werden de
verdere verduhningen gemaakt voor de analyses. Behalve catechol zijﬁ
de standaarden minstemns 3,5 maanden houdbaar in de koelkast. De ca-
techoloplossing in ethanol is vrij vluchtig en hiervan dient regelma-
" tig een verse standaardoplossing gemaakt te worden.

De gebruikte mobiele fasen in de vloeistofchromatograaf zijn:

Water

-

demi-water i1s afgezogen over een membraanfilter. Daarna
is het afgezogen demi-water over een reversed phase
kolom geleid, om organische verontreinigingen kwijt te
raken;

Acetonitril : Baker Analyzed HPLC REAGENT FW 4105 - 8143,



4., ACHTERGRONDEN SCHEIDING EN DETECTIE

4,]1.Principe van de vlioeistofchromato-

grafie

De scheiding van stoffen met behulp van vloeistofchromatografie
berust op een verdeling van de te scheiden stoffen over twee fasen
waarbij de ene fase (stationaire fase) door een vaste drager op zijn
plaats wordt gehouden, terwijl de tweede (mobiele fase) beweegt. Door
selectieve vertraging (bijvoorbeeld stof A wordt minder vertraagd dan
stof B), door de stationaire fase uitgeocefend, zullen de componenten
van een mengsel zich met een verschillende snelheid voortbewegen en
hierdoor van elkaar worden gescheiden.

De scheiding kan worden geoptimaliseerd door de kolomlengte-een-
heid per evenwichtsinstelling oftewel de HETP (Height Equivalent Theo-
retical Plate) zo klein mogelijk te maken. De HETP wordt beschreven

door de Van Deemter vergelijking:

HETP=A+%+CV

A = Eddy diffusie
Dit wordt veroorzaakt door een niet ideaal gedrag in de kolom,
doordat de pakking niet homogeen is. Er treedt een spreiding op van

de component door een verschil in weglengte.

B . . . .

3 Deze term staat voor diffusie. Door concentratieverschillen ont-
staat er een diffusiestroom van de hoge naar de lage concentratie. Er
treedt piekverbreding op, die door een hogere vloeistofsnelheid ge-

compenseerd wordt.

Cv. Geldt voor het massatransport. Bij een hoge smelheid van de mo-
biele fase zal het evenwicht zich niet goed instellen, waardoor een
hogere HETP waarde ontstaat. Bij een vloeistof als stationaire fase
is C ook afhankelijk wvan de dikte van de vlceistoflaag. Bij een dikke

laag stelt het evenwicht zieh snel in, bij een dunne langzaam.



Fig. 2. De HETP als functie van de snelheid van de mobiele fase

4,2, Reversed phase vliceistofchromato-

grafie

De gebruikte chromatografische techniek valt onder de verdelings-—
chromatografie. De stationaire fase bestaat uit inerte bolletjes
waarop een dunne laag vloeistof is aangebracht, die niet mengbaar is
met de mobiele fase. Scheiding berust op een verschillende verdeling
van de te bepalen stoffen over de twee vloeistoffen.

De beste scheiding wordt verkregen als het vloeistoflaagje zo dun
mogelijk is, omdat dan het massatransport gunstig is (lage Cv). De
kleinste Cv wordt verkregen bij een vloeistoflaagje van é&n molekuul
dik. Daarom is er kolommateriaal ontwikkeld, waarbij de vloeistof
chemisch gebonden wordt aan het dragermateriaal. De stationaire fase

is dan werkelijk &&n molekuul dik (zie reactievergelijking).



-Si-Oh + HO- CgH, - $i-0- CgHy
| |
0 0
| + |

-8i-OR + HO- C gy -~ 8i -0~ CH
| |
0 0

In dit geval is er een apolaire stof (018H37) gebonden aan het
dragermateriaal. Er wordt gesproken van reversed phase. Zit er uit-
eindelijk een polaire stof aan het dragermatériaal, dan wordt er ge-
sproken van bonded phase. Op een bonded phase kolom kunnen polaire
stoffen gescheiden worden. De reversed phase kolom wordt gebruikt voor
de analyse van meer apolaire stoffen.

Voor de scheiding van fenolen is gebruik gemaakt van een reversed
phase kolom. V6dr de analytische kolom is een voorkolom geplaatst,
gevuld met soortgelijk materiaal als de eigenlijke scheidingskolom.

Als mobiele fasen worden water en acetonitril gebruikt, De analyse
wordt gestart met het polaire water, De samenstelling van de mobiele
fase wordt door bijmengen van acetonitril apolairder gemaakt, zodat

eerst de polaire en daarna de apolaire verbindingen de kolom verlaten.

4.3, De voorkolom

De funktie van de wvoorkolom is tweeledig.

Ten eerste dient het als barri&re voor eventuele verontreinigingen,
zodat de dure scheidingskolom niet vervuild en verstopt raakt.

Het tweede doel, waarmee de voorkolom gebruikt is, is preconcen-
tratie van de fenolen uit de oplossing. De adsorptie van de fenolen
op het gebruikte voorkolommaterisal is beter naarmate de stoffen
apolairder zijn. De doorbraakcapaciteit wordt dan alleen bepaald door
de absolute hoeveelheid fenol ongeacht het volume. Bij de meer polaire
stoffen als catechol en fenol is de doorbraakcapaciteit ook afhanke-

lijk van het volume.




Het voordeel van de precomcentratie is dat extractie overbodig is,
en de monsters direkt zonder behandeling geinjekteerd kunnen worden.

Bij de keuze van een voorkolom dient vooral gelet te worden op de
lengte en de diameter. De adsorptie op de voorkolom moet volledig zijm.
Er mag geen scheiding van componenten optreden en de stoffen moeten
als een klein bandje van de voorkolom op de analytische kolom komen.
Dit bevordert een goede scheiding op de analytische kolom.

Momenteel gaat men meer over op het pebruik van zeer korte voor-
kolommen. Het voordeel hiervan is, dat het mogelijk wordt met een iso-—
cratische vloéistofsamenstelling te werken.

WErkhoven-Coewie (1982) heeft gebruik gemaakt van een 2 mm voor-
kolom. Tevens heeft zij een nieuw adsorptie materiaal toegepast, dat
bestaat uit een polymeer van difenylbenzeenstyreen. Het zou zeer goed
bruikbaar zijn voor de scheiding van fenolen. Hiervan is echter nog
geen publikatie verschenen. Het materiaal is in dit onderzoek niet
toegepast, omdat de mogelijkheid pas in het verslagstadium bekend was.

De voorkolom kan op 2 manieren in het systeem gebouwd worden.

Ten eerste kan de voorkolom in plaats van een loop gemonteerd worden
op het loopinjektiesysteem (fig. 3).

Voor het volledige systeem zie bijlage 2.

Stand A: De injektie vindt plaats. De stoffen komen op de voorkolom.
De mobiele fase komt direkt in de kolom. Na de injektie
schakelt het systeem pneumatisch over op stand B.

Stand B: De te scheiden stoffen worden met de mobiele fase meegevoerd
via de voorkolom naar de analytische kolom.

Het voordeel van deze schakeling is, dat de gebruikte lengte van
de voorkolom zeer klein is en de stoffen niet de gehele voorkolom
door hoeven, alvorens ze op de analytische kolom komen. Een tweede
voordeel is, dat er geen oplosbare verontreinigingen op de analytische
kolom komen.

Ten tweede kan de voorkolom direkt voor de analytische kolom ge-
monteerd worden. Het systeem is iets eenvoudiger. Een nadeel is ech-
ter dat de stoffen de gehele voorkolom door moeten zodat de kans op
piekverbreding toeneemt. In tegenstelling tot de voorgaande schakeling

komen de goed oplosbare stoffen nu wel in de analytische kolom terecht.

10



In dit onderzoek is de voorkolom direkt védr de analystische kolom

geplaatst.

A ERENEE

o

voorkolom

_vogrkolom

afvoer afvoer

mobiele fase R mobiele fase

stand A | stand B

Fig. 3. Voorkolom als loop

4.4, Detectiemethoden

Voor de analyses van monsters met een gecompliceerde samenstelling
blijkt &&n detectietechniek in de praktijk vaak niet voldoende wvoor
de volledige opheldering van de samenstelling.

In dit geval, HPLC in combinatie met UV~detectie treden vaak sto-
rende plieken op, omdat naast de alkylfenolen vrijwel alle aromatische

verbindingen in het UV-gebied absorberen. Meer betrouwbare resultaten

11



worden verkregen, wanneer gemeten wordt bij meerdere golflengtes in
het UV-gebied,

Naast UV-detectie kan ook fluorescentie detectie gebruikt worden.
Volgens Ogan en Katz (1981) is de fluorescentie detectie voor alkyl-

fenolen namelijk gevoeliger dan de UV-detectie.

4.5. De analyse

Na de injektie van een hoeveelheid gefiltreerd monster (over een
membraanfilter} volgt de analyse. De analyse wordt gestart met }00Z
water. De samenstelling van de mobiele fase verandert binnen 28 minu-
ten lineair tot 62% acetonitril en 387 water. Hierna wordt gedurende
5 minuten 1007 acetonitril doorgeleid om de kolom te reinigen.

De injektie kan plaatsvinden met de hand met behulp van een in-
jektiespuit (zie bijlage 3A). Het nadeel is, dat bij een groot in-
jektievolume, door het vele malen injekteren de kams op piekverbre-
ding bij de meer polaire stoffen toeneemt. Daarom is bij een injektie
groter dan ! ml het monster aangesloten op reservoir C van de HPLC
(zie bijlage 4).

De monstername wordt dan in het HPLC programma opgenomen.

12



5. RESULTATEN EN DISCUSSIE

chart speed 0.6 ca/min
atten: 16 zero: 20% 1 min/tick

O
LW |
; —
. —
- —
=
N 15,33 fanol
JR— 1 € 1
8 g"zzr_’__zét—cr:::ho creaol
_ 22,77 ——n 3=4 xylenol
25"5? 2-3 xylenol
- 24,41 ———— ortho ethylfsnol
o —
_— 26,35 — e J-180propylfencl
— <
27,33 — 2-3=5 trimethylfenol
S.
TITLE: ALKYLFENOLEN n.é.v HPLC 3:59 1 APR 82
CHARNEL No: 2 SAMPLE: ST 0.6 MG/L METHOD: FENOL
PEAK PEAK RESULT TINE AREA RR? SEP
NO NAME {MIN) COUNTS CODE
1 tenol 7,6526 15.327 82275 0.65 BB
2 asta cresol 6,9990 19,987 75248 0,85 BV
3 ortho erssol 10,7201 20.418 115254 0.87 vB
4 3-h xylenol 15.7780 22.766 169633 0.97 BY
5 2=3 xyleaol 18,4269 23.567R 198112 1.00 VW
6 orthe ethylfencl 13,2097 2h, 410 142021 1,04 VB
7 2-isopropylfencl 11.4033 26.350 122600 1.12 BV
& 2-3-5 trimethylfencl  15.85103 27.328 169930 - 1.16 VB
TOTALS 100,0000 1075123
MNOTES:

injektievolume 1 ml

Fig. 4. Chromatogram en rapport van een standaardmonster dat 0,6 mg/l
van elk afzonderlijk alkylfenol bevat. UV-detectie bij 280 nm.

Injektievolume: 1 ml.
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5.1. De scheiding

Het blijkt niet mogelijk alle alkylfenolen met dit kolomtype te
scheiden. Vooral de isomeren hebben vaak eenzelfde retentietijd. De

volgende stoffen vallen samen in het chromatogram:

1) meta cresol en para cresol;
2) para ethylfenol, 2-3 xylenol, 2-4 xylenol, 2-5 xylemol, 2-6 xyle-

nol en 3-5 xylenol.

Alleen de stoffen die goed te scheiden zijn, zijn gebruikt wvoor

verder onderzoek, Dit zijn:

- catechol;

- fenol;

- meta cresol;

— ortho cresol;

- 3-4 xylenol;

- 2-3 xylenol;

- ortho ethylfenol;

- 2-isopropylfenol;

- 235 trimethylfenol,.

5.2, Lineariteit van de methode

Bij de injektie van | ml is er een rechtlijnig verband tussen de
concentratie en het piekoppervlak in het concentratiegebied van 0,]
mg/l tot 1 mg/l. Zie figuur 5a en 5b.

De detectiegrens van catechol ligt hoger dan van de andere feno-
len. Een catechol concentratie van 0,5 mg/1 is nodig om bij 280 nm
een redelijke piek te krijgen. Door de grote polariteit vam het ca-—
techol is de piek relatief breed. De methode is dan ook niet geschikt

voor het bepalen van catechol.

14
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Fig. 5. IJkgrafieken van alkylfenolen, in het concentratiegebied 0,1

mg/l tot | mg/l. UV-detectie bij 280 nm. Injektievolume 1 ml.
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Voor lagere gehalten dan 0,! mg/l moet meer worden gelnjekteerd.
Afhankelijk van het te verwachten gehalte kan tot 100 ml geinjekteerd
worden, daar ook een lineair verband bestaat tussen het piekoppervlak
en de hoeveelheid geinjekteerd volume van een bepaald gehalte. Zie
figuren 6a en 6b.

Uit deze twee lineaire verbanden mag worden geconcludeerd dat er
een lineair verband bestaat tussen het gemeten piekoppervlak en de
absolute hoeveelheid geinjekteerd alkylfenol tot een maximum van | ug.

Dit blijkt duidelijk als het piekoppervlak wordt uitgerekend als
funktie van het abselute gehalte. Dit is voor de volgende gevallen ge~-

daan:

- 1 ml injektie van een standaardoplossing met gehalten oplopend van
0,1 mg/l tot | mg/l;

- 10 ml injektie van een standaardoplossing met gehalten oplopend van
0,01 mg/l tot 0,1 mg/l; 7

~ 10 tot 100 ml injektie van een standaardoploséing met alkylfenolge~

halten van 0,01 mg/l.

Bij een injektievolume groter dan | ml treedt er uitspoeling en
piekverbreding van fenol op. Meta cresol en ortho cresol zijn niet
meer te scheiden. Ze worden als &&n pilek gemeten. De resultaten staan

weergegeven in tabel 1.

!
Tabel |, Her gemotan apperviak sle Fusktie ven de sheoluts hooveslheid gelnjektesrd alkylfanel in ds concemtraciegsbledan €, g/l tek | ag/L om
0,0 mg/1 tor 0,01 wg/) bi§ wen imjektivvolone variérend van | tot 100 sl. Wedetectis blj 280 ow

1 mt injektin ia comcentratiepebied 10 ml injertie In comcontratiegebied 10 tot 00 ml imjekiie.afzonderii jhe
alkyltenolen: 0,1 wg/l tot | apfl alkylfanolent 0,00 wy/l toc 0,1 mgfl slkyliemoleoncentraciess 0,01 ng/l
Falling Intarcept :.I::;::;;t Pallfug Intercapt ::E::::Iii:t " Balting Intercept ::5;::::::

Pasol 1,532 107 = 3,37 x 10° 0,988
Heka eresul 1,36 % lO’ 4,16 = IDS 0,999 1,12 x II}s - &,80 x IBI 0,993 *D,S (w+0) cresol .
Orthe eresol T TR T % TR T 0.9 |1mxn® -4 00} 0,992 f= 1,15z 107 3,44 5 10 0,5%
1-4 xylemol 2,9 x (08 1,57 ¢ 0% 0999 | 2,25 x10° -1,00 % 10 0,993 1,95 = 10° 2,60 » 10¢ +,000
2-3 xytemol BBz 10t 4,78 x 10 o999 | a8 xwd -2,0x 00 0,993 st -7 0000 1.000
arthe athylfenol 1,76 x 100 4,88 10 0,9 |z2x10® -2,02x10" 0,985 ez x 10’ - 521 00 0,997
+-fsoprepyltenol arxie? 6,88 x 10? 0,993 | 1,40 x10° <~ 1,92 x10? 0,990 o} 1,20 = 10® 5,9 x 107 0,99
2-35 trimathyifencl | 2,18 x 100 4,16 x 107 0,997 |[2,20x10° - 1,23x 10" 0,983 1,88 x 10° - a7 x 107 0,99
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Uit tabel 1 blijkt dat de hellingen redelijk met elkaar in over-—
eenstemming zijn. Verschillen kunnen toegeschreven worden aan dag tot
dag verschillen bij de analyse.

Bij een injektievolume groter dam | ml treedt zodanige piekverbre-
ding op dat fenol niet meer reproduceerbaar te meten is en meta cresol
en ortho cresol samen vallen in het chromatogram. De helling en het
intercept is daarom als het totaal van meta cresol en ortho cresol
berekend, _

De ijklijnen zijn binnen een fout van 20% reproduceerbaar. Het is
daarom van bélang bij elke analyse een standaard mee te nemen en niet

af te gaan op een ijklijn die enkele dagen eerder geproduceerd is,

5.3. Ef fect van aanzuren en toevoegen
van zout op de scheiding van metg
cresol en ortho eceresol bij een in-

jektievolume groter dan 10 ml

Een verbetering van de scheiding kan plaatsvinden door de stoffen
apolairder te maken, zodat een betere adsorptie op het kolommateriaal
ontstaat, of door het oplosmiddel polairder te maken. De apolaire
stoffen worden als het ware gedwongen op de kolom te adsorberen.

Door verlaging van de pH tot 3 met behulp van zwavelzuur zijn de
hydroxylgroepen van de fenolen geprotoneerd, zodat hun polariteit af-
neemt. Tevens is het water polairder gemaakt met Na2804 tot een op-
lossing ontstond die 35 g/l bevatte. (NaCL is corrosief voor het lei-
dingensysteem van de vloeistofchromatograaf.) Figuur 7 geeft de schei-
ding van meta cresol en ortho cresol voor en na toevoeging van zwavel-

Zuur en Nazsoa.

18



tijd in

25 15 minuten
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- . 15 . ZQ | 20 , 25

scheiding meta cresol en scheiding meta cresol en ortho

ortho cresol zonder toevoegingen crescl met toevoegingen

Fig. 7. Invloed toevoeging zwavelzuur tot pH = 3 en Na2504 (35 g/1)
op de scheiding van meta cresol en ortho cresol. Bij een in-

jektievolume van 20 ml

Zoals figuur 7 laat zien worden onder deze omstandigheden meta
cresol en ortho cresol bij een injektievolume groter dan 10 ml niet

gescheiden. .

5.4, Identificatie alkylfenolen aan de
! ' _ hand van retentietijd en piekopper-
| viakte bij 210 nm, 240 nm en 280 nm

De identificatie van alkylfenolen in monsters vindt plaats door
de chromatogrammen bij 210 nm, 240 nm en 280 nm met een standaard te

| vergelijken.
| Als eerste identificatie dient de retentietijd. De retentietijd

! van een piek in een chromatogram van een monster moet overeenkomen

met die van een standaard. Daar met gradiént-elutie de retentietijden
iets minder reproduceerbaar zijn is een verschil van 0,2 minuut als
grens aangehouden.
Als tweede identificatie worden de verhoudingen van de piekopper-
) vlaktes bij 210 nm en 280 nm.van een standaard (;E:Eg:::g gég _
leken met de verhoudingen van de piekoppervlaktes bij 210 nm en 280 nm
van het monster (mmnster 210). Wanneer de eerste verhoudingen (210 nm/

| monater 280
280 nm) overeenkomen met een alkylfenol, dan worden ock de verhoudingen

) verge-
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280 nm/240 nm gemeten. Pas als deze verhouding voor het monster het-

zelfde is als voor de standaard is er een alkylfenol aangetoond. Deze

laastste controle gaat niet meer op bij hele kleine pieken omdat dan

de absorptie bij 240 nm niet meer goed meetbaar is.

In tabel 2 staan de oppervlaktes en de verhoudingen veoor een stan-

daardmonster gemeten bij 210 nm, 240 nm en 280 nm weergegeven.

Tabel 2. Absolute piekoppervlaktes alkylfenolstandaarden bij concentraties van 0,05

mg/1 bij 280 nm en de relatieve oppervlaktes bij 2I0 nm en 240 nm ten op-

zichte van 280 nm. Injektievolume 10 ml (n.b. = niet bepaald).

Alkylfenol- Piekoppervlak piekoppervlak 210 nm piekopperviak 280 nm

standaard bij 280 nm piekoppervlak 280 nm piekoppervliak 240 nm
Fenol 57.696 7,7 n.b.
Meta cresol 64.908 11,4 2,5
Ortho cresol B2.257 8,5 3,2
Para cresol 95.157 5,0 n.b.
Ortho ethylfenol 83.730 6,8 3,1
Para ethylfenol 89.679 5,1 n.b.
2~3 xylenol 166,041 16,3 1,8
2-4 xylenol 119,763 7,6 n.b.
2-5 xylenol 108,937 9,1 n.b.
2-6 xylenol 74.295 12,4 n.b.
3-4 xylenol 98,127 9,2 1,6
3-5 xylenol 64,986 16,3 n.b.
2-isopropylfenol 70.000 18,0 1,2
2,3,5 trimethylfenol 106.041 6,6 3,6

5.5. 0nderzochte monsters

heid van alkylfenolen

5.5.1, Rijnwater

op aanwvezig-

Er is een Rijnwatermonster genomen in Wageningen. Dit is afgezo-

gen over een membraanfilter. Hiervam is 20 ml geinjekteerd via reser-

voir C (zie bijlage 4) en geanalyseerd bij 210 nm en 280 nm.
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Zie figuur.b en 9. In tabel 3 zijn de pieken opgenomen, die qua re-
tentietijd overeenkomen met de piecken van een standaardmonster geana-
lyseerd bij 280 nm en 210 nm. Een piek is in de tabel opgenomen wan-
neer de retentietijd niet meer dan 0,2 minuwut naar boven of beneden
afwijkt met de overeenkomstige piek in het standaardmonster. Tevens is

de verhouding van de piekoppervlaktes bij 280 nm en 210 nm bepaald.

Tabel 3, UV-sbeorhtie vam een fijmvatezrmonster bij 200 v e 210 vy, Tajektieveluwns: 10 al

Piekenretentie~ . Golflengta: 280 nm Goltlengte: 210 ra -

tijd ovarsen tucentiotiid retentiscijd ratentietiid  retemtietijd momstez 210 atandeard 210 wn

kowsrig met wonstar (nin) standesrd (min) ter (min) otmndssrd (uin) | wonstaf 200 ne-  standinrd 200 om
Meta cresol 18,22 19,22 14,21 16,21 z -
2-3 xylemol 21,04 21,84 10,78 18,97 3,7 : %,
Ortho sthylfesol ’ 22,43 2,487 19,52 19,68 7,6 6,8
2~{sopropylfenal 24,50 4,9 To- - - -
233 trimathyltenol 1%,48 25.% 21,68 21,86 2,1 6,6

3 = stkylfencl valt sswen met werontreiniging in het chromatogram, z0dat de opperviskce nfet te hapales io

De verschillen in retentietijd tussen de analyses bij 280 nm en
210 nm worden veroorzaakt door het feit, dat de analyses op verschil-
lende dagen zijn uitgevoerd.

Uit tabel 3 en de chromatogrammen blijkt dat meta cresol of para
cresol als een spoortje aanwezig kan zijn, waarschijnlijk in een concen-
tratie lager dan 0,01 mg/l. De aanwezigheid van ortho ethylfenol of
para ethylfenol is zeer waarschijnlijk. Wanneer de piek als ortho
ethylfenol berekend wordt is er 3,0 x 10_3 ng/l aanwezig. Dit illus-—
treert dus duidelijk hoe'gering de piekoppervlaktes zijn. Van de

. . ‘s . standaard 210 monster 210
overige pieken wijken de verhoudingen Ztandaard 280 en e ter 780

te veel af. Controle bij 240 nm heeft geen zin, omdat de piekopper-
vlaktes bii 280 nm al klein zijn.
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5.5.2. Water verzadigd met benzine

Het water-benzinemonster is op gelijke wijze behandeld als het

Rijnwatermonster. Nu is er echter 10 ml monster geinjekteerd. Voor de

analyse van het watermonster zie figuur 10 en 1! en tabel 4,

Afgaande op de verhoudingen in tabel 4 is er geen enkel alkylfenol

aanwezig. Toch blijft de mogelijkheid bestaan, dat de alkylfenolen in

lage concentraties aanwezig zijn, maar in het chromatogram samenval-

len met verontreinigingen. De aanwezigheid van fenol is onwaarschijn-—

lijk, omdat op die plaats in het chromatogram juist een brede piek

verwacht wordt, vanwege de uitspoeling van het fenol.

Gezien de scherpe pieken bij de analyse bij 240 nm is de aanwe-

zigheid van ortho cresol en 2-3 xylenol of een alkylfenol dat hier-

mee samenvalt, bij deze golflengte gecontroleerd. Zie figuur 12 en

tabel 5.

Op grond van tabel 5 kunnen ortho cresol em 2-3 xylenol hooguit

als sporen aanwezig zijn.

Tabsl 4. UV-sbsorptie watermonster verssdigd wet benzine Hij 280 wm en 210 wm. Injekeievoluwe: 10 ol

Piekenratentisa-
tijd overeen~
komstig mat

Colflengte: 280 nm

retentietijd
wonster (min)

ratentistijd
standasrd {min)

Colflangte: 2i0 nu

ratentintijd
monster (min)

. retentietijd

atandasrd (min)

mongter 210 mo

monster 280 om

standaard 210 mm
standaard na

Feuol

Meta crescl
Ortha crescl

¥4 xylemol

2-3 xylenol
Ortho sthylfencol
-1laopropylfencl

14,42
18,40
18,40
21,75
22,56
26,27

14,30
18,22
18,64
21,64
22,47
264,39

14,21
18,53
19,50
20,73
21,79
22,86
24,25

AT
18,20
18,61
20,81
21,59
22,43
14,34

15,8
1,3
1,7

0,1

463
3,2

1.1
.4
8,5
16,3
6,8
18,0
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~ _Fig. 10. Chromatogram watermonster verzadigd met benzine bij 280 nm.

Hekearstontie- . Goiflangta: 100 o Colflengte: 240 nm
tijd overesn- ' cotontiotijd vetentletijd retentietijd retentietijd sonster 200 nm  standasrd 200 om
komatig wet - wonstar (uin) otandaard (min) | wonster (min) etandsard (min) | momster 240 nm  standasrd 440 na
Orthe eresol . 18,80 18,64 18,53 19,63 0,68 3,1
-3 Iy_lu.l 2,75 21,64 .7 20,65 0,3 1,8
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Fig. 12, Chromatogram watermonster verzadipgd met benzine bij 240 nm.
Injektievolume: 10 ml

5.5.3. Water verzadigd met huisbrandolie

~ Het monster heeft dezelfde behandeling gehad als het Rijnwater~
monster en het water-benzinemonster, Er is weer 10 ml monster geln-—

jekteerd. Voor de resultaten bij 280 nm en 210 nm zie figuur 13 en
14 en tabel 6.
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Fig. 13. Chromatogram watermonster verzadigd met huisbrandolie bij

280 nm. Injektievolume: 10 ml

Tabel 6. UV-sbaorptis watermonater verzadigd wet huisbrandolis bij 280 nm en 210 om. Injekcievoluma: 10 ml !

Plekenretentie- Golflengte: 200 mm Golflengta: 210 nm
cljd overewn- retentietijd retentieciid retentietijd retantietijd mooster 210 mw  standaard 210 nm
komstiy met eonster (min)  wtandsard {mln) | monster {min) standaard (win)! monstar 760 nm stangaard 250 nm
Tenol - - 14,3 14,11 - -
Metd cresol 18,39 18,22 19,02 8,20 7.4 1,4
34 xylenol 21,06 20,85 20,75 20,9 28,1 $,2
2-3 xylenol 21,66 21,64 2.Nh 21,59 9,2 15,3
Orthe ethylfmol 22,34 22,47 22,43 22,41 x -
2-Lsopropylfenol 24,49 24,39 24,54 24,3 2,5 16
2-35 trimethylfenocl 25,36 25,36 25,35 25,29 9,0 6,6

x = alkylfanol valt samen met vevrontreiniging in hat chromatogram, sodat de opperviakte niet t-l bepalen is
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Fig. l4. Chromatogram watermonster verzadigd met huisbrandolie bij

210 nm, Injektievolume: 10 ml

Op grond van tabel 6 is het onwaarschijnlijk dat 2-isopropylfenol,
3~4 xylenol. aanwezig zijﬁ.

Bij de analyse bij 210 nm valt ortho ethylfenol samen met een ver-
ontreiniging. Daarom zal de ortho ethylfencl of para ethylfenolconcen-
tratie, wanneer het aanwezig is, kleiner zijn dan 0,03 mg/l1 (berekend
op basis van de meting bij 280 nm).

Bij 280 um wordt er op de plaats van fenol niets gemeten, maar
bij 210 um wel. Hieruit kan alleen gecoucludeerd worden, dat wanneer
het fenol werkelijk aanwezig is, dit in een concentratie zal zijn’

kleiner dan 0,1 mg/l.
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De aanwezigheid van meta cresol, 2-3 xylenol of een alkylfenol dat

hiermee samenvalt

en 2-3-5 trimethylfenol is gecontroleerd bij 240 nm

omdat de pieken bij 280 nm van zodanige grootte zijn, dat bij 240 nm

nog redelijke pieken verwacht mogen worden. Zie figuur 15 en tabel 7.

1 min/tick

64  zero: 20%

chart speed 0.4 cm/min
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Fig. 15. Chromatogram watermonster
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Tabel 7. UV-absorptie watermonster verzadigd mec huisbrandolie bij 280 om en 240 nm

-
25,47 ————mem 2-3-5 trimethylfenol ?

5

verzadigd met huisbrandolie bij

Flekwnretentie
tijd overaen-
komstig met

Golflengte: 230 nm
ratentiacijd retencietijd
wonster (min)  etandeard (min)

Golflengte: 240 nm

wonster 280 nm

standsard 280 nm

wonster 240 nm

standaard 240 anm

Mata cresol
2~3 =zylenol
2-3-53 trimethylfencl

18,39 18,22
21,66 21,64
25,3 5,26

retentiecijd retentietijd
monster (min) standaard (min)
18,07 18,19
21,78 21,65
25,47 25,33

0,4
0,5
0,6

2,5
1,8
3,4
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Uit tabel 7 blijkt dat de pieken veroorzaakt worden door andere
stoffen dan alkylfenolen. De pieken bij 240 nm zijn namelijk groter
dan bij 280 nm, dit in tegenstelling tot de pieken in het standaard-
monster.

Uit de resultaten van de monsters blijkt dat het erg moeilijk is,

op grond van de metingen bij 210 nm, 240 nm en 280 nm een uitspraak
te doen over de aanwezigheid van alkylfenolen. Vaak zijn er storende
stoffen aanwezig die qua retentietijd overeenkomen. Door gebruik te
maken van drié verschillende golflengtes moet het alsnog mogelijk
zijn tot een juiste identificatie te komen. Bij 210 nm wordt echter
op de helling van een absorptiemaximum gemeten waardoor de verhou—
dingen minder betrouwbaar worden. Ook de meting bij 240 nm is niet
altijd mogelijk, omdat vooral bij geringe gehalten de pieken veel |

te klein worden.

56, Fouten bij de integratie en de basis~-

lijneorrectie

Een verkeerde integratie kan tot zeer grote fouten leiden. Het
volgende voorbeeld illustreert hoe sterk een integratiefout door-
werkt in het uiteindelijke resultaat. Zie figuur 16.

De integratiegegevens zijn verwerkt in tabel 8.

Tabel 8. Integratiegegevens standaardmonster bij twee verschillende

integratieprocedures bij 280 mm

Procentuele

e e
opperviak 1€ opperviak 2¢ . . cing 1€ en

integratie integratie 2¢ integratie
Fenol 76 604 90 279 17,9
Meta cresol 64 719 71 130 9,9
Ortho cresol 93 126 102 139 9,7
3-4 xylenol 127 334 136 425 7,1
2-3 xylenol - 161 445 171 267 6,1
Ortho ethylfenol 113 388 136 953 20,8
2-isopropylfenol 87 048 97 962 12,5
2-3~5 trimethylfenol 118 477 121 940 2,9
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Fig. 16. Chromatogram van een standaardmonster alkylfenolen met af-
zonderlijke concentraties van 0,6 mg/l bij 2 verschillende
integratieprocedures. UV-detectie bij 280 nm. Injektievolume

1 ml

Tabel 8 illustreert duidelijk hoe een ogenschijnlijk kleine inte-
gratie-afwijking gemakkelijk fouten van 10Z tot 207 kan veroorzaken.

Een tweede foutenbron is de basislijncorrectie. Naarmate het in-
jektievolume groter is verloopt de basislijn meer. Om een juiste in-
tegratie toe te passen wordt de analyse door de integrator geplot.
Het basisverloop mag daarom niet groter zijn dan het bereik van het
papier. Daarom zijn de analyses gecorrigeerd voor de basislijn, door

de gegevens die op de schijf van de integrator staam, in een grafiek
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ult te znttﬁn, om op die manier de juiste basislijn vast te stellen.
Dit dient zeer kritisch te gebeuren daar een foutieve basislijncor-
reétie tot ernstig afwijkende integraties kan leiden.

In het volgende voorbeeld is het chromatogram te zien van een
analyse van water verzadigd met benzine bij 280 nm, zonder basislijn

correctie. De gegevens vanaf de schijf zijn uitgezet in figuur 17.

pinthoogto-—oenhodon.m‘

30

20

15

—

—— = — —abasisiijn

tijd in minuten

Fig. 17. Chromatogram van een watermonster verzadigd met benzine bij

280 nm, zonder basislijncorrectie. Injektievolume: 10 ml

Door de coordinaten van de basislijn, uit figuur 17, in het ge-

heugen van de integrator te brengen, is het mogelijk voor het basis-

lijnverloop te corrigeren, zodat de analyse goed op papler is te krijgen.
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Hierna kan de integratieprocedure toegepast worden. In figuur 10
is het chromatogram te zien van de analyse na basislijncorrectie en
integratie.-

Wanneer dé twee figuren met elkaar vergeleken worden is het gemak-
kelijk in te zien dat een verkeerde basislijncorrectie gemakkelijk

fouten introduceert bij het bepalen van het oppervlak van de pieken.

1
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6. CONCLUSIES

In deze nota is een methode beschreven om met behulp van HPLC al-
kylfenclen te bepalen. Gebruik wordt gemaakt van een reversed phase
kolom en detectie bij 280 nm. De concentratie vindt plaats op een
voorkolom, die in het systeem is ingebouwd, zodat een moeilijke en
tijdrovende extractietechniek niet nodig is.

De methode blijkt in kwantitatief opzicht goed te voldoen. In
het concentratiegebied tussen 0,0] mg/l tot 1| mg/l ig er een lineair
verband tussen de absolute hoeveelheid getnjekteerde alkylfenol en het
gemeten piekoppervlak, Afhankelijk van de aanwezige hoeveelheid al-
kylfenol kan een volume worden geinjekteerd tot 100 ml.

De ondergrens is 0,01 mg/l voor de meeste alkylfenolen. Dit is
aanzienlijk lager dan de grens gevonden door Ogan en Katz (1981). 2ij
vonden een ondergrens van circa 0,5 mg/l. Fenol en catechol zijn door
hun grote polariteit minder goed te bepalen. Hun ondergrenzen zijn
respectievelijk 0,1 mg/1 en O,S mg/1l. De maximale injektie van deze
twee stoffen is ook veel lager, daar ze slechts zwak geadsorbeerd zijn
aan de voorkolom. Bij grotere injekties wvindt uitspoeling plaats,
waardoor piekverbreding optreedt en veel te weinipg wordt gevonden.

Voor de identificatie is detectie bij meerdere golflengtes nood-
zakelijk. Dit blijkt vooral bij aanwezigheid van kleine hoeveelheden
erg moeilijk te zijn door'agnwezigheid van storende stoffen. Voor
een juiste 1dentificatie is een specifieke detector of een tweede !
onafhankelijke techniek (gaschromatografie) nodig. Is een alkylfenol
eenmaal aangetoond dan is de beschreven HPLC-technick een geschikte

bepalingstechniek.
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7. SUGGESTIES VERDER ONDERZOEK

Naast de HPLC methode kan de gaschromatografische analyse van al-
kylfenclen volgens Coutts, Hargesheimer en Passuto (1979) toegepast
worden. Ze acetyleren de alkylfenolen in de waterfase waardoor het
extractierendement met methyleenchloride verhoogd wordt. Het extract
wordt ingedampt en geinjekteerd in de gaschromatograaf, uitgerust
met het macro-injektiesysteem. Deze gaschromatografische analyse is
uitgevoerd met behulp van een voorkolom gevuld met apolair voorkolom-
materiaal (5% Silicome 0.V.-1 op Chromosorb W AW-DMCS). De scheiding

gebeurt met een capillaire kolom van het type Fused Sylica.

~ Lengte t 25 m

Inwendige diameter: 0,26 mm
Vloeistof fase : CP Si1 5
Filmdikte : 0,14 um

De resultaten waren niet bevredigend. In eerste instantie door
verontreinigde chemicalién, Ten tweede doordat het percentage vloei-
stoffase in de voorkolom vermoedelijk te hoog was, waardoor bleeding
optrad.

Voor verder onderzoek dient aandacht besteed te worden aan het
type voorkolom en capillaire kolom,

De HPLC-techniek kan verbeterd worden door het gebruik van een
korte voorkolom met een lengte van enige millimeters gevuld met een
nieuw type kolommateriaal bijvoorbeeld het polymeer van difenylben-

zeenstyreen.
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Bijlage 1

ELEKTRONISCH SCHAKELSCHEMA HPLC-SYSTEEM
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In het laboratorium worden de autosampler en de vlceistofchroma-
tograaf permanent in combinatie met elkaar gebruikt, zodat de appara-
tuur niet voortdurend omgebouwd hoeft te worden.

In figuur 18 is direkt te zien, hoe de mobiele fase door het sy-

steem de kolom ingeleid wordt.

MONSTERWISSELAAR ~= injektie stand
~--=vulstand loop

———
monsterfiesje{2ml}
loop
flush run
time time
n ”

—=vulstand loop

HPLC SYSTEEM ---zinjektie stand

[ ]
A B C

reservoirs

HPLC pomp

detector kotom

Fig., 18. Combinatie loopinjektiesystemen vloeistofchromatograaf en

autosampler
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Vervolg bijlage 2

Het voordeel van een loopinjektiesysteem is, dat tijdens de in-
jektie de pomp niet pestopt hoeft te worden., Het omschakelen van de
loopinjektor van de autosampler en de vloeistofchromatograaf wordt
geregeld in het programma van de vloeistofchromatograaf door middel
van events. Een event vertegenwoordigt een elektronisch signaal, waar-
mee een relais wordt bekrachtigd,

De tijdsduur waarmee de loopinjektor van de autosampler op de
vulstand staat wordt bepaald door de flushtime (in seconden). Na de
flushtime wordt de autosampler weer gestopt vanuit de vloeistofchro-
matograaf, Het stopsignaal is noodzakelijk, omdat anders na de aan-

gegeven runtime (in minuten) de autosampler opnieuw injekteert.
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DE 1 ml INJEKTIE

Bijlage 3

Het vullen van de | ml loop met monster, kan plaatsvinden met

behulp van een injektiespuit die direkt geprikt wordt in het loopin-

jektiesysteem van de HPLC (zie A) of met behulp van een monsterwisse-

laar, wanneer automatisering gewenst is (zie B).

A: Het vullen van de loop van de HPLC met behulp van een injektie-

spuit.

Na de injektie start de HPLC de integrator. Zie programma | van
de HPLC.

Programma | van de HPLC voor de analyse van alkylfenolen. Injektie-

volume | ml, met behulp van een injektiespuit.

TIME CODE VALUE Betekenis
0,0 FLOW vloceistofsnelheid 2 ml/min
0,0 z 0 vlceistofsamenstelling: 100% water
0,0 RSVR AB reservolr A is water; reservoir B is
acetonitril '
0,0 EVENT geen relais bekrachtigd
0,0 EVENT loop HPLC schakelt om = injektie
2,1 EVENT 1 " start integrator
2,2 EVENT geen relais bekrachtigd
2,2 4 vlioceistofsamenstelling: 1007 water, begin
gradiént
30,2 4 62 vlceistofsamenstelling: 627 acetonitril
en 387 water, einde gradient
32,2 % 100 schoonmaken kolom met 1007 acetonitril
37,2 4 100
42,2 b4 0 vlceistofsamenstelling 1007 water

Time is gegeven in minuten
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Vervolg bijlage 3

In figuur 19 is te zien hoe de HPLC, de monsterwisselaar, de in-
tegrator en de UV-detector elektronisch verbonden zijn, wanneer | ml

monster met een injektiespuit geinjekteerd wordt (gebruik HPLC loop).

HPLC integrator

d= controle systeem
event event b+C= stop injektie

2 1 a i ’ c+d= start injektie
. e+f= injection marker
Q= marker last sample

Opmerking:

De monsterwisselaar is hier
overbodig, Event | kan viaQ

ook direkt met de integrator

verbonden worden.

Zie ook bijlage 1:

ne
e f Sl-open

bed

[Ta )

82 = dicht

monsterwisselaar - uv detector

Fig. 19. Elektronisch verbindingsschema HPLC, monsterwisselaar, inte-
grator en UV-detector bij gebruik HPLC loop voor een | ml

injektie

B: Het automatisch vullen van de monsterwisselaarloop.

De integrator start al dan niet de HPLC, de HPLC start de monster-
wisselaar en na de injektie start de monsterwisselaar de integrator.

Zie programma 2 van de HPLC.
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vervolg bijiage 3

Programma 2 van de HPLC voor de analyse van alkylfenolen. Injektievo-

lume ! ml met behulp van de monsterwisselaar.

TIME CODE VALUE Betekenis
oo 0,0 FLOW vloeistofsnelheid 2 ml/min
t{ . 0,0 4 0 vliceistofsamenstelling: 100% water
w 0,0 RSVR AB reservoir A is water: reservoir B is
i acetonitril
| 0,1 EVENT 1 ~start monsterwisselaar '
0,2 z 0 viceistofsamenstelling: 100Z water
1 EVENT 2 stop. "Run" monsterwisaselaar
1,1 EVENT 0 geen relais bekrachtigd
28,2 Z 62 ﬁloeistofsamenstelling: 62% acetonitril
en 387 water, einde gradignﬁ
30,2 % 100 schoonmaken kolom met 100% acetonitril
35,2 4 100
40,2 z 0 vlceistofsamenstelling: 100% water

TIME is gegeven in minuten

Flushtime monsterwisselaar: 12 seconden.

In figuur 20 is te zien hoe de HPLC de monsterwisselaar, de in-

tegrator en de UV-detector elektronisch verbonden zijn bij gebruik

van de monsterwisselaar.
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Vervolg bijlage 3

HPLC integrator

. Q= controle systeem
event event b+C = stop injektie

s C+d = start injektie
e+ f = injection marker
- Qg = marker last sample

. Opmerking{
In principe is dit hetzelfde
schema alg in bijlage 1.
Zie bijlage 1:

1
' S] = dicht
S2 = dicht
. "
g

bcdef

monsterwisselaar uv detector

Fig. 20. Elektronisch verbindingsschema HPLC, monsterwisselaar, inte-

grator en UV-detector bij gebruik monsterwisselaar voor een

1 ml injektie.
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Bijlage 4
DE INJEKTIE TOT 100 ml

Het monster wordt aangesloten op regervoir C van de HPLC (zie bij-
la~e 2) en als mobiele fase door de kolom gepompt. De HPLC start de

integrator, Zie programma 3 van de HPLC.

Programma 3 van de HPLC voor de analyse van alkylfenolen, bij een in-

jektievolume tot 100 ml via reservoir C. Injektievolume: 10 ml

TIME CODE . VALUE Betekenis
0,0 FLOW 2 vlceistofsnelheid: 2 wl/min
0,0 4 0 vlceistofsamenstelling: 100% water
0,0 | RSVR AC reservoir A is water; reservoir C is.
mons ter
0,1 Z. 100 vloeistofsamenstelling: 1007 monster
5 Z 100 vlioeistofsamenstelling: 100% monster
5,1 . ZV 0 vliceistofsamenstelling: 1007 water begin
gradient
5,1 RSVR AB reservoir A is water; reservoir B is
acetonitril
5,1 EVENT 1 start integrator
5,2 EVENT ] geen relais bekrachtigd
33,1 ‘ Z: 62 einde gradient
33,1 R 100 }  schoonmaken kolom met 100Z acetonitril
40,1 4 100 ,
45,1 A 0 viceistofsamenstelling: 100% water

Voor het elektromisch verbindingsschema HPLC, monsterwisselaar,

integrator en UV-detector zie bijlage 3A.
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