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1. Summary
If charged component are analysed with LC-MS, ionparing agents can be used. A disavantge of using ionparing agents is the loss of sensitivity. With the use of testcomponent carboxymethyllysin (CML) is tried to investigate the sensitivity problems and look for solutions for this problem.

Three ionparing agents where selected: trifluoroacetic acid (TFA), pentafluorobenzoic acid (PFBA)  and heptafluorobuteric acid (HFBA). First the effects of modifier concentration, type of modifier, concentration of ion paring agent in the mobile phase and the column temperature were investigated.

TFA is the most used ion paring agent with LC-MS detection. TFA is not used in these test because in combination with CML there was no retention.   

In the final tests the addition of a post-column agent was investigated to reduce the sensitivity loss. Several post column agents where tested. The post column addition of a mixture of 2-propanole and propionic acid yielded the best result. The 2-propanole improved the surface tension which suppresses coulomb explosion. The propionic acid competes with the ionparing agent resulting in evaporation of ionparing agent from the droplet. Propionic acid has a positive effect on the ionisation process wich results in elevation of the sensitivity.

PFBA en HFBA have high boilingpoints however they look to be suitable for using as ionpairing agents on the LC-MS. Probbely the vapor pressure has a important part in this. Fluorised compounts have a  high vapor pressure with allows them to stay in the gasphase. 

2. Samenvatting
Als men geladen verbindingen met behulp van LC-MS wil analyseren kan men gebruik maken van ionpaarreagentia. Een nadeel van ionpaarreagentia is dat ze een negatief effect hebben op de gevoeligheid. Met behulp van de testverbinding carboxymethyllysine (CML) is geprobeerd in kaart te brengen wat het gevoeligheidsverlies is en of hier oplossingen voor zijn. 

Er zijn drie ionpaarreagentia geselecteerd nl. trifluorazijnzuur (TFA), pentafluorbenzoezuur (PFBA) en heptafluorboterzuur (HFBA). In eerste instantie is gekeken naar wat het effect van concentratie modifier, soort modifier, concentratie ionpaarreagens in de mobiele fase en de kolomtemperatuur is op het gedrag van de testcomponent in combinatie met het ionpaarreagens.

Vervolgens is er gekeken naar post column additie van reagentia om de negatieve effecten van het ionpaarreagens op te lossen. Er is met verschillende post column reagentia getest een combinatie van 

2-propanol en propaanzuur lijkt het beste te werken. De 2-propanol zorgt voor een toename van de oppervlaktespanning wat colomb explosie onderdrukt. Het propaanzuur gaat de competitie aan met het ionpaarreagens waardoor deze uit de druppel wordt verstoten en de oppervlaktespanning niet meer kan verlagen. Propaanzuur heeft een zeer positief effect op de ionistatie zodat propaanzuur te aller tijden een grootte gevoeligheid toename ten gevolge heeft.

PFBA en HFBA blijken ondanks hun hoge kookpunt wel geschikt te zijn voor het gebruik als ionpaarreagens. Dit komt waarschijnlijk doordat ze gefluoriseerd zijn de dampspanning toeneemt waardoor ze beter in de gasfase blijven.  

Hoewel TFA een van de meest gebruikte ionpaarreagentia is met LC-MS analyse, is TFA bij deze tests afgevallen omdat de deze niet voor retentie zorgt. 
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3. Inleiding
PRA International is een Contract Research Organisation (CRO) die in opdracht van de farmaceutische industrie medicijnonderzoek verricht. Medicijnonderzoek is in te delen in vier fasen. PRA International Early Development Services (EDS) is het onderdeel van PRA International dat zich concentreert op de eerste fase waarin geneesmiddelen voor het eerst aan de mens worden toegedient, de zogenaamde “first in man” studies. Een onderdeel van PRA International EDS is het bioanalytisch laboratorium waar voor zowel de PRA International klinieken als voor externe opdrachtgevers biologische monsters geanalyseerd worden. Binnen het laboratorium worden de volgende analysetechnieken gebruikt:
- LC-MS/MS

- HPLC-UV/FL/ECD

- ELISA

- RIA/IRMA

- 14C
Bij HPLC-UV/FL wordt, om retentie te verkrijgen, met enige regelmaat ionpaarreagens gebruikt bij het analyseren van geladen verbindingen (bv SDS en octaansulfonzuur). Deze ionpaarreagentia zijn over het algemeen niet te gebruiken bij massaspectrometrische detectie omdat ze niet vluchtig zijn of de ionisatie negatief beïnvloeden.

Er zijn ook enkele vluchtige ionpaarreagentia die bij LC-MS/MS analyses worden gebruikt. De bekendste zijn 
trifluorazijnzuur (TFA) en triethylamine (TEA); nadeel van deze componenten is dat ze de ionisatie negatief beïnvloeden. 
Het is erg belangrijk dat het ionpaarreagens gemakkelijk verdampt, daarom is binnen het PRA laboratorium, op aanraden van de leverancier van massaspectrometrische apparatuur, de bovengrens van het kookpunt van de te gebruiken verbindingen op ongeveer 100°C vastgesteld.

Door bovenstaande problemen worden ionpaarreagentia niet veel gebruikt bij massaspectrometrische detectie. In dit onderzoek wordt geprobeerd een aantal ionpaarreagentia in kaart te brengen die minder negatieve eigenschappen hebben. Tevens wordt gekeken of met het toevoegen van post-colum reagens de negatieve eigenschappen zijn te verminderen of op te lossen.  
Om de ionpaarreagentia te testen wordt carboxymethyllysine (CML) gebruikt, een aminozuur dat bij diabetes patiënten in verhoogde mate voorkomt. CML is zo polair dat het normaal gesproken alleen na derivatisering gemeten kan worden.

4. Theorie
4.1 Ionpaar chromatografie

Als een component een erg lage of hoge pKa heeft (<2, >10) dan is deze niet meer te meten met normale reversed phase chromatografie. De component is dan met een normale buffer nog steeds geladen. Dit heeft tot gevolg dat de component geen vertraging op de kolom ondervindt. Een optie is dan om speciale kolommen te gebruiken die ontwikkeld zijn om zeer hoge en lage pH te kunnen verdragen. Een andere optie is het toevoegen van ionogene zepen (ionpaar reagentia) aan de mobiele fase. Ionogene zepen bestaan uit een apolaire alkylketen en een ionogeen eindstuk. De alkylketen is groot genoeg om een interactie met het apolaire reversed phase materiaal aan te gaan. Door de aanwezigheid van de ionogene groep verandert het karakter van de stationaire fase. Op deze manier ontstaat een reversibel geadsorbeerde ionenwisselaar met een lage capaciteit, waarop geladen componenten gescheiden kunnen worden. (figuur 1)
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Figuur 1, schematische werking van een ionpaarreagens
Het retentiegedrag bij ionpaarchromatografie is afhankelijk van een aantal factoren:
· De soort ionpaarreagens: Iedere soort ionpaarreagens geeft een andere retentie. Dit wordt veroorzaakt door het verschil in lengte van de apolaire groepen. Een langere staart zal ook meer retentie veroorzaken vanwege de affiniteit met de stationaire fase.
· Concentratie van het ionpaarreagens: Hoe hoger de concentratie van het ionpaarreagens des te groter de vertraging op de kolom. De affiniteit van het apolaire ionpaarreagens ligt meer richting de stationaire fase waardoor de component langer in de stationaire fase zit en de retentie dus zal toenemen. 
· Polariteit van de mobiele fase: Door het extra toevoegen van modifer (ACN of  MeOH) wordt de polariteit van een oplossing verlaagd hierdoor is er minder affiniteit met de stationaire fase en zal de component sneller van de kolom komen.
· De temperatuur: Een hogere temperatuur zorgt voor minder affiniteit met de stationaire fase waardoor de component eerder van de kolom komt.

· De pH: Verandering van pH heeft effect op ladingstoestand van de component en mogelijk ook van de stationaire fase. Verandering van ladingstoestand veranderd de affiniteit van de component met de stationaire fase wat tot gevolg heeft dat de component eerder of later van de kolom af komt.
De naam “ionpaar chromatografie” suggereert dat er een binding tussen het zeepion en het componention ontstaat op basis van tegengestelde lading. Het neutrale apolaire ionpaar zou op grond van apolairiteit volgens het gangbare reversed phase mechanisme retentie ondervinden. Later onderzoek heeft uitgewezen dat dit soort ionparen in de waterige fase niet en in de organische fase wel voorkomen. Veel voorkomende ionpaar reagentia zijn heptyl,- octyl- of decylsulfonaten
4.2 LC-MS/MS

Massaspectrometrie (MS) is in de laatste 25 jaar uitgegroeid van een lastige, zeer kostbare techniek die alleen door hoog gespecialiseerde onderzoekers gebruikt kon worden, tot een techniek die routinematig kan worden toegepast in kwalitatieve en kwantitatieve analyses. 

Massaspectrometrie is gebaseerd op het genereren, scheiden en detecteren van ionen in de gasfase (ioniseren). De scheiding van de gevormde ionen gebeurt op basis van de massa-ladingsverhouding (m/z). Als de intensiteit tegen m/z uitgezet wordt ontstaat een massaspectrum. Als de intensiteit tegen de tijd wordt uitgezet ontstaat er een chromatogram. Met behulp van het massaspectrum kan de molecuulmassa van componenten worden bepaald. Afhankelijk van de ionisatiemethode kan er ook een schatting van de structuur gemaakt worden.

.
4.2.1 Ionisatie

Een ionisatiemethode kan hard of zacht genoemd worden. Bij een harde ionisatie methode wordt de component in de ionisatiekamer al deels gefragmenteerd. Dit gaat volgens bekende regels waardoor structuuropheldering mogelijk is. Bij een zachte ionisatie methode wordt de component in de ionisatiekamer alleen geïoniseerd en niet gefragmenteerd. Ionspray en turboionspray zijn zogenaamde zachte ionisatie technieken. 
Ionspray/turbo-ionspray
De meest gebruikte ionisatie methode bij vloeistofchromatografie met MS detectie is met ionspray en turbo ionspray-ionisatie (figuur 2). 
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Figuur 2, verschil tussen ionspray en turbo-ionspray
Bij ionspray loopt het eluens door een capillair, waar een spanning van enkele kVolts op staat. Door de hoge spanning ontstaat een geladen spray (fijne nevel). Met verdamping van het oplosmiddel neemt de ladingsdichtheid toe wat er in resulteert dat ionen worden uitgestoten (figuur 3). Verdamping van het oplosmiddel moet niet te ver van de ingang naar de MS (orfice) plaats vinden want dan neutraliseren de ionen voordat ze het vacuüm gedeelte bereiken. Turbo-ionspray is een verfijning van dit principe met als verbetering dat er op de spray een föhn van enkele honderden graden gericht staat, wat de verdamping van het oplosmiddel bevordert. Hierdoor kan er een hogere flow verwerkt worden, 350 µl/min i.p.v. 50 µl/min.
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Figuur 3, door verdamping worden de druppels kleiner, door de electrostatische krachten worden ionen uitgestoten
Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI)
Bij APCI wordt de spray die door het capillair ontstaat verwarmd zodat aan het eind van de heated nebulizer tube alles zich in de gasfase bevindt. Het gas wordt langs een onder spannings staande naald (corona discharge needle) geleid. Botsingen tussen hoog energetische electronen die vrijkomen uit de corona discharge needle en moleculen in de bron resulteren via verschillende reacties uiteindelijk in molecuulionen die gedetecteerd kunnen worden. Doordat de oplosmiddelen al in het capillair of in de nebulizer tube verdampen kan er een hoge flow, tot maximaal 2 ml/min de MS in. Omdat de analieten langere tijd aan hogere temperaturen worden blootgesteld is het belangrijk dat ze thermisch stabiel zijn.
Atmospheric Pressure Photo Ionisation (APPI)

Bij APPI vindt verdamping van de vloeistof op dezelfde manier plaats als bij APCI. In de gasfase wordt een dopant (meestal tolueen) toegevoegd. Haaks op de gasflow staat een UV – lamp die fotonen uitzendt met een energie van 10 eV. De fotonen en de dopant starten een reactie vergelijkbaar met die bij de APCI om een molecuul-ion te maken.

Bij APCI en APPI worden de ionen in de gasfase gevormd. Verwacht mag worden dat de ionisatie problemen beschreven in hoofdstuk 4.3 waarschijnlijk niet voor zullen komen. Echter omdat turbo-ionspray de meest gebruikte ionisatie methode is binnen het laboratorium van PRA zal in eerste instantie met turbo-ionspray gewerkt worden.
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Figuur 4, toepassings gebied van ionisatie methoden
4.2.2 Triple quadrupool MS
De triple quadrupool MS is de meest gebruikte massaspectrometer in de farmaceutische industrie. De MS is op gebouwd uit drie quadrupools Q1, Q2 en Q3. Alle quadrupools bestaan uit vier ronde staven, die parallel in een vierkant zijn geplaatst. Op de staven staan wisselende spanningen. Een quadrupool kan alle ionen doorlaten (Rf only) of slechts ionen met een bepaalde m/z waarde waarbij andere m/z waarden botsen met een van de vier staven en geneutraliseerd worden (figuur 5 en 6). 
De filterende werking (m/z) van de staven wordt verkregen door de variatie van DC en Rf spanningen over de staven. De grootte van de DC spanning bepaalt welke massa wordt doorgelaten. De nauwkeurigheid wordt bepaald door de verhouding tussen DC en Rf spanningen.
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Figuur 5, banen van ionen, met verschillende m/z waarden door een quadrupool met RF en DC spanningen
[image: image6.png]



Figuur 6, baan van ionen, met verschillende m/z waarden door een quadrupool met RF only

Op deze manier zijn componenten met verschillende massa-lading verhoudingen goed te scheiden. Om de selectiviteit van de detectie te verhogen kan een fragmentatiestap worden ingebouwd. Als MS-MS massaspectrometrie gebruikt wordt, wordt er in de rf only quadrupool Q2 een botsingsgas (N2) ingelaten. Als ionen tegen het botsingsgas aanbotsen fragmenteren de ionen. Q3 wordt dan van Rf only quadrupool ook ingeschakeld als een m/z filter (figuur 7). 

[image: image7]
Figuur 7, schematische weergave van werking MS/MS
Door fragmentatie neemt de intensiteit over het algemeen met meer dan een factor 10 af. Maar doordat de selectiviteit met meer dan een factor 10 toeneemt, neemt de signaal ruis verhouding netto toe. 
4.3 Combinatie LC-MS/MS met ionpaar chromatografie

Het nadeel van de traditionele ionpaar reagentia is het hoge kookpunt en dat ze daardoor niet verdampen. Hierdoor slaan ze neer in de ionisatiebron en zullen ze de ingang van de MS verstoppen daarom zijn ze niet geschikt voor LC-MS/MS. Bij LC-MS/MS wordt binnen het PRA laboratorium op aanraden van de leverancier voor mobiele fase componenten als standaard een kookpunt van maximaal 100 °C aangehouden. De ionpaarreagentia die hier aan voldoen hebben veel kortere apolaire groepen, waardoor het een stuk lastiger is om voldoende vertraging op een reversed phase kolom te kunnen krijgen.

Ook als er een vluchtig ionpaarreagens wordt gebruikt kan er bij MS detectie een probleem optreden doordat het reagens de ionisatie van de te bepalen componenten negatief beïnvloed. Dit is te verklaren doordat de vloeistofdruppel in het ionspray proces bestaat uit 2 gedeeltes een binnenschil en een buitenschil. In de buitenschil vindt verdamping van oplosmiddel en uitstoting van ionen plaats. In de binnenschil bevinden zich de component-ionpaar complexen. Theoretisch bestaan er 2 mechanismen voor de intensiteits afname, nl. oppervlaktespanning verlaging en zouteffect. De oppervlaktespanning wordt verlaagd doordat de apolaire groepen van het ionpaarreagens buiten de vloeistof druppel steken (figuur 8). Hiermee wordt de oppervlaktespanning verlaagd zodat de druppels te vroeg door coulomb explosie uit elkaar vallen en de ionen neutraliseren voordat ze de orfice bereiken. Dit is te voorkomen door de oppervlaktespanning te verhogen door post column een vloeistof toe te voegen. Het zouteffect wordt veroorzaakt als er een ander ion is wat in overmaat in de druppel zit zal deze de competitie aangaan om uitgestoten te worden met het te analyseren ion. Dit is op te lossen door een lagere concentratie ionpaarreagens toe te voegen.
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Figuur 8, apolaire groepen van het ionpaarreagens steken buiten 
de druppel wat de oppervlakte spanning verlaagd
4.4 De testverbinding

Als testverbinding is voor carboxymethyllysine gekozen (CML)(figuur 9). CML is een ideale component omdat het zowel positief als negatief geladen kan zijn. Dus kan voor deze experimenten dezelfde component gebruikt worden. Als CML in zure (pH < pKa COOH) omgeving zit zijn de twee stikstof groepen positief geladen en de carbonzuren neutraal. Als CML in een basische (pH > pKa NH3) omgeving zit zijn de carbonzuur groepen negatief geladen en de stikstoffen neutraal. Omdat de exacte pka`s niet bekend zijn wordt CML in een sterk zure omgeving gebracht om zeker te weten dat de CML maximaal geladen is.
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Figuur 9, structuurformule van  CML

4.5 De ionpaarreagentia
Als ionpaarreagentia zijn trifluorazijnzuur (TFA), pentafluorbenzoezuur (PFBA) en heptafluorboterzuur (HFBA) gekozen. PFBA en HFBA hebben kookpunt boven de 200°C hebben. Echter wordt HFBA veel gebruikt als ionpaarreagens. Er is voor deze zuren gekozen omdat ze een lage pKa hebben. Dit zorgt ervoor dat ze in oplossing negatief geladen zijn en aan de positieve lading van de testcomponent kunnen binden. 
[image: image10.png]C—OH
F F
(0]
HO)J\CF3 F F
Trifluorazijizuur F

Pentafluorbenzoezuur

Heptafluorboterzuur




Figuur 10 de gebruikte ionpaarreagentia
Doordat alle waterstofatomen zijn vervangen door fluoratomen die sterk electronenzuigend zijn, hebben deze ionpaarreagentia een lage pKa wat ze uitermate geschikt maakt als ionpaarreagens voor de LC-MS/MS. Wel moet er rekening mee worden gehouden dat de moleculen voldoende apolair zijn zodat ze voor vertraging op de kolom kunnen zorgen. Daarom zal TFA waarschijnlijk voor minder vertraging zorgen dan HFBA.
5. Apparatuur 
Pomp A en B:
Shimadzu LC-10 ADvp 


Flow 1.00 ml/min
Injectior:
HTC pal


Injectievolume: 20.0 µl
Controler:
Shimadzu  SCL 10Avp
Kolomoven:
Shimadzu CTO-10ACvp



Kolomtemperatuur: 20°C (tenzij anders vermeld)
Detector:
API 365 


Q1 Mass (amu)
Q3 Mass (amu)
Dwell time (msec)





205.10
84.10
500.00
 


Nebuliser gas: 
4
(on applied biosystems scale)

Curtain gas: 
10  
(on applied biosystems scale)

Temperatuur: 
550
°C

Ionspray voltage: 
5500 
V

Colision gas: 
2
(on applied biosystems scale)

Declustering potential
20
V

Focusing potential
120
V

Entrance potential
10 
V

Collision energy
25
V

Cel exit potential
20
V
Analytische kolom: 
Symmetry C18 




Afmeting: 100*4.6 mm



Deeltjesgrootte: 3.5 µm
6. Chemicaliën

	
	Leverancier
	Catalogus nummer

	ACN
	Merck
	100030

	MeOH
	Merck
	106018

	Mierezuur
	Merck
	100264

	pentafluorbenzoezuur
	Sigma - Aldrich
	P5, 36-0

	Heptafluorboterzuur
	Sigma - Aldrich
	16, 419-4

	Propaanzuur
	Sigma - Aldrich
	402907

	Azijnzuur
	Merck
	100063

	CML
	UMCG
	n.a.


7. Werkwijze

Bereiding van de stock oplossing (1000 mg/L):

Weeg 5.5 mg CML af en los dit op in 5.5 ml  5% MeOH in water 

Bereiding van de testoplossingen (1000 ng/mL):

Algemeen: Pipeteer 10 µl stock oplossing in een maatkolf van 10 ml en vul deze aan met 5% MeOH in 

0.1% mierezuur.

Testoplossing voor experimenten met pentafluorbenzoezuur (1000 ng/mL):
Pipeteer 10 µl stock oplossing in een maatkolf van 10 ml en vul deze aan met 5% MeOH in 10 mM PFBA.

Testoplossing voor experimenten met heptafluorboterzuur (1000 ng/mL):
Pipeteer 10 µl stock oplossing in een maatkolf van 10 ml en vul deze aan met 5% MeOH in 10 mM HFBA.

Testoplossing voor experimenten met trifluorazijnzuur (1000 ng/mL):

Pipeteer 10 µl stock oplossing in een maatkolf van 10 ml en vul deze aan met 5% MeOH in 10 mM TFA.

7.1 Bepalen van de invloed van modifier concentratie op de capaciteitsfactor
Bij de experimenten om de invloed van de modifier concentratie op de capaciteitsfactor te bepalen wordt voor de mobiele fase een standaardconcentratie van 10 mM PFBA, HFBA of TFA (afhankelijk van het ionpaarreagens in de testoplossing) gekozen.

Bereiding van mobiele fase:
10 mM pentafluorbenzoezuur: los 4.14 gram af en los dit op in 2000 ml water.

10 mM heptafluorboterzuur: meng 2600 µl heptafluorboterzuur met 1997 ml water.
10 mM trifluorazijnzuur: meng 770 µl trifluorazijnzuur met 1999 ml water.

Injecteer de testoplossing in triplo met:
5% ACN/95% waterfase





10% ACN/90% waterfase





15% ACN/85% waterfase





20% ACN/80% waterfase
Herhaal bovenstaande experimenten met MeOH als modifier.

De testen worden uitgevoerd met een testoplossing die PFBA, een testoplossing die HFBA en een test oplossing die TFA bevat.

7.2 Bepalen van de invoed van de kolomtemperatuur op de capaciteitsfactor
Bij de experimenten om de invloed van de kolomtemperatuur op de capaciteitsfactor te bepalen wordt voor de mobiele fase een standaardconcentratie van 10 mM ionpaarreagens (afhankelijk van het ionpaarreagens in de testoplossing) gekozen. De modifierconcentratie is 5% ACN.
Injecteer de testoplossing in triplo bij een kolomtemperatuur van:
20°C









25°C









30°C









35°C









40°C









45°C

De testen worden uitgevoerd met een testoplossing die PFBA, een testoplossing die HFBA en een test oplossing die TFA bevat.

7.3 Bepalen van de invloed van de concentratie ionpaarreagens op de capaciteitsfactor
Bereid de waterige fase van de mobiele fases met een concentratie van  5, 10, 15 en 20 mM PFBA, HFBA 
of TFA (afhankelijk van het ionpaarreagens in de testoplossing) met een modifierconcentratie van 10% ACN.

Mobiele fases PFBA:
5 mM: Los 1.06 gram PFBA op in 1000 ml water

10 mM: Los 2.12 gram PFBA op in 1000 ml water

15 mM: Los 3.18 gram PFBA op in 1000 ml water

20 mM: Los 4.24 gram PFBA op in 1000 ml water

Mobiele fases HFBA:
5 mM: pipeteer 650 µl en vul aan tot 1000 ml met water
10 mM: pipeteer 1300 en vul aan tot 1000 ml met water
15 mM: pipeteer 1950 µl en vul aan tot 1000 ml met water
20 mM: pipeteer 2600 µl en vul aan tot 1000 ml met water
Mobiele fases TFA:
5 mM: pipeteer 385 µl en vul aan tot 1000 ml met water
10 mM: pipeteer 770 µl en vul aan tot 1000 ml met water
15 mM: pipeteer 1155 µl en vul aan tot 1000 ml met water
20 mM: pipeteer 1541 µl en vul aan tot 1000 ml met water
Injecteer de testoplossing in triplo bij 5, 10, 15 en 20 mM ionpaarreagens in de waterige fase. Werk van een lage concentratie naar een hoge concentratie om beinvloeding van de resultaten uit te sluiten.

De testen worden uitgevoerd met een testoplossing die PFBA, een testoplossing die HFBA en een test oplossing die TFA bevat.

7.4 Bepalen van de invloed van het toevoegen van post-column reagens op de gevoeligheid

Bij de experimenten om de invloed van de het toevoegen van post-column reagens op de gevoeligheid te bepalen wordt voor de mobiele fase een standaardconcentratie van 10 mM ionpaarreagens (afhankelijk van het ionpaarreagens in de testoplossing) gekozen. Als modifierconcentratie is 10% ACN gekozen.

Bereid volgende oplossingen:

10% 1,2 propaandiol in MeOH: meng 10 ml 1,2 propaandiol met 90 ml MeOH

50% 1,2 propaandiol in MeOH: meng 50 ml 1,2 propaandiol met 50 ml MeOH

Propaanzuur : isopropanol (3:1) meng 75 ml propaanzuur en 25 ml isopropanol
Propaanzuur : isopropanol (1:1) meng 50 ml propaanzuur en 50 ml isopropanol

Azijnzuur : isopropanol (3:1) meng 75 ml azijnzuur en 25 ml isopropanol

Voor de bepaling van een t0 waarde voor de gevoeligheid worden er drie injectie gedaan met de testoplossing in 0.1% mierezuur met een mobiele fase van 0.1% mierezuur : ACN (90:10).
Pomp post-column 50 µl/min of 100 µl/min toe van de volgende oplossingen:
- isopropanol (IPA)

- 10% 1,2 propaandiol (PG) in MeOH

- 50% 1,2 propaandiol (PG) in MeOH

- Propaanzuur (PA)

- Azijnzuur (AA)

- PA:IPA (3:1)

- PA:IPA (1:1)



- AA:IPA (3:1)

De testen worden uitgevoerd met een testoplossing die PFBA, een testoplossing die HFBA en een test oplossing die TFA bevat.

8. Resultaten

Tijdens verkennende testen had de testcomponent met TFA geen vertraging op de kolom. Vanwege tijdgebrek is er eerst naar de andere ionpaarreagentia gekeken.De invloed van de concentratie van PFBA is  niet verder uitgevoerd omdat bij de eerste experimenten is vastgesteld dat de MS verstopt kan raken. Omdat de MS tijdens de post column toevoegingen vervuild raakte is het post column toevoegen van MeOH bij PFBA niet meer uitgevoerd.

De resultaten in de tabellen in dit hoofdstuk zijn gemiddelde waarden van de triplo bepaling. De afzonderlijke resultaten staan vermeld in bijlage 12.2 t/m 12.5
Per type berekening wordt 1 voorbeeld gegeven. De overige berekeningen zijn op dezelfde wijze uitgevoerd. 

Pentafluorbenzoezuur heeft met verschillende modifier concentratie en temperaturen een capaciteitsfactor variërend van 0.43 met 20% ACN bij 20°C tot en met 1.90 bij 5% ACN en 20°C. Pentafluorbenzoezuur veroorzaakt weinig gevoeligheidsverlies. Met post-column toevoeging van IPA en een mengsel hiervan met propaanzuur wordt de gevoeligheidsverlies volledig teniet gedaan en neemt de gevoeligheid maximaal tot 328% toe ten op zichtte van het signaal met mierezuur als mobiele fase.

Heptafluorboterzuur heeft bij verschillende modifier concentratie en temperaturen een capaciteitsfactor variërend van 0.97 met 20% ACN bij 20°C tot en met 6.09 bij 5% ACN en 20°C. Heptafluorboterzuur veroorzaakt een gevoeligheidsverlies van 80%. Met post-column toevoeging van een mengsel met propaanzuur en IPA wordt de gevoeligheidsverlies volledig teniet gedaan en neemt de gevoeligheid maximaal tot 350% toe ten op zichtte van het signaal met mierezuur als mobiele fase zonder post-column toevoeging.
8.1 Invloed van modifier concentratie op de capaciteitsfactor
Als dode tijd marker is CML zonder ionpaarreagens genomen.

	 
	 
	TR (min)

	t = 0
	1
	0.99

	 
	2
	0.99

	 
	3
	1.00


Tabel 1, resultaten t=0 bepaling
Gemiddelde:

0.99 min
Standaarddeviatie:
0.01

Coefficient of variation:
0.58 %
Berekening:
Gemiddelde
 = (m1+m2+m3)/3


= (0.99+0.99+1.00)/3 = 0.993333 min
Standaarddeviatie: = 
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m1: (0.99 - 0.993333)2 = 1.111x10-5
m2: (0.99 - 0.993333)2 = 1.111x10-5
m3: (1.00 – 0.993333)2 = 4.444x10-5
Som (∑)
           = 6.666x10-5
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 = (0.00577/0.993333)*100 = 0.5808 = 0.58%
	% ACN
	Ionpaarreagens (10 mM)
	Gemiddelde Tr (min)
	Gemiddelde k’

	5
	PFBA
	2.84
	1.86

	10
	PFBA
	2.42
	1.43

	15
	PFBA
	2.12
	1.13

	20
	PFBA
	1.42
	0.43

	
	
	
	

	5
	HFBA
	7.04
	6.09

	10
	HFBA
	4.25
	3.28

	15
	HFBA
	2.80
	1.82

	20
	HFBA
	1.95
	0.97


Tabel 2, Invloed van ACN concentratie op de capaciteitsfactor
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Grafiek 1, Invloed van ACN concentratie op de capaciteitsfactor
Berekening:
k' = (Tr -T0)/T0
k’ = (2.84 – 0.993333)/0.993333 = 1.86906 = 1.86
	% MeOH
	Ionpaarreagens (10 mM)
	Gemiddelde Tr (min)
	Gemiddelde k’

	5
	PFBA
	2.91
	1.93

	10
	PFBA
	2.42
	1.44

	15
	PFBA
	2.14
	1.15

	20
	PFBA
	1.94
	0.95

	
	
	
	

	5
	HFBA
	5.41
	4.44

	10
	HFBA
	4.08
	3.11

	15
	HFBA
	3.52
	2.54

	20
	HFBA
	3.11
	2.13


Tabel 3, Invloed van MeOH concentratie op de capaciteitsfactor
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Grafiek 2, Invloed van MeOH concentratie op de capaciteitsfactor
8.2 Invloed van de kolomtemperatuur op de capaciteitsfactor
	Temperatuur kolomoven
	Ionpaarreagens
	Gemiddelde
	Gemiddelde

	°C
	(10 mM)
	Tr (min)
	k’

	20
	PFBA
	2.63
	1.65

	25
	PFBA
	2.58
	1.60

	30
	PFBA
	2.49
	1.50

	35
	PFBA
	2.42
	1.44

	40
	PFBA
	2.34
	1.36

	45
	PFBA
	2.26
	1.27

	50
	PFBA
	2.19
	1.20

	
	
	
	

	20
	HFBA
	6.19
	5.23

	25
	HFBA
	5.86
	4.90

	30
	HFBA
	5.54
	4.58

	35
	HFBA
	5.25
	4.32

	40
	HFBA
	4.96
	3.99

	45
	HFBA
	4.65
	3.68

	50
	HFBA
	4.38
	3.41


Tabel 4, Invoed van de kolomtemperatuur op de capaciteitsfactor
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Grafiek 3, Invoed van de kolomtemperatuur op de capaciteitsfactor
8.3 Invloed van de concenetratie ionpaarreagens op de capaciteitsfactor
	Concentratie ionpaarreagens
	Ionpaarreagens
	Gemiddelde 
	Gemiddelde 

	(mM)
	
	Tr (min)
	k’

	5
	HFBA
	2.43
	1.45

	10
	HFBA
	3.87
	2.90

	15
	HFBA
	4.53
	3.56

	20
	HFBA
	5.61
	4.65


Tabel 5, Invoed van de concentratie ionpaarreagens op de capaciteitsfactor
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Grafiek 4, Invoed van de concentratie ionpaarreagens op de capaciteitsfactor 
8.4 Invloed van het toevoegen van post-column reagens op de gevoeligheid
	Mobiele fase
	Ionpaarreagens
(10 mM)
	Gemiddelde piek area
	Gevoeligheidspercentage als mierezuur als 100% gesteld is

	Mierezuur
	-
	93493
	100

	PFBA
	PFBA
	81117
	87


Tabel 6, Gegevens over gevoeligheid zonder post-column reagens 
	Post-column reagens
	Toevoeg snelheid

µl/min
	Ionpaarreagens
	Gemiddelde

Piek area
	Gevoeligheidspercentage als mierezuur als 100% gesteld is

	IPA
	50
	PFBA
	102938
	110

	
	100
	PFBA
	243225
	260

	10% PG in MeOH
	50
	PFBA
	108434
	116

	
	100
	PFBA
	133463
	143

	50% PG in MeOH
	50
	PFBA
	94881
	101

	
	100
	PFBA
	105830
	113

	Propaanzuur
	50
	PFBA
	206174
	221

	
	100
	PFBA
	227067
	243

	Azijnzuur
	50
	PFBA
	108467
	116

	
	100
	PFBA
	106710
	114

	PA:IPA (3:1)
	50
	PFBA
	147822
	158

	
	100
	PFBA
	266972
	286

	PA:IPA (1:1)
	50
	PFBA
	193941
	207

	
	100
	PFBA
	306305
	328

	AA:IPA (3:1)
	50
	PFBA
	131993
	141

	
	100
	PFBA
	150038
	160


Tabel 7, Gegevens over gevoeligheid met verschillende post-column reagentia met PFBA als ionpaarreagens
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Grafiek 5, Gegevens over gevoeligheid met verschillende post-column reagentia met PFBA als ionpaarreagens.

	Mobiele fase
	Ionpaarreagens
	Gemiddelde piek  area
	Gevoeligheidspercentage als mierezuur als 100% gesteld

	Mierezuur
	-
	133261
	100

	HFBA
	HFBA
	24713
	19


Tabel 8, Gegevens over gevoeligheid zonder post-column reagens

	Post-column reagens
	Toevoeg snelheid

µl/min
	Ionpaarreagens
(10mM)
	Gemiddelde

Piek area
	Gevoeligheidspercentage als mierezuur als 100% gesteld

	IPA
	50
	HFBA
	44709
	34

	
	100
	HFBA
	39321
	30

	10% PG in MeOH
	50
	HFBA
	94975
	71

	
	100
	HFBA
	150653
	113

	50% PG in MeOH
	50
	HFBA
	144348
	108

	
	100
	HFBA
	181676
	136

	Propaanzuur
	50
	HFBA
	264496
	198

	
	100
	HFBA
	344464
	258

	Azijnzuur
	50
	HFBA
	93235
	70

	
	100
	HFBA
	133259
	100

	PA:IPA (3:1)
	50
	HFBA
	299453
	172

	
	100
	HFBA
	479230
	360

	PA:IPA (1:1)
	50
	HFBA
	94951
	71

	
	100
	HFBA
	373687
	280

	AA:IPA (3:1)
	50
	HFBA
	80251
	60

	
	100
	HFBA
	136216
	102

	MeOH
	50
	HFBA
	22957
	17

	
	100
	HFBA
	41588
	31


Tabel 9, Gegevens over gevoeligheid met verschillende post-column reagentia met HFBA als ionpaarreagens
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Grafiek 6, Gegevens over gevoeligheid met verschillende post-column reagentia met PFBA als ionpaarreagens
9. Discussie

Zodra zowel PFBA en HFBA een binding met CML zijn aangegaan reageren ze op modifier concentratie en temperatuurs verandering zoals je op een “normaal” systeem zou verwachten.

Hoe hoger de concentratie ionpaarreagens hoe hoger de capaciteitsfactor. Wel moet men met enkele dingen rekening houden; hoe hoger de concentratie ionpaarreagens hoe meer gevoeligheidsverlies dat steeds moeilijker is te compenseren met post-column toevoeging. Een te hoge ionpaarconcentratie kan ook verstopping van de MS ten gevolge hebben.

Een vloeistofdruppel bestaat uit twee gedeeltes; een binnenschil met een buitenschil. In de buitenschil vindt verdamping van mobiele fase en uitstoting van ionen plaats. In de binnenschil bevinden zich de component-ionpaar complexen. Door het lage kookpunt van bijv TFA verdampt deze snel uit de buitenste schil hierdoor wordt de ladingsdichtheid erg groot. Omdat de dampspanning ook al verlaagd wordt door het naar buiten steken van de staarten van de TFA valt de druppel snel uiteen. Door post-column 2-propanol, 10% 1,2 propaandiol of 50% 1,2 propaandiol toe te voegen  De 2-propanol % 1,2 propaandiol of  

50% 1,2 propaandiol zorgt voor verhoging van de dampspanning zodat de druppel niet door uitstekende staarten uiteen valt. Door propaanzuur toe te voegen neemt de gevoeligheid ook toe. Omdat propaanzuur in een grote overmaat aanwezig is gaat deze de competitie aan met het ionpaarreagens in het 
component-ionpaar complex. Het ionpaar wordt naar de buitenste schil gedwongen en wordt uitgestoten uit de druppel. De component – propaanzuur binding is veel zwakker waardoor uiteindelijk na uitstoting alleen de component overblijft. 

Er is gekeken of azijnzuur en of propaanzuur geschikte zuren zijn op in de vloeistoffase de competitie aan te gaan met het ionpaarreagens en in de gasfase zwak genoeg zijn en de binding met CML weer verbreken is dat deze los laat. Het lijkt erop dat azijnzuur in de gasfase aan CML vast blijft zitten waardoor een neutraal molecuul ontstaat dat niet de MS wordt ingetrokken of dat het de competitie met het ionpaarreagens niet kan aangaan.
De gestelde kookpunt grens van ongeveer een kookpunt van 100°C voor een ionpaarreagens is waarschijnlijk geen goede grens omdat PFBA en HFBA allebei een kookpunt van boven de 200°C hebben. Wel blijkt dan gefluorideerde verbindingen een verhoging van de dampspanning ten gevolge hebben dit heeft als gevolg dat het beter in de gasfase blijft zodat de MS minder snel verstopt. Misschien dat hier naar gekeken moet worden voor de selectie van een ionpaarreagens.

Omdat propaanzuur alleen ook al voor een grote gevoeligheids toename zorgt is het misschien wel een idee op propaanzuur standaard in mobiele fases toe te voegen. Echter moet men dan wel zorgen dat er een goede afzuiging is omdat propaanzuur irriteren op ogen en luchtwegen werkt.

10. conclusie
Sammenvattend naar deze resultaten kijkend kan worden geconcludeerd dat HFBA en PFBA  goede ionpaarreagentia zijn voor gebruik op de MS. Met post-column toevoeging van een mengsel van propaanzuur en IPA worden goede gevoeligheden gehaald.

Een nadeel van propaanzuur is dat het irriterend op ogen en luchtwegen werkt. Een goede afzuiging is dus noodzakelijk. Hiermee wordt het voordeel van PFBA direct duidelijk, toevoeging van dit ionpaarreagens heeft weinig gevoeligheidsverlies ten gevolge. Als er niet genoeg gevoeligheid gehaald wordt kan post-column IPA worden toegevoegd waardoor men gevoeligheids toename krijgt. 

Voor de selectie van ionpaarreagentia en buffers is alleen kijken naar het kookpunt van een verbinding waarschijnlijk niet voldoende. Na nu blijkt werken PFBA en HFBA goed als ionpaarreagens terwijl ze boven de door de leverancier gestelde grens van 100 °C uitkomen. Wel blijkt dat HFBA een hoge dampspanning heeft waardoor hij beter in de gasfase blijft. Mogelijk moet dit ook een criterium zijn om een ionpaarreagens of buffer te selecteren.
Om CML te meten is TFA geen goed ionpaarreagens omdat zowel CML als TFA kleine componenten zijn. Als TFA met CML een binding aangaat is het component-ionpaar complex waarschijnlijk te klein om vertraging te ondervinden.
11. Literatuur 

1.
Mariska L. M. Lieuw-A-Fa et al., Increased levels of N-(carboxymethyl)lysine and 

N-(carboxyethyl)lysine in type 1 diabetic patiens with impaired renal functions: Correlation with markers of endithelial dysfunction, Nephrol Dial Transplant Vol 19 No 3 © ERA-EDTA 2004
2.
Frank E. Kuhlmann et al., Signal enhancdement for gradient reverse-phase high performance liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry analysis with trifluoracetic acid and other strong acid modifiers by postcolumn addition of propionic acid and isopropanol, American society for mass spectrometry 1995 (http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TH2-3YYTMSX-B&_user=10&_coverDate=12%2F31%2F1995&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=8256300c53c3fbb70831e5770a8005fa) (05Feb07, 13:45 hr)
3.
Jun Qy et al., Validated quantitation of underivatized amino acids in human blood samples by volatile ion-pair reversed phase liquid chromatography coupeld to isotope dilution tandem mass spectrometry (http://pubs.acs.org/cgi-bin/abstract.cgi/ancham/2002/74/i09/abs/ac0111917.html) (05Feb07, 14:00hr)
4.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=pubmed (PMID: 9234848 [PubMed - indexed for MEDLINE]) (05Feb07, 14:05hr)
5.
http://www3.interscience.wiley.com/cgi- bin/abstract/93519921/ABSTRACT?CRETRY=1&SRETRY=0 (05Feb07, 14:45 hr)
6.
Masahiko Takino et al. Determination of dequat and paraquat in water by liquid chromatography/electrospray-mass spectrometry using volatile ion-pairing reagents, Analytical sciences July 2000, Vol 16
7.
Theorie Avans cursus “principes en praktijk van de moderne HPLC (niveau 2)”, 2004
8.
Principles of instrumental analysis, Fifth edition, Skoog, Holler and Nieman, 1998 Thomson Learning Inc., ISDN: 0-03-002078-6.
9.
Electrospray ionization mass spectrometry, Richard B, Cole, 1997 John Wiley & Sons Inc., ISBN: 0-471-14564-5

10.
Applied electrospray mass spectrometry, Birendra N. Pramanik, A.K. Ganguly and 

Michael L. Gross, 2002 Marcel Dekker Inc., ISBN: 0-8247-0618-8

11.
Liquid chromatography mass spectrometry, Bob Ardrey, 2003 John Wiley & Sons Inc., ISBN: 0-471-49801-7

12.
Interne cursus, MS basis, Eric van der Horst
13.
Interne cursus, Werking en gebruik van de massaspectrometer als detector, 

Eric van der Horst

14.
Using Mass Spectrometry for drug metabolism studies, Walter A. Korfmacher, 2005 

CRC Pres, ISBN: 0-8493-1963-3
12. Bijlagen

12.1 Lijst met begrippen en afkortingen

PRA


Pharmaceutical Research Associates

CRO


Contract Research Organisation

EDS


Early Development Services
SDS


Sodium Dodycul Sulfaat

LC


Liquid Chromatography

MS


Massa Spectrometrie
TFA


Trifluor acetic acid

TEA


Triethylamine

CML


Carboxymethyllysine 

ACN


Acetonitril

MeOH


Methanol

m/z


Massa lading verhouding

APCI


Atmospheric Pressure Chemical Ionisation 
APPI


Atmospheric Pressure Photo-Ionisation


UV


Ultraviolet

Dc


Gelijkstroom

Rf


Wisselstroom

NH3


Ammoniak

PFBA


Pentafluorbenzoezuur

HFPA


Heptafluorboterzuur

IPA


2-propanol of Isopropanol

PA


Propaanzuur

AA


Azijnzuur

Dopant


Medium dat ionisatie met APPI mogelijk maakt.
ELISA


Enzyme linked Immuno Sorbent Assay
RIA


Radio Immuno Assay

IRMA


Immuno Radio Metric Assay

FL


Fluorecentie

ECD


Electrochemical detetcion
UMCG


Universitair Medisch Centrum Groningen

n.a.


not applicable

12.2 Uitgebreide resultaten invloed van modifer concentratie op de capaciteitsfactor
	Pentafluorbenzoezuur (PFBA) (10mM PFBA, 20°C) 

	Percentage 
	meting
	TR
	k' (Tr -T0)/T0
	 
	Gemiddelde 
	Gemiddelde

	modifier
	nr.
	 
	 
	 
	Rt 
	k' 

	5 % ACN
	1
	2.78
	1.80
	 
	2.84
	1.86

	 
	2
	2.90
	1.92
	ST dev
	0.08
	0.09

	 
	3
	 
	 
	CV
	2.99
	4.59

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10% ACN
	1
	2.48
	1.50
	 
	2.42
	1.43

	 
	2
	2.41
	1.43
	ST dev
	0.06
	0.06

	 
	3
	2.36
	1.38
	CV
	2.49
	4.23

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	15% ACN
	1
	2.18
	1.19
	 
	2.12
	1.13

	 
	2
	2.11
	1.12
	ST dev
	0.06
	0.06

	 
	3
	2.07
	1.08
	CV
	2.63
	4.94

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20% ACN
	1
	1.46
	0.47
	 
	1.42
	0.43

	 
	2
	1.40
	0.41
	ST dev
	0.03
	0.03

	 
	3
	1.40
	0.41
	CV
	2.44
	8.12

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5 % MeOH
	1
	2.92
	1.94
	 
	2.91
	1.93

	 
	2
	2.92
	1.94
	ST dev
	0.02
	0.02

	 
	3
	2.88
	1.90
	CV
	0.79
	1.21

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10% MeOH
	1
	2.48
	1.50
	 
	2.42
	1.44

	 
	2
	2.39
	1.41
	ST dev
	0.05
	0.05

	 
	3
	2.40
	1.42
	CV
	2.04
	3.45

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	15% MeOH
	1
	2.19
	1.20
	 
	2.14
	1.15

	 
	2
	2.12
	1.13
	ST dev
	0.05
	0.05

	 
	3
	2.10
	1.11
	CV
	2.21
	4.13

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20% MeOH
	1
	1.96
	0.97
	 
	1.94
	0.95

	 
	2
	1.92
	0.93
	ST dev
	0.02
	0.02

	
	3
	1.93
	0.94
	CV
	1.07
	2.21


	Heptafluorboterzuur (HFBA) (10mM HFBA, 20°C)

	Percentage 
	meting
	TR
	k' (Tr -T0)/T0
	 
	Gemiddelde Rt
	Gemiddelde

	modifier
	nr.
	 
	 
	 
	 
	k' 

	5 % ACN
	1
	7.03
	6.08
	 
	7.04
	6.09

	 
	2
	7.05
	6.10
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	7.04
	6.09
	CV
	0.14
	0.17

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10% ACN
	1
	4.27
	3.30
	 
	4.25
	3.28

	 
	2
	4.25
	3.28
	ST dev
	0.03
	0.03

	 
	3
	4.22
	3.25
	CV
	0.59
	0.77

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	15% ACN
	1
	2.79
	1.81
	 
	2.80
	1.82

	 
	2
	2.79
	1.81
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	2.81
	1.83
	CV
	0.41
	0.64

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20% ACN
	1
	1.96
	0.97
	 
	1.95
	0.97

	 
	2
	1.95
	0.96
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	1.95
	0.96
	CV
	0.30
	0.60

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	5 % MeOH
	1
	5.51
	4.55
	 
	5.41
	4.44

	 
	2
	5.37
	4.41
	ST dev
	0.09
	0.09

	 
	3
	5.34
	4.38
	CV
	1.68
	2.06

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10% MeOH
	1
	4.09
	3.12
	 
	4.08
	3.11

	 
	2
	4.08
	3.11
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	4.08
	3.11
	CV
	0.14
	0.19

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	15% MeOH
	1
	3.52
	2.54
	 
	3.52
	2.54

	 
	2
	3.51
	2.53
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	3.53
	2.55
	CV
	0.28
	0.40

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20% MeOH
	1
	3.13
	2.15
	 
	3.11
	2.13

	 
	2
	3.09
	2.11
	ST dev
	0.02
	0.02

	
	3
	3.10
	2.12
	CV
	0.67
	0.99


.
12.3 Uitgebreide resultaten invoed van de kolomtemperatuur op de capaciteitsfactor
	Pentafluorbenzoezuur (PFBA) (10% ACN, 20°C)

	Temperatuur
	Meting
	TR
	k' (Tr -T0)/T0
	 
	gemiddelde
	Gemiddelde

	 
	nr
	 
	 
	 
	Tr
	k'

	20°C
	1
	2.53
	1.55
	 
	2.63
	1.65

	 
	2
	2.7
	1.72
	ST dev
	0.09
	0.09

	 
	3
	2.67
	1.69
	CV
	3.45
	5.53

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	25°C
	1
	2.59
	1.61
	 
	2.58
	1.60

	 
	2
	2.59
	1.61
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	2.57
	1.59
	CV
	0.45
	0.73

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	30°C
	1
	2.49
	1.51
	 
	2.49
	1.50

	 
	2
	2.48
	1.50
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	2.49
	1.51
	CV
	0.23
	0.39

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	35°C
	1
	2.42
	1.44
	 
	2.42
	1.44

	 
	2
	2.42
	1.44
	ST dev
	0.00
	0.00

	 
	3
	2.42
	1.44
	CV
	0.00
	0.00

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	40°C
	1
	2.34
	1.36
	 
	2.34
	1.36

	 
	2
	2.35
	1.37
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	2.34
	1.36
	CV
	0.25
	0.43

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	45°C
	1
	2.26
	1.28
	 
	2.26
	1.27

	 
	2
	2.26
	1.28
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	2.25
	1.27
	CV
	0.26
	0.46

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	50°C
	1
	2.19
	1.20
	 
	2.19
	1.20

	 
	2
	2.19
	1.20
	ST dev
	0.00
	0.00

	 
	3
	2.19
	1.20
	CV
	0.00
	0.00


	Heptafluorboterzuur (HFBA) (10% ACN, 20°C)

	Temperatuur
	Meting
	TR
	k' (Tr -T0)/T0
	 
	gemiddelde
	Gemiddelde

	 
	nr
	 
	 
	 
	Tr
	k'

	20°C
	1
	6.14
	5.18
	 
	6.19
	5.23

	 
	2
	6.19
	5.23
	ST dev
	0.05
	0.05

	 
	3
	6.23
	5.27
	CV
	0.73
	0.87

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	25°C
	1
	5.88
	4.92
	 
	5.86
	4.90

	 
	2
	5.84
	4.88
	ST dev
	0.02
	0.02

	 
	3
	5.86
	4.90
	CV
	0.34
	0.41

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	30°C
	1
	5.54
	4.58
	 
	5.54
	4.58

	 
	2
	5.54
	4.58
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	5.55
	4.59
	CV
	0.10
	0.13

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	35°C
	1
	5.28
	4.32
	 
	5.29
	4.32

	 
	2
	5.3
	4.34
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	5.28
	4.32
	CV
	0.22
	0.27

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	40°C
	1
	5
	4.03
	 
	4.96
	3.99

	 
	2
	4.95
	3.98
	ST dev
	0.04
	0.04

	 
	3
	4.92
	3.95
	CV
	0.82
	1.02

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	45°C
	1
	4.65
	3.68
	 
	4.65
	3.68

	 
	2
	4.64
	3.67
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	4.65
	3.68
	CV
	0.12
	0.16

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	50°C
	1
	4.36
	3.39
	 
	4.38
	3.41

	 
	2
	4.39
	3.42
	ST dev
	0.02
	0.02

	 
	3
	4.39
	3.42
	CV
	0.40
	0.51


12.4 Uitgebreide resultaten invoed van de ionpaarreagens concentratie op de capaciteitsfactor
	Heptafluorboterzuur (HFBA) (10% ACN, 20°C)

	Concentratie 
	Meting
	TR
	k' (Tr -T0)/T0
	 
	Gemiddelde
	Gemiddelde

	ionpaarreagens
	nr
	 
	 
	 
	k' 
	k' 

	5 mM
	1
	2.43
	1.45
	 
	2.43
	1.45

	 
	2
	2.42
	1.44
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	2.44
	1.46
	CV
	0.41
	0.70

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10 mM
	1
	3.89
	2.92
	 
	3.87
	2.90

	 
	2
	3.86
	2.89
	ST dev
	0.02
	0.02

	 
	3
	3.87
	2.90
	CV
	0.39
	0.53

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	15 mM
	1
	4.52
	3.55
	 
	4.53
	3.56

	 
	2
	4.54
	3.57
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	4.54
	3.57
	CV
	0.25
	0.33

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	20 mM
	1
	5.62
	4.66
	 
	5.61
	4.65

	 
	2
	5.60
	4.64
	ST dev
	0.01
	0.01

	 
	3
	 
	 
	CV
	0.25
	0.31


12.5 Uitgebreide resultaten Invloed van het toevoegen van post-column reagens op de gevoeligheid
	Pentafluorbenzoezuur (PFBA) (10% ACN, 10mM PFBA, 20°C)
 

	 
	 
	Snelheid
	Intensity (cps)
	 
	Gemiddelde

	 
	 
	µl/Min
	 
	 
	Intensity 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	mierezuur
	1
	-
	93573
	 
	93493

	 
	2
	 
	92810
	ST dev
	743

	 
	3
	 
	94295
	CV
	0.8

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Ionpaar
	1
	-
	85825
	 
	81117

	 
	2
	 
	80458
	ST dev
	4325

	 
	3
	 
	77266
	CV
	5.3

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	IPA
	1
	50
	98453
	 
	102938

	 
	2
	 
	100797
	ST dev
	5970

	 
	3
	 
	109764
	CV
	5.8

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	248809
	 
	243225

	 
	2
	 
	242596
	ST dev
	5205

	 
	3
	 
	238469
	CV
	2.1

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	10% PG in MeOH
	1
	50
	119618
	 
	108434

	 
	2
	 
	102877
	ST dev
	9628

	 
	3
	 
	103006
	CV
	8.9

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	140853
	 
	133463

	 
	2
	 
	131230
	ST dev
	6487

	 
	3
	 
	128505
	CV
	4.9

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	50% PG in MeOH
	1
	50
	98724
	 
	94881

	 
	2
	 
	89369
	ST dev
	4931

	 
	3
	 
	96750
	CV
	5.2

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	102929
	 
	105830

	 
	2
	 
	108900
	ST dev
	2986

	 
	3
	 
	105860
	CV
	2.8

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	Propaanzuur (PA)
	1
	50
	210128
	 
	206174

	 
	2
	 
	200720
	ST dev
	4911

	 
	3
	 
	207873
	CV
	2.4

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	221886
	 
	227067

	 
	2
	 
	225884
	ST dev
	5972

	 
	3
	 
	233631
	CV
	2.6


	Pentafluorbenzoezuur (PFBA) (10% ACN, 10mM PFBA, 20°C)


	 
	 
	Snelheid
	Intensity (cps)
	 
	Gemiddelde

	 
	 
	µl/Min
	 
	 
	Intensity 

	Azijnzuur (AA)
	1
	50
	108072
	 
	108467

	 
	2
	 
	111035
	ST dev
	2306

	 
	3
	 
	106494
	CV
	2.1

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	106109
	 
	106710

	 
	2
	 
	106340
	ST dev
	964

	 
	3
	 
	107882
	CV
	0.9

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	PA:IPA (3:1)
	1
	50
	141848
	 
	147822

	 
	2
	 
	148539
	ST dev
	5743

	 
	3
	 
	153279
	CV
	3.9

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	248792
	 
	266972

	 
	2
	 
	267761
	ST dev
	17897

	 
	3
	 
	284564
	CV
	6.7

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	PA:IPA (1:1)
	1
	50
	203238
	 
	193941

	 
	2
	 
	192731
	ST dev
	8664

	 
	3
	 
	186053
	CV
	4.5

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	293537
	 
	306305

	 
	2
	 
	257492
	ST dev
	56404

	 
	3
	 
	368087
	CV
	18.4

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	AA:IPA (3:1)
	1
	50
	115889
	 
	131993

	 
	2
	 
	118456
	ST dev
	25818

	 
	3
	 
	161835
	CV
	19.6

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	100
	157599
	 
	150038

	 
	2
	 
	147857
	ST dev
	6661

	 
	3
	 
	144859
	CV
	4.4


	Heptafluorboterzuur (HFBA) (10% ACN, 10mM HFBA, 20°C)


	 
	 
	Intensity (cps)
	 
	Gemiddelde

	 
	 
	 
	 
	Intensity

	 
	 
	 
	 
	 

	formic Acid
	1
	139469
	 
	133261

	 
	2
	130594
	ST dev
	5330

	 
	3
	129919
	CV
	4.0

	 
	 
	 
	 
	 

	Ionpaar
	1
	25330
	 
	24713

	 
	2
	24127
	ST dev
	608

	 
	3
	24880
	CV
	2.5

	 
	 
	 
	 
	 

	IPA
	1
	38538
	 
	44709

	 
	2
	48317
	ST dev
	5418

	 
	3
	47472
	CV
	12.1

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	40751
	 
	39321

	 
	2
	38807
	ST dev
	1185

	 
	3
	38604
	CV
	3.0

	 
	 
	 
	 
	 

	10% PG in MeOH
	1
	96302
	 
	94975

	 
	2
	91817
	ST dev
	2815

	 
	3
	97007
	CV
	3.0

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	154835
	 
	150653

	 
	2
	149936
	ST dev
	3785

	 
	3
	147388
	CV
	2.5

	 
	 
	 
	 
	 

	50% PG in MeOH
	1
	136052
	 
	144348

	 
	2
	147357
	ST dev
	7347

	 
	3
	149834
	CV
	5.1

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	192104
	 
	181676

	 
	2
	165767
	ST dev
	14038

	 
	3
	187357
	CV
	7.7

	 
	 
	 
	 
	 

	Propaanzuur (PA)
	1
	258582
	 
	264496

	 
	2
	277407
	ST dev
	11132

	 
	3
	257698
	CV
	4.2

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	344453
	 
	344464

	 
	2
	351084
	ST dev
	6514

	 
	3
	338056
	CV
	1.9


	Heptafluorboterzuur (HFBA) (10% ACN, 10mM HFBA, 20°C)


	 
	 
	Intensity (cps)
	 
	Gemiddelde

	 
	 
	 
	 
	Intensity

	Azijnzuur (AA)
	1
	82332
	 
	93235

	 
	2
	100469
	ST dev
	9648

	 
	3
	97102
	CV
	10.3

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	134560
	 
	133259

	 
	2
	133646
	ST dev
	1422

	 
	3
	131770
	CV
	1.1

	 
	 
	 
	 
	 

	PA:IPA (3:1)
	1
	211390
	 
	229453

	 
	2
	235319
	ST dev
	16037

	 
	3
	241851
	CV
	7.0

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	481487
	 
	479230

	 
	2
	476550
	ST dev
	2515

	 
	3
	479852
	CV
	0.5

	 
	 
	 
	 
	 

	PA:IPA (1:1)
	1
	86075
	 
	94951

	 
	2
	98969
	ST dev
	7762

	 
	3
	100009
	CV
	8.2

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	367423
	 
	373687

	 
	2
	370797
	ST dev
	8218

	 
	3
	383040
	CV
	2.2

	 
	 
	 
	 
	 

	AA:IPA (3:1)
	1
	66994
	 
	80251

	 
	2
	84109
	ST dev
	11890

	 
	3
	89850
	CV
	14.8

	 
	 
	 
	 
	 

	 
	1
	139671
	 
	136216

	 
	2
	133414
	ST dev
	3161

	 
	3
	135763
	CV
	2.3

	 
	 
	 
	 
	 

	MeOH
	1
	23000
	 
	22957

	
	2
	27243
	ST dev
	4208

	
	3
	18827
	CV
	18.3

	
	 
	 
	 
	 

	
	1
	42581
	 
	41588

	
	2
	40695
	ST dev
	943

	
	3
	41688
	CV
	2.3
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