Gaskromatografi:

Derivatisering med diazomethan
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Apparaturet til fremstilling af diazomethan. I vial nr. 3 tilscettes 1
mL af det solvent som diazomethan gnskes opsamlet i. I vial nr. 1
tilscettes 1 mL KOLD stamoplgsning bestdende af: 25 g Diazald, 25
mL MTBE og 25 mL diethylenglycolmonoethylether. Oplgsningen
fremstilles ved stuetemperatur og scettes i kpleskab. Der vil veere

en smule udfeeldning, da den er koncentreret. Hertil scettes 1 mL

af 10% KOH-oplgsning i 1:1 methanol: H,O. Neesten gjeblikkeligt
dannes sma bobler af diazomethan. Gassen tgrres i vial nr. 2 (ind-
kommende slange ned i bunden, udgdende slange op i toppen), og
ivial nr. 3 opsamles gassen ved, at et kapillarrgr er stukket direkte
ned i det gpnskede solvent (MTBE). Septum pa kapillerrgret er
vigtigt for at formindske fordampningen. Hullerne i septa er borede
ved at "hand”-kneekke et kapillarrgr og dreje det gennem silicone/
teflon-membranen. Det giver — overraskende nok — peene cirkulcere
huller som pakker peent omkring bade teflonslanger og kapillarrgr.

Allerfarst skal vi beklage at der har varet nogle ma-
neders stilstand. Det vil vi nu forsgge at rade bod pa,
og her i forarssasonen vil vi gennemga et par deri-
vatiseringsreaktioner som kan ggre livet lidt lettere i
laboratoriet.

Derivatiseringsreaktioner er tit ngdvendige, fgr
analyser kan kgres i en gaskromatograf. Carboxylsyrer,
hydroxy- og aminogruppers damptryk haeves vesent-
ligt ved en derivatisering, og samtidig slipper man for
hydrogenbindingerne, hvilket specielt tidligere var arsag
til megen grim kromatografi.

Diazomethan
Det fgrste reagens, jeg vil fortelle om, er diazomethan,

et pa mange mader ubehageligt stof: Giftigt, kraeftfrem-
kaldende og eksplosivt, og derfor ofte fravalgt. Men det
er ogsa et reagens som i lgbet af fa sekunder deriva-
tiserer carboxylsyrer kvantitativt til methylestre, ved
stuetemperatur. Det er en gas, der koger ved -22°C og
selvfglgelig altid skal handteres i et stinkskab. Skal det
anvendes som en del af en autosampler-procedure, skal
hele udstyret ventileres grundigt. Det er sa reaktivt, at
man ikke kan have det staende leengere tid som stamop-
Igsning, og det rette er derfor at have nem tilgang til rea-
genset i Igbet af fa minutter. Dette ggres i praksis ved at
blande et par reagenser og efter 5 minutter har man en
koncentreret oplgsning staende.

Grunden til at diazomethan er sa praktisk er dets
selektivitet/reaktivitet samt selvfglgelig hurtigheden.
Carboxylsyrer derivatiseres gjeblikkeligt, hydroxy-
grupper (bortset fra phenoler) og aminogrupper aldrig.
Det derivatiserer selv sterisk hindrede carboxylsyrer,
eksempelvis er abietinsyre, og afledte heraf, kendt for at
vere drilagtige. Da mange moderne GC-kolonner ogsa
er yderst tilgivende for et par hydroxygrupper kan man
ofte lave pan kromatografi bare ved en derivatisering af
carboxylsyrerne

Metoden er vigtig

Jeg har gennem arene eksperimenteret en del med
metoder. En af de praktiske ulemper ved fremstillin-
gen er, at udgangsproduktet, Diazald fra Aldrich, ikke
er serlig behageligt at arbejde med. Renggringen skal
derfor veere sa nem som mulig, sa det er let at skille sig
af med reaktionsblandingen. En mulighed er Aldrichs
“Diazomethane generator”, som jeg har anvendt i flere
ar. Imidlertid er der mulighed for forurening af den
nyfremstillede diazomethan, og da renggringen af ap-
paratet heller ikke er helt ukompliceret, er jeg endt op
med en lgsning, hvor der anvendes 3 standard vials fra
Wheaton, 1 stk. I mL og 2 stk. 3 mL’s glas, forbundet
med et szt teflonslanger stukket ned gennem silicone-
septummet i laget [1]. Med en stamoplgsning i kgle-
skabet og noget base til at starte reaktionen har jeg 1-2
mL koncentreret diazomethanoplgsning i ether (eller
hvad man nu foretreekker, jeg bruger som regel methyl-
t-butylether, MTBE) i Igbet af ca. 5 minutter. Fra denne
oplgsning kan man nu tilsette 25-100 pL til de prgver,
man gnsker derivatiseret, med spidsbundede vials rak-
ker dette til 10-40 derivatiserede prgver. Reaktionen
sker gjeblikkeligt og kan i gvrigt ses ved udvikling af
sma bobler af N,.

CH,-C,H,-SO,-N(NO)CH , + KOH —>
CH,-C,H,-SO,K + H,0 + CH,N, T
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