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(a) UV: 370 nm

(b) MS: m /z  301

(c) MS: constant neutral loss of m/z 162
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If required

MSPD Extraction

On-flow LC−NMR−MS

Semi-preparative isolation

Off-line 2D NMR
(COSY, TOCSY, HSQC, HMBC,

ROESY)

Stop-flow LC−NMR
(1D, 2D)

D−H back−exchange
experiment

1H NMR data
MS data, number of
exchangeable protons
2D1H NMR data,
correlation information

Comprehensive
13C and 1H signal
assignment

Asterosaponin fraction

Specimen

Pure compound

Known compound?

If not
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LC-NMR-MS

+ 20 ml H2O
+ 9 g RP-18

Wash: 100 ml H2O

Elute: 2 � 10 ml H2O
2 � 10 ml CH3CN/H2O (10:90)
2 � 10 ml CH3CN/H2O (20:80)
2 � 10 ml CH3CN/H2O (30:70)

5g Animal material

Bed of 9 g RP-18

Asterosaponins  in fraction 11 (11 mg)
1 mg injected into LC−NMR−MS system

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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20:1

HPLC unit

Peak sampling
unit (BPSU)

Flow splitter

Syringe pump

UV detector

Mass
spectrometer

NMR
spectrometer

Esquire LC
MS/MS
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All-E lycopene,
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9-Z lycopene,
peak 5 

(c)

13-Z lycopene,
peak 3   

(d)

9,13'-ZZ lycopene,
peak 2

(e)

9,13-ZZ lycopene,
peak 4

������ 
���� ��	����*��	' �� ��� �����
� 	� $�
�	� -�	!��
���� ���	���� ���
�	��	!�
�%
,�. ���*3F ,". =*�F ,�. �1*�F ,�. =#�1�*��F ,�. =#�1*��

��!	���
���� '��� ��� ���!���� ����� 	� ��� �
	�	�� ��A ��� ��/# �	�����

"��'��� ��� �'	  ��*"	���� �
	�	� ��A ,� � <�A= ��!# �� � A��� ��!. 	"�����

� ��
	�- ��-�*����� ����� �
	! ���  ��*"	�� �� ��� �*= �	����	� ��� � '��+ �	'*

����� ����� �
	! ��� "	�� �� ���  ��*�1 �	����	�� �
	�	� ��/ ,� � <�1< ��!# �� �
A�A< ��!. �� !	
� �������� "� ���  ��*"	�� �� ��� �*= �	����	� ��� ���
��	
�


����� �� � '��+ ��-�*����� ������  �� ����-�!��� 	� ��� 	������� �
	�	�� 	� ���

���������� ���	���� ���
�	��	!�
� �� �!!�
���� ��  �"�� ��/�1


���
 �	������	��

�!�� ��
! �	������ � $�
���� 	� ��
	����� ��� (����	�������  ���� ��
	��*

�	��� �
� �	���� ��-����� �
	! ��
���	��� �	
���# �	
 �������� ���	���� ��

��*��� �������� 	� 9		� ��� E�	�	-����  ����� �1>



� !"� 
���� �� ��� ���� ,�� ��!. 	� ��� 	������� �
	�	�� �	
 ��� ���������� ���	����
���
�	��	!�
�

���*� ���	���� =*N ���	���� �1*N ���	���� =#�13*NN ���	���� =#�1*NN ���	����

�*< ��== <�A< ��== <�A< <�A<
�*<3 ��== ��== ��== ��== ��==
�*> <��@ <��@ <��@ <��@ <��@
�*>3 <��@ <��@ <��@ <��@ <��@
�*@ <�/= <�=/ <�/= <�=/ <�=/
�*@3 <�/= <�/= <�/= <�/= <�/=
�*�A <�/4 <�A= <�/= <�A= <�A=
�*�A3 <�/4 <�/4 <�/4 <�/= <�/4
�*�� <�>� <�=� <�>� <�=� <�=�
�*��3 <�>� <�>� <�>� <�>� <�>�
�*�/ <�4/ <�1< >�A1 <�1< <�1<
�*�/3 <�4/ <�4/ <�4/ >�A1 <�4/
�*�4 <�1� <�1� <��@ <�1� <��@
�*�43 <�1� <�1� <�1� <��@ <�1�
�*�� <�>� <�>� <�=� <�<< <�=�
�*��3 <�>� <�>� <�<< <�=� <�>�

!����� ��-����� �
	! �	!��	�� 	
 �	!��	 �
	����� �	'�$�
# �	!��	 ����

�(�
���� �	����� �	� )�� ���
�� ���*3 ���	����# �� $�
�	� �*���
�	��	!�
� 	�

���	����# �� � �	����� 	� �1 P 	� ��� �	��� ��
	���	�� �	�����# ��� "� �����������

 ��
��	
�# � !��� ��� 0��+ �(�
����	� ������0� �� �������
� �	 �(���� ���

�
���
���	� 	� �
��������  �� ��
	���	�� ���
�	��	!�
� ��� "� 0��������$���

��������# �!��	���- ���5 �(�
����	�# �
	! ����� !���
���# �� '��� �� �
	!

��
! ��!����# ���- 	�*���� ��� '���	� ��� ��	!�
�����	� 	
 	(�����	� 	� ���

��
	���	����  �� �(�
����	� ���� �� �	���� �	 ��� ����
���	� ��� ������������	�

������ ��
�# ������ ���������	�# �!��	���- �1A �����	��
� ������# �� ��*

��"�� �	
 ��!"�-	� ���������	� "��'��� ��� 	� ����� ���
�	��	!�
��

;� '�
� �"�� �	 �������� ��$� -�	!��
���� ��	!�
� 	� ���	���� �� �	!��	 ����

�(�
���� ,���*3# =*�# �1*�# =#�1*�� ��� =#�1�*�� ���	�����. "� 
��	
���- ���

��� �����
�� &� �!�� ��
!# '� ��$� ���������� ��
�� 	� ����� ��	!�
� ,���*3#

=*� ��� �1*� ���	�����.� &� �	!��
��	� �	 ��� ��
���	��� �	
�� ,�	!��	.# ���

�'	 ���������� ���	���� �*��	!�
� �
� ��
����� �� ��� �!�� ��
! ��!���#

'���� ��������� � �������� 
	�� 	� ����� -�	!��
���� ��	!�
� '����� �!�� 	
-��*

��!��

����������

�� :!���# �� ��# �		�!��# �� ��#  �	
�0���# �� 5�# E��!��# ?�# �����# �� ��#
�����# ��# I�	-�# ?� ��# ����+���# 9� ��# ?
# H������# E�# ;�����!�# ?� ��# E�
���
�#
�� ��� ��!!�
# ��# 2 �� ���� ����3# ,& 3���" �" .��# �==<# ���# ���A�

�1@ ������ ��� �������  �����0��



/� I��������*�
	"���# I�# ����
# �� ?�# �����)���# ?� ��# E	���-# ��# �	�!��# �� ���
;����!��# ?� �� ��# 2 �� �	���
��! ����3# �	
���� ������# /AAA# ��'# 4=�

1� ����	�# ?� ��# �)���# 8� ��# ���
��	# �� 5�# �����
# ��# E���
# ��# E
�	�#  � ��#
9�
"�
# �� 5�# �
�-	���# �� ��# �����
# ?�# �����
# 5�  �# C���BB�# �� �� ���
;������# ;�# 2 �� ��� 5������ ����*�	��
	� ���� �
	�3# �" ��" .�" ���� "#
�==4# �#�# �4�1�

4� �����+���# �� ��# *�� �##�" +
�"# �==># �(# /�4��
�� ����# E� ?�# ��
��*��
�!��# ?� ��# I����# E� �� I�# I����# �� ��� �
�-�
# ?� �� 2 ��
E��$�
 5�! ��� ����3# ��" �" 3#�������# �===# ��(# @A��

<� ��!!	��# ?
# E� ��# ;		���# E� �� ��� �

��*��������	# ?�# �� 
" /�� 
�"
/��#
���# /AA�# �'
# 4��

>� ����
!# ?�  � ��� E	��# �� ��# �� 
" /�� 
�" /��#
���# /AA�# �'
# /@�
@� ?���B�# ?� 5� ��� ?���B�# ?� ��# *�� " 4#	��"# /AAA# ���
=� ���"��* �"�
# ��# ;������# ;� ��# ����	�# ?� ��# ���!���
# �� ?�# �	���
# E�#
�	����B# �� ��# ����B�
# 9� �� ��� ���+���	�# �� ��# ��" �" +���" ,�	��# �===# #$#
�A=�

�A� E
	'�# ��# ��!!# �� E�# ����	�# ?� ��# ��	$������# �� ��# ���"��* �"�
# ��#
����-��!��# 5�# ;������# ;� �� ��� ���+���	�# �� ��# ��" �" +���" ,�	��# �===# #$#
��>�

��� �
�"# �� ��� ��	�+# ��# ��" �" +���" ,�	��# /AAA# #�# �<=��
�/� �����+���# �� ��# E
��-# ?� ��# ����	�# ?� ��# ���!���
# �� ?�# �	���
# E�# �		+#

�� ��# E����-�
# ��# ���	���# 9�# ��B���	# ?� ��# ���+�
# �� ��# ;������# ;� �� ���
���	# ��# ,& 3���" �" .�"# �==<# ���# ��4��

�1� �		��
# 5� ��# ���
�-��# �� �� ��� ����
�# ?� ��# ,�	�" 2-"# �===# 
## �11# /A��
�4� N���-# ��# ����
# 5� ?�# 9	
!��# �� ��# �	���
# E� ��# ����B�
# 9� ��# �	����B#

�� ��# ����	�# ?� ��# ���+���	�# �� �� ��� ;������# ;� ��# �" ,�	����� +�� � 6��	�#
�===# (�# �4>�

��� ������	# ��#  	+��# ��# ���	!�# C�# �����# ��# E# ��# :�	B+�# ��# C�!�*
-���# ��# :+��# C�#  �+����# ?�#  �
��# ?�# :+��# ��# &�������# ��# �
�+	���#
��# I��	#  �# ����'�# ��# ��
���'�#  �#  �+��+�# �� ��� C��	# ��# *�� �##�"
+
��# �===# #�# //>1�

�<� ����*�$���# �� ��# ��!��	�# ?�# E
�!���# �� �� ��� �	��	'��# 5� ��# 0� 2��� ��
2��# �==># ��# 1@��

�>� �M���
# �� I�# E�
���
�# I�# ��-�
# ��# �	���# �� ��� ���-�
���
# 8�# *�� �##�"
+
��# �==># �(# /A1=�

�@� E	����# �� ��# ��
����# �� ��# ;���	�# I�# ��+���	�# �� �� ��� �
�!��# ?
# ?� ;�#
�" ,�	��# �===# ��(# ��><�

�=� ������!����
# ?� ?� �� ��� ;���# �� ��# ����" 2-" ,�	��# �==@# �'# �=�
/A� �������# ;�# 5����'*E�
+�
# �� ��� E�
+�
 &&# 9� ��# 2 �� ��
	���	��� 	� ���

�!�� 
�����3# �� ,�	��	����� ��� 3�-������	�� 6����� � �� 8�����# ��  ���	

,���.# ��� �
���# E	�� ���	�# 9�# �===# ��� /A# ��� /���/�A�

/�� ���+�
#  �# ��
	�������# �� ��� ��"�
�# I�# �" +
����	���"� �# �===# '
�# 1>�
//� ��-�'�
�#  �# C���	#  �# 9����!�# I� ��� �B+�# ��# �" +
����	���"� /# �==@#

#$'# <>�
/1� 5������
# ��# �����
#  �# I	���
# I� ��� ��"�
�# I�# ����" +
�"# /AA�# #�# <<>�
/4� $�� E
��!��# �� E�# *�� �##�" +
��# �==># �(# /A<��
/�� ��
	�������# ��# �
���# �� ��� ��"�
�# I�# �" *
���" /����" �����# �===# ��# <<=�
/<� E�
+�
# �� ��# �" +
����	���"� �# /AAA# ''
# ����
/>� E�
+�
# �� ��# �" +
����	���"� �# /AAA# ''$# <1�
/@� �����
#  �# 5������
# �� ��� ��"�
�# I�# �6� 0� 
�" 9���# �===# (# =A4�
/=� 5������
# ��# I	���
# I� ��� ��"�
�# I�# �" +
����	���"� /# �==@# #�$# /���

��*��� �������� 	� 9		� ��� E�	�	-����  ����� �1=



1A� ��:��,++ +���	���� :�	���� ��� �� 0���� ,�==@.% ����%GG'''���������-	$G
����G�		��	!�G5���G��
=@G��
=@���!��

1�� �	!!�
"
-# :�# I����# ?� �� ��# E�
�# �� �� ��� $�� I�)+# 9� ?� �� ��# /�" �"
4#
	
������# �==@# '�# =A>�

1/� �����	�# �� I�# ,�	�" 2-�# �==@# 
�# 1��
11� ��"�
�# I�# ����� ����" +
��# �==@# �## <4@�
14� �����
# �� ��# �
���# ��# ��M
+�
# E� ��� ;���# �� ��# ����" +
��# �===# #�# 14>>�
1�� 5������
# ��# �����
#  �# ��M����# ��# ���+�
#  �#  ���-# ��*�� ��� ��"�
�# I�# ��

3� � ��#��� �� �#���	��� � �� # /�� ���# &� 5� ;���	�# �� �� ����
�# �� �		+�
��� �� 9� �		�� ,���.# �����!�� �
���# �	��	�# /AAA# ��� >4>�><A�

1<� ��"�
�# I�# 5������
# ��# �����
#  �# ��M����# ��# ���+�
#  �# ����	���
"��+# ��#
��
	�������# �� ���  ���-# ��*��# �" ���
 2���" +
����	����# �===# ��# �1��

1>� ��"�
�# I�# �" +
����	���"� �# �===# '
�# �==�
1@� �����# &�# I�����+# 9�# E
	'�# �� 5�# E�����
# �� ��# I
�!�
#  � ��# ������!�# ?�

��� ���$������# E� ��# ��" �" +���" ,�	��# �==@# �'# ��@>�
1=� ?	���	�# �� ?�# D��# ?�# I
���+�# �� &� ��� ������# �� ��# �" ,�	��# �==># ��## �==1�
4A� C�!# I�*?�# E		��# �� ��# ���	'�+�# ?� ��# ��# ��#  ��-# ��# I
���+�# �� &� ���

������# �� ��# ��" �" +���" ,�	��# �==<# ��# �=4�

�4A ������ ��� �������  �����0��



� ������� ��	
����� � �������	����

������� �
� ��	� �
�� ���
 ���������	� ����� �
����������
� ������ �����

�������	�� 	������ � !" � #$%"��� �� 	�������� �
� ���� &����� ��������

��	
���� �� ���������� �	���	�' ��(���� (��� ��������� ������� ��	
�����

��	
 �� )�� ���������� �
����������
� �)���' *����	����	�� +���� �
����,

������
� �*+��' ��� �
� ��&�� �������� 	�������� ����' �����
�� &��
 ���	���,

���(�� ���������� ��	
����� ��	
 �� 	�������� ���	����
������ ��� 	��������

���	���	
����������
�' 
�(� �� -� 	���������$ �
� ���������� ��	
������ ��

�
� ����(����� ������� ��	
����� ��� ������� ��������� ��� 	�� -� (������� ��

	
����������
�	 ��.�-��/�' -�	���� �
� 	����� ������� �� �
�� ��	���� �� �
��

������� (����� �� �
� �����	����� �� �
� 	�����,���� ���������������	����

������' �� �� ���01�' &
�	
 �
�&� ��2�� -������� �� 	��������� &��


�
� 	��(�������� ���,���� ������$ �
� ����������� ��(������ �� ��,���� )���

01� �� �
� ��(��� ��(��� �� �(����� �������� ����' �� �������� -���& �� �
�����

�$3$

*����	����	�� +���� �
����������
�' �� &��� �� *����	����	�� +���� 4.���	,

���� �*+4�' ��� (��� ����� 	��������� �� ��	
� ����	���� ��	
�����$ ��&�(��' ��

�� �-(���� ���� �
����� �$ �
�� *+��01� ��� *+4�01� �
�& �
� ��
��,

��� ��(������ �
�� �� ���(��� ����������� ��	
���� �� ������ ��� �
� &
���

������ 	
���	�� �
��� ����� 	�� -� ���� &��
��� ��� ����������� �� ���(���

������� ��� ����������$

0�������� 01� ��	
����� ������ 	���������� ��� &��� -� ���� �� �
� ����

������ �� �� ��	������� �.����$ �
� �&� ��2�� 	������ ������	
�� ��� 01�

����	���� �� �
� �������� ����� ��� �������� ����,-�,����$ �
� 	������� ��

���	���,���(�� 	�������� ���������� ��	
�����' �����
�� &��
 3� 01� ���	���,

�	���' 
�� -��� ��������� -� �
� ����� �� 4���� 5���� �� ��6-�����$ *��	���

	����	����� ��� 	���������� 
�� -��� ��(������ ��� ����������� �����	������ ��

�
� ������ �� ������� �����	�� ��� ����� 
�(� -��� ���������' �
�� ���������

�
� -���� ��� ��2�� ����,&���� �����	������$

�� �������' �
� (������ �� �����	������ �������� �� �
�� ��	���� ���(����

�(����	� ��� �
� 	��	��� �� ��,���� 
��
������� ��� ������������ �
� ����,

���� ��������� ��� �
� �������� �� ����	���� ���	������� ���-���� �� ��� ��2��

������	
 �����$

On-Line LC-NMR and Related Techniques. Klaus Albert
Copyright  2002 John Wiley & Sons, Ltd.

ISBNs: 0-471-49649-9 (Hardback); 0-470-85482-0 (Electronic)



�$3 )���01� ��������

������� ��	���
 �� �
��� �
����
�������� ���	 
	������� ������� �����	������ ���������� ���������� ��	����

7�� �� �
� ���� ��������(� ��(������� �� 	���������,���& 3� 01� ���	����,

	��� �� �
� ����	� ���������� �� �
� 	
���� �� ������	
���	�� ��� 	
���	��

	���������� �� �������� ��� 	��������� ������ )�� ���������� �
�������,

���
� �)���8*�9� 4.	������ �
����������
� �*4�� :3�3;<$ �
� ��,���� )���

01� 	������� ���
�� ����� � ��& ����������� ��� �
� 	
���	����9����� ��

�������� �� ������� ��� �� �����	������ 
������ �� �
� (������ �����	�����

�.������ ���	����� �� �
� �����&���$

=�� �� �
� ������� ����	��� ����������� �
� �����-����� �� �
� 01� ���	���,

����� �� � ����	��� �� )��$ �
� �.���������� ���,�� ��� )���01� ���� ���

������ ���� �
� ���01� ��	
���� �� ����	����' ��� 
�� ���(������ -���

���	��-�� �-�(� �� ������ �� �
����� 3$

*��� �.������ ��� ������������� �
� ���
�� �� ������� 	
���	����9�����


�(� -��� ����	���' ��� &��� -� ���	��-�� �� �
� �����&��� ��	�����$

����� ������ ������������� �� ��
���
�� ������

������������ ������� ��
��������

�������� &��
 &���,������� 	
���	�� ����	����� ��� � ����������� ��� ����	�

�������������� �� ����	���� &���
� ������-������ �1>��� :3�;<$ ?�� ��� 	�,

&��/��� :%< 
�(� ���� ��,���� *4��01� 	������� �� ��������� �
� ����	����

&���
� ������-����� �� �����	��	 ��������
�� ���
�	������� ��11=� �������$

�
� ��,���� *4��01� ������������ &��� ��������� �� � �!"1�9 ���	,

�������� &��
 �� ��(����,�������� ���01� ���-� &��
 ������,����� ��������

	����$ �
� ����	���� (����� �� �
� ���& 	��� &�� �����.������� %"��$ = *
���.

@������A B,C"!� *4� 	����� �C�� � ;""��� &��
 � ��.���� �������� �� #

�3"% &�� ���� ��� �
� 	
����������
�$

+����� �$3$3 �
�&� �
� ���	/�� ���	� ���� �� �
� ������ ���	��� ��� �����	��	

�11=$

�
� 01� ����������� 	�� -� ����' �� �
� �,�.��' �� -� ��������� �� �
�

������� ���� ��� ���� ��,�.���$ �
� 	
���	�� ����	���� �� �����	��	 �11= ��

�������' �� � 	�������	� �� �
� ����
����' �� ���������� � �,�#�D ����� ����

�
� ��������� �� �
� 	
��� ���E


������ ������ �� ��!��� �����"���
4����� -� B$ =�-���$ �  "" F�
� >���� G *���' ���



CH3 C

CH3

CH3

CH2 C

CH3

C O

OCH3

H( )
n

3.5 3.0 2.5

δ (ppm)

2.0 1.5 1.0

46

48

50

52

54

−CH2−

−OCH3

α -CH3 t -C4H9

Elu
tio

n 
tim

e 
(m

in
)

������ ����� �!"1�9 ��,���� *4��01� ���� �-������ ��� �����	��	 �11=

�
�� �� �� �����-�� �� ��������� �
� ������ �� ��������9����� ���� �
� ���������

�� �
� 01� ������� �� �
� �,�#�D ����� �"$C! ���� ��� �
� �,��; �� 7��;

����� �������	�� �3$3C ��� ;$% ���' �����	��(���� �� �
� 	
���$

�
��� ������������ &��� ��������� �� � �!"1�9 01� ���	��������$ =

	��������� �� �
� ���	��� �-������ �� �
� ������� ��.���� ����� �
� �!"1�9

���	��������' ��� ���(������ � !""1�9 ���	��������' �������� ����� �������

	��������� : <' �
�&� � ������,��,����� ����� �*80� &
�	
 &�� D$ ����� 
��
�� ��

�
� �!"1�9 ���	���� �
�� �
�� �������� �� !""1�9$ �� �
�� &��' �� ��

�����-�� �� ��������� -��
 �
� �� ��� �&��� �(�� � ����	���� &���
� ������

������� �
��  � 3"#$

���� ��
���
�� ������ ��!������� �� ��������"

�
� ���������� �� �������� ������ �� �
� ���������������� �� �
� ���������

	
���� :3'#'!<$ +�� ������	�' �
� ����� ���������� ����������� ���� ��	������

�		������ �� �
� ����� �����	��	 � 
�������	��	 � ��������	��	 �11=' &
���

�
� ������� ������ ������ �		������ �� �
� ����� �����	��	 � ��������	��	 �

�������	��	 �11=$ ��&�(�� �
� ���������������� ������ ��' �� ��������' ������,

��� �� �
� 	
��� �����
$ ������ ��� 	�,&��/��� :�< ��(��������� �11=

�-������ -� ������	 ��������9����� &��
 �,�#�D�1��� �1� ���,�#�D1� �
"�C�� �� ������� �� ��CH� -� ����� )���01�$ 7�,���� )���01� �������,

3C ���01� ��� ������� ��	
�����



����� &��� ��������� &��
 � !""1�9 ���	�������� ��� � 	
����������
�	

������ ������� &��
 � )�� 	����� &��
 � ��.���� �������� �� ;� 3"�$

�
�������� &�� ���� �� �
� ������' ��� �
� ���& ���� &�� "$ ��8���' &��
 ��

��2�	��� ������ �� 3��$ +����� �$3$ ������������ �
� ������� �
�� &���

�-������$

�� �
�� ������' �
� ��� 	
����������' �-������ -� ���������� �
� 7��;

������ �� ;$!D ���' �
�&� � �������� ����	���� &���
� ������-����� &��
 �
�

���/�� ������ +3' + ' ��� +; �+����� �$3$ ����$ �
� ��������� �� �
� �,��;

������ �������	�� �� "$C% ��� 3$ ��� ����������� �
� 		, ��� ��,������' �����	,

��(���$ �
� 	��	��������� �� �
��� ������ �� � ���	���� �� �
� ������� ���� ��

�
�&� �� +����� �$3$ �-�$ �
� �,��; ������ ������ �� �
� ������� +3 �+�����

�$3$ �	��' + �+����� �$3$ ����' ��� +; �+����� �$3$ ���� �
�&� �
� 
��
�� 	��,

	��������� �� 		,������ ���������	��	� �� �
� 
��
��,����	����,&���
� ���� +3 ���

�
� 
��
�� 	��	��������� �� ��,������ ������	��	� �� �
� ��&��,����	����,&���
�

���� +;$

+����� �$3$;' �� 	��������� �� +����� �$3$ ' ������������ �
� �������	� �� �
�

���������' �� �
�� 	��� 3$3,���
����
�.�����
��� �������' �� �
� ��	������	����$

1.2 1.1 1.0
Chemical shift (ppm)

41/21/38

15/20/65mm

mr

rrmm /mr / rr=4/16/80

t -C4H9

0.9 0.8

107

30 40
Elution time (min)

50 60

106 105 104 103 MW

mm
rr

F1

F1

F2

F2

F3

F3

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

������ ���� ��� �
� 3� 01�,����	��� )�� ���	�� �-������ -� ���������� �
� ���
�.�
������ �������	�� �� ;$!D ���' ��� �-� �
� �,���
�� ������ �������	�� �� "$C% ��� �� � � ��
��� 3$ ��� �I� ��� �� 		, �����,������' �����	��(���$ �
� 01� ������� ��� �� �
� �,���
��
������� �� �11= ������ �� �
� ������� ������� +3 �	�' + ���' ��� +; ��� ��� ���� �
�&�

)���01� �������� 3C;



107

30 40 50

Elution time (min)

60

106 105 104 103 MW

88
10
2

83
13

4

100
0
0

mm
mr
rr

������ ����# 3� 01�,����	��� )�� ���	� �� � ������ �� �11= �������� &��
 3'3,
���
����
�.�����
��� �� ������� �� ��C �� ����������� �
� ���
�.� ������ �������	� ��
;$!D ����' ���� �
� ����� ��	��	����� �� �
� ������� ���	�����

�
� ����	���� &���
� ������-����� �� (��� -����' ��� �
� 
��
,����	����,&���
�

���� ���� 	������� ��,������	��	� ������$ +���
�� ������� &��
 ��
�� ����������

��� ���	��-�� �� �
� ���� ����� :�<$ =�� �� �
� ������� �
�& � ��������	� �� �
�

��	������	���� �� �
� ��������� -���� ���� ��� ����& �� �����
� ���� �
� ��	
,

����� �� �
� ��������9����� ���	���$ �
� ������ �� �
� �	��(� ���	��� �� �
���

���	��� ������	 ��������9������ �� ��������-�� ��� �
� �	���� 	����� �� �
�

��������9�����$

����# ��$
��� �!�%��� ���
"��� �� ��!�
"����

�
� ���������� �� 	��������� ��������� ������ ���� �
��� 	
���	�� 	�����,

����� -�� ���� �� �
� ��	������	���� �� �
� ������� 	
����$ ��&�(��' �
�

	
���	�� 	���������� �� 	��������� 	�� ����� ������ �� �
��� ����	����

&���
� ���	����� :3'C�3"<$

���������� &��/ ���� ������ ��� 	�,&��/��� :C< 
�� ����������� �
� ����,

	���� &���
� ��������	� �� �
� 	
���	�� 	���������� �� -��	/ ��� ������

���/��� ���
�	������ 	���������' ��� �.�����E

CH2 C

CH3

C

CH2 C

CH3

C

OCH3

O

OCH2

O

CH2 CH2 CH3

( ) ( )
m n

methyl methacrylate(MMA) n -butyl methacraylate(n -BuMA)

�� ����� �� ����(� ����������� �-��� �
� ����	���� &���
� ��������	� �� �
�

	
���	�� 	����������' � )�� ���������� �� 3 � �� �
� �-�(� ��������� 	�����,

��� &�� ��������� &��
 � ;"� "�C 	� )�� 	�����' ����� 	
��������,�3 �� �
�

������ �� � ���& ���� �� "$ �� ����3$ 01� ���	��� &��� ��	����� &��
 � %"��
���& 	��� �� � !""1�9 ���������� ���� +����� �$3$#�$

3C# ���01� ��� ������� ��	
�����



4.0 3.0

δ (ppm)

2.0 1.0

t -C4H9

CH3
(ester group)

δ-CH3

δ-CH2β-CH2OCH3OCH2

main-chain CH2
(PMMA)

main-chain CH2 (poly(n -BuMA))

������ ����& 3� 01� ���	���� �!""1�9� �� �11=,�!#$,������,-���� ���
�	�������

4.0

40

45

50

55

60

3.0

δ (ppm)

2.0 1.0

E
lu

tio
n 

tim
e 

(m
in

)

������ ����' 3� 01� 	
���������� ����	/�� ����' !""1�9� �� � )�� ���������� ��
�11=,-��	/,������,-�������
�	�������

�
� +������,����������� ���	���� ������� �� � @��&A �� �
� �&�,�����������

���� �� �
� 3� 	
���	�� �
���� (����� �
� ��������� �����$ >��
�� ��� ����������

���' �� �� 3!" ��&� ��� �		��������' ��������� �� �� �(����� �	�������� ���� ��

%"���$ +����� �$3$! �
�&� �
� ���	/�� ���� �� �
� )���01� ����������'

&
��� �
� (������ ����������� �� �
� 7��; ������� �� �11= �� ;$!C ���' ��

	������� �� �
� 7�� ������ �� ������,5�1=� �� ;$D! ���' 	�� -� ������� ����$

�
��' �
� 	�������� 	���������� 	�� -� ����	��� ���������� ���� �
�

������� 	��(�� �� -��
 ������� �� ��� ��& �� �
� 	
����������$ +����� �$3$!

)���01� �������� 3C!



	������ �
�&� �
�� �
� ����� ������� 
��
,����	����,&���
� ���	���� �� ��	
 ��

�,5�1= ����� �������� ������ �� �
� 7�� ������ �� ;$D! ����' &
����� �
�

��&,����	����,&���
� ���	���� �� ��	
 �� 11= ����� �������� ������ �� 7��;

������ �� ;$!% ����$ �
�� �.����� ������������ �
� ����� ����,��(��� ������ ��

�
� 
��
������� �� � 	
����������
�	 ���������� ���
�� &��
 01� ���	���,

�	���$ �� ����� �� ����� �
� ���� ����������� �� �� �
� ��,���� )���01� ���'

3!" ���	����� �� �
� )�� ���������� 
�(� �� -� 	����	��� ��� �
�� 3!" �������
3� 01� ���	��� 
�(� �� -� ��	�����$ >
����� �
� �
��
������� )���01�

���� &��� �-������ &��
�� 3 
' ���,���� ���������� ��� 01� ������������ &����

��/� �� ����� ��/� ; 
$ = 	��������� �� �
� )���01� ���� ��� -��	/ ���

������ 	��������� �� 11= ��� �,5�1= �� �
�&� �� +����� �$3$% :3<$ �
��

�������������� �� �
� ���� ������������ �
�� �
� 	�������� 	���������� ��

�
� ������ 	�������� �� ����������� �� �
� ����	���� &���
�$

�
� �������,����	��(� @��(���A 	���������9����� �� �,-���� �	������ ��,5�=�

��� ��
�� ���
�	������ �41=� &�� ������� �� � �!"1�9 ���	�������� &��


�� 3� ��(����,�������� ���01� ���-� &��
 ������,����� �������� 	���� :3"<$

�
� ����	���� (����� �� �
� ���& 	��� &�� 	�$ %"��$ �
� ������������ &���

��������� �� 	
��������,�3' &��
 � ���& ���� �� "$ ��8���' ��  D%B$ �
�

	��������� &��� �-������ ����� -�� � '%,��,�,-�����
���.�� ���
�����������

Whole

Whole
P(n -BuMA) block (OCH2/2)

PMMA block (OCH3/3)

MMA unit
n -BuMA unit

(a)

(b)

40

106 105 104 103 MW(PS reference)

45 50

Elution time (min)

55

������ ����( 3� 01�,����	��� )�� 	��(�� �� �
� ��� -��	/ ��� �-� ������ 	��������� ��
11= ��� �,5�1=

3C% ���01� ��� ������� ��	
�����



��,5����1�=��7�5�� �' &��
 ��������� ��������9����� ����� ��� �(�� ��(����

��������� ������������ ������ ��%" �� �  "H��$

CH2 CH

C

CH2 C

CH3

C

O

O

O

O

C(CH3)3 CH2 CH3

( ) ( )
m n

t -butyl acrylate (t -BuA) ethyl methacrylate (EMA)

+����� �$3$� �
�&� �
� ������� �-������ ��� ��������� ��������9����� �����$

�
��� 	
����������� &��� ��	������	��� ����� �
� ����������� �� �
� �,-����

������ �7����;�;� ���� �
� �,5�= ����� �� 3$ % ��� ��� �
� 7�� ������ ��

#$"# ��� ���� �
� 41= �����$ �
� 	�������� 	���������� &�� ���������� ��

��� ���	����� ������ �� �
� 	
����������$ �
� 	�������� �-������ ����� % 


�+����� �$3$����� 
�� � �������� ������-�����$ �� �
�� ���� �����(��' �
� �,5�= ��

(c)

(b)

(a)

5 44.5 33.5

log Mw

������ ����� 7�,���� *4��01� �������� �� �
� 	��������� �� �,5�= ��� 41= ��������
&��
 �,5���81�=��7�5�� �38!� �� ������� �� �%" �� ��� ��� % 
' �-� D 
' ��� �	� 3 
E �� � ��
�,5�=J �, , ,� 41=J �I� &
��� ����

)���01� �������� 3C�



��������9�� ��������������$ =���� D 
 �+����� �$3$��-��' �
� 41= ���� ����,

����9��' ��� �
� 	
���������� 
�� � �
������ �� �
� 
��
��,����	����,&���
�

����$ =� 3""K 	��(������' ����� 3 
' � -������ 	
���������� &�� �-������

�+����� �$3$� �	��$ �
� 
��
��,����	����,&���
� ���� �� �
� 	
������,

���� ������ 	������� 41= ����� &��
 ���� � ��& �,5�= �����$ �
� ����,

	����� �� �
� 	���������9����� �
�&� �
�� �
� ��(��������� ����� 	�������� ��

� -��	/ 	�������� &��
 � ���� ���� �41=� -��	/ ��� � �
��� ������,5�=�

-��	/$

+����� �$3$C ������������ �
� �������	� �� �
� ��������9����� ���,

��������� �� �
� ����	���� &���
� ������-�����$ �� 	�� -� ���� ���� �
�� ������

�
�� �
� -��	/ ����	���	� ��	������ &��
 ��	������� ��������9����� �������,

����$

5 4.5 4
log MW

3.5 3

(a)

(b)

(c)

(d)

1.83

1.21

1.18

1.19

MW/Mn

������ ����) 7�,���� *4��01� �������� �� �
� 	��������� �� �,5�= ��� 41= ��������
&��
 �,5���81�=��7�5�� �� ��� �%"' �-� �#"' �	� �;"' ��� ��� � " ��E �� � �� �,5�=J �, , ,�
41=J �I� &
��� ����

3CC ���01� ��� ������� ��	
�����



��6���� ��� 	�,&��/��� :33< 
�(� ��(��������� �
� �������	� �� �
� �������,

�9����� 	��������� �� �
� ����	���� &���
� ��� 	
���	�� 	���������� �� ����,

����-���� �	������ 	���������E

styrene butylacrylate

CH2 CH CH2 CH

C

OCH2

O

CH2 CH2 CH3

( ) ( )
m n

�
� 01� ���	��� &��� ��	����� �� � #""1�9 ���	�������� ������� &��


�� �� ���-� ����	��(� ��� �������$ �
� 01� ���&,�
����
 	��� 
�� � (����� ��

3 "��$ = ��)�� ��.�� 5 3"�� � � ;""�� � �$!��� 	����� &�� ���� ���

�
� )�� ����������$ �
� ������ &�� ��	
�������
��� ��� �� �' &��
 !K

���������� ��	
�������
��� ���� ��� �
� �����,������	� ��	/$ �
� ��2�	����

(����� &�� !"�� �� � 3"K �������� �� �
� 	�������� �� �� �� $ +�� ��� �� �
�

�.���������' � ���& ���� �� "$#��8��� &�� ����' ��� �
� ���������� &�� ���,

������ -� � ?L ����	��� ���  !# ���$ �
� 01� ���	��� &��� ��	����� �� ;""B$

*���������� �� �
� ���(��� �������	� &�� �	
��(�� -� �����	����� �� � 074*M,

���� ����� �����$ �
� ������� 	�������� ������� &��� ����
���9�� -� @����,

	���������A ����	�� �������� ��������9�����$ ������ �
� ����� �����' ������� ���

-���� �	������ ��� ����� 	����������� �� �
� ���	���' &
��� �
� ��	��� ����� ����

	������� �� ������� �����$ =�� ������� &��� ���� ����� �
� ���� ��������9�����

	��������� �� �������� �� �
� ���������' �	�� ����' ��� ��������9����� �����$ �
�

���� ��������	� �� 	��������� ������� �� �
� 	��	��������� �� �
� 	
����,��������

����� ���=� ���� �� �
� ��	��� ����� �� �
� �	����������9����� ���	���$

= 	������ ���� �-������ ��� � ����	�� )���01� ��,���� 	������� �.����,

���� �� �
�&� �� +����� �$3$D$ �� �
�� ������' �
� )�� 	
���������� ����	���

����� �
� (����	�� ��������� &�� ��	������	��� -� ��������� �(�� �
� 3�

01� ������ �����������$ �
� 	
����������
� ����� &�� 	�������� ����� 3 
$

��&� #" ��� %! &��� ����	��� �� �.������ ��� �(�������� �� �
� ��������	� ��

�
� 	
���	�� 	���������� �� �
� ����	���� &���
� �
��
��,���-���� ��&�

��������� ��&,����	����,&���
� ������ �� �
� 	���������$ =�� �� �
� �
���

��(��������� 	�������� ������� 	�������� # ���K -�����	������' ���
���


�
��� �������� �
���	�� ��� 	
���	�� ���������� &��� 	��������� ���������$

�
� ������� �� �
� ��,���� )���01� �������� ��� �������9�� �� +�����

�$3$3"$ �
� 	
���	�� 	����������� � �-�(� ���' �
� ���	����� &��
 
��
��,����,

	����,&���
� ������ � �� �
� �
��� 	��������� ��� ��������� �� -��
 �
�

	��	��������� ��� �
� ����� �� &
�	
 �
� 	
����,�������� ���=� �� ����� ��

�
� ���	���� ������$ *����� 3 &�� ���� -� ����� � 	������� ��= 	��	���������

�� -��
 ������' ��� 
��� �
� -���� �	������ 	������ �� 	������� �(�� � &��� �����$

*�����  &�� �����	�� -� ����� � 
��
 	��	��������� �� ��= �� �
� ��	���

)���01� �������� 3CD



12345678
δ (ppm)

50

40

30

20

10

60

T
im

e 
(m

in
)

������ ����* ������� ���� �-������ ��� � ����	�� )���01� ��,���� 	������� �������� �� �
��������-���� �	������ 	��������

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 10 20 30 40 50
Row

60 70 80 90 100

n
-B

uA
 c

on
te

nt
 (

m
ol

%
)

Sample 3: low CTA concentration
in second stage

Sample 1: constant CTA
concentration in both stages

Sample 2: high CTA concentration
in second stage

������ �����+ ��������	� �� �
� -���� �	������ 	������ �� �
� ����	���� &���
� �� �
�
	��������' �
�&��� �
� �������	� �� �
� 	
����,�������� ����� ���=�E � � � 
��
 ��=
	������J � � � ������ ��= 	������J � � � ��& ��= 	������

3D" ���01� ��� ������� ��	
�����



�����$ �� �
�� ������' �
� -���� �	������ 	������ �
�&� � ������ (��������'

�$�$ ���� ���� �
�� �" ���K �� �
� ������ 	
���� �� ���� �
�� ;" ���K ��

�
� �
����� 	
����$ = ��& 	��	��������� �� �
� ��= �� �
� ��	��� ����� �����

�� �
� �������� -�
�(���� ���� ������ ; �� +����� �$3$3"�$ ����' �
� -����

�	������ 	������ �� 
��
�� �� �
� �
����� 	
����$ �� ����
�� �������' �������

&��� ��/�� �� ��������� ����� ������ �
� ���	���� � ���� 3!�;D"��� ���� �
�

-�������� �� ��������9����� � ��� �
� 	
���	�� 	����������� �� �
� 	���������

�-������ &��� �
�� ���������� �	������� �������� �� ��=�$ 7�,���� )���

01� �������� &�� 	������ ��� ��� ��	
 ����,�����(�� �� �
� ������� �����$

+����� �$3$33 �������� ���� �� �
� ������� �-������ ��� �
� 	
���	�� 	�����,

����� �� � ���	���� �� �
� ����	���� &���
� �� �
� ����� 	��������$

�� 	�� -� ���� ���� �
�� ������ �
�� 	������� �� �
� ����� ����,�����(��' �� �
�

��	��� �����(�� �
� 	�������� 	
���� �
�� ��� ���� 	������ ���� -���� �	��,

����$ �� ����
�� ����� �%" ��� D"����' �
� -���� �	������ 	������ 	�������� ��

��	�����' �� �
�&� �� +����� �$3$3 $

=� �
� ��� �� �
� ����� ����� �3D"����' � 	������� �(����� 	���������� �.����$

������ �
� ��	��� ����� ���(��(��� ���� �
� �������� �� �������� ����   "�

;D"���' �
� -���� �	������ 	������ ��	������' ���
���
 �
� �(����� ������-�����

�� �
� 	
���	�� 	���������� ������� 	�������$

�
�� ����� �� �
� 	
���	�� 	���������� �� ����������
�� �	������ 	���������

�� � ���	���� �� �
��� ����	���� &���
� ���	����� �
�& � -������ ����	����

&���
� ������-����� ��� ��
�� �	������,��	
 	��������� �
�� ��� �������,��	


	���������$

30

40

50

60

70

80

0 20 40 60 80 100
Row

n
-B

uA
 c

on
te

nt
 (

m
ol

%
)

������ ������ *���� �� �
� 	���������9����� 	����� �� �
� -���� �	�������������� ������'
����� )���01� 	�������' �� �
� ����� �&� ����,�����(���E � � � 3!���J � � �E ;"���

)���01� �������� 3D3



40

45

50

55

60

65

0 20 40 60 80 100
Row

n
-B

uA
 c

on
te

nt
 (

m
ol

%
)

������ ����� *���� �� �
� 	���������9����� 	����� �� �
� -���� �	�������������� ������'
����� )���01� 	�������' �� �
� ������ ����,�����(���E � � � ;"���J � � � %"���J � � �
3D"���

����& ��$
��� �!�%��� ���
"��� �� �
�������

�
� �����-������� ��� �������� �� ���������	 ������� 	�� -� ������������ -�

	���������� 	
��������� ��������� :3;<$ 7�,���� )���01� 
�� -��� ������� ��

��.����� �� �
� �����&��� 	
��������� ���������E

t -C4H9O CH

CCl3

O COCH3( )n

�
� ���	/�� ���� �� �
� ��,���� )���01� 	������� �� ��	
 ��������� ��

�
�&� �� +����� �$3$3;$ �� �
�� ������' �
� 	
���	�� �
��� �� �
� ������ �	����

������� ������� �� �
��� ��������� 	
���	�� ��(��������� �� �
� (������ �����,

����$ �
� ������ ���	��� ��� �
� ��������� ��������� &��
 � � ;��' �-������

���� �
� ��,���� )���01� 	������� &��
 � �����-�� )�� 	����� �� ��&

��������' ��� �
�&� �� +����� �$3$3#$

3D ���01� ��� ������� ��	
�����



46

47

48

49

50

51

52

6.2 6.0

δ (ppm)

5.8 5.6

7-mer

6-mer

5-mer

4-mer

3-mer

E
lu

tio
n 

tim
e 

(m
in

)

������ �����# 7�,���� )���01� ���� �-������ ��� � ��.���� �� 	
��������� ���������

3-mer

4-mer

5-mer

6-mer

7-mer 2

2

2

2

2

7

4

4

4

4

3

3

3

3

3

5

5

5

6

6

1

1

1

1

(e)

(d)

(c)

(b)

(a)
CtBuO O

CCl3

H1

C

CCl3

H2

CCl3

H3

CCl3

H4

CCl3

H5

CCl3

H6

CCl3

H7

O C O C O C O C O C O Ac

CtBuO O

CCl3

H1

C

CCl3

H2

CCl3

H3

CCl3

H4

CCl3

H5

CCl3

H6

O C O C O C O C O Ac

CtBuO O

CCl3

H1

C

CCl3

H2

CCl3

H3

CCl3

H4

CCl3

H5

O C O C O C O Ac

CtBuO O

CCl3

H1

C

CCl3

H2

CCl3

H3

CCl3

H4

O C O C O Ac

CtBuO O

CCl3

H1

C

CCl3

H2

CCl3

H3

O C O Ac

6.8 6.6 6.4 6.2

δ (ppm)

6.0 5.8 5.6

1

������ �����& 3� 01� ���	��� �� �
� ��������� 	
��������� ��������� �-������ ���� �
�
��,���� )���01� ����

)���01� �������� 3D;



�� 	��	������' ��,���� )���01� 	������� ���(���� � ���� ��� ����	����

���
�� ��� �
� 	
���	����9����� �� �������� �� ������� ���' �� �����	����' ���

	��������� �� ��������� 	
���	�� 	����������� ��� ����������������$

����������

3$ ?��' B$ ��� ������' B$' %��!& '�$' 3DD3' �' 3% D$
 $ ������' B$' ?��' B$' 7/�����' M$' �������' 1$ ��� +�2�� 0$' (#!��& )�!!$' 3DCC'  +'

;3�$
;$ ������' B$' ?��' B$' B��
�����' 1$ ��� �������' 1$' (#!��& *$' 3DD"'   '  3C$
#$ ������' B$' *& (#!��& '�$' (#!��& ����& + �' 3DDD' #�'  #!$
!$ ������' B$' B�������' �$' ?��' B$ ��� 0��
�����' �$'��	#�#!& '��,$' 3DDD' �&#'

333$
%$ ?��' B$' 0����' �$' �����' *$ ��� ������' B$' (#!��& *$' 3DDC' #+' #;D$
�$ ������' B$' ?��' B$' B�������' �$' 0��
�����' �$' B��
�����' 1$ ��� +�2�����'

0$' (#!��& )�!!$' 3DD"'   ' !#D$
C$ ������' B$' ?��' B$' B�������' �$' M�������' 1$' 0��
�����' �$ ��� B��
�����'

1$' (#!��& )�!!$' 3DCD'  �' #CD$
D$ =�-���' B$ ��� 5����' 4$' %��!& ����# � ����	��$' 3DD!'  ' ;" $
3"$ B�������' �$' ��-�	
�' 1$ ��� ������' B$' (#!��& *$'  """' # ' �D%$
33$ ��6����' �$' ��9����' 4$' 4�����' 5$' *	
������-�	/' )$' *���	/' �$ ��� =�-��� B$' ��

-� ��-���
��$
3 $ B��6���' �$' ���	
' �$' ��6����' �$ ��� =�-���' B$' ��$	#�#!& ����& (���$' 3DDD'

 ++' 3�;#$
3;$ ?��' B$' B��
�����' 1$' 7/�' B$' ������' B$ ��� L���' 7$' ��$	#�#!& ����&�

��,� �#����$' 3DD"' ��' ;3$

3D# ���01� ��� ������� ��	
�����



� ������ �	 
	���	��	���
�	������

������ ����		
��������	� 
������ ���� ��������	 ��� �	��������������� ������	�� �	�����


��

����	 ����������
����	� ����� �� �� !�	���	��	�� �	�����

��� ������������

��� �	�������	 � ��������� �	� ��� �	���	��	� �� �	���������� �����

���	�� � ���	�� ����	�� ��� �������� �	� ��� �	���	��	� ����� ����

�� �	�������� �	� ������������ �������� ������� ����	 !���� ������� �	�

�������� ���������� "	�� �����	� �	 ��� �	���	��	� ���� ��� ���#����� 	

��� 	� ��	� � ���	���� �������� �	 ��� !���� �	� ��� �	� 	 ��� ����

��	� ���� ��� ���#����� � ��� �	����	�� � ��� $������ �	���	��	�% ����

���	�������	 ������� ��� �� ����� �� �������� ����������� �	�

������������ ���	�������	 ��������� �������� ������	� !��� ���� ����&

��	�� �����	� �	 ��� �	���	��	� ��	 ��� ��'� ������ �� � ������ � �����

�������� � ������� � 	�! �	� �	�(������ ����	�� ��	 �� ����� ���

��� ����	���� �������� ������	�� �	� �� � ���� ���� ��� ��� ���� ���	 ���

����	� ����	���

)� �� �	�������	� ���� �	 �	�������� ��������� ������� ��� ������ � �	������

��� ������ ��������� �	� � �������� ��� �������	 ������ �	���� ���	� ��	

�� ������� !���� �� �������� � ��� �	������ � ��� �	� ��� �����(

��(����� !����� ������� ������ ���������	 �	� ��������	 ������ ����

��������	� !�� ��������� �� ��� ��*������	�� � ��& �	� �	���	��	���

�	������ �	� �� ������ �		����� � ��� ��������	� � ���������	��	��

�	�������� ������ �� !��� �� �����	���� ����	�*��� !���� ������ ����

��� ����������� ���	 	�&����	��	�� �	�������� ������� ��	� ��� ��	��

� �����	���� ����	�*��� ���� !���� ����	� � ���� ��������	 �������	��

!��� � ��(���� � ���������� �	������	 ��� � ���������� ������	��� �����

��� �����	���� ����	�*��� ���� �� +���, ����, ������ �	� ���

�����,�

On-Line LC-NMR and Related Techniques. Klaus Albert
Copyright  2002 John Wiley & Sons, Ltd.

ISBNs: 0-471-49649-9 (Hardback); 0-470-85482-0 (Electronic)



��� ������ ��� ���������� �����	�	

)	 ��� ���� ��� ����� � �� �	������ !��� ��� ����	� ������	�� ���� !��� ��������

�	� ��� �	���	��	� ����	����� ����� 	 �	 ��� ����� ������	� '	!	

���������	 ������� !��� �	������ �	 ��� ����������-���	 � �	���	��	���

�������� ,�	�� ��� �������� �	� �������� ��������� � ����� ����	�� !���

'	!	 �	 ��� ����� �������� �	�������� ������ �� ����� �������	���	 �	 ��� 

!���� �	� ��� ���� �� ��������� ������������� ������ ���� �� ���

������������ .+�/ �	� ���� �������	�� ��*��� ������������ .01��/ 

�	 �		����	 !��� �������� �������	 ������� ���� �� ������	 ������� .
�/ 

	�����	��������� .�1/ ������� ����� .12�/ ���� �����������

.�,/ �	� ��������	�� .3)/ �������� ������ �	 ������	� ��� �	 ����� ���

��������� �	��	�� �� ����� ������ ����	�� �� �(����� ���������� !���

�������� ��������� �� 	���	�� �	� 
�����	 ���������	 �	� �	��*��	��� �	�&

���� �	 ����� �	�������� ������� .������ �	������/� ��� � ����� �������� ���

���� ��� ��	������ ���	 ��� ��� �������� �������� �	 ������ �	������ ���

��� � ��� ������ �����	� �� 	� ���	�	�����

)	 ��� ���� � ���������	 ������� �	� ���������� ��� �������	 �� ������&

�	�� +�	������ ����� ����	�� !��� 	� �	������ ������� �	 ��� ����� ����

��� 	� ��������� �	� 	 ��������� �	�������� ������ �(��� �� ����� �������	�&

��	� ���� ���	� ���� � ������ ����	��� � ��� �	���	��	��� �������	 ��		�

�� ���� �	� �� � �	��*��	�� 	 ���������� ����	 ��	 �� ��'�	� �������� 

�	 ���� � ������ ��� ���' ��������	� � � ��-����� !���� ���� �� �(����� 

�� ��	� ����	�� �� ������� ����� �� �	������ �� ��� ����		�	� � ���

�	���������	� .		&������ �	������/�

���� �� ���������� ���� �	 ����� !���� ��� ������	�� ��� 		&��������	� �	�

���������	 ������� �� !��� �� ���������� ��	 �� �(������� ����� ��� ���	��&

������	 � ��� ������	�� �������� �����	� ���	�	�� ����� ���	 �� ��������

�� ������� �	����	��

4	����	����� 		&������ �	������ �� ���� ��� ��������� � ������ ���	

������ �	������� )	 ��� ����� ������ �(������	 �	� ��������	 ���� ��'� �	�

����	� ��� ���� �������	� .�	� � ���� �	'	!	/ �������� �	� �������� ���&

������ � ��� �	�������� ���	�� ����	�� !���� ��� �������	 ������ ����

������ � ��(���� � ���������� �	������	� 3��������� ��� ��������	 �

�����( ��(����� �� ���	 �	������� ���������� !��	 ��*��� ������������ ��

����� 3� ����	�� ���	���� � +� .������� �	� ����&������� ���������

������ ����	��/ ��� �������	 �� ���� �������� ��	�� ��� ��������	 �������	�� �

��� ������������ �� ���� �	� ��� ���� ������� �	��� ������	&������ �	&

����	� ������� �������� ���������� �	������	� 3��������� ����� �,

��������� ��� ��������� �� ����	� ���	��������	� )	 ���	����� ��	� ����

����	�� ��	 ��� �� �	������ �� ��� ������������ ����� ��������	 ���

���� ������� �� ����&�	����	� �	� 	� �������� �� 		&������ �	������ ��	��

��� �������� ��������� � ��� ���������	 ������� �	� ���������� ���

�	'	!	� 1��� ����	�� ��	 �� ��������� ������ �� 01�� ��� �� � �	�

567 ������ �	� ������� ����	�*���



���� 	�� ��� 48 � 12� ������� !��� ��������� �	� ��� ���������� �	����&

��	 � � 48 �������� �� ��������� �	��������	� �� 		&������ �	������� "���

��� ���� ��	 ����� �!���� ��� ����, �����	� ��� ���	 ���� �� � ����	�

����� �� ��� ������ �	������ � ���� ����	��� 2�� � ��� �(��	���

������������ ������ �� ��� �,��, �	� �,� ����	�*��� �� ��� ��� ���	

�	������	��� ���� �� ��� ���	��������	 � �	'	!	 ����	��� 0!���� ���

����, ����	�*�� ��� ��� �������	����� !���� ����� ��� ��� �� 		&������

�	������ �� ���!�9

5� ��� ������������ �� ���������� ���������	 � �	'	!	� ��� ����������: �	

���������� ��� �����	���	 ���!��	 ������ �� 	�� ������� �	 �(�����	��

������

7� ����� ��� 	 �	������� �	�-���	 �	����	� �	��� !���� �	� �	'	!	

����	� ��	 �� �(������ � �� �	�-�� �	� ��� �	�-���	 �������	��

����	�� ���	��� 	 ��� �������� ��������� � ��� �	�������

;� 3� ��� *��	��������	 � ��� ���	������ ����	�� $��	��	�% ������	��

����	�� ��� 	����� !���� ��� ���	 	� ��������� �� ���������	 ��&

����� �	� �����������

��� ��� ������	� ����� �� ���������� �	������ �� 	������ ���	����

���	�	�� .���/ ���������� �	� ��� �	������	 �� ���	 �������	����

� ���� � ���� ������������ )� �������� ����� ���� ���	�	���� � ��� ���

������ �����	� ��	� � �	 ����	���	 !��� ����, �� ��� 		&������

�	������ � �����( �	���	��	��� ������� <5=� )	 ��� ���� ���� ������ �������

� ��� �! ��	�������� � ��� ��� ����������� �	� ��� ������� ��	����

��	�� � ��� ������-�� �	� �������� !���� ��� 	� ���! ���� !��' �	����� ���	���

� �� �������� �	 ��� �����	�� � ���	� ����	� ���	���� ���� ��� ��	�������� �

� ����&����� ��� ����������� .� >?? �0-/ �� ���� ������ �	� �����

��� � 	����� � ���� �������	� ������ �� ��� ���������	 � ��� ����	�

���	����

��� ����� �������� �� ���������� �����	�	

��;�5 0"@ 2" @
 "A��)� � �
��),�)� 1)��4�
 "3 �0


,��1�
B

3� 		&������ �	������ ������ �����	� ��� ��� ����	���� ���� ��� ���

������� .���� 	�� 50 ��� �� ��������/ �� � ���	���� ������� ���� ��� ���	&

������	� ����	�� .����� ��� 	����� ��� ���	�� ����	��/ ��� ��������� )� ��

� ������� ����	���� ���� ��� ��� ������� ��� �������� �������� ��� �	��	&

�����	 � � ���	�	� �	 ��� ������� .3� � ����	 �	��	�����	 ��� ���	��

������ �	 
	���	��	��� �	������ 56;



�	��	���� 	�� ����	�� 	 ��� �������� ���� �	� ��� 	����� � �*������	�

���	��/ �� � ���� ���� ����� � � ��� ��������� ������� � ��� �������	 �

��� ������ ���	 �� ������� �� ��� 48 � �, ���������

��;�7 )�1�"8
�
�� "3 ,
�
��)8)�C

��� �����	� � �! �������	� �	�������� ������ .���� ��*��� ������������

�	� ��� ����������/ ��	 ���� � � ���	�����	� ��������	� � ��� �����������

������� � � ��	��� �	�������� ������ )	 ��� ���� � ������ �����	� ���

�(��	� ���� ��	 �� ������� ����	�� ���	��� 	 ��� 	����� � ��� ������� ���

������� �	������ ��	 �� �(������ �� ��� ��(����� �	���� � ����� �������� ����

���� ������ ��� �������� +� �(������ � ���� ��� ������� ����	��

!��� ��� ������� �	���� � � ������� 	����� � ���	��� !��� ������ �����	�

������	�� �������� �	 �����( �	���	��	��� ��(����� � ������� ��&

��	�� ���	�	�� !���� ������ �	 ��� ������������� ����	��	 ��	 ��

������� �	 ��� ����� �	 ��� ����������� ����	��	�

��;�; @0)�0 ���,,
, "3 �"�1"4�2,B

3�� ��� ����������� ��	� � ���! ������ �����	� �� ���������� ������ � ���

�	������ � ����	� ������� ���� �� 	����������� ���	�� ������� ���	�� 

������� ����(���� ����� ���������� ��������	� .1�0�/ ��������	&

���� �����	��� .1�A�/ �	� �-& �	� �	����*��		� ����� �	���� ����	����

� ������ �����	� �� ��� �	���������	 � ������� ����	�� �	 �	���	&

��	��� ������� �� ���� ��� �����	 � ���������	�� 	 ��� ������� ��	� ���� �	

�	'	!	 ���������� � ���������	 ������� ��	 ���� �� �������	�� ��

��� �����������

3� ��������� ����	�� !��� �	��� ��'�� ����	� ���� �� ��������	�� ���

��� ������� ��	 �	������� ������ � �	 �	������� ����������� � ��� ������

�����	� ��	�� �	 ��� ��	�� � ��������� ���	� ��� ������� ��� ���	 �����(�

������ �	����� ���	��� ���	� 7 ��� ��	 �� ���������� � �	����	��� �� ���

����	� ���������	 !��	 ����	������ �� ���� �� ��� ���	�� ���	�	� � ���

����	�� ,�	�� ��������	�� ��� �����	� �	 ��	� �	���	��	��� ������� ���� ���

������� �� 		&������ �	������ 	� 	�� ������� � ����� �����( ������� ���

��� ������� ���� ��	 �	����	�� ��� ��������	� ��������� � ��� �	��������

����	 �� ����� ������� �������� <7=�

��;�6 D4���)3)���)"�

@���� ������������� ������ !��� ���	�� ���� �������� .48 �, ����/

�� *��	��������	 ��!��� ��*���� ���������	 ���� � ��	��	� ������	�� ��&

566 ������ �	� ������� ����	�*���



��	�� ��� �������	 �� ��� ��� ������� �� �������	� ������� ��� ���

����� �� ����� �	 ������� ������ 0��� �� �� 	�� 	�������� ���� ���

����	� �� �	���������� ���	������ �	� ���� � �������� ���	�� �� ���������

�� *��	��������	� ���	 ����� ������	 � � ���	���� !��� � '	!	 �	��	&

�����	 ��� ����	� ��	 �� *��	������� ���� �� ����	������ �	 ���� ����� �	

!���� 	 ������	�� ����	�� ��� ����������� ��������� �� ���������� �

���������	 ������� �� !���� ��� ���������� ���� ���	 ����������� 0!���� 

�	 ������ *��	��������	 �� �	��� 	! ��	 	�� �� ������� �� �	 ��� 	&��!

��� <;= �	� ��� �������	 ����	�� 	 ��� ���	��&�&	��� ���� !���� �	 ���

����� �� �! �	 	&��! ��	��

��;�> �"�2)�)"�, 3"� �0
 "�&3�"@ �"2


��� ��	���� �	����� � ������ �����	� ���� ���	 ��������� �	 �������

�������� � ���� ������ 0��� 	�� ��� 	&��! ��� �� ��������� !��� �������

� ��� 		&������ �	������ � �	���	��	��� �������� ���� ������� �� �������&

����� ������ � ����	�	� � �� ������! � ��� ���	�� ����	�� .�	�����	�

48&�	������/ �����	� �	 ��� ������� )	 ��� 	&��! ��� ��� ����� ����� !���

��� ����	� ��!� ������ ��� ��� ���� !���� ��� ����������� �	��	�����

��*����� ��� ����� ���� ������ �	� ������ ����	�*�� ��� ��� ����	���� ����

��� ������������� ��������	 !��� 	� �� �������� �	 �	� !��� 0!���� ���

�������	 ������ �������� �	 ��� 	&��! ��� ��� ���������� ���� .��� ��	��/ ��

��� ��� ���� � � ���' ��	 	�� �� ��*����� !���� ��� ���' ������ ��� ���

��! ����� �������� ��� ���������� � ������	� ��� ���	��&�&	��� .,E�/ ����

�� ����������	 �� ������� �	� ������������� �� !��� �� ����������� 

���������� ���� � �� �����-�� �	 ���� � ����	 ������ �������	 �������

"	� ���������� �� � �����-� ��� ������������� ��������	 �	 ���� � !��

���� ��� ���' ����� .7 � ���' !���� �� ����&������ � ��! ����/ �� �� ����� ��

������� ���� ��� �	����� �	��	�����	 �	 ��� ������������� ���' �� �� ����

�� ������� <6=� ��� ���� �	����	� ��� �������� !��	 ��� ���' ����� �� �*���

� ������� ���	 ��� ����� � ��� ��� ��! ���� .�� �(����� ��� ������

����� � ��� A��'�� 6 �� ��! ���� �� 57?��/� �	���� ������ ������� ��

� ������ ��� ��! ����� �� �	���������	� ���� ��!	 <>= ��� �������	 � ���

��! ���� �� � ����� � 7? .���� ��� 5�? � ?�?> ��E��	/ ����� 	�� � � ������

�	������ �	 ��� ���' ����� � � ������ �������� �	 ��� �	����� �	��	�����	 �	

��� ���' ������ �� ��� ,E� ���� �	������� !��� ��� �*���� �� � ��� 	�����

� ���	� �	 ��������	� �	 ��	�������� �� � ����� � 7�; ��	 �� ���������

�	���� ��	� �� ���� ��� ������������� �������	 �	 ��� ��! ���� ��

������� ���	���	�� � � ������ ������ �� �! ��! ����� �� ��	 �� ���	

��� 3����� ��5� ���� �	 ��� 	&��! ��� �	��� �����-�� �	����	� ��

��� ������� ���	� �	 � ��(���� � ��� ��� �&����(���	-�� ���� ������

.������ ����� ����� �	� �����/ ������� �������	 ������ � 7�� !��� �����&

��	�� !��� � 6 �� �	����� ���� ���� .A��'��/� 3� �������	 �������	

������ �	 
	���	��	��� �	������ 56>



0.5

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0
1.1

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6

0.2
0.4
0.6
0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

UV chromatogram after column

flow: 1.0 ml/min

UV chromatogram after NMR flow cell

flow: 1.0 ml/min

UV chromatogram after column

flow: 0.1 ml/min

UV chromatogram after NMR flow cell

flow: 0.1 ml/min

11

2
2

3
3

4
4

Time (min) Time (min)

Time (min)Time (min)

R
es

po
ns

e 
(A

u)

R
es

po
ns

e 
(A

u)
R

es
po

ns
e 

(A
u)

R
es

po
ns

e 
(A

u)
(a) (b)

�� !"# ��� 48 ����������� � ��� ���� ��(���� � ��� �&����(���	-�� ���� ������ .5 
������: 7 �����: ; �����: 6 �����/ ����� ��� ����	 �	� ����� ��� ��� ��! ���� �� ��! �����
� .�/ 5�? �	� .�/ ?�5 ��E��	 �	����	�9 ����	 ���������� �1 ������ A 57> � 6 �� �� 
>�� ����������� A��'�� 2�F �??: ���� ���� 6 �� "&������	� �� ���� ������ �����
57?��: ����	�� ����	������ .�/ �	� 27" .A/: ������	� � � ? ��	 �EA .6?E�?/ � � G ��	 �EA
.H?E;?/ �� � ��! ���� � 5�? ��E��	 �	� � � G? ��	 �EA .H?E;?/ �� � ��! ���� � ?�5 ��E��	

������ �	 ��� 	�	���� ��	�� ��� �������� �	 ��� ���&��! ��� ��� �	 ����

�������	 ��� ��� ������������� ������ �� ����������

��$ ����������� �� ����� ��� ����� �� ��%�������

&��� ���	 �� ��'��������� 	����	

��6�5 ���4�)�)"� 0�I��2"4, @�,�
 ,)�
,

�� � ������ � ��� �(��	���� �������	 � ����	���	 ����� �	� ����	� @���

@�� )) � ����� 	����� � ��-����� !���� ����� ����� �(��� �	 +����	� 

!���� ��� ��� �	� !���� ��� ������� �� �(������� �	� ����� ���	�������	

56� ������ �	� ������� ����	�*���



�������� ��� ���	�� !��� ���	 ������ 	��� ����� ���	� !���� ���������

!���� ���� �	 ��� �	���	��� �������	� ������	� ���	'�	� !���� ����������

3� ��� ���' ��������	� � ����� ����� !���� �	� ��� ������� !��� �	������ 

!���� ��� �	������ !�� ������� ���������� � ������ ����	�� ���� �� �(&

������� �(������ � ��	� 	 ��� ���� ��� ��� � ������� ��&������� �	�

	������ ���	�������	 ������� ����� �� ���&� �����������	 � ���

����	� ����	��� ����	� ������� <��J= ���� �������� ���� �*���� �������

��� ���� ����	���	 ��-����� !���� ����� ��� �	���	 � ������� � ����

	���������� ����	�� !���� ��� �	 ��� ����� ��#� ���	�	��� )	

������� �	���������	� ����	� ������ �	������ ����� ����	�� !��� ���&

�'���

3����� ��7 ���	������� ���� �	 ��� ���� � � ���	� !���� ������ ��� ���

����� ����	���	 ���� �	 
��	�� .+����	�/� ��	� �	'	!	 ����	��

���� �� ���	������ �	 ��� 		&������ �	������ ���� 7 6&��	�����	-�� ���� .7 6&

2�A�/ �	� ; >&��	������	� .; >&2�1/ !���� ��� ��#� ���	�	�� .���

3����� ��7.�/ �	� ����� ��5/�

�� �����	� �������� �	� �������� ������ ��� ������� �	 +����	� �� ���

������� � ����	���	 !����� 3����� ��; ��!� ��� ������ ����������

� �	 �(����� � � ���&�	����	���� ��� ������ ��� ��		� .�!�� ,�(	� 

+����	�/ ����� �������� �������	��

)	 ��� 		&������ �	������ � ���� ������ ������� �� �� ������ �	�

����, ���&������� �����������	 ������� ���� �� 7&���	&6 �&��	���&

����	� �	� 6&���	&7 �&��	�������	� !��� �������� ������� �������

*��	������ � 7&���	&6 �&��	�����	-�� ���� ���	�����	-�	� �	� 7 7�� ��&���&

��	���&6 6�&�-(�����	� ���� ��� �� ���	������� ��� ��� ����������

������� ������� ���� ��� ��� !�� ��� �	����	���� �� 1�0�� ,������ ����&

�����	� ����	�� ���� �� ���	������ �� 1�0��

��6�7 )�24,��)�� 
33�4
��, ��2 �
��0��
 3�"�

)�24,��)�� ���23)��,

��� ������	� � �	�������� ��������� �	 ��*��� ������	�� ��� ��������� �	 ���


4 �� ������� ���������� �	� �������	�� �����	� ����	�� !���� �����

	� �(���� � ����	 �	��	�����	 .
�����	 4	�	 
4 2��������/� "	

��� ���� ��	� �	�������� ������	�� ��� �	���	 � ���� 	����� � ���������

!���� ��� 	� �	������� �� ���� � ��������� �	� !���� ��� �	 ��	�

����� �	'	!	� ������ ��� �������	 � ��� ��������� ��������� �����	�

�� ��� �	� � ��� �������	 ����� �� ������� ���	��� �� ������	� �������	��

��� ���� �� ���� �	 ��� ���� � �������� ��� �	�������� ��	������� A������ ���

����	� ������	�� ��� �������� ��� �	���	 ������	�� ���	�������	 �������

!���� ��� ������� ����	� ��� ����	� � ��� !�����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 56H



1,3,5-TNB

2,4,6-TNBA

1,3-DNB (H2)

2,4,6-TNT
2,4-DNP (H3)

2,4-DNBA (H3)

1,3-DNB (H4,6)

2,4-DNBA (H5)

2,4-DNP (H5)
3,5-DNP (H4)

2,4-DNT (H5)

4-NBA
3,5-DNA (H4)

4-NP (H3,5)
2,6-DNT (H3,5)

4-NT (H3,5)3,5-DNP (H2,6)

3,4-DNT (H5)
2-NT (H3)

2-A-4,6-DNT (H5)2-A-4NBA (H6)
2-A-4,6-NBA (H5)

2,4-DNT (H3)
PA

8.0

8.2

8.4

8.6

8.8

9.0

9.2

9.4

(a)

200 400 600 800

(p
pm

)

Time (min)

1,3,5-TNB

1,3-DNB (H2)

2,4,6-TNT

1,3-DNB (H4,6)

2,4-DNT (H5)

2,6-DNT (H3,5)

4-NT (H3,5)

3,4-DNT (H5)

2-A-4,6-DNT (H5)
2-NT (H3)

2,4-DNT (H3)

8.0

8.2

8.4

8.6

8.8

9.0

9.2

9.4

(b)

200 400 600 800

(H2,6)

(p
pm

)

Time (min)

�� !"# ��� .�/ �!&����� ���� � ��� 	&��! ��� ���������� � � ���	� !���� �(�����
��� ��� ����� ����	���	 ���� �	 
��	�� .+����	�/� .��� ����� ��5 �� ����������	�/� ���
	������ �	 ����	������ �����	 ��� ��� ���	��� � ��� ���	� ��	�����	� ���� ���	���
�����	��� !��� ��������	 ��� +��#��		 �� ������� �� 1����� �� �����	 K� �	�
��L��� �� ����# $�	�� () 65?6�655? .5JJG/� �������� .5JJG/ �������	 �������� ,������
.�/ ��� ���� ��� ���������� ��� ��!�	� 	�� ���	��� ��� ���� ����	�� !����
!��� �������	�� �	 ��� ������ �	������ �� 01��� ��� ���� ���	��� !��� �������

�
*+# ��� ����������	� ���� �� ����	�� ���	������ �	 ���
�	������ � ������� ��� ����� ����	���	 ����� �	 +����	�
.���� 3������ ��7 ��; �	� ��56/�

����������	 3��� 	���

7&�� 7&��������	�
;&�� 6&��������	�

7 6&2�� 7 6&2�	�������	�
7 �&2�� 7 �&2�	�������	�
; 6&2�� ; 6&2�	�������	�

7 6 �&��� 7 6 �&���	�������	�

7&�&6 �&2�� 7&���	&6 �&��	�������	�
6&�&7 �&2�� 6&���	&7 �&��	�������	�

5 ;&2�A 5 ;&2�	�����	-�	�
5 ; >&��A 5 ; >&���	�����	-�	�

7 6&2�1 7 6&2�	������	�

56G ������ �	� ������� ����	�*���



����������	 3��� 	���

; >&2�1 ; >&2�	������	�
1� 1����� ���� .7 6 �&���	������	�/

; >&2�� ; >&2�	����	���	�

6&�A� 6&������	-�� ����
7 6&2�A� 7 6&2�	�����	-�� ����
7 6 �&��A� 7 6 �&���	�����	-�� ����

7&�&6&�A� 7&���	&6&	�����	-�� ����
7&�&6 �&2�A� 7&���	&6 �&��	�����	-�� ����

chrysene+
benzo(a)anthracene

triphenylene

pyrene

fluoranthene

anthracene

phenanthrene

2,2�,6,6�-Tetranitro-4,4�-azoxytoluene

2,4,6-TNT
1,3,5-TNB

2-A-4,6-DNT
2-A-4,6-DNBA

4-A-2,6-DNT
0

100

200

300

400

500

600

700

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0

δ (ppm)

T
im

e 
(m

in
)

�� !"# ��� �!&����� ���� � ��� 	&��! ��� ���������� � � ��� �(����� ��� ���
����� ����	���	 ���� �	 ��		� .+����	�/ .��� ����� ��5 �� ����������	�/� �	����	�9
����	 ���������� 5?? �15G 57> � 6 �� �� >��: ����������� A��'�� ��F �??: ����
���� 6 �� "&������	� �� ����: ����	� ����	������E27" .H?E;?/ ��! ?�?> ��E��	: 6G ���	�
��� �! !��� ��*�����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 56J



��6�; 
33�4
�� 3�"� � �
F�)�
 �"�1��C


�����	�� �������� ��� ��(���� ����	��� ��� �	���	 ���� �	� ��(����&

���� ���� �	 ��� ��(���� �	������� ��� ���� ���������� ���	 ��� �����(

��(����� ���� �	���	 �	��������� *��	������ � ��	��������	� ���������

�	� ��&�������� 0!���� �� 		&������ �	������ 	� 	�� ��� ����� �������

� ����	�� ��� ��� ��� ����� �������	��� �	 ��� ��������� ��������� �	�

������� � �	�������� ���	�	�� ��� �������� ��� � ��� ���� ��� 		&

������� � ��������� �	������� ���� �	 ����	� ����� ������	�	��� ����,

����	�*��� ���� ���	 ���� �� ��� �	������ � ���� <5?=� 0!���� ��� ���&

�	�� ��� � ������ �	� ����, ����� �(��	��� ������������ !���� ���

����������� �� ��� �	������ � �	 �	������� !���� !���� ������ ��� � ��(����

����	� <55=�

3� ������ �	������ ��� ������ �	��	�����	 ����� �� �� ���� ��

�������� 0!���� �� �� ������� �� ��� ��������� � ��� �	������ �	 ��� �����

����� �� ��� ������	� �������	 � ��� ����	�� ��� �������������

��������	 � ���� ������ ������� �� �? M ����	������� �� ���� �����	���� 

��� ��������� � ��� ����&�����	� ����	�� !�� 	� ���� �	��� ��

��� ���������	��� �������� ��� �(����� !�� ������	���� ����� ���

��� �	������ �	� �! ������	� .� �	� A/ � !���� ������	 A �	���	��

��� ����&�����	� ���	�	��� ��� ��������	 � ���� ������	 ������� !��� �

�	��������� ������ �	��	� � ����	������ .G> M/� ��� ���48 ������&

���� ��!	 �	 3����� ��6 ����� �	 ������! � ��� �����&�����	� ���	�	��

.������	 �/ !���� 3������ ��> �	� ��� ��! ������	� ����	� � ��� ���&

��! ��� ������� � �������� ���'� �	 ������	� � �	� A� ������� �����

������� ������� �������� ���������� �	������	 ���� ��� �	����*��		� �'���&

�	 � ��� ���� ���� �� ����	�-�� ������	�� ����, �	���������	�

!��� 	�������� �� ��� ������� ���	��������	 � ��� ����	�� �	� !���

�������� ���	� ���������� �������� �������� �	�-���	 .�1�)/� ���

��� �	� �, ���� �� !��� �� ��� ��������� �����	��	�� ��� �������-�� �	

����� ��7�

,������ �	����*��		�&���� ���� �	� ����� ��&������� � ��������	� ������&

�	�� �	� � ��&������ � �������� �������	 �� !��� �� �	�	�� �	� 		&

�	�� ��������	�� �	� ����� ���������	 ������� ���� �� ���	������ �	 ����

�������

��6�6 "�+��)� ��)2, )� �
��0��
 3�"� )�24,��)��

���23)��

�������� ������� ��� �	�������� ��	������ !��� �	������ �� ������ �	�

������������� .�,1/&�, !��� �������� 	 ���	�� ����� <57=� ����� ������

� ��� 	������ �	� ����� ���	�	�� �� ���&�(������	 !��� �������	� ������� 

5>? ������ �	� ������� ����	�*���



0

100

200

300

400

500

600

700

800

5 10 15 20 25 30

1,2,3

4

5

6

8

9

10

7

11

R
es

po
ns

e 
(m

A
U

)

Time (min)

�� !"# ��$ 48 ���������� �� ����	�� �	 ��� ������ ��	 � ������	 �� ��� ���'
	������ ������	� � ��� ����	� 	������ ����	 �	 ����� ��7� �����	��� !��� ��������	
��� 1����� �� ,�L	��� 4� K������ �� �����	 K� �	� ��L��� �� ����# $�	�� (� JJ7�JJG
.7???/� �������� .7???/ �������	 �������� ,�����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5>5



8.0 7.5 7.0

8.0 7.5 7.0

8.0 7.5 7.0

7.5 7.0 6.5

8.0 7.5 7.0 4.5 4.0 3.5

4.5 4.0 3.5

4.5 4.0 3.5

4.5 4.0 3.5

4.5 4.0 3.5

Peak 11

Peak 10

Peak 9

Peak 7

HDO

HDO

HDO

HDO

HDO

�2

�2

�2

� (ppm)

� (ppm)

� (ppm)

� (ppm)

� (ppm) � (ppm)

� (ppm) 

� (ppm)

� (ppm)

� (ppm)

co-eluting peaks (3+4)

4 3

�� !"# ��, ,��&��! ��� ������� � �������� ���'� �	 ������	 �� �����	��� !��� ������&
��	 ��� 1����� �� ,�L	��� 4� K������ �� �����	 K� �	� ��L��� �� ����# $�	�� (� 
JJ7�JJG .7???/� �������� .7???/ �������	 �������� ,�����

5>7 ������ �	� ������� ����	�*���



Peak 12

7.0
δ (ppm)

Peak 13

7.0
δ (ppm)

7.0

2

δ (ppm)

7.0
δ (ppm)

Nonylphenol

Nonylphenol  monoethoxylate

Nonylphenol  polyethoxylate
(lgepal CO-720)

7.0
δ (ppm)

4.0 1.5 1.0

δ (ppm) δ (ppm)

4.0
δ (ppm)

4.0
δ (ppm)

4.0
δ (ppm)

4.0
δ (ppm)

1.5 1.0
δ (ppm)

1.5 1.0
δ (ppm)

1.5 1.0
δ (ppm)

1.5 1.0
δ (ppm)

H3,5

H2,6

C9H19 OCH2CH2O(CH2CH2O)nCH2CH2OH

d c

chain

chain
alkyl

b

a

5 6

2 d c b a3

�� !"# ��� ,��&��! ��� ������� � �������� ���'� �	 ������	 A� �����	��� !��� ������&
��	 ��� 1����� �� ,�L	��� 4� K������ �� �����	 K� �	� ��L��� �� ����# $�	�� (� 
JJ7�JJG .7???/� �������� .7???/ �������	 �������� ,�����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5>;



�
*+# ��� ��E��� �	� ��E�, ���� � ����	�� ���	������ � ��	�������� ���	������ �	 ��� !����
!���� ������ ��� � ��(���� ����	�� �����	��� !��� ��������	 ��� 1����� �� ,�L	��� 4� 
K������ �� �����	 K� �	� ��L��� �� ����# $�	�# (� JJ7�JJG .7???/� �������� .7???/ �����&
��	 �������� ,������

����	� ,�������� ��� ����� �, ���� 

5

C11H23

SO3H

N
;55 <� � 0=�
�

5G; . � �J07?/

7

C12H25

SO3H

N
;7> <� � 0=�
�

5G; . � �5?077/

;

C13H27

SO3H

07 0�� H��6 .��/ ;;J <� � 0=�
0; 0>� H�7; .��/ �
��5;07H� ?�>?�5�J? 5G; .� �55076/

6

NCH2CH2OH

NCH2CH2OH
H

H

O

O NCH2CH2OH

NCH2CH2OH
H

H

O

O 07 0;� H�6J .�/ ;7� <�=��;7H<� � 0=�
0> 0G� G�7H .�/ �
0� 0H� H�HG .�/ 7G7 .� �706"0/
��0�07�07"0� ;�>; .�/ �
��0�07�07"0� ;�G? .�/ 7>5 .� �07"0/

>

NH2

NCH2CH2OH
H

O

O
07 0;� H�7> .�/ H�;H .�/ 7G7 <�=��7G;<� � 0=�
0> 0G� G�7� .�/ �
0� 0H� H�HG .�/ 7;G .� �706"0/
��0�07�07"0� ;�>� .�/
��0�07�07"0� ;�HJ .�/

�

NH2

NH2O

O

07 0;� H�57 .�/ 7;J <� � 0=�
0> 0G� G�;7 .�/ �
0� 0H� H�HJ .�/ 775 . � 07"/

H

NCH3

NCH2CH2OH
H

H

O

O
07 0;� H�6H .�/ H�>5 .�/ 7J� <�=��7JH<� � 0=�
0> 0G� G�7H .�/ �
0� 0H� H�HH .�/ 7G7 . � �0;/
��0�0;� ;�55 .�/ �
��0�07�07"0� ;�>J .�/ 7>5 . � �07"0/
��0�07�07"0� ;�G? .�/ �

77; . � 07��/

5>6 ������ �	� ������� ����	�*���



G

H
O

O

NCH3

NH2

07 0;� H�7� .�/ 
H�;6 .�/

7>; <� � 0=�

0> 0G� G�7H .�/

�

0� 0H� H�HH .�/

7;G . � �0;/

��0�0;� ;�?J .�/

J

(C2H5)2N

CH3

O O

07� >�J; .*/ 
0�� ��>7 .�/

7;7 <� � 0=�

0G� ��H; .��/ 
0J� H�>7 .�/

�

��0;� 7�;> .�/

7?6 .� �706/ 7?;.� �70>/

��.�07�0;/7� ;�6; .*/ 

�

��.�07�0;/7� 5�5> .�/

5H� .��706 � �"/ 5�?.��"7/

5?

H

H

O NCH3

O NCH3

07 0;� H�6H .�/ 7�� <�=��7�H <� � 0=�
0> 0G� G�7G .�/ �
0� 0H� H�H� .�/ 7>7 . � �0;/
��0�0;� ;�5? .�/ �

7;> .�"0/ 7;H.��0;/

55 co
o

o

o o

o
o o
c

c c

c
o

o

o

c ������� 09 G�?H .�/ >H� <�=��>HH <� � 0=�
��������� 09 6��� .�/ �

;G> .��706�"7��06�"7/�

5J; .�7�706�"7��06�"7/�

�
56J .��"7/

57

OH3

C9H19

07 0�� ��H?���H� .�/ 75J <��0=�
0; 0>� H�5?�H�77 .�/
�J05J� ?�>?�5�G?

5;

OCH2CH2OH

C9H19

07 0�� ��G7���J? .�/ N
0; 0>� H�7?�H�;7 .�/
�J05J� ?�>?�5�G?
�"�07�07"0� 6�?5 .�/

�"�07�07"0� ;�G5 .�/

56

OCH2CH2−X−OCH2CH2OH

X:(−OCH2CH2−)n

C9H19

07 0�� ��GG���GJ .�/ ;>;�J�J <� � 0=�
0; 0>� H�77�H�;7 .�/
�J05J� ?�>?�5�G? F� � � 5�5>
�9 ;�>7 .�/
�9 ;��; .�/
F9 ;��? .�/
�9 ;�G? .�/
�9 6�5? .�/

� �&������ �	 ���� ,��	�� ��������������9 � ��	����: � ������: �� �����&������: � �������: � ����������
 "����	�� ���	� ���������� �������� �������� �	�-���	 .�1�)/ �	 	������� E ������� �����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5>>



��� �*���� ����� !�� ��������� �	� ��� ���	�� ����� !��� �(������� �� ����&

����� �(������	 .,1
/�

3����� ��H ��!� ��� ����������� � �	 �(����� � � �������� ������ �� �!

�������	� �������	 !�����	���� !���� ������ ���� ��� ��������	 �������	��

0 10 20 30 40 50

1

1

2

2

3

3

4

4

6

6

5

5

7

7

8

8

9

9

10

10

11

11

Time (min)

230nm

260nm

R
es

po
ns

e(
−0

.0
1−

0.
3A

U
)

R
es

po
ns

e(
−0

.2
−2

A
U

)

�� !"# ��( �� ����������� !��� ������� ����� �������	 �� �! �������	� !���&
��	���� � ��� �������� ������ .�� ���' �����	��	� ��� ����� ��;/� �����	��� ��� A�	��	��� 

� 1������� 1� 3�	���� �� 1����� �� +��#��		 �� ������� �� �����	 K� �	�
A����� 2� %# $���������#� � -�� 76;�7>� �������� .5JJJ/ !��� ��������	 � 
�������
,���	��

5>� ������ �	� ������� ����	�*���



� ��� �� ����� !�� �	��������	�� ����	� ���	��������	 �� ��� 48 ����&

���� ��	� ���� 	� �� ��������� 3��������� 48&�	������ ����	�� ����

�� ��������� ����(���� ����� � �������� ��		� �� ���������

3����� ��G ��!� ��� �	��� ��� � ��� 	&��! ��� ���������� � ���

���� ������� )	 ��� ��	�� � ��������� ���	� ��� �������	 � ��� ���

�	������	 �� ���������� �� ������� ��� ���	� � ��	� ������ ���������

����	�� ���� ����(���� ����� � ��'�� �������� .!���� ���� � ����� ������&

�	� ����	��	 �����/ ���	��� �� 	����� ��� ���� �������� ����� ������ .?�J 5�5 

5�; 5�> �	� 7�; ���/� �� � �	��*��	�� ���� ������ ��� ������� ��	� ���

������������� �(��� 3��������� ��� �������� ���	��� � ��� ����	� ����	�&

����� �	� ��� 5;� ���������� �� !��� �� ��� ���	��� � ����	������ .�	 �������� �

����	������/ ��'� ��� �	������ � ���� ���� � ��� ��� ���������� ������

����������

"	 ��� ���� ��	� ��� ������� ���� � ��� 	&��! ��� ���������� ��

������ ������� ��� �	 ��� ��� �������� ����� �	� ��	� ��� �������������

�(��� �� ��	 �� ���	 ��� ��� �(������� �!� � ��� ��� ����������

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

0

50

100

150

200

250

300

350

400

δ (ppm)

T
im

e 
(m

in
)

�� !"# ��- �	��� ��� � ��� 	&��! ��� ���������� � ��� �������� �������
�����	��� ��� A�	��	��� 
� 1������� 1� 3�	���� �� 1����� �� +��#��		 �� ������� 
�� �����	 K� �	� A����� 2� %# $���������#� � -�� 76;�7>� �������� .5JJJ/ !���
��������	 � 
������� ,���	��

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5>H



1,2,3,4,5,6

1,2,3,4

1,2,3,4

1,2,3,4,5,6,9

2,3,4,6

6,9,11

6,9,11

11

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
δ (ppm)

1

Compound Row

�� !"# ��. ,������� �!� � ��� 	&��! ��� ���������� � ��� �������� ������ .��������
����� ��	�� � ��� ������� ���	�/ .�� ���' �����	��	� ��� ����� ��;/� �����	��� ��� A�	&
��	��� 
� 1������� 1� 3�	���� �� 1����� �� +��#��		 �� ������� �� �����	 K� �	�
A����� 2� %# $���������#� � -�� 76;�7>� �������� .5JJJ/ !��� ��������	 � 
�������
,���	��

.3����� ��J/ ��� ������� ��� ������ ������ �	� ���� �� �	������ !����� ��� ���

� ������� ��� ����	�*���� 
���� ���	�� ����� ���� �� ���	������ 	 ��� �����

� �,1&�, �	� ��� ���� .��� ���� � ������ ������	�� ����	�� ���

5>G ������ �	� ������� ����	�*���



����	 �	 ����� ��; / !���� �	���� ����� ����� .��	� ���	�	��/ ���� 	��

�� �������� �� �,1&�,� ����� 	 ��� ���� �����&�����	� ����	�� � ����

������ !��� ��&�(���	�� �	��� ������� ������������� �	����	� �	 ���

���&��! ��� �	 !���� ������� ������	�� ���	�� ����� . �&���	��	-��

���� �&������	-�	�����	�� ���� �	� 5 7 6&��	-�	��������(���� ����/ ����

�� ���	������ .3����� ��5?/� ��� �,1&�, ���� ��� ����	 �	 ����� ��6� ��� ���

������� ����	�� � ���� ������ !��� �	������ �� +���, �� ������� �	 ���

���� ���������	 <57=�

��6�> "�+��"10",10"�4, �"�1"4�2, )� � ,")� ,��1�
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����	�� �	 ��� ������� <5;=� ,��� ����	�� ��	 ���� �� ���������	

������� � $�������� !���	�% .�@�/ �	 ��� �	� ���� ��������� ��� �	&

��	��	 �� ��� ��������	 � �������� !���	� ���� �� ��������� �� ���
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*+# ��� 50 ��� �������� ����� ������� � ������	�� ����	�� ��� �	� ��&
��	�� 5�55 ���	������ �	 � �������� ��� �	 �	�������� ��	����� ����� �����	��� ���
A�	��	��� 
� 1������� 1� 3�	���� �� 1����� �� +��#��		 �� ������� �� 
����	 K� �	� A����� 2� � %# $���������#� � -�� 76;�7>� �������� .5JJJ/ !���
��������	 � 
������� ,���	���

)��	������ ����	� 07 0; 06 0> 0� ��07�

� �&���	��	-��
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G�?H .��/ H�;G .��/ N H�;G .��/ G�?H .��/ N

A �&������	-�	�&
����	�� ����

H�H� .�/ N H�6J .��/ H�65 .�/ H��G .��/ N

� 5 7 6&A�	-�	����&
����(���� ����

N G�;> .�/ N G�5J .��/ H�HJ .�/ N

5 �&������	-�	�&
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H�6> .��/ H�H7 .��/ N H�H7 .��/ H�6> .��/ N

7 1������� ���� N H�H6 .�/ H��5 .�/ H��5 .�/ H�H6 .�/ N
; ������������ ���� G�?� .�/ G�?� .�/ N G�?� .�/ G�?� .�/ N
6 )��������� ���� G�>6 .�/ N G�5J .��/ G��? .�/ G�5J .��/ N
> 1��	�������� ���� H�77 .��/ H�7H .��/ H�7? .��/ H�7H .��/ H�77 .��/ ;��? .�/
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N H�>7 .�/ H�65 .�/ H�6? .�/ H�G7 .�/ N
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7GH .�/
5? �&������	-�� ���� H�J> .�/ N H��? .�/ H�6� .�/ H�J? .�/ N
55 �&������	-�� ���� H�JH .��/ H�>? .��/ N H�>? .��/ J�JH .��/ N

� �9 �������������� � ��� ���	���9 � ��	����: � ������: � ������� �� ����� ������: � ���������: �� �����&
����� �.���/ ���� ������� � ��� ����	� ���' � ���� 	������ .� �7�?? ���/ �� �����&��������
 �����	��	� ��� �� �	������	����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5>J



phthalic acid

LiChrospher RP 18

Time (min) B% Flow rate
(ml/min)

  0.1 94.0 0.4
  5.0 94.0 0.4
40.0 50.0 0.4

A: acetonitrile
B: 0.1 % TFA in D2O
UV: 254 nm
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������: ��� ������������� �	����	� ��� ����	 	 ��� ������� ,���������� A��'�� 2�F
�??: ���� ���� 6 �� "&������	� �� ����: ���!��	 7>� �	� 5?76 ���	� !��� ��*�����
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�	��� � �@ ��� � ������� !���� �	���� �(���� ���������� $�����	����

�� ��	���	� �	� �	�����	� ������� ������� �	���	�	� �@&������� ��������%�

� �!��� ���� �����	���	 ���� � ����� ��� �'��� � ��	������ ���������� 

�	���	���	�� �������	�� ����� ���� ���	 ���	�-�� �	��� ��� ����� � ���

'����"���� ��� ��	 (��� ��� �� $�	���� )	����� ."1�@/� +���, �

����, ��� ��� ������ � ����� �� ��� ���	��������	 ��� ��� �

��� ����	�� ������� � ��� �	��	��	 ��		� �� �������� �������� �� +��

�,� ,�	�� �������	��&���� �������� ����	� �� ����� �! �	�������� ������

�� ��� ���	��������	 � � ����	� ��� ��� ������� ��	 �� ���� �	

������	 � �	���� ��� ������� ����	�� �� ��� ����, ����� <56=�

)	 ���	����� ;51 ��� ���������� �� ������ � ����' �� ��� �����	�� �

���	�������� ����	�� �	 � ������ ������� ��� ��	�������� � ����

���������� �� �! �	� ��� �������	� ������� � ���	�������� ����	��

������� � ��� �	��	��	 ���	��� �	 ���������� 	���! �������� ����	��

"	 ��� ���� ��	� 50 ��� ���������� �� ��� ��	������ ��� �����

������� ���	 �����	� ���	� ��������	� ���	��� .���	�	�� ���	��� � �����(

���	�	�� ���	 �	������� !��� ��� ���	��� � �	������/� "	� ���������� ��

����	� ���� ������ �� ��� ���������	 � �!&����	��	�� 50�;51 �	�����

��� ���������� <5>= !���� � ���	� �� ��� ��� � ��� �����	���� ���

��� ����	�*���

3����� ��55 ��!� ��� �����&	&��! ��� ����������� � � ���

������ �(������� !��� !����� ��� ��� ������ !�� �������� �� � 1���� ���&

����� �� ���� � ��� ��(�� �������	�� ����� )� !�� ���'�� !��� ���� ��&

��	�� !��� �! � ���� .����	�� ; �	� 6/ ���	� ������� � ��������

!���	��

��� 50 ��� ������� � ��� ��� �(����� !��� ��	 �	 ��� $����&�����% ��� ����

��� ������������� ��	 !�� ������ ����� 7? � �	� ��� 50 ��� ��������

�������� �!��� !��� .�/ �	� !����� .�/ ;51 �������	�� 1������	� � ��� ����

����� ��� � ��� �����&	&��! ��� ������������

�������	 � ��� �! �����&	&��! ��� ����������� ������� ����

����	�� 5 7 �	� ; ��� ���	�������� ����	�� .����� ��>/ ���

	�� ����	�� 7 �	� ; ��� �����	���� �	� ������� � �������� !���	��

)	 ���� ����	� 7 �� � ���������	 ������ � ����	� ;

�	 ������	�� 72 �"�,C �������� .3����� ��57/ �������� �� �! 55 .���

�� ;�; ��	/ ��!� ���� 	� � ��� �! �&�����	� ����	�� .7 �	� >/ �� � 		&

�������� �������� .����	� >/�

��, 	�������� �� ��'��������� �����		�	

��� �������	���	 � '	!	 ���	�� ������	�� �	 ��� �	���	��	� .������

�	������/ �	� ��� ���	��������	 � ��� ������� ���	�� ������	�� ���� �	 ��-���&

�� !���� ����� .		&������ �	������/ ��� ������	� ���'� �	 �	���	��	���

�	������� 0!���� ��� �������� ����������� �	� ������������
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����	�� !���� ����� �	 !���� !���� �	��� ��� �	����	�� � 	������ ��	����� 

K����	 	� ��� �	���������� ��� ���������� !���� ��� ����� �� ���������	 �
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������	 � ��� ����� ���	�	�� .� � �	� �/ �� ��������� �� �	 �(����� �� ���

����	�� ��� � ������ �	� ����,� ��� ���� �	 �����	� ����������

.�)�/ � ��� �(����� �� ��!	 �	 3����� ��5;.�/ !���� ��� ���� ������� � ���'�
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���� ��	 �� ������-�� �� �������� �	��� �	������ �	����	� � ��� ��&
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��� �����	 .��� ����� ��5 �� ����������	�/� ��� 	������ �	 ����	������ �����	 ��� ���
���	��� � ��� ���	� ��	�����	� ���� ���	��� .�/ �!&����� ���� � ��� 	&��! ��� ���&
������� � � ���	� !���� �(����� ��� ��� ����� ����	���	 ���� �	 
��	�� .+����	�/
.��� ����� ��5 �� ����������	�/� ��� 	������ �	 ����	������ �����	 ��� ��� ���	��� � ���
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��� ��� ����� ���� � ��������� !���� !���� �������	� � ����-� A���' >

.�A>/ � ����������� ������	� ��(���� ��� !���� 3����� ��5� ��!� � ������ �
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,) ���/ ������ �	������	 	 ��� ��������
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.3)�&�,/ 	 ���'� ���� !��� ��� ��� � �������� ������������� ��	 �	 !����
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2 0C2�"FCA)10
�C�,

1�������	���� �����	��� .1�A�/ ���	� � ���� ������	�� ���� ��� !�����

��������� �	� ����������� �	 ��� �	���	��	�� 2���	� ��� �����������	

� 1�A� �������	���	 �	� ����(�����	 ��� ��� �	����� ������ 3� ���'

7.50 7.40 7.30 7.20
δ (ppm)

7.10 7.00

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

HO

HO

HO

HO

6.90

1 4
6 5

2 3

�� !"# ���( ,��&��! ��� ������� � ��� �����	���	 ������� � 7&����(������	���
�	����	�9 ����	 ���������� �15G� 57> � 6 �� >��: ����	� ����	������ .�/ 27"
.A/: ������	� � � ? ��	 �EA .>>E6>/ � � ;> ��	 �EA .H>E7>/: ��! 5�? ��E��	: ����������� 
A��'�� 2�F �??: ���� ���� 6 �� "&������	� �� ����: ���!��	 76 �	� 7>� ���	� !���
��*�����

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5H>



��������	� �	� �����	������� �	����������	 � ��� ���������	 ����!��� ���

���	��������	 � �	�������� ���������� �� ���� ������	� <75=� 4	����	����� 

��� ���� � ����(������ 1�A� �	������ G;J �	��	��� !��� �������	� �(��

���	������ �	 �����	��	� � �	�������� �	��	��� ��*����� ��	��	� ������	��

����	�� ���� ��� ����������� 	� ��������� �� ���� ����� ������ �

�����	���	 ���!��	 ���������� ������ �� ���� ���������� �� 	�� �������

�	 �(�����	�� ������ �� � �	��*��	�� ��	� � ��� ���������� ��		� ��

�	���������� ���	������� � ������	� ������� � �������	� �	��	����

����	�� ���� �� 1�A&�� �� ��� ��� � ��� ������������� ����	��	 �	�����

.�)�/ <77=� A������ � $�����	�% ���	����� ������������ ����� ��	 �� ����

� ���&��������� �) ������ �� ��� ���	��������	 � �	�������� �	��	��� <7;=�

0!���� ��������� �� ���� ���&���������	� ����� �� ��������� �� ����

�� ������� �� ��� ��� � �(������	��� ����	��	 ������ � �������� �	��	����

,��� ����	�� ��	 �� ������� ��� ��	������ ��(����� � �	��	��� !����

��� ��	������-�� �� ��������� �����	���	 � ����(������	��� <76=� ,�������	

�	� ���	��������	 � ��� �	��	��� ��	 �� ������� �� ���� ������ �	� �������

�� ������ �� ���	������� ���� �� ��� �����	���	 ������� � 7&����&

(������	��� 3����� ��5H ��!� ��� ���&��! 50 ��� ������� � ��� ��� ���	

����	�� 	����� ��� �	��	��� ;& �	� >&����&7&����(������	�� ; >&

������&7&����(������	�� �	� ; 6 >&�������&7&����(�&�����	��� )	 ���

���������� ����� ���	��������	 � ��� ����	�� ��	 �� ������� �	������

�� ���&��! 72 �"�,C ������� �� ��!	 �	 3����� ��5G �� ; >&������&7&

����(������	���

��� ������	���	

)	 ��	���� ������ �����	� !��� 	� �� ���	�	���� �� ������ �	������ �

�	���	��	��� �������� ������ ����� ����	��	�����	 ��� ����� ����� �

������� ������! � ��� ���	�� ����	�� �����	� �	 ��� ������ .�	 ���

��� ��	��/ �	� �� �������� �������� �� 		&������ �	������� )	 ����	���	

!��� ����, ��� 	&��	� ���	��������	 � �	'	!	� ��	 �� �������� �	 ��	�

�����: �	 ���� ����� �������� ���������� �	������	 	 ��� ������	�� ��	 ��

����	��� "	 ��� ����� � ������ �	� ����, �	���������	� ������� �	�

���� �(��	���� ������ ��� �� �������� �	 � ���	� ���� �� ��� ������ �	������

� ������	� ���	������ ������	�� � �����������

�� �����	� ���������	� � ������ �	 �	���	��	��� �	������ ��� �����

������� �� ��� ���������� �! ��	�������� � ��� ��� �������� 3������ �������

�� �(������ !��	 �������� �	� 	�! ��������� ��! ����� �������� �����

��������� �	 ��� 	��� �������

5H� ������ �	� ������� ����	�*���
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δ (ppm)
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7.25

7.20

7.20

7.15

7.15

ppm
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�� !"# ���- ,��&��! 72 @
�&�"�,C �������� � ; >&������&7&����(������	���
1��	� .06 0�/ � ��� �����	���� ��	� ��	 �� ���	������ ��� � ��� ���	���-���	 ���	����
���!��	 ��� ���	��� �� H�7; .06/ �	� H�65 .0�/ ���� �	����	�9 ����������� A��'�� 2�F
�??: ���� ���� 6 �� "&������	� �� ����� 5;� �������	� !�� ������� ����	� ��� @
�&
����� ����	 �	� ��*������	� ��� �������� ��-� !�� G' � >57 ���� ��	�� !��� 5� ���	� ���
�	�����	� �	� � �6 �� �"�,C ��(�	� ����

���������	

5� �����	 K� 1����� �� �	� +��#��		 �� ��	��� ����# $�	�� 7??? �. 7H�
7� ,���L��� 0� 3�� %# $���������� 5JJ; �$� 56>�
;� +��#��		 �� 1����� �� �	� ��L��� �� ����# $�	�� 5JJG () >J?�
6� +�������� �� ����# $�	�� 5JJ> �( 6?J�
>� +��#��		 �� 1����� �� ��L��� �� �	� @�L	��� +� ����# $�	�� 5JJH �. 

;G;7�
�� 1����� �� ��!�	 4� @�		���� �� 3�	�����	 �� �	� 
��� Q� ��	�	���* %# ����#

$�	�� 5JJH �,( �H��
H� +��#��		 �� 1����� �� �����	 K� @���	 K� �� �	� ��L��� �� ����

��������# ����� ��� 5JJG �� ;;?�
G� ,������ �� �� ,���	���� K� ��	 �L! 
� �	� ,��' +� $�	�����	�	 5JJG �( 

5?HJ�
J� +��#��		 �� ������� �� 1����� �� �����	 K� �	� ��L��� �� ����# $�	�� 

5JJG () 65?6�
5?� C�		 Q� A��!�'� �� 2� �	� 8�'�	�� �� 2� $���������	� � ����, �	

�	���	��	��� ���������% %������ �� $������������� + ���� 5JJ� ,. ��� 5GH�
7�5�

������ �	 
	���	��	��� �	������ 5HH



55� 1����� �� ,�L	��� 4� K������ �� �����	 K� �	� ��L��� �� ����# $�	�� 7??? 
(� JJ7�

57� A�	��	��� 
� 1������� 1� 3�	���� �� 1����� �� +��#��		 �� ������� �� 
�����	 K� �	� A����� 2� %# $���������#� � 5JJJ -�� 76;�

5;� ������� ��� 3���	� 2� �	� +��#��		 �� �	��������� ��������
56� �������'� �� �	� ����� 
�&�� ����# $�	�� 5JJ� �- 7;5;�
5>� ������� ��� ������� 2� ����R 2� �	� 3����� 1�&�� ����# $�	�� 5JJH �. 7�J6�
5�� ,��	���� �� Q� ����� @� �� ���� �� ��� ��&@� ,���� Q� 0� ��� ,� �	�

������ 2� $
	���	��	��� ���� ������� 	 ������	 ����	���	 !����!���� �	&
������	��9 1���� )8� ���	 ���� ,������% ����� �2&�5;G>>? 4, ���� ���&
���� �������� �	� 2�������	� ����	� 3�� 2�����' 3�������' �2 5JG6�

5H� K����	 �� �� A����	�	 �� 
� �	� ,��-��		 �� 
� $1����������� � ���:
)	���������	 � ��� $$1�	' @����%% ������ 1��� )) ����� �,@�E@"�E�� H>�
5>7 ����� ,������ @���	� ��	��� @���� "�' �������� ,����� ,���	� �2 
5JH>�

5G� ���	� K� �� �	� ���	����� �� 
� &����# !	�� 5JJ7 (( 7?5�
5J� K���� �� 0���� �� "�� 1� �	� 0����� 2� �� )��	� ��# �	��� 5JJG �- ;;J�
7?� 1��� �� 0� �� ����� @� 1����� �� 
��	� �� $)��	����-����	� �	 ���'�������&

��������������'��	 ������� ��&�, �	� ��&���% �	�'	 7??5 ?6�&?H� 7??5
K	���	- ����	����	� ,� 56>�

75� KL��	�� +� �L��� �� �	� �-���� K� $�	�����	�	 7??? $� 5G7H�
77� K��- Q� �	� A����������� K� ��	�	���* %# ����# $�	�� 5JJ6 �$. >;;�
7;� I�	'����� )� +� �	� I�����'��� )� 1� %# (���# $�	�� 5JJH (� ;65 .�	 ������	/�
76� �L��� �� I�	'����� )� +� KL��	�� +� �	� 1�� 1� $��! ������� �	 ���

������������	 � +�&����	��	 )	����� � 0���(������ 1�������	���� A����	���
	 01&> ��*��� 1����% 1������	�� � ��� 7?�� )	���	���	�� ,������� 	
������������ 7>&7J�?>� 5JJG ���� � 5> �	 3�	����	���� �2 ������� ��
��(� ,��!��� ,����	� ,���������� +����	��

5HG ������ �	� ������� ����	�*���



�$ *+��01� ��� *+4�01�

��
��� ������� �� �
��� �
����
�������� ���	 
	������� ������� �����	������ ���������� ���������� ��	����

�� �� ������������

�
�� ����	�� ������ �
� -�������' �����-������� ��� ���&-�	/� �� �����	����	�� �����

	
����������
� �*+�� ��� �����	����	�� ����� �.���	���� �*+4� 	������ ��

��	���� �������	 �������	� ���	����	���$ =���� � ������� �(��(��& ��� 	�����,

������� �� �
� ����(����� ��� ��	
 ��	
�����' �
� ������ �� 
��
,�������� ���&

���-��' �� &��� �� �
� ����	���� �.���������� ���,���' ��� ���	��-��$ 5� ����� ��

��(���� �����	������ ��� 	��������� �� �����01�' �
� ������� �� �
���


��
������ ��	
����� �� ������������$

�� � �,��,��� ��� ����,�����

�
� &��/ 
����� �� ���������� ��	
����� ���' ��� ���-� ��&��� &��� -�' 
��


���������	� ����� 	
����������
� ������ ��� 	�������� 
��
 ���������	�

����� 	
����������
� �������' �����	��(���' �����&�� -� ��� 	
�������,

���
� �)��' &
�	
 �� �����	�-�� ��� (������� ��� �����������,��������� 	��,

������$ �
��' �� �� ���� ����	��' �
�� ���� &�� �
� ����� ���������� ��	
����

&
�	
 &�� 	������ �� 01� ���	����	���' �
�� ������� ��&����� �� � ��&�����

���� �� ����	���� ���	�������$

�
� ��	� �
�� ��������� 	�������� �� ���� ��� ������� �� � ��������

������� �� ��� ��� ���� ����������� ������,	������� ���(���� ������� ��

01� ���	���' &
��� ������� ���� �
� ���(��� ������� 	�� -� ����$ �
�� �� 	�����

-� �
� ����	�� �������(��� �� �
� ��	��(��' &
�	
 
�� �� -� ��2����� �� �(���

������ �(�����&$

�
�� ���� �����	���� �� 	������� ���� �� 01� ���	����	��� �� ��	�� -�

���
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�������� ������� �� �
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