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Automatizacija fotometrijskih i spektrofotometrijskih
metoda

1957. god prvi automatizovani instrument za hemijsku
analizu (Technicon Auto Analyzer)

*Veliki broj klinickih uzoraka
*Rutinsko odredivanje vrsta
*Smanjenje cena analiza

Primena automatskih analizatora proSirila se iz klinickih
laboratorija u industrijske.
Pocelo je rutinsko odredivanje vrsta u uzorcima vazduha
vode, zemlje 1 u farmaceutskim preparatima i
poljoprlvrednlm proizvodima.

CTX rlmera se zavrSava sa fotometrijskim merenjima
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Dva tipa automatskih sastava
* Diskretni

* Kontinualni

* Ili njihove kombinacije




Kod diskretnih instrumenata pojedinacni uzorci se Cuvaju
odvojeno, autosampleri.

Odvojeni za vreme svake operacije kao Sto je: uzorkovanje,
razblazivanje, dodatak reagensa, mesSanje i prenos do mernog
Instrumenta.

U Kkontinuiranim uredajima uzorak postaje deo kontinuiranog
protoka (protocCne struje)




Postoje dva tipa kontinuiranih procesa:

Segmentirane proto¢ne metode (analitiCka struja se
deli u pojedinacne segmente periodi¢nim
ubrizgavanjem vazduha)

|

Nesegmentirane proto¢ne metode (protocne
injekcione metode) sa neprekidnom analiticCkom
strujom




Peristalticke pumpe

*Uredaji u kojima se teCnost ili gas potiskuje kroz plasticne
cevi pomocu valjaka pri¢vrSc¢enih na osovinu

*Ploca pritiska cevi prema valjcima i na taj nacin
obezbeduje stalni protok

eZapremina je odredena unutrasnjim prec¢nikom cevcica i
vremenom trajanja.

*Razlicita veliina cevi omogucava brzine protoka od 0,015
ml/min do 4 ml/min.




Segmentiranje

« Vazan deo instrumenta je onaj koji omogucava pumpanje
mehurica vazduha u svaku struju.

 Razmak izmedu mehurica je takav da se svaki uzorak
prenosi u nekoliko protocnih delova.

* Pre konacnog merenja struje prolazi uredajem koji
uklanja mehurice i ponovo spaja protoke.

* U odsustvu mehurica moguce je zaostajanje repa
prethodnog uzorka duz zidova cevi Sto povecava
oneciS¢enje iduceg uzorka.

* Druga svrha mehurica je poboljSanje meSanja uzorka i
reagensa.




SEGMENTIRANE PROTOCNE METODE

PERISTALTIC PUMP AIR OUT
AIR 2 & RECORDER OUTPUT

== MIXING COIL — %
e\ A A FA AR “sTeADY STATE"

: ) ny y - g ANy eSS
‘l Vul \ Vv vl‘\ J ‘____._';..;*..‘ s xSy .
DTSSR (1) NAYS M \{ AN e (4
B bt el ' Y / - L]
t';‘ ,\. e L J ! - {
. >
>

AN S S S8 S W g s e

Razvijanje boje




¥

Flow

S1

S2

signal

wash W W

vreme
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segmentiranog kontinualnog proto¢nog
analizatora.....




Primena analizatora sa segmentiranim tokom

* U Kklinickim laboratorijama, najprikladniji su za
rutinska ispitivanja

« U farmaceutskim analizama

* Prehrambenim

* Poljoprivrednim analizama




ProtoCne injekcione metode (flow injection analysis)
FIA metode

*Ruzi¢ka | Hansen, 1975 god.-principe proto¢no-injekcione
analize

|stovremeno objavljeni patenti Ruzic¢ke 1 Hansena u Danskoj
| Stjuarta u SAD-u oznadili su pocetak nove tehnologije koja
je veoma brzo bila prihvaéena u svetu.

“Flow injection analysis se ne objaSnjava ve¢ demonstrira!”




Najnovija metoda kontinuiranog protoka koja omogucava
uvodenje vrlo tacnih zapremina uzorka u nesegmentiranu struju
nosaca.

Moze se primeniti na skoro svaku analiticku reakciju Ciji se
proizvod moze detektovati analitiCkim senzorom.

merenja ne vrse u ravnoteZznim uslovima pa se Stedi vreme
potrebno za meSanje




detektor

RC1, RC2, petlje za meSanje, vrlo efikasan naéin
meSanja uzorka sa nosacem Il reagensima uz min.
razblazivanje




» Prva faza u FIA procesima je uzorkovanje.
Uzorak je odmeren i injektovan u struju nosaca,
jednostavnim injekcionim ventilom.

» Druga faza je transformacija uzorka u vrstu koja Ce biti
detektabilna i

» treca faza je kada analizirana supstanca ili njegov derivat
daje signal koji se koristi za kvantifikaciju.

» Prvai treca faza su konvencionalne tehnike a druga faza
srce FIA tehnike.




*F1A Kriva je rezultat dva procesa:

fizicki proces disperzije zone uzorka unutar struje
nosaca I hemijski proces formiranja reakcionih proizvoda.

 razblazivanje uzorka prouzrokovano Kkretanjem
Injektovane zone uzorka (disperzija u struji nosaca) I

« povecanje koncentracije reakcionih proizvoda tokom
transporta od injektora do detektora.

Oba procesa se desavaju simultano i1 doprinose, zajedno sa
dinamickim karakteristikama detektora, izgledu FIA krive.
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Reagent

1- tacna V analita unosi se u tok reagensa

2 i 3 - uzorak se krece, mesa sa reagensom i formira proizvod
Obim mesSanja i duzina trajanja se kontroliSe protokom,
obimom i geometrijom kanala.

vremenski interval izmedu injektiranja uzorka i detekcije
analita je reproduktivno. uzorci su obradeni na isti nacin,
omogucavajuci poredenje sa standardima



Princip metode

« Odmah nakon injektiranja uzorka zona uzorka ima
pravougaoni koncentracijski profil.

* Prolaskom uzorka kroz cevi dolazi do Sirenja trake i
disperzije (rasprsivanja) pa profil poprima oblik
pikova




odgovor »
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Visina i oblik FIA signala zavise od: V.., duZine i
geometrije cevcica, brzine tokova, disperzije zone
uzorka i reagensa i ucestalosti ubrizgivanja uzoraka

«Parametri kao $to su brzina tokova, tip reaktora, duzine cevi, se
sluc¢ajno odabiraju, a zatim prilagodavaju u toku rada.




DISPERZIJA

Disperzija: D = Co/C

D = koeficijent disperzije predstavlja odnos koncentracije u
momentu ubrizgavanja (Co) | koncentracije koja se dobija kao
analitiCki odgovor detektora (C) posle disperzije

Granicna disperzija D=1-2
Srednja disperzija D= 2-10

Visoka disperzija D= 10-10000 W — - —
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Postoje dve vrste disperzije u FIA sistemima:

* aksijalnai
* radijalna

Aksijalna disperzija se javlja u pravcu toka toka i izaziva
veca razblazenja i Sirenje pika od radijalne disperzije.
preovladuje u ravnoj cevi.

Radijalna disperzija je uzrokovana tokovima koji
cirkuliSu normalno na pravac toka, i na taj nacin
izazvaju mesSanje sa minimalnim razblazivanjem i
Sirenjem pika.




Radial Flow Patterns

wvaw.GlobalF IA.com

Promene na putu protoka, na primer u petljama za mesanje,
a posebno gde su Ceste i oStre promene u pravcu okreta
unapredjuju radijalnu disperziju. Petlje za meSanje dovode
do vece osetljivosti i uzih vrhova.




AKo je sistem dizajniran da se dobije mala (tzv. Grani¢na)

disperzija onda uzorak stize do detektora u nerazblazenom
obliku.

Takvi sistemi se koriste za:

* pH ili konduktometrijska odredivanja;

« automatsko injektiranje uzoraka u AAS ili ICP
Instrumente;

* kineticka odredivanja ili funkcionalna odredivanja u zivim
Celijama.




Sistemi sa srednjom dispezijom daju tipican” FIA signal,
gde je Cmax od 50% do 10% od koncentracije uzorka koja
Jje injektovana.

Sistemi sa velikom disperzijom se koriste kada su
koncentracije uzoraka velika za radni opseg primenjenog
detektora.




Tipican FIA sistem radi:

Brzina protoka: 1 -2 ml/min po kanalu
Injektovana zapremina: 50-300 pL
Precnik cevi: 0,5 mm

Duzina cevi: do 2 m

Brzina uzorkovanja: 1-2 uzorka/min




Injektori

« Zapremine uzoraka koje se injektiraju u protok krecu se u
opsegu od 5 do 500 ul, pri cemu je tipiCcna zapremina 10
do 30 pl.

 Bitno je da se uzorak injektira brzo

* Ne sme da remeti protok nosaca (tu su zahtevi mnogo
strozi nego u segmentiranim metodama)

* danas su to petlje za uzorkovanje slicne onima koje se
primenjuju u (HPLC) hromatografiji.




Valves:

Load sample loop:
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Poredenje HPLC sa FIA

Cilj hromatografije je da
odvoji I detektuje nekoliko
komponenti uzorka

HPLC zahteva visok
pritisak

Nema tu kontrolu disperzije
uzorka ni reproduktivnost
Injektiranje je 1 kod jedne |
kod druge

FIA Koristi detektujuci
signal samo jedne
komponente uzorka

Nizak pritisak , 7 psi
Nekada koristi male kolone
ali ne moze da razdvaja tom
rezolucijom



Poredenje segmentirane tehnike sa FIA

« Osnovna razlika je segmentiranje

« Ono dozvoljava identitet svakog uzorka

 Ali segmentirani kontinualni sistem radi pod
ravnoteznim (Steady state) uslovima. To znaci da
podeSavanje sistema zahteva podeSavanje vremena

« U FIA postizanje steady state nije neophodno jer nema
reproduktivnog vremena i kontrolisane disperzije
uzorka

e Za veCinu detektora vazduh mora da se ukloni

* VeliCinu mehura je teSko kontrolisati




Prednosti FIA metoda

FIA metode su brze, 100-300 uzoraka/sat §to zavisi od
brzine odgovora upotrebljenog detektora i1 brzine hemijske
reakcije

*PoboljSano vreme odgovora (manje od min)

*\elika usteda reagenasa (mL) i1 uzorka (20 pL)

Granice detekcije su vrlo niske (reda 1 pg/L),
reproduktivnost bolja od 1%

«Jednostavno sastavljanje aparature od jeftinin |
komercijalnih delova

-USteda vremena

lzabrati parametre koji daju min disperziju I max vreme
zadrzavanja (ne mora se povecavati duzina cevéica, veé se
moze sSmanyjiti brzina struje nosaca)



Membrane sampling devices (MSD) je tehnika koja se
koristi za razblazivanje ali i za druge operacije uzorka
kao Sto je matriks modifikacija ili eliminacija,

uzorkovanje u struji gasa, solvent ekstrakcija ili
koncentrovanje uzorka.

MSD se opisuje kanalima dva protoka odvojenih
membranom. Jedan od tokova je donorski, koji moze
biti bilo teCnost ili gas, koji sadrzi analit koji je ili
ubrizgan injektiranjem ili je sam u toku. Druga je
prihvatna ili akceptorska struja.
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Membrane mogu biti:

» porozne (Teflonske)

» nepropusne (Silikon, guma) ili
» jonske (Nafion)

Sa mikroporoznim membranama, maseni transport se
deSava difuzijom analita kroz pore.

Te membrane se koriste za volatizacione analite kao
Sto su rastvoreni CO2, NH3, H2S, HCN.




Detekcija

» Detekcija je najCesce fotometrijska ( UV/VIS i IR).
Z.avisno od supstanci razlicite luminiscentne tehnike
su sve popularnije.

» Elektrohemijske tehnike kao amperometrijska i
potenciometrijska daju nove mogucnosti FIA
metodama.

» U novije vreme kupluju se FIA aparature cak sa
AAS, ICP-MS, ICP-AES, GC.
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