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PRIMENA FIA METODA
Voda







Fizičkohemijska analiza voda


Osnovne fizičkohemijske analize voda - određivanje : 


рН, Еh, specifična provodljivost, СО2, NH4
+, NO2


-, Mn, Fe 


(ukupno), PO4
3- , NO3


-, SO4
2-, HCO3


-, Ca2+, Mg2+, Cl-, 


utrošak KМnO4 i Na+ (K+).


svakako se treba pridržavati i reda određivanja







Fosfati (ORTOFOSFATI, FOSFOR)


• Najčešća određivanja u vodi


• Zasnivaju se na specifičnoj reakciji između 


ortofosfata i reagenasa


• Obojeni proizvod se meri spektrofotometrijski


• Uglavnom kiseli uslovi, polifosfati hidrolizuju u 


ortofosfate, pa se kao takvi određuju


• Uzorci vode se konzerviraju dodatkom sumporne 


kiseline, čuvaju u mraku na -4 C, ako je potrebno 


filtriraju







R1, rastvor amonijum molibdata, H2SO4


R2, rastvor SnCl2 i hidrazin hlorid, H2SO4


C1, C2 rastvori nosača


S, uzorak


Nosač može biti destilovana voda ili sumporna kiselina


METODA 1


Ortofosfati  reaguju sa amonijum molbdatom gradeći 


kompleks koji se zatim redukuje sa SnCl2 u molibdensko 


plavo 







Interference


• Sulfid u koncentraciji preko 2 mg/L ( uklanja se iz 


zakišeljenih uzoraka azotom)


• Silikati u koncentraciji preko 5 mg/L (ali je r-ja silikata 


sa molibdatom spora pa nema smetnji u FIA sistemu)


• Se, Cr, Cu, V, F, koji se mogu naći u vodama nisu u 


koncentracijama da ometaju







R1, amonijum molibdat i kalijum antimonil tartarat u 


sumpornoj kiselini; R2, askorbinska kiselina


S, uzorak; C1, C2, nosači


METODA 2


Ortofosfati reaguju sa amonijum molibdatom i kalijum 


antimonil tartaratom gradeći kompleks


Redukuje se sa askorbinskom kiselinom 







R1 amonijum molibdatom i amonijum 


vanadatom u kiseloj sredini (HNO3)


C1, C2, nosači


METODA 3


Ortofosfati reaguju sa amonijum molibdatom i 


amonijum vanadatom u kiseloj sredini 


Gradeći žuti kompleks 


Meri se na 410 nm







• Obavezni u određivanju voda


• Standardna metoda je redukcija nitrata do nitrita


• Suma nitrata i nitrita se određuje spektrofotometrijski


• Nitrati se mogu određivati nitratnom-JSE 


Nitrati 







Metoda 1: fotometrijska


• Nitrati se redukuju do nitrita kadmijumovim 


reduktorom (Cd – kolona)


• Nitriti reaguju sa sulfanilamidom u kiseloj sredini


• Formiraju diazo jedinjenje


• Proizvod se kupluje sa N-(1-naftil)-1etilendiamin 


dihidro hloridom 


• Formira se azo boja čija se apsorbancija meri na 540 


nm.


• Odgovara sumi nitrata i nitrita







C, nosač, 


Cd reduktor (prevodjenje u nitrite) 


R1, zakišeljeni sulfanilamidni rastvor,


R2, N-(naftil) –etilendiamin dihidrohloridom


Bez Cd kolone, mogu samo nitriti







• Metoda 2 (potenciometrijska)


• Detektor je nitratna jon selektivna elektroda


• Ref je KE


• Uzorak S koji sadrži nitrate se injektira u rastvor 


nosača i donosi na nitratnu JSE


• Radni opseg JSE je 10-1 do 10-5 M







Amonijum jon


• Metoda 1 (indofenol plavo)


• Metoda 2 (o-tolidin), izbačena jer je kancerogen


• GD metoda







Metoda 1: Indofenol-plavo


U baznoj sredini pH oko 11 amonijum reaguje sa 


hipohloritom i formira monohloramin koji sa fenolom u 


prisustvu katalitičke količine nitroprusida i viška 


hipohlorita gradi indofenol plavo koji se meri na 630 


nm.


• R1, natrijum tartarat i NaOH


• R2, sadrži fenol, NaOH i nitroprusid


• R3, sadrži Na-hipohlorit


Detektor na 690 nm (620-700 nm)







Metoda (GD) gasne difuzije


Amonijum jon se konvertuje u gas dodatkom NaOH


Prodifunduje kroz membranu u akceptorsku struju 


acidobaznog indikatora koji menja boju


konverzija u gas je kompletna


Fenol crveno daje prihvatljiv radni opseg


Isparljivi amini sa niskom Mr mogu da interferiraju







• C1, nosač destilovana voda, 


• R1, NaOH, 


• R2, indikatorski sistem







Sulfati


• Postoji nekoliko analitičkih metoda za određivanje 


sulfata


• Skoro sve metode uključuju Ba na ovaj ili onaj način


• BaSO4 je nerastvoran, pa se može koristiti 


turbidimetrija







Metoda 1: turbidimetrijski


• Uzorak se injektira u kiselu struju nosača i spaja se sa 


BaCl2 rastvorom pre petlje za mešanje


• Turbidimetrijski se meri na 410 nm


• Nakon 30 sekundi od injektiranja druga pumpa je 


programirana da donose EDTA rastvor  20 sekundi 


• Čvrsti BaSO4 će se rastvoriti jer gradi Ba-


kompleksonat.







• C, dest voda zakišeljena HCl


• R1, BaCl2 


• R2 EDTA u NaOH







Metoda 2: spektrofotometrijska


• C1, dest voda i prolazi kroz jonoizmenjivačku kolonu


• Meša se sa Ba-metil-timol plavim rastvorom (R1) i 


• R2, vodeni rastvor NaOH i  EtOH







Fluoridi


• Fluoridna JSE


• Prednost nad direktnim određivanjima je što ne mora 


da se čeka postizanje ravnotežnog stanja







C – vodeni rastvor (uzorak)


R1, pufer TISAB


R2, KCl







PRIMENA FIA METODA 
bromidi







• FDA 5 % lekova je bromid ili hidrobromid


• Oksidacijom bromida nastaje Br2


• Amperometrijska detekcija


Značaj bromida







Indirektno određivanje bromida gasno-difuzionom FIA metodom sa 


amperometrijskom detekcijom


.







Nosač: 2 mol/L H2SO4


Akceptor: 0,01 mol/L H2SO4


Reagens: 0,05 mol/L KMnO4 sa 0,04 mol/L NaCl


Potencijal Pt elektrode: +0,65 V







OPTIMIZACIJA SISTEMA


•Uticaj potencijala Pt radne elektrode
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•Uticaj sumporne kiseline u nosaču na visinu FIA signala bromida


E=+0,65V







Uticaj temperature na visinu FIA signala bromida


•promena temperature ne samo da utiče na brzinu


oksidacije već i na rastvorljivost nastalog broma, proces


difuzije i redukciju broma na Pt radnoj elektrodi.


•dovoljna osetljivost se postiže i na sobnoj temperaturi.
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•Uticaj brzine i smera tokova na visinu signala


•brzina donorskog toka je 2,5 mL/min


•optimalna brzina akceptorskog toka koja je davala zadovoljavajuće


visok FIA signal je 1,6 mL/min


•promena smera donorskog i akceptorskog toka ne daje veću razliku u


visini FIA signala







•Visoka selektivnost metode


•Uticaj Cl- i I-


•Prisustvom NaCl u KMnO4 omogućuje se nesmetano


određivanje bromida u prisustvu hlorida u


koncentracijama koje su čak i 1000 puta veće


•Katalitički efekat Cl- na oksidaciju Br- (KMnO4)


•Povećanjem koncentracije KMnO4 (na 0,05 mol/L)


moguće je nesmetano odrediti Br- u prisustvu I- čija je


koncentracija čak 25 puta veća od prisutne koncentracije


Br- u uzorku







Sadržaj bromida je određivan u uzorcima:


•Voda


•u organskim supstancama


•u farmakološkim aktivnim supstancama: fenoterol hidrobromidu, 


ipratropijum bromidu, pankuronijum bromidu, vekuronijum 


bromidu


•u farmaceutskim preparatima: Partusisten tabletama, Atrovent


ampulama, Norkuron ampulama i Pavulon ampulama


•snimane su standardne serije i iz kalibracionih jednačina izračunata


koncentracija bromida u uzorcima







fenoterol 


hidrobromid (FHBr)


Strukturne formule farmakoloških aktivnih supstanci i oksima


ipratropijum bromid (IPBr)


pankuronijum bromid (R=CH3 n=2)(PANBr)


i vekuronijum bromid (R=H n=1);(VBr)


TMB-4, biološki aktivni 


oksim







• indirektna gasno difuziona FIA metoda sa amperometrijskom


detekcijom, za određivanje bromida je osetljiva, selektivna i


brza


• utrošak aktivnih supstanci je vrlo mali tako da se sa relativno


malom količinom uzorka može uraditi veliki broj analiza. (60


uzoraka na sat)


• granica detekcije je 0,5 μmol/L (40 µg/L) bromida


• uspešno je primenjena na direktno analiziranje bromida u


multikomponentnim uzorcima gde oficijalne metode zahtevaju


prethodno odvajanje analita







PRIMENA FIA METODA
jodidi







• Esencijalni elementi u ishrani


• Oboljenja tiroidne žlezde


• Kuhinjska so izvor neophodnih jodida


Jodidi







R1, R2, rastvori Mn3+ i As3+; C, 


nosač; FC, protočna elektrohemijska 


ćelija; 


ODREĐIVANJE JODIDA SA AMPEROMETRIJSKOM 


DETEKCIJOM


zasniva se na primeni reakcije između Mn3+ i As3+ koju katalizuju


jodidi.


2Mn3+ + As3+ → 2Mn2+ + As5+







Nosač:  1 mol/L H2SO4


Koncentracija Mn3+: 1,75 mmol/L u 6 mol/L H2SO4


Koncentracija As3+:   0,02 mol/L u 2 mol/L H2SO4


Potencijal Pt elektrode +0,90 V


Brzina protoka A/R/C 1,6/1,6/0,9 mL/min







1-radne elektrode


2-sporedna elektroda


3-zatvarač


4-referentna elektroda


5-gasket (određuje V 


rastvora na elektrodi)


6-zavrtanj


PROTOČNI AMPEROMETRIJSKI DETEKTOR
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OPTIMIZACIJA SISTEMA


•Uticaj potencijala Pt radne elektrode
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•Utvrđivanje optimalnih koncentracija reagenasa 


Mn3+ i As3+


c(I-)=1,00 mmol/L


E=+0,90 V
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•Uticaj koncentracije sumporne kiseline u 


nosaču i vode kao nosača


c(I-)= 1,00 mmol/L


c(As3+)= 0,02 mol/L


c(Mn3+)=1,75 mmol/L


E= +0,90 V







✓Kombinacija 1 i 3 daju signale iste visine


✓Kombinacija 2 odbačena


▪Bolji rezultati se dobijaju korišćenjem dužih petlji za mešanje 


(52 cm x 0,05mm)


▪Teflonski gasket debljine 0,05mm (0,05; 0,10; 0,15; 0,38)


•Ispitivanje različitih mogućnosti mešanja reagenasa


Kombinacija 1


A-I-; B-As3+; C-Mn3+


Kombinacija 2


A-As3+; B-Mn3+; C-I-


Kombinacija 3


A-Mn3+; B-As3+; C-I-







Jodidi su određivani u uzorcima :


• morske i flaširane mineralne vode 


• soli, morskoj jodiranoj kuhinjskoj soli i lakoj soli (interni 


dodatak)


• stočne hrane (rastvarani u vodi i ceđeni)


• humanog seruma (deproteinizacija)


• organskih supstanci; 2-PAM jodidu i tetraetilamonijum 


jodidu.


• za sve uzorke snimane standardne serije i iz kalibracionih 


jednačina izračunata koncentracija jodida
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Protočno injekcione metode 


(FIA metode)


Ljubiša Ignjatović







Automatizacija fotometrijskih i spektrofotometrijskih 


metoda


1957. god prvi automatizovani instrument za hemijsku 


analizu (Technicon Auto Analyzer)


•Veliki broj kliničkih uzoraka


•Rutinsko određivanje vrsta


•Smanjenje cena analiza


Primena automatskih analizatora proširila se iz kliničkih 


laboratorija u industrijske. 


Počelo je rutinsko određivanje vrsta u uzorcima vazduha, 


vode, zemlje i u farmaceutskim preparatima i 


poljoprivrednim proizvodima.


Većina primera se završava sa fotometrijskim merenjima







Dva tipa automatskih sastava


• Diskretni 


• Kontinualni


• Ili njihove kombinacije







Kod diskretnih instrumenata pojedinačni uzorci se čuvaju 


odvojeno, autosampleri. 


Odvojeni za vreme svake operacije kao što je: uzorkovanje, 


razblaživanje, dodatak reagensa, mešanje i prenos do mernog 


instrumenta.


U kontinuiranim uređajima uzorak postaje deo kontinuiranog 


protoka (protočne struje)







Postoje dva tipa kontinuiranih procesa:


Segmentirane protočne metode (analitička struja se 


deli u pojedinačne segmente periodičnim 


ubrizgavanjem vazduha)


i


Nesegmentirane protočne metode (protočne 


injekcione metode)  sa neprekidnom analitičkom 


strujom







Peristaltičke pumpe


•Uređaji u kojima se tečnost ili gas potiskuje kroz plastične 


cevi pomoću valjaka pričvršćenih na osovinu


•Ploča pritiska cevi prema valjcima i na taj način 


obezbeđuje stalni protok


•Zapremina je određena unutrašnjim prečnikom cevčica i 


vremenom trajanja.


•Različita veličina cevi omogućava brzine protoka od 0,015 


ml/min do 4 ml/min.







Segmentiranje


• Važan deo instrumenta je onaj koji omogućava pumpanje 


mehurića vazduha u svaku struju. 


• Razmak između mehurića je takav da se svaki uzorak 


prenosi u nekoliko protočnih delova. 


• Pre konačnog merenja struje prolazi uređajem koji 


uklanja mehuriće i ponovo spaja protoke.


• U odsustvu mehurića moguće je zaostajanje repa 


prethodnog uzorka duž zidova cevi što povećava 


onečišćenje idućeg uzorka.


• Druga svrha mehurića je poboljšanje mešanja uzorka i 


reagensa.







SEGMENTIRANE PROTOČNE METODE


Razvijanje boje







Idealni izgled signala detektora  iz 


segmentiranog kontinualnog protočnog 


analizatora.....







Primena analizatora sa segmentiranim tokom 


• U kliničkim laboratorijama, najprikladniji su za 


rutinska ispitivanja


• U farmaceutskim analizama


• Prehrambenim


• Poljoprivrednim analizama







•Ružička i Hansen, 1975 god.-principe protočno-injekcione


analize


•Istovremeno objavljeni patenti Ružičke i Hansena u Danskoj 


i Stjuarta u SAD-u označili su početak nove tehnologije koja 


je veoma brzo bila prihvaćena u svetu. 


“Flow injection analysis se ne objašnjava već demonstrira!”







Najnovija metoda kontinuiranog protoka koja omogućava 


uvođenje vrlo tačnih zapremina uzorka u nesegmentiranu struju 


nosača.


Može se primeniti na skoro svaku analitičku reakciju čiji se 


proizvod može detektovati analitičkim senzorom. 


merenja ne vrše u ravnotežnim uslovima pa se štedi vreme 


potrebno za mešanje







RC1, RC2, petlje za mešanje, vrlo efikasan način


mešanja uzorka sa nosačem ili reagensima uz min.


razblaživanje







 Prva faza u FIA procesima je uzorkovanje. 


Uzorak je odmeren i injektovan u struju nosača, 


jednostavnim injekcionim ventilom. 


 Druga faza je transformacija uzorka u vrstu koja će biti


detektabilna i


 treća faza je kada analizirana supstanca ili njegov derivat


daje signal koji se koristi za kvantifikaciju. 


 Prva i treća faza su konvencionalne tehnike a druga faza


srce FIA tehnike.







•FIA kriva je rezultat dva procesa: 


fizički proces disperzije zone uzorka unutar struje


nosača i hemijski proces formiranja reakcionih proizvoda.


• razblaživanje uzorka prouzrokovano kretanjem 


injektovane zone uzorka (disperzija u struji nosača) i 


• povećanje koncentracije reakcionih proizvoda tokom 


transporta od injektora do detektora.


Oba procesa se dešavaju simultano i doprinose, zajedno sa


dinamičkim karakteristikama detektora, izgledu FIA krive.







1- tačna V analita unosi se u tok reagensa


2 i 3 - uzorak se kreće, meša sa reagensom i formira proizvod


Obim mešanja i dužina trajanja se kontroliše protokom, 


obimom i  geometrijom kanala. 


vremenski interval između injektiranja uzorka i detekcije


analita je reproduktivno. uzorci su obrađeni na isti način, 


omogućavajući poređenje sa standardima







Princip metode


• Odmah nakon injektiranja uzorka zona uzorka ima 


pravougaoni koncentracijski profil.


• Prolaskom uzorka kroz cevi dolazi do širenja trake i 


disperzije (raspršivanja) pa profil poprima oblik 


pikova







Visina i oblik FIA signala zavise od: Vuzorka, dužine i 


geometrije cevčica, brzine tokova, disperzije zone 


uzorka i reagensa i učestalosti ubrizgivanja uzoraka


•Parametri kao što su brzina tokova, tip reaktora, dužine cevi, se 


slučajno odabiraju, a zatim prilagođavaju u toku rada.







Disperzija: D = Co/C


D = koeficijent disperzije predstavlja odnos koncentracije u 


momentu ubrizgavanja (Co) i koncentracije koja se dobija kao 


analitički odgovor detektora (C) posle disperzije


  


Granična disperzija D= 1-2


Srednja disperzija D= 2-10


Visoka disperzija D= 10-10000


DISPERZIJA







Postoje dve vrste disperzije u FIA sistemima:


• aksijalna i 


• radijalna 


Aksijalna disperzija se javlja u pravcu toka toka i izaziva 


veća razblaženja i širenje pika od radijalne disperzije.


preovlađuje u ravnoj cevi. 


Radijalna disperzija je uzrokovana tokovima koji 


cirkulišu normalno na pravac toka, i na taj način 


izazvaju mešanje sa minimalnim razblaživanjem i 


širenjem pika.







Promene na putu protoka, na primer u petljama za mešanje, 


a posebno gde su česte i oštre promene u pravcu okreta 


unapredjuju radijalnu disperziju. Petlje za mešanje dovode 


do veće osetljivosti i užih vrhova.







Ako je sistem dizajniran da se dobije mala (tzv. Granična) 


disperzija onda uzorak stiže do detektora u nerazblaženom 


obliku. 


Takvi sistemi se koriste za: 


• pH ili konduktometrijska određivanja;  


• automatsko injektiranje uzoraka u AAS ili ICP 


instrumente;


• kinetička određivanja ili funkcionalna određivanja u živim 


ćelijama.







Sistemi sa srednjom dispezijom daju ”tipičan” FIA signal, 


gde je Cmax od 50% do 10% od koncentracije uzorka koja 


je injektovana.


Sistemi sa velikom disperzijom se koriste kada su 


koncentracije uzoraka velika za radni opseg primenjenog 


detektora.







Tipičan FIA sistem radi:


Brzina protoka: 1 -2 ml/min po kanalu


Injektovana zapremina: 50-300 µL


Prečnik cevi: 0,5 mm


Dužina cevi: do 2 m


Brzina uzorkovanja: 1-2 uzorka/min







Injektori


• Zapremine uzoraka koje se injektiraju u protok kreću se u 


opsegu od 5 do  500 µl, pri čemu je tipična zapremina 10 


do 30 µl.


• Bitno je da se uzorak injektira brzo


• Ne sme da remeti protok nosača (tu su zahtevi mnogo 


stroži nego u segmentiranim metodama)


• danas su to petlje za uzorkovanje slične onima koje se 


primenjuju u (HPLC) hromatografiji.







Valves: Load sample loop:


Flow through:







Poređenje 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 i kod jedne i 


kod druge 


• FIA koristi  detektujući 


signal samo jedne 


komponente uzorka


• Nizak pritisak , 7 psi


• Nekada koristi male kolone 


ali ne može da razdvaja tom 


rezolucijom







Poređenje segmentirane tehnike sa   FIA


• Osnovna razlika je segmentiranje


• Ono dozvoljava identitet svakog uzorka


• Ali segmentirani kontinualni sistem radi pod 


ravnotežnim (steady state) uslovima. To znači da 


podešavanje sistema zahteva podešavanje vremena


• U FIA postizanje steady state nije neophodno jer nema 


reproduktivnog vremena i kontrolisane disperzije 


uzorka


• Za većinu detektora vazduh mora da se ukloni


• Veličinu mehura je teško kontrolisati







•FIA metode su brze, 100-300 uzoraka/sat što zavisi od


brzine odgovora upotrebljenog detektora i brzine hemijske


reakcije


•Poboljšano vreme odgovora (manje od min)


•Velika ušteda reagenasa (mL) i uzorka (20 µL)


•Granice detekcije su vrlo niske (reda 1 µg/L),


reproduktivnost bolja od 1%


•Jednostavno sastavljanje aparature od jeftinih i


komercijalnih delova


•Ušteda vremena


•Izabrati parametre koji daju min disperziju i max vreme


zadržavanja (ne mora se povećavati dužina cevčica, već se


može smanjiti brzina struje nosača)


Prednosti FIA metoda







Membrane sampling devices (MSD) je tehnika koja se 


koristi za razblaživanje ali i za druge operacije uzorka 


kao što 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 može 


biti bilo tečnost ili gas, koji sadrži analit koji je ili 


ubrizgan injektiranjem ili je sam u toku. Druga je 


prihvatna ili akceptorska struja. 











Membrane mogu biti:


 porozne (Teflonske) 


 nepropusne (Silikon, guma) ili


 jonske (Nafion) 


Sa mikroporoznim membranama, maseni transport se 


dešava difuzijom analita kroz pore. 


Te membrane se koriste za volatizacione analite kao


što su rastvoreni CO2, NH3, H2S, HCN. 







 Detekcija je najčešće fotometrijska ( UV/VIS i IR). 


Zavisno od supstanci različite luminiscentne tehnike 


su sve popularnije. 


 Elektrohemijske tehnike kao amperometrijska i 


potenciometrijska daju nove mogućnosti  FIA 


metodama. 


 U novije vreme kupluju se FIA aparature čak sa 


AAS, ICP-MS, ICP-AES, GC.







FIA of ppb levels of H2O2 in air.
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HPLC i Jonska hromatografija: principi i


primena


Teorija IC


Dr Ljubiša Ignjatović


Fakultet za fizičku hemiju, Beograd
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Šta je hromatografija? 
• O istoriji i fizičkoj hemiji hromatografije


Gde se hromatografija “dešava”?
• Od jonske izmene do jonskih parova


Koji detektori mogu da se koriste?
• Od voltametrije do konduktometrije


Šta je jonska hromatografija sa supresijom?
• Od visoke do niske osnovne provodljivosti


Hromatografija
• Od početnika do eksperta


Sadržaj


Teorija IC
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Razdvajanje obojenih pigmenata biljnih ekstrakata na koloni od


CaCO3


Definicija


«Analitička metoda gde se smeša supstanci koje se javljaju samo u jednoj boji


razdvajaju na način da različite boje postaju vidljive. Metoda se koristi za


razdvajanje hemijskih supstanci koje su hemijski vrlo slične i teško razdvojive»


Grčki


chroma = boja


graphein = pisati


Istorija: M. Cvet, 1903. godine


Teorija IC







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


•HROMATOGRAFIJA


Hromatografija obuhvata više različitih grupa metoda koje
omogućavaju razdvajanje, izolovanje, indetifikaciju i
određivanje komponenti u smeši. Komponente smeše se
razdvajaju na osnovu različitih koeficijenata raspodele između
POKRETNE (mobilne) i NEPOKRETNE (stacionarne)faze


Pokretna faza može biti: gas ili tečnost,


a nepokretna: tečnost na nekom čvrstom nosaču, adsorpcioni
sloj na površini čvrste faze ili jonoizmenjivač.
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•KLASIFIKACIJA HROMATOGRAFSKIH METODA


•Podela hromatografskih metoda se može izvršiti na više načina: 


•Opšta klasifikacija ili klasifikacija prema načinu smeštanja        
stacionarne faze: 


•PLANARNA (Tankoslojna (TLC),Papirna (PC), 
Elektrohromatografija)


•NA KOLONI (Gasna (GC), Tečna (LC)) 


•Prema fizičkoj prirodi mobilne i stacionarne faze: 


•Tečno – tečno 


•Tečno – čvrsto 


•Gas – tečno 


•Gas – čvrsto 


•Tečna hromatografija


•Gasna hromatografija
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•Adsorpciona (adsorpcija)


• Particiona (rastvaranje) 


•Jonoizmenjivačka (jonska 
izmena) 


•Ekskluziona (isključivanja 
na osnovu veličine molekula)


•Afinitetna (stvaranje 
kompleksa) 


Prema fizičko-hemijskom procesu na granici faza:
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•Prema načinu pomeranja faza: 


•Eluirajuća 


•Frontalna 


•Istiskujuća  


•Prema cilju: 


•Analitička (kvalitativna i kvantitativna)


•Preparativna (izdvajanje čiste supstance u većoj količini)
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•Tečna hromatografija je varijanta hromatografije čija je 
pokretna faza tečna, a nepokretna faza može biti granulovana 
čvrsta faza ili tečnost nanešena na granule čvrstog nosača 
(nerastvorna u tečnosti koja predstavlja mobilnu fazu). 


•Za razliku od gasne hromatografije koja zahteva da uzorak 
bude u stanju gasa ili pare, tj. da su temperature daleko iznad 
sobne, tečna hromatografija se izvodi ugavnom u oblasti sobne 
temperature, tj. mogu se analizirati i termički nestabilne 
supstance (npr. organske supstance biološkog porekla i značaja). 
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•VISOKOPERFORMANSNA TEČNA HROMATOGRAFIJA


•Tečna hromatografija pod visokim pritiskom (high pressure 
liquid chromatography) ili tečna hromatografija visoke 
efikasnosti (high preformance liquid chromatography - HPLC) je 
tečno-hromatografska tehnika u kojoj se tečnost kroz kolonu 
proteruje pod pritiskom do 400 bara, pa i većim. 


•Analize sa različitim parovima pokretna/nepokretna faza se 
izvode jednim jedinstvenim uređajem koji omogućuje kontinualnu 
promenu hemijskog sastava pokretne faze u cilju poboljšanja 
separacije, priključivanje raznih tipova detektora i pumpi, 
automatsko upravljanje postupkom od uzimanja uzorka do 
registracije hromatograma i obrade podataka. 
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•TIPOVI HPLC


Četiri osnovna tipa HPLC su sledeća:


• Hromatografija pomoću jonskih izmenjivača


• Tečno-čvrsta (adsorpciona) hromatografija


• Tečno-tečna hromatografija


• Hromatografija istiskivanja (isključenja) po veličini (SEC, 
GPC)  


Ovi tipovi reprezentuju četiri posebna mehanizma interakcije 
molekula uzorka sa stacionarnom fazom. Razlike između ovih 
tipova hromatografije leže u osnovi u različitim kolonama koje 
se koriste.
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•Uređaj za visokoperformansnu tečnu hromatografiju 
sastoji se iz: 


•rezervoara za mobilnu fazu, pumpe, injektora, kolone, 
detektora, termostata za kolonu i detektor, uređaja za 
registrovanje i obradu podataka.


•Protok tečne faze kroz kolonu, koja je termostatirana 
obezbeđuje pumpa koja proizvodi visoki pritisak. Tečna 
faza, nakon injektiranaj uzorka, po izlazku iz kolone, 
protiče kroz odgovarajući osetljivi detektor čiji je odziv 
srazmeran koncentraciji supstance. Odziv detektora se 
prevodi u odgovarajući naponski signal koji se automatski 
beleži.
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•13


Razdvajanje
Injector


Detector


Column


Solvents


Mixer


Pumps


•Waste
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•14


Injector


Detector


Column


Solvents


Mixer


Pumps


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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•15


Injector


Detector


Column


Solvents


Mixer


Pumps


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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•16


Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


•26


Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje
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Injector


Detector


Column


Solvents


Pumps


Mixer


Chromatogram


•Start Injection


•mAU


•time


Razdvajanje







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


•30


•Injection


•to


•tR


•mAU


•time


•tR


•to - elution time of unretained peak


•tR- retention time - determines sample identity


•Area or height is proportional


to the quantity of analyte.


HROMATOGRAM


IDENTIFIKACIJA SUPSTANCI
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1850


1935


1942


1947


1953


1957


1959


1967-70


1975


1979


1976-80


Gline kao izmenjivači za Mg2+, Ca2+ i NH4
+


Sulfonovani i aminovani polimeri


Sulfonovane polistiren/divinilbenzen smole


(Manhattan projekt)


Aminovane PS/DVB smole kao jonski iizmenjivači


Jon ekskluziona hromatografija


Jonski izmenjivači sa velikom poroznošću


Teorijske osnove


Pelikularni jonoizmenjivački materijali


Jonoizmenjivačka hromatografija sa 


konduktometrijskom detekcijom i supresijom


Konduktometrijska detekcija sa 


elektronskom supresijom


Jon-par hromatografija


Thomson, Way


Adams, Holms


d’Alelio


McBurney


Wheaton, Baumann


Corte, Meyer et al.


Helfferich


Horvath, Kirkland


Small, Stevens, Baumann


Gjerde, Fritz, Schmuckler


Waters, Bidlingmeier, et. al


LC


HPLC


Istorija


Teorija IC
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Hromatografske metode


Na osnovu polarnosti stacionarnih i mobilnih faza razlikuju se sledeće 


metode:


Grupa 1 – tradicionalna TLC + HPLC
1. normalno fazna hromatografija


2. reverzno fazna hromatografija


Grupa 2 – Jonska hromatografija
4. jonoizmenjvačka hromatografija


3. jon-par hromatografija


5. jon-ekskluziona hromatografija


Polarnosti


Hromatografija







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


Tradicionalne metode


Hromatografija


Grupa 1 – tradicionalna TLC + HPLC


1. Normalno fazna hromatografija
stacionafna f. = polarna (npr. SiO2)  
mobilna f. = nepolarna (npr. n-heksan)


2. Reverzno fazna hromatografija
stacionarna f. = nepolarna (npr. C18)  
mobilna f. = polarna 
(npr. acetonitril ili metanol/voda)
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Grupa 2 – IC
4. Jonoizmenjivačka hromatografija


Katjoni i anjoni formiraju slabe jonske veze sa stacionarnom 
fazom.


Katjoni: Stacionarna faza = polarna (npr. R-SO3
–) –


Mobilna faza = polarna (npr. HNO3 aq.)


Anjoni: Stacionarna faza = polarna (npr. R-NR3
+) –


Mobilna faza = polarna (npr. Na2CO3 aq.)


IC metode


Hromatografija
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Grupa 2 – IC
3. Jon-par hromatografija


Katjoni i anjoni reaguju sa dodatim lipofilnim kontrajonom 
stvarajući nejonski molekul. Rezultujući nepolarni molekul se 
onda odvaja u RP-modu.


Stacionarna faza = nepolarna (npr. C18) 
mobilna faza = polarna (npr. acetonitril ili metanol/voda)


IC metode


Hromatografija
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Grupa 2 – IC


5. Jon ekskluziona hromatografija


Dodavanjem H+-jona stacionarna faza se transformiše u 
nejonsku, ali polarnu Donanovu membranu. Samo nedisosovani 
molekuli mogu da uđu u ovu membranu. Ako disosuju oni se 
istiskuju iz stacionarne faze. Razdvajanje komponenti vrši se 
na osnovu razlike konstanti disocijacija ispitivanih molekula.
– mobilna faza. = polarna (npr. H2SO4 aq.)


IC metode


Hromatografija
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Definicija


Jonska hromatografija obuhvata sve hromatografske metode
koje razdvajaju jonske substance i substance koje lako
disosuju. Ove metode su jon-par hromatografija (3),
jonoizmenjivačka hromatografija (4) i jon ekskluziona
hromatografija (5).


Analit i mobilna faza su u početku uvek polarne i/ili jonske.
Jonska izmena je najvažniji mehanizam razdvajanja u jonskoj
hromatografiji.


Zaključak


Hromatografija
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Tečno-čvrsta hromatografija


Od uvođenja visokoperformansne ili tečne 
hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) krajem 
šezdesetih godina prošlog veka, tečna hromatografija 
postaje jedna od najznačajnijih i najprimenjivanijih 
metoda savremene instrumentalne analize. 
Jonska hromatografija je jedan „alikvot” u HPLC-
familiji.


[mobilna faza = tečnost; stacionarna faza = čvrsta]


HPLC i IC


Hromatografija
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Eluent PumpaInjektor Kolona


Supressor


Detektor


Blok šema 


Hromatografija







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


Eluent PumpaInjektor Kolona Detektor


Gde se “dešava”?


Hromatografija
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Hromatografija


•KOLONE
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stacionarna faza
• Katjonima je potreban katjonski izmenjivač; anjonima je potreban 


anjonski izmenjivač
• Kakva je građa stacionarne faze?


Styrene


Divinylbenzene


 


Stiren-divinilbenzen polimer


Katjonski


izmenjivač


Anjonski


izmenjivač


Jonska izmena


Hromatografija
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Sastav stacionarne


faze


Substrati
• Polistiren/divinilbenzen


• Polimetakrilat


• Polialkohol


• Hidoksietilmetakrilat (HEMA)


• Silikat


Anjonski 


izmenjivači
• kvaternerne


amonijum grupe


• alkil amini


• hidroxi-alkilamini


• alkil amini sa


akrilatnim tipom


vezivanja


Katjonski


izmenjivači
• sulfonati


• karboksilati


Odvajanje
• alkil lanac


Jonska izmena


Hromatografija


• substrat / smola nosač


• odvajajuća grupa


• grupa koja nosi separaciona


svojstva i kapacitet
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Mobilne faze
• mobilna faza i rastvara i nosi uzorak
• mobilna faza je obično vodeni rastvor


anjoni (I)
⚫ Ftalna kiselina
⚫ Salicilna kislina 
⚫ p-hidroksibenzoeva kis.
⚫ Benzoeva 
⚫ Boratna kiselina
⚫ Borat/Glukonat
⚫ Kalijium hidroksid
...


anjoni (II)
⚫ Karbonat/bikarbonat
⚫ Kalijium hidroksid
⚫ Boratkatjoni (I)


⚫ Azotna kiselina
⚫ Vinska kiselina
⚫ Vinska/dipikolinska kiselina 
⚫ Vinska/limunska kiselina
⚫ Natrijum-dihidrogenfosfat
⚫ oksalna kiselina/etilen diamin/aceton
...


Jonska izmena


Hromatografija
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Jonska izmena


Hromatografija


Mehanizam razdvajanja katjona


Stacionarna i mobilna faza su zajedničke za analit
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C2 – 250


Vinska-/dipikolinska kiselina/ 


etar; 4/0.45/0.05 mmol/L


1 Litijum 0.5


2 Natrijum 1.0


3 NH4
+ 1.0


4 MES 1.0


5 DEA 1.0


6 Kalijum 4.8


7 TEA 5.0


8 MDEA 4.8


9 Kalcijum 5.0


10 Magnezijum 4.0


Jonska izmena


Hromatografija


ppm


Katjoni
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Jonska izmena


Hromatografija


I II III IV V VI VII VIII I II III IV V VI VII VIII


H He


Li Be B C N O F Ne


Na Mg Al Si P S Cl Ar


K Ca Sc Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr


Rb Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te I Xe


Cs Ba La Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Tl Pb Bi Po At Rn


Fr Ra Ac Ku


Katjoni
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Mehanizam razdvajanja anjona


Stacionarna i mobilna faza zajedničke za analit


Jonska izmena


Hromatografija
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A Supp 5 – 250


NaHCO3/Na2CO3; 1/3.2 mmol/L


1 Fluorid 5.0


2 Hlorit 5.0


3 Bromat 5.0


4 Hlorid 5.0


5 Nitrit 5.0


7 Hlorat 5.0


8 Bromid 5.0


9 Nitrat 5.0


10 Fosfat 5.0


11 Sulfat 5.0


Jonska izmena


Hromatografija


ppm


Anjoni
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Jonska izmena


Hromatografija


I II III IV V VI VII VIII I II III IV V VI VII VIII


H He


Li Be B C N O F Ne


Na Mg Al Si P S Cl Ar


K Ca Sc Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr


Rb Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te I Xe


Cs Ba La Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Tl Pb Bi Po At Rn


Fr Ra Ac Ku


Anjoni
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Katjoni
• Katjoni interaguju sa baznim grupama na stacionarnoj fazi. Zbog 


različite jačine vezivanja (konstante ravnoteže jonske izmene) oni 
će, ranije ili kasnije, biti eluirani pomoću nadolazećih protona iz 
eluenta.


Anjoni 
• Anjoni interaguju sa kiselim grupama na stacionarnoj fazi. Zbog 


različite jačine vezivanja (konstante ravnoteže jonske izmene) oni 
će, ranije ili kasnije, biti eluirani pomoću nadolazećih karbonatnih ili 
hidroksilnih jona iz eluenta. 


Razdvajanje
• Različite ravnotežne konstante jonske izmene ispitivanih katjona ili 


anjona dovode do različitih retencionih vremena što znači do 
razdvajanja substancija koje su «hemijski vrlo slične».


Jonska izmena


Hromatografija







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


Eluent PumpaInjektor Kolona Detektor


Detekcija


Hromatografija
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⚫ Konduktivitetni detektor
⚫ Amperometrijski detektor
⚫ UV/VIS detektor 
⚫ Maseno spektrometrijski detektor


Tipovi detekcije


Detekcija


Hromatografija
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Merni princip
Između elektroda u troelektrodnoj ćeliji, koja se sastoji od referentne,
radne i pomoćne elektrode, dovodi se određeni napon (razlika
potencijala). Ako neka oksidizabilna ili reducibilna supstanca prolazi kroz
ćeliju doći će do procesa elektrohemijske oksidacije ili redukcije. Meri
se struja koja odgovara koncentraciji supstance koja se oksiduje ili
redukuje.


Elektrohemijska (VA)


Detekcija


Jednostavno priključivanje (na kraju) bilo kojeg 
IC- ili HPLC-sistema
⚫ Veliki izbor elektrodnih materijala (staklasti 


ugljenik, karbonska pasta, Ag, Au, Pt, itd.)
⚫ Visoko osetjiva
⚫ Veoma selektivna
⚫ Destruktivna metoda
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Karakteristike
⚫ Osetljiva za jone koji apsorbuju UV/VIS svetlost, npr. 


nitriti, nitrati, tiosulfati
⚫ Skoro bez interferencija od strane nehromoforskih jona, 


npr. hlorida, sulfata
⚫ Eluent mora da bude UV/VIS-transparentan
⚫ Ograničene mogućnosti za korišćenje 


organskih modifikatora
⚫ Uglavnom nedestruktivna metoda


UV/VIS


Detekcija
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Karakteristike
⚫ UV/VIS-apsorbujući eluent, npr. ftalna kiselina
⚫ Anjoni koji se detektuju ne apsorbuju primenjenu 


monohromatsku svetlost 
⚫ Detektor mora da bude vrlo osetljiv jer se merenje vrši 


sa  veoma malim  intenzitetom svetlosti
⚫ Osetljivost je manja nego kod konduktometrijske 


detekcije


Indirektna UV/VIS 


Detekcija
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Karakteristike
⚫ Selektivna određivanja
⚫ Duže traje (uključuje hemijsku reakciju)
⚫ Složeniji istrumentalni sistem
⚫ Dodatno širenje pikova
⚫ Koristi se kao poslednja alternativa 


UV/VIS sa poslekolonskom reakcijom (pcr)


Detekcija
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Karakteristike
⚫ Kvalitativna i kvantitativna analiza
⚫ Elementalna analiza
⚫ Određivanje fragmenata molekula


IC/MS


Detekcija
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What is conductometry?
Conductometry is the measurement of conductivity – a conductometric


detector measures the electrical conductivity of ions in a solution. This


is done by applying an electrical field between two electrodes. The ions


migrate in this field. The anions migrate to the anode and the cations to


the cathode. The electrical resistance of the solution is measured. The


conductivity is the reciprocal of the resistance. Alternating current is


used in order to avoid substance changes and the formation of diffusion


boundary layers at the electrodes.


 =
1


R cK*


R = resistance []


Kc = cell constant [1/cm]


 = specific conductivity [1/  or S]


Conductivity


Detection
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What is specific conductivity?
The specific conductivity  of an eluting ion depends on the


concentration c of the individual ions i, the charge Zi, and the equivalent


conductivity i. The equivalent conductivity i is a concentration-


dependent quantity. The values listed can be applied for concentrations


below 0.001 mol/L. Zi is the charge of the respective ion.


i = equivalent conductivity [Scm2/mol]


zi = charge [ ]


ci = concentration [mol/L] 


 = specific conductivity [1/  or S]


 = sum of all ions – anions and cations


 =( * * )i i iz c


Conductivity


Detection
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Values for equivalent conductivity


Anions


OH– 198


F– 54


Cl– 76


Br– 78


I– 77


NO2
– 72


NO3
– 71


HCO3
– 45


½CO3
2– 72


½SO4
2– 80


½Phthalate 38


Cations


H+ 350


Li+ 39


Na+ 50


K+ 74


NH4
+ 73


½Mg2+ 53


½Ca2+ 60


Sr2+ 59


½Ba2+ 64


½Zn2+ 53


½Cu2+ 55


Conductivity


Detection


[c] < 0.001 mol/L;  = equivalent conductivity [Scm2/mol]







dr Ljubiša Ignjatović


IC IC
IC IC


IC


What influences the measured value?


 =( * * )i i iz c


 =
1


R cK*


⚫ the equivalent conductivity of the respective ions


⚫ the charge of the respective ions


⚫ the cell constant   which are constant


⚫ the temperature   which should be constant


⚫ the concentration   which is the actual result


  T  2 %/°C


El El El El El
c c. . . . .


* *= ++ + − −


 


Conductivity


Detection
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Ion chromatography without suppression


Ion chromatography with suppression


With or without?


Chemical suppression
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Characteristics
• Background conductivity = eluent


• Conductivity in a peak = eluent plus sample


• Measured value = difference between eluent plus sample and 


background


  Det Peak El. .= −


Without


Chemical suppression
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Ion chromatography with chemical suppression


In cation chromatography an anion exchanger is used


– all anions are replaced by OH–


in anion chromatography a cation exchanger is used


– all cations are replaced by H+


By this reaction an eluent with high conductivity is trans-


ferred to water (+ CO2) which is of low conductivity.


Suppression reduces the 


background conductivity.


Suppression changes the counter 


ions in the sample.


With


Chemical suppression
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• high background conductivity


• anions with low sensitivity


• cations with high sensitivity


• high linearity in calibration


• low cost set up


• freedom of choice for eluents


• low background conductivity


• anions with high sensitivity


• (detection limits 2-4 x lower)


• cations with high sensitivity


• non linear calibration


• more expensive set up


• eluents must react to H2O


Comparison


IC without suppression                        IC with suppression


Chemical suppression
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Suppressed or non suppressed IC?


Theory and system setup of IC


Suppressed conductivity


By this reaction an eluent with high conductivity is transferred 


to water (+ CO2) which is of low conductivity.


Na+ + HCO3
-                             H2CO3    H2O + CO2


+ H+


- Na+


Na+ + Cl-                         Cl-


- Na+
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Na+ → H+


H2SO4 →


H2O →


Suppression


Regeneration


Rinsing


Metrohm Suppressor Module «MSM»


«Metrohm Suppressor Module» for anions 


«Packed bed suppressor»


Suppressors
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Applications 


• Applications for anions and cations 


analysis


a. Tap, process, waste, enviromental, 


ultra pure water


b. Food


c. Beverages


d. Pharmaceuticals
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Non suppressed anions


Metrosep Dual 1 – 70


No Ion ppm


1 Chloride 5.00


2 Nitrite 5.00


3 Bromide 10.00


4 Nitrate 10.00


5 Sulfate 10.00


6 System -


Phthalic acid/acetonitrile: 8.0/2.0 mmol/L/% (TRIS pH = 4.0)


•Standard anions
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Non suppressed anions


Metrosep Dual 1 – 70


No Ion ppm


1 Chloride 6.65


2 Nitrate 8.94


3 Sulfate 6.56


Phthalic acid/acetonitrile: 8.0/2.0 mmol/L/% (TRIS pH = 4.0)


•Tap water
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No Ion ppm


2 Fluoride 5.00


3 Acetate 1.00


4 Formate 4.00


5 Chlorite 3.00


6 Bromate 2.00


7 Chloride 10.00


8 Nitrite 5.00


9 Bromide 3.00


10 Nitrate 4.00


11 Benzoate 1.00


12 Phosphate 5.00


13 Selenite 3.00


14 Sulfate 10.00


15 Succinate 4.00


16 Arsenate 3.00


17 Oxalate 15.00
A Supp 5 – 250; NaHCO3/Na2CO3: 1.0/3.2 mmol/L


Suppressed anions


•Standard  
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A Supp 7 – 250


Tap water + spiked


Ion [ppm]


1 Fluoride 2.08


2 Chlorite 10.00


3 Bromate 20.00


4 Chloride 7.17


5 Carbonate n.q.


6 Nitrite 10.00


7 Bromide 10.00


8 Chlorate 20.00


9 DCA 5.00


10 Nitrate 16.76


11 Phosphate 20.42


12 Sulfate 20.30


Suppressed anions


•Oxohalides, EPA 300.1


Na2CO3: 3.6 mmol/L; 45 °C
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Cations


•Tap water


Tartaric acid/dipicolinic acid: 4/0.75 mmol/L 


Metrosep C 2 – 100


No Ion ppm


1 Sodium 4.78


2 Potassium 1.45


3 Calcium 92.97


4 Magnesium 19.46
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Suppressed Anions


•Rain water 


Anion Dual 2


Ion [ppb]


1 Fluoride 4


2 Chloride 174


3 Nitrite 35


4 Nitrate 674


5 Sulfate 1422


NaHCO3/Na2CO3: 2.0/1.3 mmol/L
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Cations


•Rain water 


Cation 1 -2


No Ion [ppm]


1 Sodium 0.07


2 Ammonium 0.26


3 Potassium 0.32


4 Calcium 4.18


5 Magnesium 1.04


Tartaric acid/dipicolinic acid: 4.0/1.0 mmol/L 
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Food analysis
•Chromatogram of grape nectar
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Food analysis
Chromatogram of cations in cheese


0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 min


100


200
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400
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5


Cation


No Ion


1 Sodium


2 Ammonium


3 Potassium


4 Calcium


5 Magnesium
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Food analysis
Ohmeljena sladovina
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Food analysis
Pasterizovano pivo
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Food analysis 
Milk (in powder)
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ppb - nivo


1- Cu


2- Ni


3- Zn


4- Fe


5- Pb


ppm - nivo


1- Cl-


2- Br-


3- HPO4
2-


4- SO4
2-


Food analysis 
Milk (in powder)
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Tobaco


• 1 – fosfat-jon


• 2 - citrat-jon


• 3 - malat-jon


• 4 - sukcinat-jon


• 5 - laktat – jon


• 6 – formijat-jon


• 7 – acetat-jon


• 8 – piroglutaminat-jon
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• 1 – B3


• 2 – p-aminobenzoeva kiselina


• 3 – B6


• 4 – standard (fenol)


• 5 – B1


• 6 – B2
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Hvala na pažnji
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Tečna hromatografija pod 
visokim pritiskom (HPLC) 
u analizi biomolekula 


Dr Ljubiša Ignjatović
Fakultet za fizičku hemiju, Beograd







HROMATOGRAFIJA


Hromatografija obuhvata više različitih grupa 
metoda koje omogućavaju razdvajanje, 
izolovanje, indetifikaciju i odredjivanje 
komponenti u smeši.Komponente smeše se 
razdvajaju na osnovu različitih keficijenata 
raspodele izmedju POKRETNE(mobilne) i 
NEPOKRETNE(stacionarne)faze


d


Pokretna faza može biti gas ili tečnost, a 
nepokretna tečnost na nekom čvrstom nosaču, 
adsorpcioni sloj na površini čvrste faze ili 
jonoizmenjivač.







KLASIFIKACIJA HROMATOGRAFSKIH METODA


Podela hromatografskih metoda se može izvršiti na 
više načina: 
Opšta klasifikacija ili klasifikacija prema načinu 
smeštanja stacionarne faze: 


PLANARNA


Tankoslojna (TLC)
Papirna (PC) 
Elektrohromatografija


NA KOLONI 


Gasna (GC) 
Tečna (LC) 







Prema fizičkoj prirodi mobilne i stacionarne faze: 


Tečno – tečno 
Tečno – čvrsto 
Gas – tečno 
Gas – čvrsto 


često se pod tečnom hromatografijom navode prva 
dva sistema, a pod gasom poslednja dva. 







Prema fizičko-hemijskom procesu na granici faza: 


Adsorpciona (Adsorpcija) 
Jonoizmenjivačka (jonska izmena) 
Taložna (taloženje)
Gel – filtracija (filtracija) 
Afinitetna (stvaranje kompleksa) 
Karakterističnih za čvrstu stacionarnu fazu, 


i particiona (rastvaranje) 
Karakterističnu za tečnu stacionarnu fazu. 







Prema načinu pomeranja faza: 


Eluirajuća 
Frontalna 
Istiskujuća 
Kombinovana 


Prema cilju: Analitička (kvalitativna i vantitativna)
i Preparativna (izdvajanje čiste supstance u većoj 
količini) 







Tečna hromatografija je varijanta hromatografije čija je 
pokretna faza tečna, a nepokretna faza može biti 
granulovana čvrsta faza ili tečna nanešena na granule 
čvrstog nosača (nerastvorna u tečnosti koja 
predstavlja mobilnu fazu). 


Za razliku od gasne hromatografije koja zahteva da 
uzorak bude u stanju gasa ili pare, tj. da su 
temperature daleko iznad sobne, tečna hromatografija 
se izvodi ugavnom u blasti sobne temperature, tj. 
mogu se analizirati i termički nestabilne supstance 
(npr. organske supstance biološkog porekla i značaja). 







VISOKOPERFORMANSNA TEČNA HROMATOGRAFIJA
 
Tečna hromatografija pod visokim pritiskom (high 
pressure liquid chromatography) ili tečna hromatografija 
visoke efikasnosti (high preformance liquid 
chromatography - HPLC) je tečno-hromatografska 
tehnika u kojoj se tečnost kroz kolonu proteruje pod 
pritiskom do 400 bara, pa i veće. Analize sa različitim 
parovima pokretna/nepokretna faza se izvode jednim 
jedinstvenim uređajem koji omogućuje kontinualnu 
promenu hemijskog sastava pokretne faze u cilju 
poboljšanja separacije, priključivanje raznih tipova 
detektora i pumpi, automatsko upravljanje postupkom 
od uzimanja uzorka do regitracije hromatograma i 
obrade podataka. 







TIPOVI HPLC


Četiri osnovna tipa HPLC su sledeća:
1.Hromatografija pomoću jonskih izmenjivača
2.Tečno-čvrsta(adsorpciona) hromatografija
3.Tečno-tečna hromatografija
4.Hromatografija istiskivanja(isključenja)po veličini 
(SEC, GPC)  


Ovi tipovi reprezentuju četiri posebna mehanizma 
interakcije molekula uzorka sa stacionarnom 
fazom.Razlike izmedju ovih tipova hromatografije 
leže u osnovi u različitim kolonama koje koriste.







Uredjaj za visokoperformansnu tečnu hromatografiju 
sastoji se iz rezervoara za mobilnu fazu, pumpe, 
injektora, kolone, detektora, termostata za kolonu i 
detektor, uredjaja za registrovanje i obradu podataka.
Protok tečne faze kroz kolonu, koja je termostatirana 
obezbedjuje pumpa koja proizvodi visoki pritisak.


Tečna faza, nakon injektiranaj uzorka, po izlazku iz 
kolone, protiče kroz odgovarajući osetljivi detektor čiji 
je odziv srazmeran koncentraciji supstance.
Odziv detektora se prevodi u odgovarajući naponski 
signal koji se automatski beleži.















REZERVOAR ZA MOBILNU FAZU


Rastavarač koji služi kao mobilna faza sipa se u poseban 
rezervoar.Rezervoar je obično sud od stakla ili 
nerdjajućeg čelika zapremine 200-1000ml.Rezervoara 
može biti više rastvarača.Njihovi izvodi se spajaju u 
mešaču koji pušta rastvarače iz različitih rezervoara 
različitim brzinama time obezbeđuje mobilnu fazu 
određenog hemijskog sastava.U cilju efikasnijeg 
razdvajanja komponenti, sastav mobilne faze može da 
se linearno menja u toku samog procesa 
hromatografije(gradijentna hromatografija).







PUMPE


U tečnoj hromatografiji mobilna faza je 
tečnost, a njeno kretanje obezbeđuju 
sistemi za pumpanje.Pumpe obezbeđuju:
-brzinu protoka od 0.1 do 10ml/min
-kontrolu i reproduktivnost protoka
-visoke pritiske
-postizanje bezpulsirajućeg režima rada ili 
protok sa minimumom pulsacija







Mobilna faza


U tečnoj hromatografiji sastav mobilne faze je jedan 
od najbitnijih činjenica koji utiče na hromatografsko 
razdvajanje.Postoji veliki broj pogodnih organskih 
rastvarača ili vodenih puferskih rastvora.Za mobilnu 
fazu je osnovno da:
-ne menja karakteristike kolone
-bude kompatibilna sa detektorom
-rastvara uzorak
-ima malu viskoznost
-ima malu viskoznost
-omogućava ponovnu regeneraciju uzorka(ukoliko je 
potrebno)
-bude bez stranih primesa(HPLC čistoće), i
-bude komercijalno dostupna











Injekcioni sistem služi za unošenje uzorka u 
struju pokretne faze.
Injektori su četvorokrake ili šestokrake 
slavine koje mogu da izdrže visoke pritiske.







KOLONE
Kolone su cevi od nerđajućeg čelika (ili stakla) sa 
urezanim navojima na krajevima tako da se 
zašrafljivanjem mogu pričvrstiti na odgovarajuće 
mesto u termostatiranom prostoru hromatografa.
Kolona je ispunjena granulama nepokretne faze 
(čvrstog adsorbensa) od čijeg hemijskog sastava zavisi 
namena kolone za analizu određene smeše.U praksi, 
izbor kolona se vrši na osnovu podataka iz literature ili 
iz kataloga proizvođača uređaja za HPLC.
Od kolona zavisi razdvajanje komponenata, gde 
zadovoljavajuće(efikasno) razdvajanje predstavlja 
kompromis između moći razdvajanja, vremena trajanja 
analize i kapaciteta, što znači da poboljšanje jednog od 
parametara ide na račun druga dva.Pre svega 
razlikujemo:
1.analitičke
2.zaštitne (pretkolone)







KOLONE







ADSORPCIONE INTERAKCIJE NA KOLONI



















DETEKTORI


Detektori registruju prisustvo i mere količinu 
jedinjenja koje se eluira iz kolone.Dobri 
detektori:
-imaju visoku osetljivost
-mali šum
-mogućnost detektovanja velikog broja 
jedinjenja
-daju odgovor za svaku supstancu iz smeše
-daju linearan odgovor kao funkciju 
koncentracije
-odgovor detektora ne zavisi ili slabo zavisi od 
temperature ili brzine proticanja mobilne faze
-širok opseg linearnosti







DETEKTOR GRANICA DETEKCIJE 


(mol/L)


UV detektori 10-8-10-9


Fluorescentni 10-12


Na bazi indeksa prelamanja 10-6


Elektrohemijski 10-9


Radiohemijski 10-9-10-10


Maseno-spektrometrijski 10-8-10-9







HROMATOGRAFSKI POJMOVI I PARAMETRI


Mobilna faza i stacionarna faza su standardni pojmovi 
koji se koriste u hromatografiji, uključujući i 
HPLC.Mobilna faza je rastvarač, a stacionarna faza je 
sorbent.Stacionarna faza koja takođe može biti tečna, 
može biti (a ne mora) na čvrsto nosaču 
(matriksu).Razdvajanje komponenti u HPLC-u je 
povezano sa ravnotežnim raspodelom različitih 
jedinjenja između stacionarne faze, doke je 
rasprostiranje rezultujućeg hromatograma povezano sa 
migracionom brzinom komponenata.Različiti tipovi 
HPLC sistema zasnovani su na različitim supstancijama 
koje se koriste za stacionarnu i mobilnu fazu.Nakon 
izlaska komponenti iz kolone, one se mogu registrovati 
detektorom , čija je intenzitet signala proporcionalan 
koncentracijama komponenti.











Karakteristika Hemisorpcija Fizisorpcija


Tip Monoslojna Višeslojna


Tip veze Kovalentna Vandervalsove 


sile


Temperatura Visoke 


temperature


Temperature 


ispod tačke 


ključanja 


adsorbata


Znak entalpije Negativna Negativna


Entalpija 


adsorpcije


>85 kJ/mol < 40 kJ/mol


Uticaj prirode 


adsorbata i 


adsorbensa


Zavisi od prirode 


adsorbata i 


adsorbensa


Zavisi od prirode 


adsorbensa


Reverzibilnost Ireverzibilna Reverzibilna


Energija 


aktivacije


Postoji-aktivirana


Ne postoji-


neaktivirana


Ne postoji







Tipovi adsorpcionih izotermi











METODA ANALIZE


Nikosulfuron se određuje visoko performansnom tečnom 
hromatografijom korišćenjem kolone Knauer C18 (250 x 
4 mm). Jedinjenje se detektuje UV detektorom na 245 
nm.


Mobilna faza  pH 2.5 voda + acetonitril, podesiti na pH 
2.5 fosfornom kiselinom koristeći kalibrisani pH metar.







APARATI


Visoko performansni hromatograf  opremljen 
konstantnim protokom pumpe, konstantnom 
temperaturom dela u kome se nalazi kolona, injektor 
za ubrizgavanje uzorka zapremine 2 µL , UV detektor 
promenljive talasne dužine (245 nm)  i digitalni 
integrator.
HPLC kolona Knauer C18, 250 x 4 mm
pH metar  Iskra, tip MA 5730
Analitička vaga Explorer Ohaus ( max 110g, d = 0.1 


mg)
Pumpa Bischoff 
Injektor  Biscoff , glass body 100 µL
Detektor  Biscoff  lambda 1010
Membranski filter Phenex, RC 0.45 µm







POSTUPAK


Radni uslovi


Kolona  Knauer C18, 250 x 4 mm


Eluent  30% Acetonitril / 70% Voda 
(pH 2.5 , H3PO4 )


Protok  1.5 mL/min


Talasna dužina detektora   245 nm


Vreme analize  10 minuta







Kalibracioni rastvori


10 mg, 20 mg, 40mg, 60 mg, 80 mg 
supstance nikosulfurona se odmeri i 
prenese u normalni sud od 100 mL, zatim 
se acetonitrilom dopuni do crte.Tretira se 
u ultrazvučnom kupatilu oko 10 minuta.


Koncentracija nikosulfurona u rastvorima 
redom je 100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 
600 mg/L, 800 mg/L.
Kalibracija je u opsegu od 0 - 800 mg/L. 
Da bismo dobili uzorak u opsegu 
kalibracije moramo ga razblažiti.







     Konstruisanje kalibracionih dijagrama


Pri datim uslovima kao i načinu pripreme 
standardnih rastvora, snimljeni su 
hromatogrami standardnih rastvora ispitivane 
supstance (nikosulfurona).Dobijeni 
hromatogrami prikazani na slikama 1-
5.Hromatogrami standardnih rastvora 
nikosulfurona su snimani tri puta i za dalji 
proračun korišćene su srednje 
vrednosti(površine pika) za svaku pojedinačnu 
koncentraciju.
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HPLC hromatogram standardnog rastvora 
nikosulfurona koncentracije 100 mg/l
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Na osnovu dobijenih vrednosti iz površine 
pika za svaku koncentraciju standardnog 
rastvora nikosulfurona konstruisan je 
kalibracioni dijagram, predstavljen na slici







Kalibraciona prava predstavljena na slici  može se 
predstaviti analitičkim izrazom
                                              S = A + BC  ; R
S - površina pika
C- koncentracija
A-odsečak (apsorbancija)
B- koeficijent pravca
R- korelacioni koeficijent
Parametri dobijeni sa kalibracionog dijagrama su:
RSD = 4.007%
R = 0.99754
C = 0.82016
A = 0
k1 = 0.82016
                                            S = 0 + 1/k1 * C







PRIMERI PRIMENE 
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HPLC hromatogram SLEPE PROBE (bazna linija)







AMINOKISELINE
Predkolonska derivatizacija


o-phthalaldehyde, phenyl isothiocyanate 


(PITC), fluorescamine, dansyl chloride







1. L-Aspartate, 2. L-Glutamate, 3. L-Serine, 4. Glycerin, 5. L-


Histidine, 6. L-Arginine, 7. L-Threonine, 8. L-Alanine, 9. L-Proline, 


10. Ammonia, 11. L-Tyrosine, 12. L-Valine, 13. L-Methionine, 14. L-


Cysteine, 15. L-Isoleucine, 16. L-Leucine, 17. L-Phenylalanine, 18. 


L-Lysine







AMINOKISELINE
Postkolonska derivatizacija 


o-phthalaldehyde


o-phthalaldehyde











HPLC -IC hromatogram aminokiselina







C18; Gradijent; Fluorescentna detekcija (318 
nm, 455 nm) 







C18; Gradijent; UV detekcija (220 nm);  


1:Cytochrome c
2: Fibrinogen, human
3: Chymotrypsinogen
4: b-Lactoglobulin
5: Thyroglobulin
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