Organska elementarna analiza.
Metode molekulske spektroskopije.

Automatizovane metode analize.




4 Organska elementarna analiza
C,HN,O,S

Nobelova nagrada 1923 za hemiju za kvantitativnu organsku
mikroanalizu

Organska elementna analiza se koristi za odredivanje C, H, N1 S
u organskim i neorganskim materijalima u c¢vrstom, te¢nom ili

. i Fritz Pregl
gasovitom stanju. g

1869 —1930

Visoko efikasni analizatori sa sagorevanjem za brzu CHNOS analizu u organskim
mikro 1 makro uzorcima

Primena: u farmaceutskoj  industriji,
organskoj/neorganskoj hemiji  (polimeri,
tekstil, plastika, deterdzenti, eksplozivi),
analizi zivotne sredine (vode, zemljista, ...),
analizi ljudskih i1 Zivotinjskih uzoraka
(analiza krvi, kose, seruma, urina, noktiju,
...), poljoprivredi, petrohemiji, za analizu
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Odredivanje C, H,N,Si O

Analiza poc¢inje odmeravanjem odredene kolicine uzorka
(od par mg do nekoliko stotina mg) u camci¢ za
sagorevanje, koji se unosi u atmosferu cistog kiseonika, a
sagorevanje se vrsi najcesc¢e na temperaturi do 1100°C.

Uzorak sagoreva oslobadaju¢i ugljenik u obliku CO,
gasa, sumpor se oksiduje 1 oslobada u obliku SO, gasa,
azot u obliku gasova azota.

Oslobodeni gasovi se pumpaju kroz odgovarajuce
detektore za precizno merenje svakog elementa.

Koncentracija nepoznatih uzoraka se odreduje u odnosu
na kalibracione standarde.




Kalibracija

Ciste organske supstance se koriste za kalibraciju i poZeljno je da budu to sli¢nije
analiziranom uzorku.

CorHam N OES
M=521.5g/mol

requires % C 62.18
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Mass % elements

¢ Assume 100 g sample

Calculate the grams
of each element

¢ Use atomic weights

Calculate the moles
of each element

Calculate the molar ratio
for each element

Asggign
empirical formula




Odredivanje ukupnog sadrzaja azota
(Total nitrogen analysis)

Ukupni azot (TN) je suma azota iz nitrata, (NOj), nitrita (NO,"), amonijaka
(NH,) i organsko vezanog azota.

Kjeldahl-ova  metoda se Kkoristi za ‘ N1 e
kvantitiativno odredivanje azota u organskim S copehnd™ | a» U
supstancama i azota iz neorganskih u obliku "y T e
amonijaka i amonijum jona (NH./NH,*). X e s oo ~ 8\ !
Medutim, ne moze se odrediti azot iz nitrata | S ] zgl.‘?‘ yoluime
nitrita. /I\ I ]\

Detektori: termalno provodljivi detektor (TCD),
elektrohemijski ~ detektori,  hemiluminiscentni
detektor

-




Odredivanje ukupnog organskog ugljenika
Total carbon analyises (TC, TIC and TOC)

Ukupni neorganski ugljenik TIC — ugljenik
koji potice od prisutnog ugljenika u
neorganskim jedinjenjima koji su rastvoreni u
rastvoru (ugljen dioksid, karbonska Kkiselina,
hidrogenkarbonatni anjon i karbonatni anion)

Ukupni organski ugljenik TOC - ukupni
ugljenik koji se nalazi u organskim molekulima
ukupni

Ukupni ugljenik TC - sadrzaj

ugljenika u uzorku

TC
ukupni ugljenik

)

l
I l

TIC TOC
ukupni n_eor_ganski ukupni organski
ugljenik ugljenik

Sample inlet

Acid reagentaddition

TOC=TC-IC
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Za svaki tip porekla ugljenika mora se koristiti odgovarajuca analiticka metoda.

1. Ukupni neorganski ugljenik (TIC) se moze odrediti pomoc¢u kulometrijskog detektora.

2. Odrezivanje ukupnog organskog ugljenika je moguée na dva nacina:

v'odredivanjem ukupnog ugljenika i oduzimanjem vrednosti dobijene za neorganski ugljenik

v’"Uklanjanjem neorganskog uljenika pomoc¢u H;PO, prevodeéi ga u CO, koji se iz sistema
uklanja pomocu noseceg gasa. Preostali organski ugljenik se oksiduje pomoc¢u UV zracenja |
nastali CO, se meri pomo¢u konduktometrijske celije.

Sample inlet

Acid reagentaddition Oxidiserreagentaddition

Oxidation reactor Delay coil

Total carbon analysis (TC) “w_: “Inorganic” carbon analysis (IC)

TC Measurement e IC Measurement

TOC=TC-IC




~ METODE MOLEKULSKE SPEKTROSKOPIJE
(za kvalitativnu I kvantitativnu analizu)

Metode molekulske spektroskopije za kvalitativnu i kvantitativnu analizu hemijskog
sastava: odredivanje prisutnih jedinjenja tj.molekula (molekulski joni i radikali
takode).

Pored metoda molekulske spektroskopije, za odredivanje prisutnih jedinjenja koriste
se 1 elektrohemijske metode (obi¢no se odreduju molekulski joni)

Metode molekulske spektroskopije mogu se podeliti u dve grupe:

- masena spektrometrija molekula (detaljno se uci 1z predmeta Fizickohemijske
metode analize).

- metode spektroskopije elektromagnetnog zracenja molekula
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zracenja

v" Ekscitacija elektrona (molekulska UV-VIS spektrofotometrija)

v Vibracioni prelazi
spektrometrija)

(infracrvena

v" Rotacioni prelazi (mikrotalasna oblast, delom daleka infracrvena, malo se

koristi u analitici)

v Prelazi u vezi spina (radiotalasna oblast - nuklearna i1 mikrotalasna oblast -

Metode molekulske spektroskopije elektromagnetnog

spektrometrija,

elektronska magnetna rezonancija NMR | EPR)

Vm = ety
A CI |
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U molekulskoj spektroskopiji se ne upotrebljava termicko pobudivanje,
pogotovo ne u u UV-VIS oblasti, jer bi se molekuli disosovali.

Emisioni spektri samo za male molekule koji su dovoljno stabilni da se ne
disosuju na temperaturi potrebnoj za ekscitaciju: analiticka primena samo u
astrofizici

Metode su ili apsorpcione ili se primenjuje fotonsko pobudivanje
(molekulska fluorescencija)

Neke metode viSse pogodne za kvalitativnu neke vise za kvantitativnu
analizu

Vibrational

—
4 Levels (4)

‘\

E Electronic

/ Levels (2)

Rotational
Levels (5)

1

1

B. Electron excitation and molecular vibration




/Molekulska UV-VIS apsorpciona spektrofotometrija

Prakti¢ni (instrumentalni) razlozi ograni¢avaju primenu molekulske UV-VIS
spektrofotometrije na oblast 200-1000 nm, tj. na optic¢ku oblast.

UV-VIS spektri molekula poticu od prelaza valentnih elektrona.

Prelazu valentnog elektrona kod atoma odgovara jedna linija, kod molekula sistem
traka: kombinaciji vibracionih nivoa odgovara traka a rotacionih nivoa jedna linija.

Rotaciona i vibraciona struktura elektronskog prelaza LWLl

kod molekula se mogu videti obi¢no samo u parnom [~ T

stanju. U kondenzovanim stanjima interakcija - P S

susednih molekula je velika i struktura se gubi: u . IVAVAV AR

vodenim rastvorima ostaje Siroka apsorpciona traka. P i Vil
' K%,

,\»77‘—
450 500 550 600

Wavelength [nm]




Source

Sema spektrofotometra

Jednozra¢ni spektrometri Dvozracni spektrometri

Monaochromator

Monochromator Detector

Dispersion

/ @ device
: Exit slit Entrance Beam ‘ia
/ Source slit splitter %

Dispersion @.- - I

device

® Sample Detector
Entrance
slit

Reference  Detector




UV-VIS spektralna oblast

Ovaj deo spektra elektromagnetnog zracenja podeljgﬁjgha 3 pod oblasti: bliskiUV
(185-400 nm), vidljivi (400-700 nm) i bliski IR (700-1100 nm).

Vecina komercijalnih spektrofotometara pokriva oblast 185-900 nm.

Donja granica instrumenta zavisi od prirode optickih komponenti koje se koriste u
opremi; kao i od toga da li je na putu svetlosti (na optickom putu) prisutan vazduh
Ili ne. Kiseonik i voda apsorbuju intenzivno u oblasti ispod 190nm.

Neki instrumenti, koji su konstruisani tako da se u njima (u odeljku u koji se
smeSta uzorak) moze izvrSiti evakuacija, rade sa gasnim uzorcima do granice od
150 nm.Ovo je domen daleke ili vakuumske UV oblasti.

Gornja granica detekcije je odredena osobinama detektora spektrofotometra.
Postoje komercijalni UV-VIS spektrofotometri kod kojih je granica detekcije u
Kbliskoj Infracrvenoj oblasti pomerena do 3300nm.

/
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Izvori primarnog zracenja:
kontinualno zraCenje

Vodonicna (H,) ili deuterijumska (D,)
lampa (160 — 375 nm) za UV oblast

Volframska (W) lampa (300 — 2500 nm)
za vidljivu oblast

Lamps

Tungsten (Visible)
Deuterium (UV)

Deuterium
/ Lamp

"
Tungsten

Lamp

Light Intensity

| | | |
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Ksenonska (Xe) lampa (150 — 800 nm) za
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Irradiance
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4 Kivete
Kivete, mikrokiveta, termostatirana kiveta.

S-position holder long cell path holde

Postoje mnogi razli¢iti materijali od kojih se kivete
mogu praviti. Cetiri najpopularnija materijala za
Kivete su:

v’ Opticko staklo ili Pyrex staklo micro cuvette cell holder | solid sample holder
v'UV kvarc - i
VIRkvare [ Domer I _'
v'Safir Opticko staklo 340 - 2,500 nm

UV kvarc 190 - 2,500 nm . - i

IR kvarc 220 - 3,500 nm |

Safir 250 - 5,000 nm
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Utica) rastvaraca

Kako svaki rastvara¢ ima svoju karakteristicnu polarnost, i kako se zna da elektronski
prelazi menjaju raspored naelektrisanja jedinjenja u rastvoru, ocigledno je da ¢e pozicija i
Intenzitet apsorpcionih traka varirati u izvesnoj meri zavisno od prirode rastvaraca koji je
primenjen. Uticaj na polozaj maksimuma apsorpcije koji se ostvaruje kada se promeni

rastvara¢ je vrlo vazna indikacija za tip elektronskog prelaza koji postoji u uzorku. Postoje
dva razlic¢ita slucaja:

Hipsohromni efekat (plavi pomeraj) i batohromni efekat (crveni pomerayj):

1.50
Hyperchromic _ i A
']

. |
Hypeochwomic Bathoc hromic 2or !
Ve shiled) (Red shifted) {

' 0.90 |
n.m!— ':.
AW
0.30F \
\
Wavelength (nm) o

Wannalangth (nm)

Trake posebno “bezoblicne” sa polarnim rastvaratima, sa
nepolarnim rastvaracima se vidi i vibraciona struktura traka. -




Priroda (polarnost) rastvaraca utice na polozaj apsorpcionog makimuma.
Kod prikazivanje spektra nekog jedinjenja potrebno je naglasiti koji je
rastvaraC koriSc¢en.

Kao rastvaraci U apsorpcionoj spektrometriji koriste se jedinjenja koja ne
apsorbuju UV-VIS zraCenje. Za ocuvanje fine struktire Kkoriste se
nepolarni rastvaraci.

\oda 190
Etanol 210
N-heksan 195
Cikloheksan 210
Benzen 280
Dietil-etar 210

aceton 330
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Razlika elektronskih spektara valentnih elektrona 1 molekula: jednom prelazu
Izmedju dva elektronska stanja kod atoma odgova jedna linija, kod molekula sistem
traka.

Razlika elektronskih spektara valentnih elektrona i molekula: kod najveceg broja
elemenata rezonantne linije odnosno spektar leze u optickoj oblasti, tek nemetali i
plemeniti gasovi ne daju upotrebljive linije u optickoj oblasti ve¢ u vakuumskoj. Kod
molekula to nije tako. Stvaranjem hemijskih veza energije pobudivanja postaju
znatno vece tako da tek manji broj molekula daje spektre u opti¢koj oblasti.

Funkcionalne grupe u molekulima koje daju apsorpciju u optickoj oblasti:
hromofore.

Kod organskih jedinjenja za apsorpciju u optickoj oblasti potrebno je postojanje =
veza (dvogube i trogube veze) i nevezivnih elektronskih parova kod vecih atoma kao
Sto su O, N,S... Spektri u opti¢koj oblasti vezani za prelazen - n" in — n°

- /




Energy in the form of Light

y ﬁ vy o* (anti-bonding)

n* (anti-bonding)

T
n + n* I n —» c*
: n (bonding)

nt (bonding)

C—>aNM"0c 50"

o (bonding)

¢c—>crandc—>n" (A . <150 nm)

n—c*and r — o* (*5)inthe 150-250 nm region

n—n*and z - n* A, = 200-600 nm.




/cs—m* I N—¢™ prelazi imaju preveliku energiju 1 leze u vakuumskoj UV. Izuzetak\
daje prisustvo velikih elektronegativnih atoma kao sto su S, I, Br... tako sa samo
neki supstituisani alkani mogu dati UV-VIS spektre preko n—c* prelaza.

Zasi¢eni ugljovodonici, koji poseduju samo veza c—ac* , transparentni su u oblasti
bliskog UV (hexane (gas): Amax=135 nm).

Zasic¢eni ugljovodonici mogu biti rastvaraci za supstance koje apsorbuju u bliskoj
UV oblasti. n—¢™* imaju sledeéi rastvrac¢i metanol Amax=183 nm;etar:Amax=190
nm; etilamin: Amax=210 nm; 1-hlorobutan: Amax=179 nm.

n—a* prelazi se javljaju kod jedinjenja koja sadrze elektronegativni atom koji ima i
nevezivne orbitale i gradi dvogube veze (O, N)... Ovi prelazi imaju manju energiju
od T—nt* ali su slabiji, zbog malog preklapanja ovih orbitala.

n—n* prelazi imaju vecu energiju od n—x* prelaza ali su mnogo intenzivniji.
Trake koje poticu od ovih prelaza pomeraju se prema vec¢im talasnim duzinama i
postaju intenzivnije sto je delokalizacija elektrona veca.

- /




/Kvalitativna analiza

Zbog sirina traka (nedovoljna specificnost spektra) nije direktno moguca, ipak,
UV-VIS spektrofotometrija moze da posluzi kao pomo¢éna metoda u identifikaciji
jedinjenja.

Bilo koji snimljeni spektar dobijen je od uzorka koji sadrzi ogroman broj molekula
koji nisu svi na istom energetskom stanju.

Zbog toga, 1ako je elektronski skok kvantiran i odredjen,dobijeni graficki prikaz
spektra je u obliku trake a ne linije, pa ta traka ,,pokriva” linije nastale od
elektronskih, vibracinih ili rotacionih prelaza individualnih molekula

o 0O
- Gas
phase S.0r
1.4 —
° Heptane T 4.0k
§ B solvent IDg o
=]
5 12 N ! I I | =l
8
< 1.6
Water =
"~ solvent '
14 - 200 200 400 S00
. Alcohol — & (nm)—=
solvent
| | | |
1‘2 . . v *
260 280 300 320 Uticaj duzine hromofore

K Wavelength, nm /
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Molekulski elektronski spektri daju
siroke trake nekarakteristicnog oblika,
zato je ova metoda generalno
neprimenljiva za kvalitativnu analizu.

U nekim situacijama moze da pomogne
u identifikaciji  nekih  jedinjenja
poredenje sa bazom podataka

Figure 14-4 Ultraviolet spectra for typical organic com

pounds




Prisustvo necistoca

U.V. SPECTRA OF PARACETAMOL (PCM)

1 Standard PCM

LA b

1 PcM with impurity
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Kvantitativna hemijska analiza

Primena UV-VIS spektrofotometrije za kvantitativhu hemijsku analizu jedinjenja
vrlo Siroko zastupljena.

Uobicajena osetljivost je reda 10 do 10> M ili ¢ak niZe za 1-2 reda veliCine.
Umerena selektivnost, potrebna priprema uzorka, preciznost dobra, jeftina metoda.
Spektrofotometrija vrlo zastupljena u Iaboratorijama_,_p_o_gotovu Joj je polje primene
nekim oblastima primene izgubila na znacaju.

Za vecinu elemenata postoji razradena spektrofotometrijska metoda odredivanja u

vodama, hrani... Dati element se prevodi u jedan jonski oblik koji se onda
kompleksira u pogodan kompleks ¢ija se apsorbancija meri.
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apsorpcija elektromagnetnog zracenja:

Berov zakon A= -logT =log(l,/l) = abc WZ

I
-T C,O- 1

Il umesto a molarna apsorptivnost se obelezava i sa €.
i

[

Apsorbancija zavisi od osobina molekula, talasne duzine I temperature
(preko molarne apsorptivnosti) kao 1 od duzine apsorpcionog puta i

koncentracije

Berov zakon je aditivan, doprinosi ukupnoj apsorbanciji na datoj A od
razli¢itth kKomponenti se sabiraju

X y Xty X y X+y

Absorbance
Absorbance

0.0

0.04
T T T 1 1 I T 1
200 210 220 230 240 200 210 220 230 240
Wavelength /

K Wavelength
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Odstupanje od linearnosti pri  visokim
koncentracijamam analita:

positive ideal
v Usled velike koncentracije apsorbujuée deviation|
vrste mogu medusobno da reaguju =
\{.:/ '.‘.

] L ] o ] S / negative
v Analit disosije/asosuje ili reaguje sa g deviation

v L
rastvaracem. s
v" Na smanjenje apsorpcije uti¢e 1 ukupna
koncentracija drugih supstanci, pogotovu

concentration

elektrolita

v a = f(A); vecina iIzvora su polihromatski, a
ne isklju¢ivo monohromatski
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Berov zakon vazi samo za
monohromatsko zracenje, Sto
prakti¢no nije izvodljivo, uvek radimo
sa Intervalom zraCenja. Ipak, sa
polihromatskim upadnim zracenjem
linearnost mala

Problem ako se apsorptivnosti
razlikuju, to je jos jedan razlog zasto
je bolje raditi na maskimumu trake,
pored toga Sto je tu apsorptivnost
najveca pa je 1 osetljivost najveca

Kompromis: zbog Sirine apsorpcionih
traka nije neophodno da spektralna
Sirina upadnog zracenja bude previse
mala

-

Large change in absorbance
per unit change in wavelength

Absorbance

Absorbance

Minimal change in absorbance
per unit change in wavelength

A

>

Wavelength
A
~ Band A
__——— Band B
e
>

Concentration

™
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| ako mnoga jedinjenja pokazuju UV-VIS apsorpciju,
generalno je princip kvantitativne analize kompleksiranje
datog analita u kompleks koji daje intenzivnu apsorpciju

Rezultat osetljiv na prirodu rastvaraca, pH, T, jonsku
jacinu

Mogucénost hemijskih interferencije je znacajan i njihova
eliminacija odvajanjem ili maskiranjem je cesto
neophodna.

Zbog hemijskih interferencija 1 potrebe formiranja
kompleksa ova metoda je sporija i manje selektivha u
odnosu na metode atomske spektrohemije

Mnoge Dbiohemijske analize se obavljaju upravo
spektrofotometrijski. U nasim bolnicama se velika veéina
hemijskih analiza obavlja upravo spektrofotometrijski

Dobra osteljivost, umerena selektivnost, loSe za

kvalitativnu

-

Yellow
Acid Form

Absorbance

™

0
A

L)
OH S 4
.r\.r_ OH H + {‘1 .-" }\ .r;)_ CH
. _ 5-’0 b4
o

Wavelength (nm)

Red
Base Form




The molecular structure of Rose Bengal
(4,5,6,7-tetrachloro-2',4',5',7'-
tetraiodofluorescein).

Concentration (uM)
Wavelength (nm)

Calibration curve of Rose Bengal.
Equation of line: y = 0.0977x — 0.1492
(R2 =0.996)

UV-vis spectra of different concentrations of
Rose Bengal

-

30

2,5 o
—— Blank
2.0- ——5uM 2l
15- 10/ Absorbance 1.5
Absorbance — 15 uM (arb. units)
25 uM 0.5-
0.5
0 1 I 1
0 ] 1 0 10 20
200 400 600 800




Z.astita zivotne sredine

Al bojena reakcija gradenja kompleksa sa eriohrom cijanidom na pH=6 535
(pink kompleks)
As redukcija do AsH; pomoocu Zn apotom reakcija sa dietilditiokarbamatom 535
(crveni kompleks)
Cr oksidacya do Cr (IV) 1 reakcyja sa difenilkarbazidom u kiselog sredim 540
(crvrno-ljubi¢asti proizvod)
Cd ekstrakcija CHCl, koji sadrzi ditizon (crveni kompleks) 518
Hg ekstrakcija CHC, koji sadrzi ditizon (narandzasti kompleks) 492
1"~.IH3 reakcija sa amonijakom, hipohloritom 1 fenolom daje plavi indofenol 630
CN- pretvara se u CNClreakcijom sa hloraminom T, 1 u reakeij sa pindin-TBA daje 578

crveno-plavi kompleks

fenol reakcija sa 4-aminoantipirinom 1 K;Fe{CN); antipirinsku boju 460

deterdz. anjonski detedZzent daje plavi proizved u reakcin sa katjonskom bojom, metilenskim 652
plavim




Klinicka ispitivanja

ukupan sadrZaj proteina u reakcija proteina sa NaOH i Cu®* jonima 540
serumu (plave-ljubic¢asti kompleks)

ukupan sadrzaj holesterola u reakcija sa Fe’™ jonima u prisustvu izopropanola, siréetne kiseline 540
serumu 1 H,SO, (plave-ljubicasti kompleks)

mokracna kiselina reakcija sa fosfovolframovom kiselinom (daje tzv. W1 plavo) 710
barbiturati u serumu ekstrakcija barbiturata u CHCl; a potom u 0.45 M NaOH 260
glukoza reakcija sa o-toludinom na 1000C (plave-zeleni kompleks) 630
jod vezan za proteine razlaganjem proteina oslobada se jodid koji se odreduje pomocu 420

sopstvenog katalitickog delovanjana redoks reakciju izmedu
Ce* i As?"
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Analiza industrijskih uzoraka

- farmaceutski proizvodi (mnogi imaju hromofore koje apsorbuju u ULJ i VID oblasti)
- vitamini

- antibiotici

- hormoni

- analgetici

- hrana

- boje i lakovi

- staklo i metali

Primer:

- odredivanje CistocCe tableta aspirina (acetilsalicilna kiselina)

- salicilna kisleina koja nastaje oksidacijom acetilsalicilne kiseline ¢ini necistocu u
tabletama aspirina (ne bi smelo da je ima vise od 0,01% w/w)

- njena koncentracija se prati preko intenziteta apsorpcione trake na 280 nm

Forenzika

—anliza droga i drugih narkotika
— odredivanje sadrZaja alkohola, test izdisaja

-




. AUTOMATIZOVANE METODE ANALIZE A

Analiza injektiranjem u protok (Flow-Injection Analysis) FIA je najednostavnija i
najzastupljenija metoda automatizovane analize.

FIA metode analize podrazumevaju reakciju izmedju jednog ili vise reaktanata sa
analitom pri ¢emu nastaje produkt koji se moze pogodno detektovati.

Analiza injektiranjem u protok (flow injection analysis, FIA) prva je moderna

mikrofluidna metoda razvijena od strane Ruzicke i Hansena 70-ih godina proslog
veka.

FIA je analiticka metoda za automatsku analizu te¢nih uzoraka koja se zasniva na
disperziji zone uzorka nastale injektiranjem uzorka u tok.
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Mikrofluidika obuhvata poznavanje i tehnologiju sistema kod kojih se cevi vrlo
malih dimenzija koriste za rukovanje malim koli¢inama rastvora (10 do 1018 L).
Zbog mnogih prednosti, mikrofluidika svoju osnovnu primenu nalazi u hemijskoj
analizi. Glavne prednosti su koristenje vrlo male koli¢ine uzorka ili reagensa,
separacija i detekcija visoke rezolucije i osetljivosti, nizak trosak I kratko vreme
analize. Kompleksnije tehnike mogu se Kkoristiti za sintezu i istovremenu analizu
sintetiziranih uzoraka.




/FIA (Analiza injektiranjem u protok sistema) sa jednim reagensom: prim@
kolorimetrijski reagens za Cl- Hg(SCN), koji se kontinuiranim protokom dobijenim
peristaltickom pumpom propusta kroz sistem. U slavini za uzorkovanje se u taj protok
reagensa dodaje uzorak i onda zajedno idu u reakcioni kalem.

Reakcioni kalem, obi¢no dug 50-tak cm, duzina mu je uskladena sa brzinom toka
fluida, obezbeduje meSanje reaktanta i analita 1 time njihovu potpunu hemijsku
reakciju. U nasem primeru reakcija je:

HG(SCN), g + 2Cl 5 > HgClyqy + 2SCN-
Fe3* + SCN- <> Fe(SCN)?* (crveno)

Dobijeni produkt se onda detektuje kolorimetrijskim detektorom.  Reaktant
kontinuirano prolazi kroz sistem, povremeno se u protok reaktanta ubacuje uzorak koji
sa reaktantom gradi produkt koji se pogodno (jednostavno, jeftino, selektivno,
osetljivo) detektuje

FIA metode analize se koristi
za odredivanje hlorida u
pitkoj vodi, povrsinskoj vodi,
telesnih tecnosti, industrijskog

otpada /
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Za razliku od hromatografskih metoda, kod FIA nema separacione kolone ve¢
Imamo hemijsku reakciju kojom se analit hemijski pretvara u pogodniji oblik za
detekciju.

Detektori: moze se nalaziti jedan ili vise detektora koji se koriste za opazanje
promena u apsorbanciji, fluorescenciji, atomskoj emisiji ili apsorpciji, infracrvenoj
apsorpciji, pH vrednosti, elektrodnom potencijalu, elektricnoj provodljivosti, masi i
ostalim svojstvima.

Injektor uzorka radi na slicnom principu kao kod HPLC, ubacivanje uzorka se
dodatno moze automatizovati autosemplerom koji pored automatizacije doprinosi
preciznosti cele analize (ujednacavanjem ispustanja uzorka).

Peristalticka pumpa formira protok fluida sa minimumom pulsacija koje su prisutne
zbog njenog principa rada: protok se reguliSe precnikom creva i brzinom motora.
Jedna peristalticka pupa moze da “tera” nekoliko paralelnih protoka, protoci su
obi¢no od 0.0005 do 50 ml/min.

- /
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Na slici dole, levi deo, vide se pikovi standarda razli¢itih koncentracija (od 5 do 75
ppm), svaki standard je meren 4 puta. Na slici desno vide se pojedinacni pikovi
standarda 75 1 30 ppm na drugoj vremenskoj skali. 1z datih slika se mozemo
orijentisati u pogledu tipi¢nih vremena trajanja FIA analize.

Oblik pika koji se dobija na detektoru zavisi od vise faktora, pozeljno je da bude sto
uzi. U teoriji FIA, Sirenje pikova analita zove se disperzija.

Disperzija D kod FIA, se definiSe 1 kao odnos signala kad ne bi bilo disperzije i signala
na maksimumu realnog pika. Sto je Sirina pika veca disperzija je veca.

Difuzija pika zavisi od Sirine cevi, brzine toka fluida i zapremine uzorka.
A
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Slika levo daje uticaj veli¢ine uzorka na visinu i oblik pika. Velike zapremine uzorka
otezavaju mesSanje Sa reagensom i nisu pozeljne. Zbog potrebe mesanja uzorka i
reagensa D je obi¢no vece od 2.

Slika desno pokazuje uticaj duzine kolone (date u cm) na oblik pika.

Vece d t]. veca Sirina pika povecava vreme po uzorku potrebno za analizu a zbog
manje visine pika smanjuje donekle i osetljivost.
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Table 1. Features of the automatic FIA extraction methods.

Chemical Chrganic Separating Detection

Analyte foundation phase S¥SLEMm system
Mo CF Isoamyl alcokol Gradient chamber Photometric
Fhb, Cd Carbon tetrachloride MOH connecror-

paper phase
Cd Chloroform Paper phase
POy Isobuthyl acetate Membrane
u Tributil phosphate/ Modified T-piece

heptans

K IPF 1, 2-dichloro-ethane No Fluorimetric
Ga CF lzoamyl alcohol Membrane
Cu, Ni, Zn, Pb t-methyl-2-pentanone Membrane AAS
zn
Zn Membrane
G0y - IPF Glass-Teflon T-piece
NG;“-N 09_
NG::L_., N[}ﬂ_
Caffeine NCR Chloroform Teflon T-piece Photometric
Codeine IPF
Anionic surfactans gradient chamber
Anionic surfactans Toluene
Cationic surfactans chloroform Y-connector
Procyclidine Membrane
Diphenyldramamine NCR Ciyclohexane Paper phase-tefllon
B-chlorotheofilline membranes
Vitamin B, ER Chloroform Teflon T-piece Fluorimetric
Steroids IFF 1, 2-dichloro-ethane Chemiluminescenoes




SAMPLE FIA sistemi mogu biti i
komplikovaniji, na slici levo

PUMP
RC1 RC2
CARRIER Q vidimo  sistem sa dva

uzastopna reagensa 1 dve

= kolone za meSanje.

—_—

Daljnim razvojem ove metode nastaje sekvencijska injekcijska analiza (sequential
Injection analysis, SIA). Glavna razlika izmedu te dve metode je nacin disperzije
uzorka 1 reagensa. SIA je mikrofluidicka metoda c¢ija je glavna karakteristika
dvosmerni neprekinuti tok uzorka i reagensa.

SYRINGE HOLDING COIL SAMPLE REAGENT DETECTOR
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