Priitokova injekéni analyza se spektrofotometrickou detekci

Teorie:

Pritokova injekéni analyza (FIA) je analytickd metoda s plynulym tokem vSech roztokd,

zalozena na vstiikovani vzorku do proudu reagenti (Obr. €. 1).
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Obr. ¢&. 1: Princip priitokové injekcni analyzy
Zakladni schéma FIA (Obr. ¢. 2) systému se sklada ze &tyi ¢asti: 1. zdroj proudu kapaliny -

peristaltickd pumpa (priitokové rychlosti asi 0,5 — 5,0 mlmin’), 2. injekéni systém — davkovaci

nizkotlaky 3esticestny ventil se smyckou daného objemu, 3. reakéni zona - civka, 4. detektor.
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Obr. €. 2: Schéma zakladniho zapojeni prutokové injekcni analyzy



Vlastni pohyb vzorku a ¢inidel, jejich michani a chemickd reakce probiha v teflonovych
nebo polyethylenovych trubicich o vnitinim praméru 0,5 - 1 mm.

Vysledkem analyzy jsou za sebou jdouci piky zéavislosti signalu (napf. absorbance) na Case,
jejich vyska h je mirou analytické koncentrace (Obr. €. 3).

Vzorek je pii prichodu vedenim rozmyvan v nosném proudu cinidel a vytvaii se
koncentraéni gradient. Kontrolovana disperze je zakladni charakteristikou metody FIA. K disperzi

vzorku muze dojit ptimo v rozpoustédle, kdy nedochéazi k chemické reakci, a nebo 1 pii chemické

reakei v proudu reagentt.
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Obr. &. 3: Zdaznam FIA piku a dilezité charakteristiky: h — Vyska FIA piku, T — cas dosazZeni

maxima analytického signalu od nastiiku vzorku

K popisu koncentraéniho gradientu se uZiva disperzni koeficient D, ktery je dan pomérem

pocatecni koncentrace a aktualni koncentrace v daném bodé¢ (Case):

C

— 0
D= (1)
kde Co je pocateéni koncentrace a C je aktualni koncentrace. Hodnota D je vzdy vétsi
neZ jedna a nejéastéji se odeéita v bodé maximalni koncentrace (Cmax), které pak odpovida hodnota

Dmax.

Podle velikosti disperzniho koeficientu rozlisujeme tii druhy disperze: omezena (D =1 -3),
stiedni (D = 3 -10) a velka (D = 10).



Velikost rozptyleni zony, a tedy i tvar a vyska zaznamenaného signalu, zavisi na objemu

vzorku (Obr. €. 4), délce reakcnich civek (délce celého vedeni) (Obr. €. 5)
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Obr. &. 4: Vliv davkovaného objemu (ul) Obr. &. 5: Vliv délky vedeni

a na parametrech pratokového zatizeni:

1. S objemem vzorku roste vvSka a §irka piku pfi dané hodnoté koncentrace.
2. S rostouci délkou trubic se pik rozsifuje a jeho vyska klesa.
3. Mezi parametry ovliviiujici signdl patii: vnitini primér vedeni - d, délka trubicky - L, linedrni

rychlost proudéni kapaliny - F (¢im je vétsi, tim je disperze mensi), objemova rychlost ¢erpani — Q
(Obr. €. 6), vnitini objem detekéni cely, geometrie systému...
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Pro kvalitni zaznam signalu v metod¢ FIA musi byt na jedné stran¢ dosazeno malé disperze
vzorku D =1 (V;, d, L, Q) a zarovet musi byt poskytnut dostate¢ny ¢as T pro prob&hnuti reakce T =
f (L, F, Q). Oba tyto pozadavky jsou v§ak protichtidné, proto je velmi diileZité nalézt optimalni
podminky pro provedeni dané analyzy. Aby bylo dosaZzeno malé disperze, musi byt injektovano
minimalné S12 objemu vzorku. Trubice mezi davkovacim ventilem a detektorem musi byt kratka a
uzka. Naproti tomu pro priub¢h chemické reakce, je tieba velké délky trubice a mensi pratokové
rychlosti. Velikost disperze a symetrie signalu je také ovlivnéna reaktorem, ve kterém dochdzi
k michani vzorku s ¢inidly.

Reaktor miize byt realizovan riiznymi zptisoby (Obr. €. 7):

1. pfima trubice

2. reakéni civka (nejb&znéji pouzivana),

3. uzlovy reaktor (nepravidelné zohybana a
stocend trubice).

4. misici komurka

5. koralkovy reaktor
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Pii volbé reaktoru je dilezité, aby doslo k co nejrychlejSimu smiseni a aby byla zvySena
intenzita radidlniho miSeni (vzorek pfi prichodu reaktorem narazi na stény trubice, méni smér toku,
ale stale plati predpoklad lamindrniho proudéni). Naopak rychlost v axidlnim sméru by méla byt co
nejniz$i. Vhodny je takovy reaktor, ktery ma konstantni pramér reakéni civky a dochazi v ném k
prudkym zménam toku.

Dalsi charakteristikou slouzici k popisu koncentracniho gradientu je vedle disperzniho

koeficientu disperzni faktor by:

kde Vi je celkovy objem reaktoru, 12 je as k dosaZeni 50% ustaleného stavu a T je ¢as prob&hnuti

chemické reakce.

Pro sériové analyzy je maximalni frekvence davkovani vzorku Syax ddna vztahem:
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Smax = T
b S1q/2

kde 1, je sirka piku pfi zakladné.

Ve FIA metodé¢ je obecné nutné zajistit bezpulsni tok vSech chemikalii a pfisné
reprodukovatelny vneseny objem vzorku. Pro detekci ve FIA systému je mozné pouzit jakykoliv
detektor vhodny pro dany reak¢ni produkt v kombinaci s pratokovou kyvetou (vnitini objem nékolik
desitek pl).

Mezi detektory vyuzivajici optické vlastnosti latek patii: fotometrické, citlivejsi
fluorimetrické, detektory vyuZzivajici chemiluminiscenci, detektory refraktometrické, AAS, ICP,

plamennd fotometrie. Z elektrochemickych detektorti 1ze pouzit iontové selektivni elektrody a

vodivostni nebo coulometrické detektory.
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Ukol:

Zjistéte vliv nasledujicich parametri na disperzi vzorku v metodé pratokové injekeni

analyzy: objemova pratokova rychlost nosného proudu, délka reaktoru, davkovany objem.

Chemikalie a pristroje:

Methylenova modr, destilovana voda, odmérné bariky, pipety, kadinky.
Programovatelna peristalticka pumpa s osmikanalovou &erpaci hlavou Ismatec (Cole-Parmer,
Vernon Hills, U.S.A.), teflonovy nizkotlaky ddvkovaci ventil s riznymi ddvkovacimi smyckami
(100 pl, 250 ul, 500 pl, 1000 ul) (Rheodyne, U.S.A.), Gerpaci hadi¢ky Tygon (Cole-Parmer),
reakéni civky riznych délek (200, 400, 600, 800, 1000 mm), spojovaci teflonové hadicky (vnitini

pramér 0,5 mm).



Diode-array spektrofotometr HP 8453 (Hewlett Packard, U.S.A.) sftidicim pogitatem a
ovladacim softwarem UV-VIS ChemStation; priitokova kyveta vnitiniho objemu 80 pl s tloustkou
absorpéni vrstvy 10,00 ml (Hellma).

Pracovni postup:

1. Sestavime aparaturu podle obr. €. 2, pfipravime roztok methylenové modii o koncentraci 3107
mol1" (50 ml). P¥i viech méfenich bude nosnym proudem destilovana voda. Ovladani diode-array
spektrometru je uvedeno nize. VSechna méteni budou provadéna pii vinové délce 650 nm.

2. Nejprve ur¢ime hodnotu absorbance samotného roztoku methylenové modfi o dané koncentraci
(ustaleny stav — proméiime spektrum roztoku v kyveté s tloustkou absorpéni vrstvy 10,00 mm).-
Tuto hodnotu pouZijete pro vypocet piislugnych disperznich koeficientii Dmax.

3. Pii promé&fovani vlivu ddvkovaného objemu na signal davkujeme vzorek v t&chto objemech: 30 ul
(spojeni nakratko), 100 ul, 250 pl, 500 ul, 1000 pl, 1500 pl, 2000 ul (pratokova rychlost 2,0 ml-min
' délka reakéni civky 1000 mm).

4. Pfi proméfovani vlivu pritokové rychlosti Q (ml-min'l) na disperzi vzorku proméite rozmezi
pritokovych rychlosti: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 ml-min”". (délka reakéni civky je 1000 mm,
davkovany objem 250 pl).

S. Pii promé&fovani vlivu délky reaktoru na disperzi vzorku proméfte délky reakéni civky: 0; 200;

400; 600; 800; 1000 mm. (priitokova rychlost 2,0 ml-min”, davkovany objem 250 pl).

Ovladani spektrofotometru a ridiciho software:

K zdznamu signdlu nadavkovaného vzorku methylénové modii pouZijeme
spektrofotometr s diodovym polem 8453 firmy Hewlett-Packard. Tento spektrometr 1ze snadno
aplikovat pro méteni absorbance v Case. Pristroj je fizen pocitaCem pies fidici software UV-VIS
ChemStation.

Postup ovladani piistroje je nasledujici: nejdiive zapneme spektrometr hlavnim
vypinaCem a pofkame na probéhnuti testovaciho programu; ukonceni se projevi zelenym
zabarvenim kontrolni LED diody. Zapneme fidici pocitac a ptihlasime se do profilu ,,Praktika®;
na ploSe spustime ovladaci software ikonou ,,UV-VIS on-line“. Pfi inicializaci programu se

musime piihlasit jako uzivatel ,,Praktika® (bez hesla). Po skonCeni inicializace musime nastavit



parametry méfeni; tyto podminky jsou jiz v paméti pocitace ulozeny v adresafi ,,D:\Pokrocila
praktika\praktika.m*. Spektrofotometr se nastavi na mé&feni pfi jedné vlnové délce (650 nm),
absorbance je odegitana kazdou 0,5 spo dobu 60 s. V pfipadé potieby je mozné méfeni
prodlouzit (napi. na 120 s; v podokné ,,Setup*). Spektrometr vynulujeme tlacitkem ,,Blank*.
Vlastni méfeni provadime tlacitkem ,,Jime measurement®; musime zadat nazev souboru do
kterého se ulozi naméfend data a vlastni analyzu spustime tlacitkem ,,Start”. Po uplynuti
nastavené doby se méteni ukonci, data se zapisi na harddisk pocitace a vysledny FIA zaznam se
objevi v grafu na obrazovce. Pro dalsi zpracovani zavislosti je potfeba exportovat zméfena data
do formatu vhodného pro zpracovani v tabulkovém procesoru: pravym tlagitkem mysi klikneme
na kfivku ziskaného zdznamu (tim ozna¢ime kiivku) a z nabidky ,,File*, ,,Export selected data“
vybereme moznost ,,Export .csv®; kiivku opét pomoci pravého tlacitka mysSi odoznacime a
miZeme prométovat dalsi vzorek. P¥i proméfovani vSech vzorku vZdy soucasné davkujeme

vzorek do nosného proudu se stlaCenim tlacitka ,Start* na obrazovce software

spektrofotometru.

Vyhodnoceni vysledkii:

1. Z ulozenych zavislosti absorbance na ¢ase pro jednotliva méfeni vyneseme do grafu vysledné
¢asové priib&hy signilu v zavislosti na daném sledovaném parametru (celkem 3 grafy),
spoéteme jednotlivé hodnoty Dmax, a do dalSich 3 zavislosti vyneseme vliv daného parametru
(davkovany objem, objemova priitokova rychlost, délka reakéni civky) na hodnotu Dmax.

2. Zvyslednych zavislosti Dmax / parametr navrhnéte optimalni hodnotu parametru pro
stanoveni methylenové modfi.

3. Z vami ziskanych hodnot urdete parametry v zavislostech Dmax = f (Vi'; L”; Q).

4. Zjistéte maximalni frekvenci analyz Smax.

Podékovani:
Dékujeme agentufe FRVS (projekt 275/2006) za poskytnuti finanénich prostfedkd na

zakoupeni programovatelného peristaltického ¢erpadla Cole-Parmer.



