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Instrumentalna kemijska analiza:

Fizikalno kemijske metode (signal: opti¢na gostota, potencial, tok...). Ker potrebujemo
za meritve instrumente, je to Instrumentalna kemijska analiza:

1. Elektrokemijske analizne metode — zasledujemo spremembe elektrokemicnih lastnosti
2. Opti¢ne metode

Spektrometri¢ne analizne metode — proucevanje spektrov vzor¢nih raztopin, kvali- in

kvantitativni rezultati. Podatki o zgradbi, strukturi spojin in o lastnostih spojin:

Natanc¢nejsa identifikacija: IR ,
UV/VIS spektrofotometrija,
plamenska emisijska spektroskopija
atomska absorpcijska spektroskopija,
NMR, masna spektroskopija (MS) itd.

3. Separacijske metode

Komponente v vzorcu je potrebno predhodno lociti, da lahko nato vsako posebej
kvantitativno dolo¢imo.

— KLASICNA ANALIZA:

Klasi¢ne ali mokre kemijske analize kot n.pr. titrimetrija in gravimetrija se Se vedno precej
uporabljajo. Te metode uporabljamo pri analizi referen¢nih standardnih materialov, kadar je
zahtevana velika natancnost in to¢nost ali pa kadar imamo na razpolago malo vzorca.
Klasi¢na analiza je dolgotrajna, potrebno veliko spretnosti, koncentracije do 10 mol/L,
Absolutna metoda-

rezultat izhaja iz stehiometrijskega razmerja, dobimo ga direktno iz ml porabe-volumetrija ali
iz iztehte ob uporabi gravimetricnega faktorja-gravimetrija.

Instrumentalna analiza

- §iroko koncentracijsko obmogje od 10™" mol/L do 107" mol/L.

Relativha metoda

Kalibracija je eden najvaznejSih postopkov v kemijski analizi. Razen v nekaj primerih (n.pr.
elektrogravimetrija) koncentracije vzorca ne merimo direktno, ampak jo dolo¢imo z
merjenjem neke druge fizikalne kolicine, y. Pogoj za to je, da obstaja empiricen ali teoreti¢en
odnos med to koli¢ino in koncentracijo. Kalibracijsko krivuljo lahko dobimo, da postavimo
matemati¢ni model, ki se prilega k eksperimentalnim podatkom. Najbolj obi¢ajna in uporabna

kalibracijska krivulja je linearna, ki gre skozi sredisce in je uporabna v Sirokem dinami¢nem



obmocju. V praksi pa so seveda odstopanja od te idealne kalibracijske premice. Dobro znana
je n. pr. ukrivljenost kalibracijske premice proti x osi v zgornjem koncentracijskem obmocju

pri spektroskopskih metodah.

Ni dvoma, da se danes vecina analiz opravi z instrumentalnimi metodami. Tehnike kot
absorpcijska in emisijska spektroskopija, razlicne elektrokemijske metode, masna
spektrometrija, plinska in teko¢inska kromatografija, termic¢ne in radiokemijske metode
zavzemajo ve¢ kot 90% analitskega dela. Za to je ve¢ vzrokov: Instrumentalne metode
so mnogo bolj obcutljive kot klasicne Z ICP spektrometrijo lahko dolo¢imo vec
elementov istocasno v zelo nizkih koncentracijah, s kombinacijo kromatografije in
masne spektrometrije pa lahko v nekaj minutah dolo¢imo veliko komponent v
kompleksni organski mesanici. Obmocje je pri klasi¢ni analizi 2 do 3 rede velikosti, pri
instrumentalnih metodah pa 6 ali ve¢. Instrumentalne metode so v sploSnem hitrejSe in
cenejSe kot klasicne metode. Tako je potrebno n.pr. v ekologiji veckrat analizirati na
stotine vzorcev dnevno, zato je velina instrumentalnih metod tudi avtomatizirana.
Taks$no delo zahteva tudi racunalniSko obdelavo podatkov, zato je vefina instrumentov
povezana z racunalniki.

Postopek kalibracije

temelji na merjenju signala standardnih raztopin, katerih koncentracijo poznamo, nato pa
izmerimo na instrumentu pri enakih pogojih Se signal za vzorec. Koncentracija vzorca mora
biti med najniZjo in najvi§jo koncentracijo standardnih raztopin, tako da lahko dolo¢imo

vrednost koncentracije z interpolacijo.

REGRESIJSKA ANALIZA:

Pri regresijski analizi proucujemo odnos med spremenlijvko x in y. X je kontrolirana ali
neodvisna spremenlijvka, koncentracija standarda, y pa odvisna spremenljivka ali odgovorna
spremenljivka, ki predstavlja merjeni signal. Sprejeli smo prvo predpostavko in sicer, da x
vrednosti nimajo napake. Napake pri pripravi standardov so v resnici mnogo manjse od
napak, ki jih naredimo pri merjenju signala. Vrednosti neznanih parametrov odseka in
naklona regresijske krivulje by in b; moramo ugotoviti na tak nacin, da se model prilega k

eksperimentalnim tockam kot je najbolj mogoce.



Signal je sestavljen iz determinirane komponente, predstavljene z linearnim modelom in
slu¢ajne komponente e;. Treba je izradunati vrednosti bg in by za Py in P tako, da je X ei’
minimalna. To metodo imenujemo : metoda najmanjsih kvadratov.

Ce je odnos med x in y linearen, velja:
Yi=nit&i
yi= Po+hixi+e;
B1 in B, sta neznani — dolo¢imo jih z by in b,
V= b() + blx

Komponente ei predstavljajo razlike med opazovanimi y; vrednostmi in y vrednostmi,

predpostavljenimi z modelom; e; imenujemo ostanke.

ei— =y;— Y =(yi—by —b1x;)

e =X (vi—9:)? =S (vi by —byx; )?

Y (x =X vi =) _nZxyi —Ex Ty

by =
> (x; — %) ny xf —(Tx;)?
bo = 7 — by ¥ = Sy XX XXy
ny xf —(Tx;)?
2
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STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

1. NATANCNOST IN TOCNOST
Namen:



Ce Zelimo izmeriti pravo vrednost, je pri izbiri analizne metode vazna natan¢nost in to&nost.
2. NAPAKE v kvantitativni analizi
Rezultati nimajo nobene vrednosti, ¢e ne podajajo tudi velikosti napake.
Natancnost je povezana s slu¢ajno napako, ki je tudi znana kot nedoloc¢ljiva napaka (ne glede
ali je srednja vrednost pravilna).
Primer slucajne napake:
srednja vrednost 100
set meritev 98, 101, 99 in 100
Natancnost opisuje sipanje posameznih ponovitev meritev okrog srednje vrednosti.

SLIKA 1

Normalna porazdelitev slucajne napake

DEFINICIJA NATANCNOSTI

X :povprecje Xj

i =Xi- M

ei=xj-X

X = p za konéno $tevilo meritev

DEFINICIJA TOCNOSTI

Tocnost je povezana s sistematsko napako, ki je tudi znana kot dolocljiva napaka.
Primer sistematske napake:

prava vrednost 100

set meritev 110, 108, 109 in 111

¢i=H -Ho

ei= X -o

Totalna napaka je vsota sistematskih in sluc¢ajnih napak.

€1 = Xj -Ho



Ci=Xi-} T -Ho

sluc¢ajna nﬁléaka sistematskan&a\ka

X =p za kon¢no Stevilo meritev

Primer:

5 meritev daje vrednosti:
Metoda A
2.8,2.7,3.0,3.2in 3.3
X1=3.0

e =2.8-3.0+3.0-3.0

slucajna nap}a}é sistematska nap%i 0

Metoda B
4.8,4.7,5.0,5.2, in5.3
X,=5.0
e =4.8-5.0+5.0-3.0

slucajna ngAa sistematska napaka = 2

Navadno najprej proucujemo natan¢nost, ker lahko sistematske napake dolo¢imo Sele, ko so
slucajne napake dovolj majhne in je njihova velikost znana.

Ce analitik izvaja ve&je §tevilo ponovitev dologitev istega vzorca ob uporabi istega postopka,
reagentov itd, dobimo rezultate, ki so podvrzeni slu¢aju in imajo normalno porazdelitev
napake.

3. Tipi napak

3.1 Velika napaka

3.2 .Sistematske napake

3.3 Slucajne napake

Primer:

Analitik Rezultat Vrsta napake




A 10.08
10.11
10.09
10.10
10.12

Natanc¢no, toda neto¢no

B 9.88
10.14
10.02
9.80
10.21

Toc¢no, toda nenatan¢no

C 10.19
9.79
9.69
10.05
9.78

Netoc¢no in nenatanéno

D 10.04
9.98
10.02
9.97
10.04

Toc¢no in natan¢no

SLIKA 2

Graficni prikaz natan¢nosti in to¢nosti

SLUCAJNA NAPAKA - NATANCNOST

Kvantitativno ovrednotenje natan¢nosti:

OBMOCIJE

je razlika med najvecjo in najmanjSo vrednostjo

R = Xmax - Xmin




MEDIANA
Kadar imamo le nekaj meritev in kadar je prisotna asimetrija, uporabljamo mediano. Mediana
je vrednost, ki razpolavlja set n po vrstnem redu urejenih meritev
- ¢e je n liho Stevilo, imamo (n-1)/2 meritev manj$ih od mediane, naslednja meritev je
mediana.
Primer: n=9; x,=4,5,5,6,7,8,8,9,9; xn=7
- ¢e je n sodo Stevilo, vzamemo povprecno vrednost srednjih dveh meritev
Primer: n = 8; x;,=4,5,5,6,7,8,8,9; x;, =6.5
Mediana ima majhen vpliv na vrednosti, ki so ekstremne, je torej robustne narave.
SREDNJA VREDNOST
X=2x;/n
l
Primer: set meritev urejen po vrstnem redu:
xi-4,4,4,5,5,6,6,6,6,7,7,8,9,9,17
prvih 14 vrednosti: x,, =6 X = 6.143
vseh 15 vrednosti: x,m, =6 X = 6.867

STANDARDNI ODMIK
—2
X; — X
g = Z ( l )
i (-1
VARIANCA

V =¢

Relativni standardni odmik RSD =s/X
Koeficient variabilnosti Cv = RSD x 100%
ODMIK srednje vrednosti

o
Oy =—F
X
\n
VRSTE NATANCNOSTI

Ponovljivost je natanc¢nost dobljena pri optimalnih pogojih

Ista metoda, isti analitik, isti dan, isti set vzorcev, isti laboratorij



- mejni pogoji kontrolirani

Kvantitativno ovrednotenje: standardni odmik dobljen ob uporabi SOP.

Ponovitve naj bodo prave ponovitve, lahko pa testiramo tudi ponovljivost dela analiznega
postopka (n.pr. ponovljivost injiciranja)

(Lahko se izboljsa le s spremembo metode - druga kolona, drugo topilo...)
OBNOVLJIVOST (reproducibilnost) je natancnost, dobljena pri najbolj razli¢nih
moZznih pogojih

Ista metoda, razli¢ni analitiki, razlicni dnevi analize, razli¢ni laboratorij, razlicne kemikalije,
druga oprema, razli¢na temperatura, vlaznost... Mozne so vmesne situacije (intralaboratorijske
primerjave in interlaboratorijske primerjave).

Velikost napake pri ponovljivosti je manjsa kot pri obnovljivosti.

Vieprod = Vponov- T Viemp. T Vop. T Viap, ...

SLIKA 3

Primerjava velikosti standardnih odmikov za ponovljivost in obnovljivost

ODPRAVLJANIE sluc¢ajnih napak

Poiskati je potrebno tisti del analitskega postopka, kjer je slucajna napaka najvecja in posvetiti
posebno pazljivost temu delu.

SLIKA 4

RSD v odvisnosti od koncentracije

SISTEMATSKE NAPAKE - TOCNOST

a) Konstantne (absolutne):

Neodvisne od koncentracije (enota ista kot merjena komponenta - konc.)

Vzroki:

1. Slaba selektivnost (interferenca), reagira tudi druga komponenta - dobimo napacno
previsoke rezultate.

2. Efekti matri¢ne raztopine - opazimo povecanje ali zmanjSanje signala.

3. Slaba, nepravilna korekcija slepega vzorca.

b) Proporcionalne (relativne):



Napaka je proporcionalna koncentraciji analita, izraza se v relativnih enotah (%).

- vzrok napake pri kalibraciji

1. Razli¢ni nakloni kalibracijskih krivulj za vzorec in standard.

2. Nepravilno upostevanje linearnosti v presirokem koncentracijskem obmocju.

Drugi vzroki: pri avtomatski kontinuirni analizi kontaminacija s prej$njimi vzorci (napaka ni

konstantna niti proporcionalna).

ODPRAVLJANJE sistematskih napak:

Ne moremo jih zmanj$ati s povecanjem Stevila meritev in ker ne poznamo prave vrednosti, so

veckrat skrite.

1. Glavni nacin je uporaba standardnih referencnih materialov

2. Preverjanje kontaminacije vzorca

3. Preverjanje tocnosti analitskega aparata - (n.pr. tocnost valovne dolzine)

4. Cloveska napaka (barvna slepota, neoblutljivost za barve, astigmatizem in ostale napake
ocesa, tendenca k zapisovanju dolocenih Stevilk)

Pred izvedbo analize preveriti vsako stopnjo eksperimenta (vzorCenje, aparat, steklovina,

tehtanje...)

Predpisati eksperiment v vsaki stopnji - planiranje

(diferencno tehtanje, namesto dolocitve € - umeritvena krivulja)

Kompleksno optimiranje procedure- proucevanje medsebojnih vplivov spremenljivk

PODAJANJE REZULTATOV

Stevilo decimalnih mest oznaGuje natanénost eksperimenta

Primer:

0.102563 M raztopina - potrebna natancnost je 0.001% - ni dosegljivo.

Primer: Vrednosti: 10.09, 10.11, 10.09, 10.10, in 10.12

X =10.102 - nezanesljivost na drugem decimalnem mestu

s=0.0130

X =10.10£0.01 (n=15)
Pravilo: obdrzimo eno decimalno mesto ve¢, kot lahko natan¢no izmerimo, zaokrozimo pa le
kon¢ni rezultat.

Zaokrozevanje zadnje Stevilke
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Primer :

Dolocitev sistematske in sluajne napake v titrimetriji:
Postopek vsebuje:

1. Gravimetrija:

tehtanje primarnega standarda

2. Volumetrija:

raztapljanje primarnega standarda in razredCevanje v bucki
pipetiranje (odCitavanje pipete, polnjenje, praznjenje)

titracija (polnenje birete, doloCanje meniska na bireti, dolocitev ekvivalentne tocke)

Toleranca
Teza (razred 1)
100 g +0.25 mg
lg 0.034 mg
10 mg 0.010 mg
Teza (razred 3)
100 g + 1.0 mg
lg 0.10 mg
10 mg 0.030 mg
Steklovina (razred A)
50 ml valj 0.25 ml
250 ml merilna bucka 0.12 ml
25 ml pipeta 0.03 ml
50 ml bireta 0.05 ml
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Sistematske napake pri tehtanju:

nepopolno ohlajanje, absorbcija vlage na tehticu, korodirane, prasne utezi, razlicna teza v
zraku in vakuumu

Slucajne napake pri tehtanju:

- majhne £ 0.0001 g/1g

Gravimetri¢na napaka je zanemarljivo majhna v primerjavi z volumetri¢no napako.
Odprava: diferencno tehtanje, velika M primarnega standarda.

Sistematske napake pri volumetri¢nih postopkih:

praznjenje pipet, biret, vpliv temperature

Slu¢ajne napake pri volumetirénih postopkih:

odcitavanje meniska (bucka £0.03cm~0.012 ml, pipeta £0.03 cm~0.006 ml,)

Indikatorske napake, napaka zadnje kapljice

NATANCNOST IN TOCNOST kot kriterij

Kako natan¢no in to¢no analizo potrebujemo?

Ce je vzoréenje del analize, je treba upostevati napako pri vzoréevanju.

(Primer: Doloc¢itev  kalija v rastlinskih vzorcih - 87% napake pri jemanju vzorcev,
vzoréevanju, 9.4% medlaboratorijska napaka, 1.4% priprava vzorcev, 1.4% natanc¢nost

meritve)

Diskretne in zvezne slucajne spremenljivke:

Primer:

zvezna spremenljivka - temperatura, dolzina, koncentracija
diskretna spremenljivka - §tevilo vrhov na kromatogramu

SPEKTROSKOPSKE METODE — OPTICNE METODE

Na osnovi posnetih spektrov lahko ugotavljamo kvalitativno in kvantitativno sestavo vzorca.
Spektri nastanejo z vzbujevanjem atomov oziroma molekul.

Poznamo:

Elektronske spektre

Vibracijske spektre

Rotacijske spektre
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Elektronski spektri nastanejo, Ce elektroni iz osnovnega energetskega nivoja
preskakujejo v viSji energetski nivo. Pri tem se vracajo in oddajo energijo v obliki
elektromagnetnega valovanja. V pitno vodo ali v raztopino NaCl pomoc¢imo Pt Zi¢ko in
jo damo nad gorilnik. Plamen se obarva rumeno. Zunanji elektron Na je na 3s nivoju
oziroma orbitali. Na stanje elektrona vplivajo privlacne sile med elektronom in jedrom
in odbojne sile. Rezultanta sil predstavlja energetsko stanje elektronov, zato je stanje
elektronov tono doloc¢eno ( v naSem primeru 3s). Najlazje spravimo elektrone v visji
nivo (v nasem primeru 3p). To stanje ni obstojno in v delcu sekunde pride do prehoda v
osnovno stanje 3s, razlika v energiji se sprosti v obliki svetlobe z valovno dolZino 589 nm
— vidni del spektra-rumeno podrocje.

AE =hv

AE = he/A

Kalijevi ioni dajejo vijoli¢asto obarvanje

Litijevi ioni dajejo karmin rdeco obarvanje

Kalcijevi ioni dajejo oranZno obarvanje

Bakrovi ioni dajejo zeleno obarvanje

Spektroskop ali spektrograf je naprava za lo¢evanje razli¢nih valovanj.

Spekter pokaZe iz katerih elementov je snov sestavljena.

Z elektri¢no iskro vzorec lahko segrevamo in elektron na zadnji orbitali sprejme neko
doloceno energijo in skoci na visji nivo —vzbujeno stanje — ni obstojno, v 10.™ sekunde to
energijo odda v obliki elektromagnetnega valovanja., emitira. Za vsako energijo je
znacilno, da se giblje skozi prostor v obliki valovvalovanje je karakterizirano z valovno
dolzino in z amplitudo v, je Stevilo nihajev na sekundo.

AE =E; -E{ =hv

VA =¢

¢=3.10* ms™

h je planckova konstanta in ima vrednost 6.62.10erg sec

AE je energetski paket , ki ga elektron sprejme in ga potem spet odda. To imenujemo
kvant in je specificno za dolo¢eno molekulo ali atom.

Vsaki irbitali odgoverja dolofen energetski nivo,.je specificen za dolo¢eno molekulo ali
atom. Razli¢ni so

ker je energija energetskega nivoja odvisna od:

privlacne sile med elektronom in jedrom, ta pa je odvisna od nabojev.
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Jedro ima razli¢ni pozitivni naboj, zato so privlacne sile atomov razli¢ne in specifi¢ne.
energetsko stanje je odvisno od odbojnih sil mrd dolo¢enimi e- in med ostalimi e-.
Kvanti so karakteristika za vsak element ali vsako spojino. Elektron lahko gre Se v vi§je
nivoje, ki so prazni. Pri tem mu moramo dodati dovolj veliko energijo. e- lahko sprejme
samo diskontinuirne vrednosti energije, to je v mikro svetu. Energija mora biti vsaj tako
velika, kot je razlika med energijskimi nivoji, zato je sprejemanje nezvezno in energije ,
ki jih lahko elektron sprejme, so kvantizirane in specificne za dolo¢eno molekulo/ atom.
Dve bakreni palcki, vmes dodamo napetost 100 V. Elektri¢na iskra povzro¢i, da
elektroni skacejo, najprej preidejo v visje stanje, nato pa v niZje.

Vsakemu kvantu, ki emitira, odgovarja dolo¢enoelektromagnetno valovanje in to
projiciramo skozi opti¢no prizmo. Opti¢na reSetka je monokromator.

Opti¢no resetko dobimo tako, da na stekleno ploS¢o nanesemo plastiko in potem se
nanjo napari tekoci Al in s posameznimi noZi se napravijo zareze do stekla.

Svetloba se odbija pod lomnim kotom in je — za razli¢ne valovne dolZine odgovarja
razli¢énim lomnim kotom.

400 —700 nm —vidnoelektromagnetno valovanje.

Na fotografski plos¢i pride do po¢rnitve za vsak posamezni element.

Na ta nacin ugotovimo , kaksni elementi nastopajo v vzorcu.

ANa =589.8 nm.

Veé je elektronov na zadnji orbiti, bolj kompliciran je spekter. alkalijske in zemljo
alkalijske kovine imajo enostavne spektre.

To so t. im elektronski spektri. Imajo najvecjo energijo, kvanti so pri preskoku najvecji
Vibracijski spektri se pojavljajo samo pri molekulah. Nihajni spektri so posledica nihanj
v molekuli. Te molekule lahko vzbujamo in povzro¢imo razlicna nihanja: simetri¢no,
asimetri¢no nihanje v ravnini in izven ravnine.Nihanja so odvisna od vrste molekule.
Tudi energije nihanja so razli¢ne in odviosne od mase posameznih atomov in od vezi
med posameznimi atomi. tudi ta nihanja so kvantizirana. ¢e Zelimo spraviti molekulo iz
ene energije v drugo, ji moramo dodati energijo, to je vibracijski kvant, ki je manjsi od
elektronskega kvanta.

spekter je dosti bolj gost

IZPELJAVA BEER-LAMBERTOVEGA ZAKONA
Ta zakon nam podaja zvezo med intenziteto absorbirane svetlobe in koncentracijo

absorbirajoce snovi. Velja samo za monokromatsko svetlobo in za homogeno trdno snov.

I, = intenziteta vpadne svetlobe
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I = intenziteta prepuscene svetlobe
K = konstanta

- predznak pomeni, da se intenziteta manjSa

dl/dl = -kI
dI/I = -kdl
integriramo:

# = —k[di
Inl/I, = -kl

Beer- Lambertov zakon velja za raztopine

Inl/I, = -kcl

logl/1, = -kcl/2.303

A = gcl — najbolj uporabna oblika Beer-Lambertovega zakona

A = absorbanca

€ = molarni absorpcijski koeficient

Za fotometricne meritve uporabljamo tiste svetlobne izvore, ki emitirajo
elektromagnetne valove s kontinuiranim spektrom v tistem spektralnem obmocju, v
katerem poteka fotometri¢na analiza.

Devterijevo zarnico uporabljamo za merjenje v obmocju od 195 nm do 375 nm, volframovo

zarnico pa uporabljamo za merjenje v obmoc¢ju od 350 nm do 1000 nm.

MONOKROMATOR

Monokromator uporabljamo zato, da bi iz kontinuiranega spektra dobili monokromatorsko
svetlobo.

Zgradba monokromatorja :

Sestavljen je iz vhodne in izhodne reze, opti¢ne resetke in zrcala. Monokromator je lahko
opti¢ni filter, prizma ali difrakcijska reSetka. Spektrofotometri imajo opticne reSetke ali
prizme. Za UV/VIS obmoc¢je morajo biti opti¢ne reSetke ali prizme iz kvarCnega stekla.
Resetka je steklena plosca, ki je prevleCena s plasticnim materialom. Na reSetki so vrezane
tanke paralelne crte. Monokromator v spektrofotometru Perkin Elmer je konkavna
halografi¢na resetka z 1053 ¢rtami/mm. Da se svetloba lahko odbije je povrSina prevlecena s

slojem aluminija. Monokromator je sposoben zaznati dve spektralni liniji, ki sta med seboj
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razmaknjeni. Tej lastnosti oziroma sposobnosti spektrofotometra pravimo resolucija.

Spremembo resolucije dosezemo s spremembo Sirine vhodne in izhodne reze.

Sposobnost instrumenta, da razlikuje elemente in eliminira spektralno interferenco, ni odvisna

od monokromatorja. Tu sodelujejo tudi drugi deli instrumenta.

KIVETA

Kivete morajo biti iz materiala, ki prepusca sevanje zeljene valovne dolZine in je inerten za
merjenje raztopin. Biti morajo tako po obliki kot po konstrukciji enostavne. Imeti morajo

konstantno debelino in povrs$ino. Morajo biti tudi opti¢no gladke.

Kivete uporabne za UV obmocje so narejene iz kvarénega stekla, za VIS podrocje pa so lahko

iz navadnega stekla.

Obicajno so dolge 1 cm. Lahko pa so tudi drugacne
(dolzine do 0,1 cm ali do 10 cm). Kivete imajo

gladki strani tam, kjer gre zarek svetlobe skozi, to pa

zato, da zmanjSamo izgube zaradi odboja zarka. Drugi dve

steni pa sta manj gladki. To pa je zato, ker je zelo

pomembno, da kiveto primemo le na tisti strani, ki je groba, saj Cistost kivet vpliva na to¢nost

merjenja.

DETEKTOR

Detektor je instrument, ki meri intenziteto prepuScene
svetlobe skozi vzorec. Pri tem pretvori svetlobno energijo v elektri¢ni signal. Za merjenje
nizke svetlobne intenzitete uporabljamo fotopomnozevalke. Drugace pa se uporabljajo tudi

fotodiode.

Delovanje detektorja:
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Foton vpadne svetlobe izbije elektron iz katode in se usmeri

k naslednji elektrodi pod vplivom pozitivne napetosti od 100V do 200V. Pri tem dobi elektron
veliko kineti¢ne

energije (vpliv elektricnega polja). Ta elektron je nato sposoben pri udarcu v elektrodo iz
njene povrsine izbiti 2-3 sekundarne elektrone. Le-ti se prav tako pod vplivom elektricnega

polja usmerjajo naprej k naslednji elektrodi.

Ti procesi se nato ponavljajo.

Glede na Stevilo elektrod in napetosti, se lahko fototok multiplicira tudi stotisockrat. Kot
posledica potencialne energije med elektrodama, se pojavijo tako imenovani tavajoci
elektroni, zato skozi detektor teCe tok, tudi ¢e ta ni osvetljen.

SKICA DETEKTORIJA

Podatke in rezultate spektrofotometra dobimo s pomocjo racunalniskega programa, ker je

spektrofotometer povezan z osebnim racunalnikom.

S to metodo dolocimo : - casovno obmogje, v katerem moramo izmeriti absorbanco.

- dolo¢imo maksimalno absorbanco vzorca in s tem dobimo valovno dolzino pri kateri bodo

potekale nadaljne meritve.

- pripravimo si standardne rastopine in izmerimo absorbanco ter s tem dobimo umeritveno
ali kalibracijsko krivuljo

- izmerimo vzorec in dobimo direktno koncentracijo analizirane substance v vzorcu iz

umeritvene krivulje.

ATOMSKA SPEKTROSKOPIJA

V atomski absorpcijski spektroskopiji se vrSijo merjenja za Stevilne atome, ki so v
nevzbujenem stanju. Ta metoda se uporablja za kvantitativno dolocanje priblizno 70
kemijskih elementov in temelji na absorpciji valovanja dolo¢ene valovne dolzine, ki ga lahko
absorbirajo samo atomi tistih elementov, katerih vzbujene energije ustrezajo dovedeni

energiji.
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Fenomen atomske absorpcije je poznan ze iz devetnajstega stoletja, to je od dobe odkritja
Fraunhoferovih linij v soncevem spektru, vendar se ni prakti¢no uporabljal do leta 1955, ko je
avstralski znanstvenik Welsh pokazal, da lahko atomsko absorpcijo uporabljamo za

dokazovanje velikega Stevila kovinskih elementov.

POMEMBNE ZNACILNOSTI ATOMSKEGA ABSORPCIJKEGA SISTEMA

Praktic¢en sistem za eksperimentalno delo v atomski
absorpcijski spektroskopiji je sestavljen iz treh delov:
- iz izvora ZarCenja,

- iz naprave za razgradnjo vzorca, ki ga raziskujemo
- (atomizerja) in

- iz sistema za merjenje absorbiranega zarcenja.

IZVOR ZARCENJA

Izvor zarcenja mora imeti naslednje znacilnosti :

- iz izvora ZarCenja se mora raztezati snop Zarcenja Cigar valovna dolzina mora odgovarjati
sredini absorpcijske Crte za preiskovani element in

- polovic¢na Sirina snopa ne sme biti vecja od polovice Sirine absorpcijske Crte za preiskovani

element.

GRAF PREPUSTNOSTI MONOKROMATORJA

SHEMA DVOJNO SNOPNEGA
SPEKTROFOTOMETRA Z MONOKROMATORJEM
V atomski absorpcijski spektroskopiji se uporabljajo posebni izvori Zarenja. Le ti morajo dati

emitirano svetlobo z ozkim snopom. S tem odstranimo interferenco drugih ¢rt iz izvora.
Svetlobni izvori so v glavnem votle katode, ki so namenjene dolocitvi vecih elementov hkrati.
Svetlobni izvor je sestavljen iz katode in anode. Katoda je prevlecena ali izdelana iz elementa,

ki se analizira in je oblikovana v obliki valj¢ka, anoda pa je v principu kovinska zica.
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SHEMA KATODNE ZARNICE

Premer katode, kot tudi njena viSina je priblizno 10 mm. Katodna Zarnica je napolnjena z
neonom ali argonom pod nizkim tlakom. Steklo svetlobnega izvora , skozi katerega prehaja
svetloba, je izdelano iz kvarca. Optimalni tok ,ki ga usmerimo na katodo, je odvisen od
elementa, ki ga raziskujemo. Optimalni tok se giblje od 5 do 100 mA pri napetosti od 100 do
300 V.

PLAMEN

Najbolj uporabljen in najbolj u¢inkoviti nacino za

pridobivanje atomske plazme predstavlja plamen. Temperatura plamena, kot tudi same
reakcije lahko kontroliramo tako, da doseZemo najboljse kemijske pogoje za razgradnjo

spojin v atome razli¢nih elementov. Za to nam sluzi atomizer.

Plamen pridobljen z izgorevanjem propana v zraku ima temperaturo 1950° C ali 2223° K. Ta
temperatura omogoc¢a meritve za doloCene alkalijske kovinske elemente. Svetel plamen
zrak/acetilen temperature 2450° C ali 2723° K predstavlja najbolj$i plamen za vecino
rutinskih dokazov, predvsem za elemente kot so: magnezij, kalcij, prehodne kovinske
elemente.

Svetel plamen zrak/acetilen omogoca redukcijske pogoje ki jih potrebujejo elementi, ki
dajejo stabilne okside pri poviSani temperaturi. To so na primer naslednji elementi: barij,
krom, molibden. Mnogi drugi elementi, ki dajejo najtezje topne okside, pa potrebujejo
mnogo viSje temperature. Plamen, ki se uporablja pri tem, je pridobljen z izgorevanjem
acetilena v didusikovem oksidu (NO,), kjer temperatura plamena doseze okoli 3000° C ali

3273° K. Ti elementi pa so na primer naslednji: aluminij, titan, vanadij, tantal in drugi
ATOMIZER

Elektrotermi¢ni atomizerji so se prvi¢ pojavili na trzis¢u v 70-ih letih. Ta metoda ima
dolocene prednosti pred ostalimi metodami. Z njo lahko analiziramo tako tekoce kot trdne
substance. Pri tem potrebujemo izredno majhne koli¢ine vzorca, meje detekcije pa so zelo

nizke. Ravno zaradi tega je grafitna kiveta uporabna v biokemiji.

SHEMA RAZGRADNEGA ATOMIZERJA
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Princip delovanja metode z grafitno kiveto:

- svetlobni Zarek iz votle katode prehaja skozi grafitno cev,

- v sredini grafitne cevi, na L"vov-ojevi plos¢i, se nahaja analizirana spojina,

- nekaj mikrolitrov vzorca segrevamo do temperature 2000° C ali 2273° K. Pri tej temperaturi
potece atomizacija v nekaj milisekundah do ene sekunde in

- absorbanca atomiziranih delcev se nato izmeri v obmocju nad ogrevano povrsino.

Vzorec v grafitni kiveti disociira na atome in mnozina absorbirane svetlobe se meri s
fotopomnozevalko.

Doloceni element absorbira le tiste resonancne linije,

katerih valovna dolzina odgovarja prehodu iz najnizjega energetskega nivoja na visji
energetski nivo. Zaradi odstranjevanja nezazeljenih valovanj prehaja svetlobni Zarek skozi
filter ali monokromator, ki prepusca le dolo¢eno resonantno linijo, ki jo nato fotodetektor

zazna.

Na vzorec v kiveti deluje toplotna, elektromagnetna,

kemijska in celo elektricna energija. Energije se pretvarjajo iz ene oblike v drugo. V naSem
primeru se oblike energije pretvarjajo v svetlobno energijo, ki se izraza kot spekter, sestavljen
iz valovanj doloCenega Stevila diskretnih valovnih dolzin. Dovedena energija del atomov
dovede v vi§ja energetska stanja. V trenutku ko so atomi v vzbujenem stanju se pricnejo le ti
vracati v osnovno

stanje - niZje energetsko stanje pri cemer se sprosca energija, dovedena iz toplotnega izvora.
Del sproscene energije se sprosca kot svetlobna energija in predstavlja emisijski spekter
opazovanega atoma.

Ce se za vzbujanje atoma na visji energetski nivo uporabi svetlobna energija, katere valovna
dolzina je ekvivalentna energiji, ki je potrebna, da se atom vzbudi na visji energijski nivo, je
rezultat isti. Atom absorbira svetlobo iste valovne dolzine, kot jo emitira, ¢e je v vzbujenem
stanju. Ce se usmeri svetlobo toéno dologene valovne dolZine v skupino prostih, neioniziranih
in nevzbujenih atomov, bodo le ti svetlobo absorbirali. Z detektorjem bomo lahko izmerili

koli¢ino absorbirane svetlobe.

ATOMSKI ABSORPCIJSKI SPEKTROFOTOMETER
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Prve instrumente za atomsko absorpcijsko spektrofotometrijo so izdelali leta 1960. Razvoj
instrumentov je iz leta v leto napredoval. Kmalu je atomski absorpcijski spektrofotometer
postal eden najbolj natan¢nih in najpogosteje uporabljenih

analiznih instrumentov v analizni kemiji. V 70-ih letih so zaceli raziskovati, ali bi lahko
atomizacija potekla brez plamena in ali bi bila moZna analiza tudi trdnih delcev. Takrat so

prisli na trzis¢e elektrotermicni atomizerji in s tem grafitne kivete.

Zgradba atomskega absorpcijskega spektrofotometra
- svetlobni izvor

- atomizer ali absorpcijski Clen,

- monokromator,

- detektor in

- instrument za zapis signala.

SHEMA ATOMSKEGA ABSORPCIISKEGA
SPEKTROFOTOMETRA
GRAFITNA KIVETA

Grafitna kiveta je cilindri¢na grafitna cev, ki je odprta na obeh straneh in ima odprtino za
vzorec. Precni prerez grafitne kivete v elektrotermi¢nem atomizerju:

L’vov-ova plos¢a in njen polozaj v grafitni kiveti

PRECNI PREREZ GRAFITNE KIVETE V ELEKTROTERMICNEM ATOMIZERJU

Cev je dolga okrog 5 cm in ima notranji premer manj kot 1cm. Grafitna cev se tesno prilega
dvema cilindri¢nima grafitnima elektricnima stikoma, ki se nahajata na obeh koncih cevi. Ta
stika se nahajata v z vodo hlajenim kovinskem ohi§ju. Zagotovljena sta dva toka inertnega
plina. Zunanji tok inertnega plina preprecuje dovod zraka in s tem izzaritev cevi. Notranji tok
tece noter na obeh konceh cevi in ven

skozi odprtino za vzorec. Ta tok plina ne prepreCuje le dotok zraka, temvec odnasa tudi hlape
vzorca proizvedenega v prvih treh fazah segrevanja.

L'VOV-OVA PLOSCA IN NJEN POLOZAJ V GRAFITNI KIVETI
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L’vov-ovo plos€o uporabljamo v grafitni kiveti. Tudi ta plosca je grafitna. Nahaja se pod
odprtino za vzorec. Vzorec na tej plos¢i izpari in atomizira. Atomizacija potece takrat, ko se
temperatura ustali, to je pri 2000° C ali 2273° K. Ne sme biti dotoka inertnega plina, saj le

tako dobimo boljse vrhove.
INTERPRETACIJA CITANJA

Po vkljucitvi instrumenta pocakamo nek dolo¢en cas, da se Zarnica segreje. Na
monokromatorju se prebere valovna dolzina in Sirina snopa. Postavimo kazal¢ek
galvanometra na niclo. Potem skozi plamen poSiljamo standardne raztopine , ki so iz Cistih
soli elementov, ki jih Zelimo analizirati. NariSemo umeritveno ali kalibracijsko krivuljo, ki
predstavlja odnos vseh koncentracij v odnosu z odc¢itano absorbanco. Po teh postopkih se
vnesejo v plamen vzorci za katere Zzelimo narediti analizo. Na podlagi odcitanih rezultatov
absorbance in od¢itavanja v umeritveni krivulji dobimo njihovo koncentracijo.

1. Standardna raztopina Mn, ki ga dolo¢ujemo kot MnO,’, nam pri dolzini kivete 5.0 cm
absorbira 10% svetlobe T = 90%). raztopina neznanega vzorca v 1 cm kiveti pa
absorbira 50% svetlobe (T = 50%). Standardna raztopina vsebuje 2 mg/L. Koliko je Mn
v neznanem vzorcu?

Is=5.0cm  Ts=90%

Ix=1.0cm  Tx=50%

As =-log Ts = - log (0.9) = 0.045

As=¢lx. cs

Ax =-log Tx = - log (0.5) = 0.300

Cxly Ay

cgly A
% & ()%
colg Ay _ 0.300*5.0*%2.0 —60.7mg /L
Al 0.045*1.0

2. Monokromatska svetloba pri prehodu skozi 4 cm kiveto ima propustnost 70%.

Koloiksna je T, ¢e je kiveta 1 cm?
Aj=-log T; =-1og (0.7)=0.154
Ax =A1*0.25=0.0385
Ax=-log Ty
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log Tx =-0.0385

Tx =91%

Potrebno je dologiti sledove kobalta. Ali je to mogode z merjenjem kompleksa [ Co (H,0)6]*"
priA=530nm z

&= 10 cm™'Lmol™ in pri debelini kivete I= 1 cm. Minimalna absorbanca, ki jo lahko merim, je
0.010.

A =¢lc

c=£=0'—01=10_3mol/L
le 0.1

Pri tej dolini lahko merimo sledove kobalta ¢<107> mol/L.
Kako je z dsolocitvijo Co pri merjenju absorbance modrega kompleksa pri A= 640 nm in &=

10° cm™Lmol™ in pri debelini kivete I= 1 ¢cm pri minimalni absorbanci 0.01.

c= 4 —O°—01:10_5mol/L

le 0.1%10°
Lahko merimo dosti manjSe koncentracije in lahko dolo¢imo sledove Co.
Substanca ima &= 6.74*10° cm'Lmol”. Koliksna koncentracija odgovarja propustnosti T
=7.77% v 2.5 cm kiveti
A =-log T=-1og0.077 =1.1099
A =¢lc

A 1.1099

c:—: 3
le 25%6.74%10

Pri 580 nm in pri Amax. ima kompleks FeSCN2+ &= 7*10° cm™' Lmol™. Izratunaj absorbanco

—6.6*10 " mol/ L

za 3.77*10-4 M raztopino kompleksa v 0.75 cm kiveti.
izracunaj propustnost 2.85*10-4 M raztopine v isti kiveti. izracunaj propustnost, ki odgovarja

prvotni absorbanci.

A=1979
Tx=3.91
T=2.83%

Raztopina je 1.54*10-4 M z ozirom na spojino x in ima propustnost 0.0874 v 2 cm kiveti.
Koliksna koncentrcija spojine x odgovarja 3x vecji propustnosti zmerjeni v 1 cm kiveti

cs =1.54*10-4 M Cx=?
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Ts =0.0874 Tx =3Ts

Is=2.0 cm Ix=1cm

As=-log Ts =-log (0.0874) = 1.0584

Ax =-log Tx = - log 3Ts =- log (3*0.0874) = 0.5813
Ay =elicx

A, =¢lc

—4
_ Aycgly  0.5893*1.54*10 " *2 w1 =4
Cx = ul, T 0584%1 =1.69*10 "mol/L

Zacetek spektrofotometrije je kolorimetrija, kjer gre za primerjanje intenzitete obarvanja.
Uporabljajo se Hohnerjevi cilindri, ki so sestavljeni iz dveh cilindrov, ki imata na koncu
pipico, da lahko spus¢amo raztopino. Raztopino spus¢amo, dokler nista enako obarvani.
Uporaba: v metalurski industriji- Dubosque kolorimeter.

Svetloba prihaja od spodaj in pada na ogledalce. V posodi imamo naSo raztopino. v njej
imamo §e potopljena prazna cilindra, ki ju lahko mehansko premikamo.

A =glscs

Ay =elycx

lscs =lxcx

cely

ZX

Cy =

0.600 g zlitine raztopimo v kislini in dodamo prebitek KIO4 ter segrevamo . Mn2+ se
oksidira do MnO4- po enacbi:

Mn*" +4 H,0 > MnOy4 + 5¢” +8H'

2H" +104 +2¢" 7 105 + H,0

5104 +2 Mn*" + 3H,0 .~ 2MnOy + 5105 + 6H'

Dobljeno raztopino razred¢imo na 250 mL. V kolorimetru se izmeri in izenaci absorbanca:

lscs =lck
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csly  8.25%1074%6.5
I 5.2

mg Mn = 10.31%10*#54.94*1/4 = 1.41*10? g v vzorcu

1.416%1072
0.600

SPEKTROFOTOMETER
MONOKROMATOR:

~1031*%10"% M

Cy =

0,

*100 =2.36%

Opticna resetka:

Zarka se razlikujeta v opti¢ni poti:

nA =MO +OP
MO = d sinb
OP=dsin @

nA =MO +OP=d sinf + d sin ¢

vpadni kot  lomni kot

A se spreminja, ker na opti¢no celico padajo razli¢na valovanja. 0 je konstantna, ¢e se A veca,
se tudi ¢ veca. Svetloba se na opti¢nih reSetkah razpr$i po valovnih dolzinah. ReZo lahko
premikamo

nA =d (sin® + sin @)

dp  n

dA dcosge

de
da

monokromator in zagotovljena je vecja natancnost.

=pomeni, za koliko se spremeni lomni kot. Ve¢ zarez je na dolzini, bolj kvaliteten jwe

Locljivost:
A je valovna dolzina monokromatske svetlobe Ai,A, —podrocje nizje oziroma visje valovne

dolzine, kjer Se zaznamo razliko. Da lahko lo¢imo valovanje 588 nm, 589 nm in 590

nm.Loc¢jivost je tem vecja, ¢im manjsi je AA.
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Absorbance so aditivne. Absorbanca v raztopini pri isti valovni dolZini je vsota posameznih

absorbanc
Ar=An+Anp
Ar=Asy +A 2
A1 =g ¢
Ap=gp e
Az =g1 €
Aoy =€ ¢

Aj=¢gciten e

Aj =gy citen ¢

A
1
E4 =—
1=
A
€12 = 12
)
A
€r1 = 2l
&)
Ay
g e~
2277,

Za raztopino, ki vsebuje dve substanci X inY so znani naslednji podatki (1= 1 cm)

C (mol/L) A320 A4(,0

X 4.6%10° 0.965 0.106
Y 5.11*%107 0.094 1.213
Izracunaj

A
&1 = 1l _ 0.965 7= 209.8mol_lcm_1L

9| 4.6*10

A .094 _ _
&1y = 12 _ 0.09 3 =18.4mol 1cm 1L

%) 511*10
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Ay 1.06

g =23.0mol _lcm_lL

2L 46%1073
Eny = 42 _ 1'213_3 =237.4mol 'em 'L
¢ 5.11*10

Dol¢amo Co in Ni kot kompleks. Pri A max so € naslednji:

A365 X700
€Co 3529 428.9
ENi 3228 0.0
IzraCunaj koncentracije Co in Ni na osnovi podatkov:
Raztopina Ases A0
1 0.816 0.074
2 0.516 0.033
A=A+ A
A=Ay + A
0.816 = 3529 cc, +3228 cni
0.074 = 428.9 cco
cco =7.694%107
cni=7.558%107
Podatki za kompleks Co in Ni so sledeci:

Asio Les6
€Co 36400 1240
ENi 5520 17500

0.376 g vzorca raztopimo in razred¢imo na 50 mL. K 25 mL te raztopine dodamo reagent in

dopolnimo do 50 mL
Asy9=0.467

Agse = 0.347

0.467= 36400 cc, +5520 cni
0.347= 1240 cc, +17500 cxi

Cco =9.92*%10° M




cni=1.92*%10° M

9.92%100*2%58.93

%Co = *100=0.0155
20*0.376
%k =5 %k )k

% Ni = 192710 “*2758.70, 100 =0.0299
20*0.376

Konstanta ravnotezja za reakcijo:

2Cr0> +2H' .~ Cr,0,% + H,0

Kravn. = 4.2%10™

A nm £1(CrO4%) €1(Cr,07%)
345 1.84*10° 10.7%10°
370 4.81*%10~ 7.28%10°
400 1.88*10~ 1.89%10°

Pripravljene so bile 4 raztopine K,Cr,O7 pri pH vrednosti 5.40 (pufer) s koncentracijami:
4%10*, 3*10™
2%10*in 1*10™

Izracunaj vrednosti absorbanc v 1 cm Kiveti za vsako raztopino posebej. in podaj
rezultat za 345nm, 370 nm in 400 nm.

Kyqy = ICI’207_ |
[crai‘ IH+]2

—42%10!4

[H]=4*10°M

2—
[nod| 42%10M (4*10‘6)2 —6.72%10
[croi‘]z

2—
4%107% = [Cr2072_]+ J—Jc’g“

[Cr,0,71=2.95%10* M
[CrO4*]=2,10%¥10* M
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Asgs=1.84%10° x2.1¥10* + 10.7%10* x2.95%10*
As45=0.702
Asro=4.81%10° x2.1¥10* + 7.28*10* x2.95%10™
As7=1.225
Asgs=1.88*%10° x2.1*¥10™* + 1.89%10% x2.95*10™
A400=0.451

Rezultati merjenj:

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pp |0.010 |0.010 |0.010 |0.010 [0.010 0.010 0.010 |0.010 |0.010 0.01(
Xo |0 0.001 [0.002 |0.003 |0.004 0.005 0.006 | 0.007 |0.008 0.00¢
A 0213 0303 |0.394 [0.484 |0.574 0.663 0.752 | 0.840 |0.926 1.00«
XM | 0 4.42.10 [ 9.1.10° | 1.6.10 | 2.47.10° |3.57.107 | 5.52.10" | 8.2.107 | 1.42.10™ | 2.69.
) -6 -5 5 4
Izracunaj po Scathardovi metodi K

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AA [0.090 [0.181 [0.271 |0.361 0.450 0.539 |0.627 |0.713 0.793 |0.85
AA/ 20360 | 19890 | 16940 | 14620 12610 19764 | 7646 | 5021 2248 145:
X

Te podatke nanasamo v diagram

J (AA
]
Naklon krivulje ——+—= = —
d(AA)
K =2.72*10*

Jobova metoda:

P+X .~ PX
P+2X 7 PX;

P+3X 7 PX;
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Vzamemo P in X koncentracije, ki sta enaki in vsota obeh koncentracij je zmeraj konstantna.
Primer:

2,50 mmola/ml pripravim P in X iz iste koncentracije.

B moliX
moliX * moliP
ml P ml x x/P Y- moliX
moliX * moliP
1,00 9,00 9:1 0,900
2,00 8,00 4:1 0,800
2,50 7,50 3:1 0,750
3,33 6,67 2:1 0,667
4,00 6,00 2,5:1 0,600
5,00 5,00 1:1 0,500
6,00 4,00 1:1,5 0,400
6,67 3,33 1:2 0,333
7,50 2,50 1:3 0,250
8,00 2,00 1:4 0,200
9,00 1,00 1:9 0,100

Cu+EDTA .~ CuEDTA

P+X .~ PX

Koncentracija se veca in absorpcija sprva narasca, potem pa pada. Maksimum je tam, kjer je
ustrezno molsko razmerje, ki odgovarja formuli. Lahko nanasamo molski ulomek.

X:P=1:1

X:P=2:1

X:P=3:1

ELEKTROKEMIISKE ANALIZNE METODE
Se vrsijo v elektrokemijskem elementu- lahko galvanski ¢len, elektrolitska celica

Galvanski ¢len:
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reakcija poteka samodejno in daje elektricni tok oziroma napetost celice

Elektrolitska celica:

Proces poteka prisiljeno, napetost dajemo od zunaj, da reakcija potece.

Elektrokemijski element tvorita dve elektrodi in raztopina elektrolita.Elektrodi sta potopljeni
v raztopino elektrolita.

Elektrode delimo na:

Inertne, niso v ravnotezju z ioni v raztopini

Aktivne- so vedno v ravnotezju z lastnimi ioni v raztopini.

Indikatorske elektrode- kadar indicira koncentracijo doloCenih ionov v raztopini. Njen
potencial je odvisen od ionov v raztopini. N.pr. ionoselektivne elektrode. Bakrova elektroda je
indikatorska za Cu ione, steklena elektroda za H' ione.

Referencne (primerjalne) elektrode — potencial se v raztopini ne spremeni, tudi Ce se
spremeni koncentracija ionov v raztopini (kalomelova. Anoda ali katoda je lahko referenc¢na
ali indikatorska.

Katoda je elektroda, na kateri poteCe redukcija- ne glede na to ali imamo opravka z
galvanskim clenom ali elektrolitsko celico.Anoda pa je elektroda, na kateri poteka oksidacija.

V elektrokemijskem elementu imamo opravka z redoks reakcijo:

aA+bB+ne .~ cC+dD

a b
o, RT, [4]" [B]
E"+—In -
k" |cf D]
E = potencial
E’ = standardni potencial
In =2.303 log
R =8310J K" mol” =8310 VAs K™ mol”

T =298.16 K=25°C
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POTENCIOMETRIJA

Gre za merjenje potenciala v galvanskem c¢lenu. potencial galvanskega ¢lena izmerimo tako,
da od zunaj uporabimo enako velik in nasprotno usmerjen potencial, ki je znan. V tem
trenutku tece skozi galvanski ¢len tok z vrednostjo 0, saj smo od zunaj dali obratno napetost

galvanskega c¢lena. Potenciale merimo pri toku 0 pri galvanskem clenu.

DIREKTNA POTENCIOMETRIJA
S pomocjo izmerjenega potenciala dolo¢imo koncentracije ionov v raztopini. Potencial je

povezan z Nernstovo enacbo.

POTENCIOMETRICNA TITRACIJA

S potenciometricno titracijo izmerimo spremembo potenciala ¢lena in na ta nacin dolo¢imo
kon¢no tocko titracije. Dobimo titracijsko krivuljo. Sprememba potenciala je v kon¢ni tocki
najvedja.

Spremembo potenciala merimo n.pr. med platinsko in kalomelovo elektrodo.

Naloge:

1.)

Imamo galvanski ¢len, ki je sestavljen iz srebrove in nasi¢ene kalomelove elektrode (NKE).
Elektrodi sta potopljeni v raztopino srebrovih ionov. S potenciometrom izmerimo potencial
&lena AE=0.400 V. Kaksna je koncentracija Ag" ionov v raztopini?

Ag elektroda je katoda

E’agiiag=+0.799 V

Exke=+0.242 'V

AE = Eg+/ag - Enke= EOAg+/Ag +0.0591 log[Ag'] - Exke

log[Ag']=

0
AE+ENKE = E 401/ 4g  0.400—0.799+0.242
0.0591 0.0591

log[Ag+]: =2.59

[Ag]=2.57%107
2)
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IzraCunaj delez feri (trivalentnih Fe ionov v raztopini FeSO4. V raztopino pomoc¢imo platinsko
in NKE elektrodo. Pt elektroda je indikatorska elektroda. Izmerili smo AE= 0.395 V. Katoda
je platinska elektroda.

E’eas/pers = +0.771 V

Exge=+0.242V

AE = Ere3+/re2+ - Enkg=

EOFe3+/Fe2++ 0.0591 log[FeH] /[Fe”] - Enke

[Fe3+]_ AE — Ege3+/pez+ + ENKE ~0.395-0.771+0.242

lo = =2.20
- [Fe2+J 0.0591 0.0591
3+
Fez =6.3%1073
Fe~™

V solije od 100 do 1000 krat manj Fe’* od Fe .

|Fet

e= [Fe3+J+ lFe2+]* 100 =0.63%

3)

IzraCunaj standardne potenciale za reakcijo:

CuSCN(tr) + ¢ .~ Cu(tr) + SCN

Shematsko predstavi Clen, pri ¢emer je NKE katoda, bakrena elektroda pa anoda. Izpelji

enacbo, ki nam predstavlja zvezo med izmerjenim potencialom ¢lena in pSCN = - log SCN

0 +
E =F 0.0591log|C
Cut/Cu Cut /Cu * Ogl “ J

Lp(cuscny = [Cu'][SCN]

E . — Y +0.0591log Lp
Cu” /CuSCN  cu*t/cu ‘SCN_\
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E_ . = £

Cu’ /CuSCN Cut/cu
EY .
Cu' /CuSCN

+0.0591log Lpcyscn — 0.059110ngCN_J

b.
Cu | [SCN']= xM, CuSCN(tr) | |NKE
C.

AE = Enge—Ecur/cusen = Enke — E'curicusen + 0.0591 log [SCN']=

Exxe—Ecuscusen - 0.0591 pSCN

AE

0
PSCN = “NKE = Ecujcusen ~
0.0591

4a.)

IzraCunaj standardni potencial za reakcijo:

AgS(tr) +2¢ 7 2A (tr) +S*

b.)

Shematsko predstavi ¢len, tako da je Ag elektroda katoda.

c.)

Izpelji enacbo, ki nam predstavlja zvezo med potencialom ¢lena in pS.
a)
Eagiag= EOAg+/Ag +0.0591 log[Ag]
Lpags) = [Ag'T[S”]
Lpgo2s
2—

S
EAg/Agzs = EOAg+/Ag +0.0591*1/2 IOng(Agzs) —0.0591* 1/2log[Sz']
Eagams = E'agags—0.0591%1/2log[S™]
b)
NKE | |[$7]= xM, Ag,S(tr) | Ag
c)

Ag+ =
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pS =- log [S™]
AE= EK— EA: EAg/AgZS - ENKE: EOAg/Agzs + 00591* l/ZpS— ENKE
_gY x
- (AE EAg/Ang +ENKE) 2 -

S = _
P 0.0591

5.)

Za naslednja dva ¢lena napisi shemi in izvedi formuli, ki predstavljata zvezo med potencialom
¢lena in pX. Indikatorska elektroda je katoda z Hg indikatorsko elektrodo za dolocitev pCl

Z Ag kot indikatorsko elektrodo pCOs

Hg,Cl, (tr) +2¢ .~ 2Hg (teko&) +2 CI

Ag,CO; (tr) +2¢ 7 2Ag (tr) + COs>

Konstanta stabilnosti topnega Hg(Ac), je 2.5%10®

Hg™ +2Ac¢ .~ Hg (Ac),

_ |Hg(4e)a] .,
Ky = [Hgi];:_ ]2 =2.5%108

Hg (Ac),+ 2¢ .~ 2Hg (teko€) + 2 Ac”

0 0.0591 [ o
E = E + log|H
He**IHg T gt g 2 L
[Hg2+]= [Hg(,AC)z,]
KSt *lAC_JZ
0 0.0591. [Hg(4c),]

E =F —0.0591log K ; + lo
Hg* I Hg(Ae)y ~ Hg2* g SRerT Ty 08

1
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EY . =E) . -0.0591logKy
Hg*" /| Hg(Ac)y Hg“" /| Hg

7.)

IzraCunaj standardni potencial za reakcijo

Hg Y +2¢ "~ Hg (tekot) + Y*

Hg™ +Y* 2~ HgY*

Y* je anion EDTA

4—
Ky = IHgY | =6.3*10°!
el i
. 1
E -, o ) erloglﬂg2+
Hg™" /Hg  Hg*"/Hg 2
4—
. 1 . | HoY
E o4 2— =E0 7 +m10ngt+0059 log| ol |
Hg™" [ HgY Hg=*/Hg 2 2 [Y4_J
E°=0.210V
: 1
E° 4 =E 209 ok
Hg/HgY Hg“" | Hg 2
8.)
IzraCunaj potencial ¢lena
Hg | [HgY?]=7.24*10"M, Y+ =2.0%10"M | | NKE
K. =6.3%10*'
AE:EK*EA
4—
0 0.0591 HgY
AE =F —-FE _=F —-FE — lo
NKE = E o) boy? NKE Ha/ Hay 2 5 g -
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-
AE = 0242+ 909110, 724710 © 91

2.0%1071

[Y*]=2*%10° M, 2*¥10° M

9)

Predstavljeni ¢len ima potencial 0.971V
Cd | CdXy(tr), [X]=0.010M, | | NKE

IzraCunajLpcyxo

E o4 =EY ) +wlog[&l2+
Cd="/Cd  cq“t/cd 2

Lpcaxz = [Cd*I[X T

Lp

oo

0 0.0591
Ecd/cdx, —ECd2+/Cd R

[Cd2+

log Lp — 0.059110g[X_]

AE = ENkE —Ecd/cdxy =

0 0.0591 [ _]
E —FE — log Lp +0.05911log| X
NKE == ca2+ ey
O _
Ener —E —AE+0.059110g[X ] *)
NKE ™= a2+ ca
logLp =

0.0591

37



(0.242 +0.403—0.971+0.059110g(10™2))*2

0.0591

- (0.242+0.403-0.971-0.1182)2 _ 1503
0.0591 '

loglp =

Lpcax2=9.33*107'°

10.)

Za naslednji ¢len je izmerjeni potencial
AE=0.741 V.

Pt,Hy(1atm.) | HA(0.300M),NaA(0.200M), | [INKE
Izracunaj disociacijsko konstanto Sibke kisline.

AE:ENKE -E H+/H2 = ENKE -0.0591 IOg [H+]=

H+

f
e 0.0259110g [HH =0.0591log
2 1 22%)

[H'=Kna*ci/cs

f
ot 0'0259110g [HH =0.0591log
2 pt)

H+

EnkE — 0.059110ng —AE

logKpiq = 00591 B

0.242 — 0.059110g; —-0.741

=—8.62
0.0591

IOg KHA =-8.62
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Kya = 2.4%107°

0 0
E Hg/HgYZ-:ENKE -E Hg/HgY2- ~

Lp Hg,ClL =[Hg,* 1 [CI]

0

AE + ENKE - F —

log[ Ag+]: Ag+/4g _0400-0.799+0242 ) .o
0.0591 0.0591
0.0591

. 0 2+
EHg§+/Hg T EHgng/Hg + 2 lOg[Hg2 ]
ELEKTROLIZA:

ELEKTROLIZA je prisiljen proces. Katodo najprej speremo z destilirano vodo in etanolom,
damo v susilnik. Prazno elektrodo stehtamoPri fizikalnokemijskih analiznih

POLAROGRAFIJA

KONCENTRACIJSKI CLEN

Je sestavljen iz dveh enakih pol¢lenov, ki se razlikujeta samo v koncentraciji dolo¢ene ionske
vrste. Vzamemo dva enaka polclena.

Agl| AgCl(tr), [CITs | | [CIIx AgCl(tr) | Ag

A K

Cl' +Ag(tr) .~ AgCl(tr) + ¢

kloridni ioni se porabljajo (Anoda)

AgCI(tr)+ e 7 Ag(tr) + CI

kloridni ioni nastajajo (katoda)

[CI']s >[CI']x

ravnotezje je, ko se potenciala izenacita in takrat
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Ex= E’sgagci - 0.0591 log[Cl]x

Ea= E’agagci- 0.0591 log[Cl s

AE = Ex — Ea= E°Agagci - 0.0591 log[CI']x
-E’agagci+ 0.0591 log[Cl s

Cl
Cl

AE =0.0591log

AE>0 za galvanski ¢len
S takSnim galvanskim ¢lenom lahko merimo pH raztopine ali koncentracijo vodika
(pH, =1 atm)Pt| [H]x| | [H']s | Pt (pH, =1 atm) |

Na desni je koncentracija H™ konstantna, na levi pa se spreminja.

Hy(pl) c 72H +2 ¢
]

E, =0.0591log——7+
1/2
sz

2H +2 ¢ . Hy(pl)

1 al i
=—0.0591log =0.0591log———=

+ B 1/2
H+
+
AE = Eg —E 4 =0.0591log f— =K—O.059110g[HL
H

K =0.0591 log[H'],
(pH> =1 atm) | [H']x| | SHE

AE= EK —EA :ESHE -0.0591 10g[H+]
AE=0.0591 pH
Potencial je premo sorazmeren s koncentracijo raztopine (s pH raztopine).

Vodikova elektroda je bolj pomembna iz teoreticnega stalisca kot iz prakticnega stalisca.
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V prakticnem pogledu uporabljamo za merjenje pH stekleno elektrodo. Je zelo selektivna in
senzitivna (obcutljiva na spremembo koncentracije vodika v intervalu od pH 2 do pH 10.
Selektivnost pomeni, da lo¢i H' ione od ostalih. Potencial se spreminja samo, &e se spreminja

koncentracija H' ionov, drugi ioni na spremembo potenciala ne vplivajo.

yt +
E, =V -V, =0.0591log —0.0591log

H H
H+]1 JH+L
0.059110gJ 1 :

g b b

E,.=K +0.0591 10g[H+]1 membranski potencial

+

H' b,
K =0.0591log ]
HY ) |5
AE = Eagagci— Enkg + Em TEas
Easuposteva, da j; in j, nista enaka.

L= Eagagci— Exke TEas

AE=L'+0.0591 log[H'];=L - 0.0591 pH

L'=L +K

Potencial steklene elektrode je potencial membrane, potencial, ki ga lahko izmerimo. Ce je
koncentracija notranje raztopine enaka koncentraciji zunanje raztopine, bi lahko takoj izmerili
potencial. Asimetri¢ni potencial se od elektrode do elektrode spreminja. Vsaka steklena
elektroda ima svoj asimetri¢ni potencial. Je specificen za elektrodo in se tudi spreminja, zato
je potrebno elektrodo umeriti. Umerimo jo s pufernimi raztopinami, ki imajo znane pH
vrednosti.

pH =4.01 ftalatni pufer

pH = 6.98 fosfatni pufer

pH =9.22 Na,B40;

Meritve morajo biti med dvema puferskima zmesema, puferno obmocje mora biti vedno
tako, da je pH merjene raztopine vedno v tem obmocju.
Strmina elektrode:
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AE= L'-0.0591 pH

dAE =59.1mV | pH

dpH

Steklena elektroda na sme biti na zraku, ampak vedno v vodi, da se mermbrana ne posusi, ker
se odzivni ¢as (Cas, ki je potreben, da se potencial ustali) vec¢a. Normalni odzivni ¢as je nekaj
sekund. Po vsaki meritvi damo elektrodo v vodo.

Nad pH 10 ne moremo meriti, ker je zelo malo H™ ionov v raztopini (10"° H ionov na 1 L
raztopine).

Ce v steklu zamenjamo CaO z Al,O3, pride do spremembe elektrode in dobimo membrane, ki
niso senzitivne na H' ione, ampak tudi na druge ione. Poznamo steklene elektrode za merjenja
Na, K, Li, Ag ionov, vendar niso tako selektivne kot steklena elektroda za merjenje H'.

ALO; ima veliko afiniteto do klora. Bolj obcutljiva za alkalijske ione kot za vodikove.
Uporabljamo enacbe, ki nam kaZejo napake. Uvedemo pojem koeficient selektivnosti, ki nam

pove motnjo drugega iona. UpoStevan je v kompletne;jSi Nernstovi enacbi
n n;/n

Ei =K + 1/n; *0.0591 log! [X]i+ 2., Kz‘j [Y ] j I

j=l1

Konstanta selektivnosti nam pove, kako nek drug ion vpliva na potencial.

Ena =K +0.0591 log { [Na"] +Knasx [K']

Nikolsky

Knarx+ =107 =1/1000

Elektroda je tiso¢ krat manj obcutljiva za kalij kot za natrij. Koeficient selektivnosti se lahko

izmeri, tako da spreminjamo koncentracijo motecih ionov.

Ei =K + 0.0591log [X];

[X]i=Na+, K+, Li+, Ag+

AE =E;-Enkg = K-0.0591pX-Exke

Karakteristike nekaterih ionoselektivnih elektrod

Kation sestava stekla % Kj

Lit 11%Li,0, 25%A1,03, K Litna: <=0.33
60%Si0, K v s <107

Na* 11%N2a,0, 18%AlL,05 K Nat+.x+ <3%107
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71%Si0,

K" 27%Na,0, 5%AlL0; K k+Na+ =5%107
68%Si0,

IONOSELEKTIVNE elektrode s trdno kristalno membrano

fluoridna elektroda:

Ag/AgCl

0.1 M NaF

V)

Vi(F)x

Lp=10"%

ob elektrodi imamo topnostni produkt

Membranski potencial je razlicen, ce se koncentracije lantanovih in fluoridnih ionov

spreminjajo.

La3+

Er,=K +%0.059110g

Er=K +%0-059110ngLaF3 —0.059110g[F_]

K=K+ §0.059110ngLaF3

'
Er=K — 0.059110glF J
Elektrode merijo aktivnost in ne koncentracije ionov.
a=c*f
Ce so raztopine razredéene, lahko re¢emo, da je aktivnostni koeficient enak koncentraciji, pri

bolj koncentriranih raztopinah pa je aktivnostni koeficient manjsi od 1.

2
0.5
og =22 L

Pripravimo si 10"'M NaF in jo 10 krat razred&imo.
10°M
10°M
10*M

43




10°M
Ce bi §li merit potencial med posameznimi raztopinami, ne bi dobili linearne odvisnosti.

Pripravimo si raztopine tako, da imajo enako ionsko moc.
'
EF =K — ().059110gap

— '— N ks

Ep =K' ~0.0591log|F" | S

Ep =K ~0.059log/ ~0.0591log|F|
L=K - 0.0591ogf -

Ep=L- 0.05910glF_J

pF = -log[F’]

AE

Iz grafa lahko od¢itamo pF

AgS (tr) (7 2Ag" + 8*

LpAg:S =[Ag T [S*]=10

Ima defektno kristalno strukturo in je zato elektroprevoden.

Nekaj ionov je v visku in se nahajajo v vmesnih prostorih. Zaradi tega je zagotovljena
el. prevodnost skozi takSno membrano Ag,S

Ag /AgCl
0.1M AgNO;

AgZS
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Eag = K +0.0591 log[Ag']

Exg =K -0.0591 pAg

Obmocje je linearno od pAg 0 do 7
AE

Eq =K +0.0591log

Eg=K+ %0.059110ngAng _0 025 ol 1og[52 ]

K’
Es=K’ + 0.02955pS

Sulfidne ione lahko merimo v alkalni raztopini (pH>10), Ag" ione pa v celem pH

obmocju.
Sulfid tvori H,S, ke je slabo disociirana.

S*+H" _THS K, =1.2%107"%

HS +H' "~ H,S K; =5.7%10"®
Sulfidne ione elektroda zazna, HS" ione pa elktroda ne zazna in tako ne moremo
doloditi prave koncentracije, ¢e nimamo alkalne raztopine.

Ali lahko s tako elektrodo merimo tudi kloridne in bromidne ione?

AgCl (tr) (" Ag' + CI Lpaga =[Ag ][CI]= 10"
AgBr (tr) .~ Ag' + Br Lpags: =[Ag ][Br]=10"
Agl (tr) (7 Ag +T Lpag =[Ag'[I'T=10"°

Lpagct >Lpagsr > Lpag>>Lpags
Lpag =[Ag'TII]=107°

Ne doseZemo tega topnostnega produkta.
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Morali bi imeti ogromne koli¢ine iodidnih ionov. Iz tega sledi, da s to elektrodo ne moremo
meriti teh ionov. Sestavimo zmes halogenida in sulfida Agl +Ag,S

AgBr +Ag,S

AgCl +Ag,S

E; =K - 0.0591 log[I]

Eag =K+ 0.0591 log[Ag']

E; =K+ 0.0591 Lpag

Ei =K’ - 0.0591 log[I']

Epr =K’ - 0.0591 log[Br]

Ea =K’ - 0.0591 log[CI']

Ali moti dolocevanje sulfidnih ionov z Ag,S elektrodo prisotnost Br, CI', I ionov?
Dolocanje sulfida ne motijo Br, CI', T’

Ali motijo sulfidni ioni iodidne ione? Motijo, ¢e jih bo malo se bo oboril, ker je topnostni
produkt prekoracen (Lpag>>Lpags )

Bromidni ioni ne motijo iodidnih ionov.

Kloridna elektroda je najmanj selektivna, motijo jo vsi ostali.

Hg2+ obarja sulfidne ione in moti.

Pri dolocevanju neke ionske vrste motijo vsi tisti ioni, ki dajejo soli z manjSim
topnostnim produktom.

Br’, CI, I' lahko dolo¢amo do 10 M.

Iodidno elektrodo lahko uporabljamo za dolo¢anje CN” ionov.

AglI(tr) +2CN " Ag(CN),+TI
membrana raztopina raztopina NO;
AE

pCN

Imenujejo jo tudi korozivna elektroda.

Elektrode s tekocinsko membrano
Kalcijeva ionoselektivna elektroda

Ag/AgCl
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CaCI2 0.1M
ionit
membrana

[CalX

Membrana je iz porozne plasti¢ne snovi in je nasicena z raztopino, ki jo sestavljata dve
substanci. Kot topilo je izrazito nepolarna substanca, v kateri je raztopljena snov, ki
reagira z ioni, ki jih dolo¢ujemo (v naSem primeru dietil fosforjeva kislina- ionit).

Nepolarno topilo je hidrofobno in vode ni v membrani.

C,Hs-O- (0]
P
C,Hs-O- OH
organski del, nepolaren anorganski del, OH nastopa kot polarni del

Anorganski del gleda ven, proti vodi, organski del pa v membrano.

C,H;s-O- o
2 P +Ca®"
C,H;5-O- OH
C,H;5-O- o o O- C,H;s
P Ca P +2H"
C,H;s-O- o o O- C,H;s
Em =V1-V2

ECa =K+ —00591 10g[CCl2+

Eca = K- 0.02955 pCa
AE =Enkg —Eca = K’+ 0.02955 pCa
K = EN](E -K
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dAE
dpCa

Gre za tvorbo kompleksa, ki nastaja ob membrani pH v mejah 10>pH>5. RavnoteZje je

=29.55mV / pCa

pomaknjeno v desno.

Kalijeva elektroda:nepolarna topila

Valinomicin je nepolaren, ima grozdasto strukturo. K™ ni kemiéno vezan na valinomicin,
ampak je v bistvu v kletki. naklon je 59.1 mV/pK. Pomembna je v medicini za merjenje krvi.
znane elektrode so Se:

ClO4, BFy, NOy

PLINSKA ELEKTRODA
Elektroda za dolocanje CO». Sestavlja jo galvanski ¢len za dolocanje pH.

NKE standardna elektroda

raztopina NAHCOs3

CO;notranja raztopina

Membrana je porozna samo za pline.
[CO,] notranja raztopina

COy(zun.r.) .~ COy(g)membr. . “CO,(notr.r.)

_ |CO, |zun.razt.
[CO, Jnotr.razt.

Ravnotezje v notranjosti:

COs(n.r.) + H,O &_> HCO;5™ + H

_ |neos |u| _|ncos |k
- [C02 ]noi.razi. - [cO, ]é.razi.

Khiar.
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_|acos ||
= _[COZ ]Z._I/'CZZZ‘.-

Ce je koncentracija HCO;™ v notranji raztopini visoka, tako da se ne spreminja glede na CO, v

vzorcu, velja:
] I S
[CO, |z.razt. lHCO3— J

[H+] :KB* [CO2]Z.raZt

KB ==

Torej je potencial steklene elektrode funkcija aktivnosti CO, zunanje raztopine

Eqa=L + 0.05911log [H']=
L + 0059110g KB[CO2 ]z,razt_:
L> +0.0591log [ CO; ],.rant

METODA STANDARDNIH DODATKOV

Uporablja se pri nekompliciranih snoveh. Ioni med seboj reagirajo in pride do interakcije. Da
te vplive

upoStevamo, uporabljamo metodo standardnih dodatkov. Vzor¢ni raztopini dodamo
standardno raztopino n.pr fluoridnih ionov. Vplivi ostalih ionov so isti v vzorcni raztopini in v
vzoréni raztopini, ki smo ji dodali standardno raztopino.

Matriks = kompletna sestava vzorca vklju¢no zs komponento, ki jo doloc¢ujemo.

Pri metodi standardnih dodatkov ne spreminjamo sestave vzorca. Najprej izmerimo potencial
vzorca, dodamo nekaj standardne raztopine (standardnega dodatka) in spet izmerimo

potencial.

Iz standardne raztopine KBr 0.1 mol L™ si pripravimo raztopine, ki bodo imele koncentracije

od 10-1 do 10-3 mol L. Raztopine si pripravimo tako, da bodo imele vse enako ionsko mo¢
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(v vsako bucko razen prve odpipetiramo po 10 ml KNO3 1 mol L™"). Raztopine si pripravimo

z zaporednim razredéevanjem raztopine KBr 0.1 mol L™.
Merjenje koncentracije neznanega vzorca z metodo standardnega dodatka.

Pripravimo si standardno raztopino, ki naj bo priblizno 10 krat bolj koncentrirana kot vzorec.
Izmerimo potencial 100 ml vzor¢ne raztopine.

100 ml vzor¢ne raztopine dodamo 10 ml standardne raztopine, ki je priblizno 10 krat bolj
koncentrirana od vzorca ter po vzpostavitvi ravnotezja ponovno izmerimo potencial.
Raztopino je treba med merjenjem mesati.

IzraCunamo AE in s pomocjo AE izratunamo koncentracijo vzorca.

Ei, Vi, Cx

Es, Vi, Cx +V5, G

E1 =AE =Enke —Em

Ey =K+ 0'059110g[M”+]
n

v nasem primeru:

Ey =K+ —0'0591 logC,
n

0.0591
Q=EM@—EM=EWE—K——;—bﬂ%

Dodamo Vs s koncentracijo Cs in izmerimo potencial
0.0591,,  VxCitVsCy

0
n 8 Ve +Vs

Er=ENkg — K -

0.0591 ViCitVsCs  0.0591
—— *log +

AE=Ey —Fr=- Ve +V .
X S

logC,
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0.0591,, VxCitVsC
— lo

AE = g
n (Vx + VS)CX

s preureditvijo dobimo:

nAE ViCytVCy

— — Og
0.0591 (¥, +V,)C,

antilogaritmiramo:

nAE
ooser GG v TG
Vi +V)Cy Vi+Ve (Vy+V)Cy
nAE
0 00so1 _ e VsCs
Vx + VS (Vx + VS)CX
nAE
(10 0.0591 __Yx 1 _ Va +75)Cy
Vi +Vy ViCg
_ nAE -1
_ VG o 00591 x
W+ Ve +Vy

Naloge:
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Izmerjeni potencial ¢lena v 10 ml vzorcne raztopine je 0.2331 V, po dodatku 1 ml standardne
raztopine Na s koncentracijo 2*10 M pa potencial pade na vrednost 0.1646 V. Izratunaj
koncentracijo Na v vzorcu.

E;=0.2331V

Vi =10.0 ml

V,=1.0ml

C,=2*10" M

E>;=0.1846 V

AE =E; -E|=0.1846- 0.2331 =-0.0485 V

_ nAE -
_ VG w0 00591 Vx
Yo+ V) Ve +V,
1ml*2.10™2 00485 10 B
=TS IT 0 00591 | Z319% 1074y
(10 +1)m! 11

2. Kalcij dolo€amo z elektrodo s tekoCinsko membrano. V 25 ml vzoréne raztopine smo
izmerili potencial ¢lena 0.4965 V. Po dodatku 2 ml 5,45%10 M raztopine CaCl, pa smo
izmerili potencial E; =0.4117 V.

, o _(-0.0848)2 -1
o 2mI*5A45.107° 0 T g0sor 25 | s 4sui0-6yy
Y (254 2)ml 27

3.

Ce fluoridno elektrodo potopimo v standardno raztopino fluoridnih ionov s konstantno ionsko
mocjo, izmerimo proti NKE naslednje potenciale:

[F] M AE (mV)

1.107 100
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1.10* 41.5
1.10° 17

Ce je ionska mo¢ konstantna, je odziv elektrode odvisen samo od logaritma
koncentracije fluoridnih ionov. Kolikien bo potencial pri [F]=5.10"° M in kolik3na je
koncentracija fluorida v raztopini, ce je AE =0 V.

AE ==K'- 0.0591 log[F =
AE ==K'- 58.5 log[F]=

100 =AE =K'- 58.5 log[F]=
100 =AE =K'- 58.5 log 10"

'=-192.5 mV
AE; =-192.5 -58.5 log 5.10°=59.1 mV
0=-192.5 -58.5 log [F 1=
[Fl=5.1%10"
POTENCIOMETRICNE TITRACIJE

Nimamo indikatorja. Izvedemo jih tako, da merimo potencial ¢lena. V raztopini imamo
elektrodni par, ena je referen¢na, druga indikatorska. VaZen je ustrezni elektrodni par.
1. titracije kislin z bazami (pH titracije )

pH je premo sorazmeren s potencialom. Steklena elektroda nam bo merila potencial .

2. redoks titracija (Fe po Zimmmerman- Reinchardtu)

MnOy4 +5¢ +8H" .~ Mn** + H,0

+ - +
Fe*' -~ Fe?

Kot indikatorsko elektrodo uporabljamo platinsko elektrodo.

E sist. meri Pt elektroda, nasi¢ena kalomelova pa je primerjalna elektroda. Pt je povezana s

potenciometrom z NKE (univerzalna Pt elektroda).

3. Obarjalne titracije (dolo¢evanje CI", Br, I') z AgNOs. Lahko jih izvajamo, ¢e imamo
ustrezne elektrode, ionoselektivne elektrode (kloridna, bromidna) za dolo¢evanje vseh pa
lahko uporabimo srebrovo elektrodo. Kot primerjalno elektrodo uporabljamo NKE.

4.Cu*+ EDTA> _“CuEDTA
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Cu ioni se sproti porabljajo. To lahko dolo¢imo z odgovarjajoco ionoselektivno elektrodo.
Kako lahko dolo¢imo kon¢no tocko pri potenciometri¢nih titracijah ?

Vse krivulje imajo klasi¢no S obliko.
Sibkejsa je kislina, krajsi je potek po ekvivalentni ¢rti. Vecja je razlika potencialov, daljsi je

potek krivulje po ekvivalentni Crti.

Obarjalne titracije — topnostni produkt je tisti, ki nam pove potek po ekvivalentni ¢rti. Manjsi

je Lp, daljsi je potek po ekvivalentni Crti.

4. Odpvisen je od K stabilnosti, ¢im manjsa je, tem krajsi je potek po ekvivalentni Crti.

5. Mikrobirete so birete, kjer lahko odmerimo majhne volumske dodatke (0.02 ml). Ko se
blizamo ekvivalentni tocki, dodajamo vecje volumne, ko smo €isto ob ekvivalentni tocki,
dodajamo majhne volumske dodatke.

Pomagamo si z metodo drugega odvoda — za natan¢no dolocitev ekvivalentnega volumna.

Drugi odvod v ekvivalentni tocki spremeni predznak, torej ima vrednost 0.

Ag ione titriramo v 100 ml raztopine s koncenracijo 2.068*10-4 M KI

V ml E proti NKE

3.75 0.2105
4.0 0.1979
4.25 0.1730
4.5 0.0316
4.75 0.0066

Ve 1165
0.25 1165+1032

Vx =0.133 ml
Vk =4.25+0.133 =4.383 ml

mmol Ag" =mmol I’

_ mmoldg  4.383%2.068*10™
miKI 100

+ —9.06%10 M

0.2479 g brezvodnega Na,PtClg (natrijev heksa fluoro platinat) smo s hodrazinom razkrojili,

proste kloridne ione pa titrirali z AgNO3 (0.2314 M).

V ml E proti NKE
13.80 0.172
14.0 0.196
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14.2 0.290

14.40 0.326

14.60 0.340

Vx/0.2 =70/ (70+58) =0.547

Vx =0.109 ml

Vk = 14.0+0.109 =14.109 ml

Izracunaj % klorida v Na,PtClg

mM(Cl) = 14.109*0.2314

%Cl1 = (mM(CI) M(C1)/247.9)*100 = (14.109*0.2314*35.54 /247.9) *100 = 46.80%

Toc¢no 100 ml 0.03095 M raztopini NaF titriramo z 0.03318 M La(NO3)3
La** +3 F _~LaF;

V ml E proti NKE
0.0 -0.1046

30.3 +0.0041

30.6 +0.0179

30.9 +0.0410
31.2 +0.0656
31.5 +0.0769
50.0 +0.1118

Izracunaj ekvivalentni volumen in kon¢ni volumen, ki ga dobis iz meritev.

VNar*MnNaF = Viano03)3*Mranos)ys

100*0.03095 =V ran03)3%0.03318.3

Ve =31.09 ml

Vx/0.3 =15/(15+133)=0.03 ml

Vk=30.9+ 0.03 =30.93 ml

To je dejanska vrednost, ker je krivulja asimetricna.Ekvivalentna tocka ni v obracalni tocki,
ampak v zgornji polovici. Imamo razmerje 1:3

(simetri¢na je Ag" + CI" .~ AgCl)- ekvivalentna to¢ka je na polovici, e je razmerje 1:1

Izracunaj K v enacbi

E =K +0.0591 pF
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AE =Ep —Exxe =K'- 0.0591 log[F =K+ 0.0591 pF
Vzamemo potencial E pri 0 ml

[F]=0.03095 M

pF =1.5093

-0.1046 =K+ 0.0591 *1.5093

K=-0.1938V

Doloc¢i koncentracijo fluoridnih ionov po 50 ml dodanega titranta.
E =K +0.0591 pF

0.1118=-0.1938 + 0.0591pF

pF =5.17

[F]=6.76 *10° M

Izradunaj koncentracijo La*" ionov po 50 ml dodanega titranta La(NO3);.

_ %
Lo molla _(50-31.09)*0.03318 _ o3,
V(ml) 100 + 50
Izracunaj Lp LaFs
Lp LaFs=[La’"][F ]’ = 4.183*107 ( 6.76*10°)* =1.29%10™'®
Metoda dolocevanja konéne tocke titracije po Granu
Ag'+ CI' .7 AgChtr
AE = Epgcyag- 0.0591 log[CI'] -Exxe=/:0.0591
0
AE E —ENKE _
_ DagCl) Ag —log[Cl ]
0.0591 0.0591
| K—-AE
log[Cl == o K'-16.92AE
0.0591

0
Egecr)ag ~ ENKE
0.0591

K'=

[CI'] = antilog(K-16.92E)
V¢ —zacetni volumen titrirane raztopine
[CI']x- iskana zaCetna koncentracija klorida

VAg" -volumen dodanega titranta AgNO3
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[Ag'] -koncentracija titranta

[CI'] se med titracijo spreminja

)2 el b’
Var + VAg+
Ver * [CI‘L — VAg+*lAg+J

Ver +V
Cl Ag+

= antilog(K —16.9AF)

Ver * lCl_Jx — VAng * lAg+|= Ve + VAg+ )antilog(K —16.9AE

Naloge:

100 ml 0.02M raztopine NaCl titriramo z 0.1 M raztopino AgNOs. IzraCunaj potencial Ag
elektrode proti NKE, ko si dodal 1 ml pred ekvivalentno tocko, v ekvivalentni tocki in 1 ml
po ekvivalentni tocki (prebitek).

Eagerag= Elagcrag- 0.0591 log[Cl]

* — *
]:100 0.02-19%0.04 _ o 414y,

119

Eagcrag=0.222 —0.059110g(8.4*10™*) = 0.403 V

o

E proti NKE = 0.403 —0.242 =0.161V
LpAgCl=[Ag ][CI]=1.82*%10"°
Vet E proti NKE = 0.403 —0.242 =0.161V

CI']=V 1.82%10"° = 1.349%10° M
Eagcrag= 0.222 —0.059110g(1.349%10°) = 0.510 V

E proti NKE =0.510-0.242 =0.268V
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X 0.1M \
[Ag']= 1 ml——— =8.26%10*M
21ml

Eagriag= Elagiag 0.059110g[Ag']=
0.799 +0.059110g(8.26*10™*) (1.349%107)
Eagi/ag=0.615V

E proti NKE =0.615-0.242 =0.373V

. w110
PASC _ 0202 —10g 810 x0.0591=0.6150

Ag” 8.2*1074

0.222 -0.0591log

VOLTAMETRIJA

Voltamperometrija je zasledovanje toka v odvisnosti od potenciala.
Polarografija je posebna vrsta voltametrije (zacetnik Heyrovski). Osnova je elektrolitska
celica, ki jo uporabljamo pri elektrolizi. Elektrolitska celica pri elektrolizi se razlikuje od

normalne el. celice: imamo dve veliki elektrodi iz Pt, ki sta mrezasti in imata veliko povrSino.

1(A)

E proti NKE (V)

L(pA)

E proti NKE (V)

Tu nimamo dveh elektrod z veliko povrsino. Katoda ima majhno povrS§ino.
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I; je residualni tok-preostali tok. Ko se zaCnejo ioni izlocati, zatne tok naglo narascati.
Elektrode so koncentracijsko polarizirane. Katodo spremenimo in to ni vec¢ elektroda z veliko
povrsino, ampak elektroda z majhno povrSino. Anoda je NKE. S tem dobimo pogoje, ki
veljajo v voltametriji. Ce je katoda Zivosrebrna elektroda, govorimo o polarografiji.

HgKE= Zivosrebrna kapalna elektroda.

Med elektrodama ni v zacetku nobene napetostne razlike. Pocasi se povecCuje potencial.
Potencial na katodi postaja vedno bolj negativen. Naboj na elektrodi je minus in privlaci
katione. Tok stece v skladu z Ohmovim zakonom tako dolgo, dokler ni konstanten.Graf
imenujemo polarogram.

A- reduciranje necistot

B- ohmov zakon (depolarizator, ioni, ki jih dolocujemo).

C-konstanten tok

Elektroda je koncentracijsko polarizirana, koncentracija Cd se ne spreminja. Pridemo v
obmocje, ko se za¢ne Cd reducirati in tvori amalgam. Tok narasca (ve¢ elektronov dodamo,
vecji tok tece).

Ob elektrodi Cd ionov zmanjka, koncentracija pade na ni¢ in takrat tece konstanten tok. V
obmocju B je elektroda koncentracijsko polarizirana. V C se tok ne spreminja, eprav se
potencial spreminja. Nastopi koncentracijski gradient in sicer v skladu z difuzijskim zakonom.
Difuzijski zakon ali Fickov zakon

Pretok ionov na enoto ¢asa

Ioni potujejo iz mesta vecje koncentracije na mesto z manjSo koncentracijo. D je difuzijska
konstanta, je karakteristicna za dolocene ione. Vodikov ion ima majhno difuzijsko konstanto.
Difuzijska konstanta D nam pove hitrost potovanja. loni depolarizatorja v tocki C :

tok ne naraita ve¢, Geprav povedujemo napetost. Cd*" smo porabili, ni jih ve¢ in zato
koncentracija Cd pade na ni¢, koncentracija se ne spreminja. Zaradi razlicnih koncentracij

nastane difuzija.

dn dc

— =—D*G§* ___ 1. Fickov zakon

dt dx

D = difuzijska konstanta (cm?/s)

S = povrina Hg kapljice (cm?)
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Pri nespremenjenem koncentracijskem gradientu preide vsako sekundo isto Stevilo elektronov
k elektrodi, tok je konstanten.

I=1Ip+Ix

Ip= 607*n*P"*m***¢ ¢ ILKOVICEVA enatba

Zveza med Ip in c je linearna [p=(pA)

m= masni pretok

t=kapilarni ¢as, kako dolgo se kapljica zadrZzi na kapilari
A: elektroliza prakticno ne teCe, ioni depolarizatorja ne sodelujejo, elektroda je

koncentracijsko polarizirana

B: Cd*" se polarizirajo, pri poveCani napetosti teCe vecji tok. Raztopina se ne mesa, cd*
gredo od Zivosrebrne elektrode v amalgam.

C: Vzpostavi se koncentracijski gradient, velja Fickov zakon. Tece konstantni tok, Cd ne
prehaja vec, difuzijski koeficient je stalen, Ce je stalna temperatura.

Cd*" +2¢" +Hg .~ CdHg

I=1Ip+1Ix

Izpolnjeni pogoji:

V raztopini mora biti nosilni elektrolit (alkalijska sol, mo¢na kislina ali mo¢na baza) s
koncentracijo od 0.1M do IM. To je tisoCkrat vecja koncentracija kot je koncentracija
depolarizatorja v raztopini.

DIREKTNA polarografija

Dologamo koncentracije od 10° do 107 M M" ionov. Naboji so razlitno razporejeni,
elektricno polje je heterogeno v depolarizatorju. Kjer je ve¢ Cl ionov, je raztopina bolj
negativna, kjer pa je vec cd™, pa bolj pozitivna. Difuzija ni odvisna samo od difuzijskega
gradienta, pa¢ pa tudi od elektri¢nega polja (heterogenost). Ilkovi¢eva enacba ne velja za
heterogena polja, zato damo v raztopino nove ione (nosilni elektrolit). Sedaj merimo Ccisti
difuzijski tok.

2.) Raztopine ne mesamo. Raztopino mocno prepihamo z dusSikom, da odstranimo sledove
kisika , ker se na elektrodi reducira tudi kisik in tvori dva polarografska vala. Tako moti
doloc¢evanje pravega difuzijskega toka oziroma zeljenih ionov.

pri E=-0.1V  Os(pl) +2¢' +2H" .~ H,0,

pri E=-1V H,0,+2¢ +2H" .~ 2H,0

3.) Dodati moramo $e za nozevo konico zelatine, da odstranimo maksimume polarografskih

valov. Ravnotezje na Hg kapljici se prepocasi vzpostavlja, Zelatina je supresor maksimumov.
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Hg kapalna elektroda je cevka z ozko kapilaro (d = 0.2 mm), ki je povezana z rezervoarjem
zivega srebra, v katerega je vstavljena Cu Zica. Vzpostavljen je elektri¢ni tok.
m***t"® = konstanta kapilare oziroma Hg kapalne elektrode. Ioni nosilnega elektrolita (H,

K", Na") ne motijo dolo¢itve ionov depolarizatorja, ker se reducirajo pri dosti bolj negativnem

potencialu.
+0.34V Cu*"/Cu
oV SHE
04V cd*/cd
-0.76V Zn**/Zn
-1.3V Mn>"'Mn
2.0V Na'/Na

S polarografijo lahko dolo¢amo kvalitativno in kvantitativno sestavo.

M"" +ne” +Hg .~ MHg

MI’H-
EHgKE =EO+RT1I1l JH20
nF o (Mg,

1= K1 [M" J20 - [M" 1’120 1
tok ionov ob elektrodi vrednost je konst.

v raztopini

Id[Mrﬁ] H20 = O I :Id
L= K[M™ Tin0
[=14- KIM™ 1’20

I;-1

[Mn+] 0H20= d—
Id: K’ [M]Hg konstanta, sorazmerje v amalgamu

[M]u=/K’

Potencial na kapljajoci Zivosrebrni elektrodi
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EHgKE :EO+ In In— + |

I;—1

RT K :EO+E K RTnld—[

nF 1l nFF K nF 1
KV

K' (D|j1/2
— = — = pribl 1
K D

D’ = difuzijski koeficient atomov v amalgamu
D = difuzijski koeficient ionov v raztopini

ErgkE = E° +1Eln(2j+ RTy ta =1

2 nkF D nkF 1
D’=D
Ker jeln1 0.
lﬂln(ﬂj:o
2 nF D
0 RT 1;—1I

E =F" + In
HgKE nF )i

g

0,RT 2 0

E =E/=E +—In=4-=E
HgKE 1/2 nF ]7d

2
E;,=E’

Valovi se pojavljajo pri odgovarjajocih standardnih potencialih.
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I(nA)

E(proti NKE) V
Valovi so tam. kjer so standardni potenciali.

Metoda standardnih dodatkov

in

metoda umeritvene krivulje —

posnamemio si polarografske vale z raztopino znanih koncentracij

1¥10° M I(pA)

510" M

1*10* M

5%10° M

1*10° M E(proti NKE) V

I(nA)

¢ mol/L
Kadmij kontroliramo tako, da imamo samo en I4 standardni. Merimo raztopine, ki
imajo vrednosti okrog te vrednosti
Lss =KC;
Idx =KCx
Cx _Lax

CS ]ds

1
C, _ Zdx
Ids

Standardne raztopine morajo biti tako izbrane, da so koncentracije med C; in Cy4
METODA standardnih dodatkov
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Vx je volumen vzorcne raztopine, zraven dodamo dodatke: nosilni elektrolit, vodo in vse
skupaj razred¢imo na 50 ml. To jeV in pri tem izmerimo difuzijski tok, viSino
polarografskega vala. Nato odvzamemo Vx z dano koncentracijo Cx in zraven dodamo
Se znani volumenVs z znano standardno koncentracijo Cs.

Vx, Cx A% hx

Vx,Cx, +Vs,Cs \Y hs

_x CV,+C,V,

hS

hx — CX VX

hy C.V.+CJ,

hxCxVx+hxCsVs =hsCsVx
CxVx(hs-hx) =hxCsVs

— thsVs
) Vx(hs_hx)

po tej formuli raéunamo koncentracijo depolarizatorja v neznanem vzorcu.

VPLIV kompleksov na polarografski val

Premik polvalnega potenciala k negativnim vrednostim je tem vecji, ¢im bolj stabilen bo
ta kompleks. Cim veé&ja bo koncentracija liganda in &m vedja je stabilnost kompleksa,
vecji je premik v negativno smer. Tako lahko dolo¢imo konstante stabilnosti posameznih
kompleksnih ionov v raztopini.

X je Stevilo ligandov okoli centralnega iona

n je naboj iona

M™ +XA™ 7 MAX™Y*

IMA)(Cn—x)+L

0 pomeni, da imamo opravka s Hg elektrodo(kovina ob Hg kapljici
n+ l A_ ]X

Kst -

M

MAx®™™ +ne” +Hg .~ MHg +XA'—majhen prirastek

Celotna koncentracija [A’] ionov je
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[A7]celotna =[ A"]+[A"] je malo proti ostalim
celotna koncentracija
[A']celotna =[A"]

enacba za potencial proti NKE

. Mn-l'
E ZEO—ENKE+0059110g|' L
n

[M ]
|_]\1 A(n_x)+L

Kyla|

[= K{ [MAX(n—x)+] _ [MAX(n—x)+]O }

-

tok ob elektrodi vrednost je konst.

Id =K[MAx"™"]

I =Id -K[MAx"™"]y
[MAx™™"=(1d-I)/K
I =K’[MHg]
[MHg]=Id/K’

MA (n—X)+
E ZEO—ENKE+O.059110g |‘ al L
" K [A_]X[M(Hg)]

0.0591 0.0591
E =E'- ENKE_TI ghor = 1glA ]

0.0591 [M x(”‘x)+]0
+ log
n (M (Hg)]
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E o0 Ey 00k 0.059110gl A_]
I;-1
L0051,k
n RS
K'
0.0591 0.0591

log[4]

E =FE — By _Tlongt -

0.0591, K' 0.0591, [I,-1
log— +
n K n 1

+

0.0591 0.0591 _
Eyjy = E° - Engp —Tlongz - Tloglfl ]

K’=K
E 1~E’
0.0591 0.0591x _
Eijay=£12- log K, — 10g[A ]
0.0591 0.0591x _
Evroey —E12=- log Kg; — 10g[/1 ]

je premik polvalnega potenciala, ko smo dodali A in je nastal kompleks

AE 1

log[A]
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d(AE /) _ 0.0591x
dloglA_J n

ELEKTROGRAVIMETRIJA

Poteka elektroliza. Na katodi se izlo¢a kovina. Elektroliza poteka tako dolgo, dokler se vsa
kovina ne izlo¢i. Elektroliza je prisiljen proces. V elektrolitski celici moramo ione prisiliti, da
potece elektroliza.

Imamo dve veliki mrezasti platinski elektrodi.

Delovna elektroda je katoda in je

[Cu*']=1M

K: Cu?" +2¢ .~ Cu(tr)

A: 2H,0. 7 4H" 40, (pl) +4¢”

I(A)

En EnE(V)
Ko potece elektroliza, zacne tok narascati.
0.0591
E 2+ = EO + —lOg[CM2+ ]katoda
Cu=" /Cu Cu* I Cu 2

=EO 0059110g[H ]4anoda
O, H20  0,/Hy0

Na katodi potrebujemo negativni potencial tudi za kovine, ki imajo negativne st, potenciale.
Vode je ob elektrodi vedno dovolj, koncentracija bakra je vedno manjsa.

Eravnotezni = Ex —EA = tam, kjer se elektroliza pri¢ne
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Ko napetost Se malo povecamo, zacne skozi celico teci tok. Dodamo dodatni potencial, ki ga
imenujemo ohmski potencial IR.

Eprakt. =Eravn. —IR

IR odstejemo, ker je AE negativen

AE:EK—EA<O
Tudi v zgornjem primeru je tako. Dodati moramo S§e eno napetost, ki jo imenujemo

prenapetost. Pojavlja se, kadar se na eni izmed elektrod izloca plin.

energija el.

Osnovna energija

2H' +2¢ . H2(pl)

Da se znebimo maksimuma (hriba), moramo dodati nek potencial (n).Prenapetost pomeni
povecanje osnovne energije, aktivacija

1 je odvisen od potencialapovrsine electrode. Prenapetost je potrebna, kjer gre za spremembo
agregatnega stanja.

Eprakt. =Eravn. —IR-n

Elektroliza se ne za¢ne pri ravnotezni napetosti, ampak pri visji napetosti. .

E(K)

t (min)
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Elektroliza take vrste lahko stece pri konstantni napetosti. Voltmeter nastavimo tako, da je
napetost vedno konstantna. Tok za¢ne poicasi padati(IR se za¢ne manjsati)

Potencial na anodi je konstanten, potencial na katodi med elektrolizo pada. Po 60 minutah
potencial ne pada ve¢, ampak je konstanten. Cim bolj je potencial negativen, ve¢ ionov se
zacne izlocati in zacnejo se reducirati drugi ioni. Po 60 minutah dosezemo potencial, pri

katerem se za¢ne izlocati vodik.

B
0.0591, |H
+ logt— =

Ev =
K 2 pH»

O katoda

Vodik se ne zacne izlocati pri potencialu 0. ampak pri dosti bolj negativnemu potencialu (-
0.4V). Zato vodik ne moti. Ce bi se istodasno izlo¢al vodik, bi plast vodika motile izloanje
kovine in kovina se ne bi oprijela platine. Ce obstaja tak§na nevarnost, daoamo nitratne ione v
prebitku.

Nitratni ioni so stabilizatorji

10H" +NO; + 8¢" .~ NH4" +3H,0

amonijevi ioni ne motijo

Taksna elektroliza ni selektivna, ker pobere Se druge ione. Zato zelo radi uporabljamo
elektrolizo pri kontroliranem potencialu.

Elektroliza pri kontroliranem potencialu

Na katodi kontroliramo napetost, potencial ostaja konstanten in tako lahko iz raztopine
selektivno izlogimo ione.Kovino $e lahko izlogimo do 10° M

AMPEROMETRICNE TITRACIJE

Pri teh titracijah zasledujemo spremembo difuzijskega toka na elektrodi z majhno povrsino, ki
je lahko Hg kapalna elektroda ali rotirajoca platinska elektroda. Druga elektroda jeNKE. Med
dodajanjem titranta se spreminja koncentracija ionov v raztopini.

Polarografska celica

I(nA)
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E(V)
Difuziski tok je odvisen od koncentracije. Difuzijski tok pada.

Pb?" + S04* 7 PbSO4(tr)

Pb*" so elektroaktivni, zato se reducirajo.

I(nA)

V(ml) Na,SOq4

I4 z dodajanjem titranta pada. Titrant se na Hg kapljici ne izloca.

I(nA)

Lahko pa titriramo Pb>" + CrO4*  PbCrO4(tr)
I(nA)

E(V)
Najprej izvedemo tiitracijo, ko imamo v obmoc¢ju A-B. Pb se reducira.

I(nA)

70



I v diagramu je I izmerjeni*(Vev/V)

V je zacetni volumen titrirane raztopine
v je volumen titranta

Zaradi razredCenja je tekel manjsi tok.. Pb se reducira do ekvivalentne tocke. Tok je 0. Potem
se reducira CrO42' in je elektoaktiven.
Sukcesivna amperometri¢na titracija
Pb2+ in Ba 2+ titriramo skupaj

Pb*" + CrO4*  “PbCrOs(tr)
LpPbCrO=10""

Ba®" + CrO4* ~BaCrO4(tr)
LpBaCrO4 = 1071

Titracija poteka pri EKHg E proti NKE C-D
Najprej se reducira Pb*". Z Ba ioni se ni¢ ne dogaja. Nato se reducira §e kromat.

I(nA)

Ve Ve, V(ml) K>CrO4
Prva reakcija je potekla do Ve;. Od Ve, potece redukcija kromatnih ionov.

Ba>" + CrO;” +3¢" +8H' . ~Cr’" *4H,0
1z tega izraCunamo

mMPb*" =Ve,*MK,CrOy4
mMBa?" =(Ve,-Ve,)*MK,CrO,
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Biampermetricne titracije

Imamo dve elektrodi z majhno povrsino, ki sta lahko koncentracijsko polarizirani. Navadno
sta to dve majhni platinski elektrodi. To je neke vrste voltametricna celica. Potencialne razlike
na elektrodah so od nekaj 10 do 300-400 mV. Med titracijo opazujemo tok, ki tece skozi
takSno celico.

Vzadetku imamo Fe** v raztopini, Na elektrodo damo 100 mV na elektrodi. Tece tok, ki
je majhen (residualen).

I(nA)

V(ml) Ce(SOs),
Fe*™ ioni, ki bi se radi oksidirali na anodi, se spremenijo v Fe’". Na obeh elektrodah tece
reakcija in tako sta elektrodi koncentracijsko polarizirani.
A: Fe’" .~ Fe¥'+e
K: Fe* '+ e, Fe*'
Tok je ¢im vedji, vecja je koncentracija ionov v raztopini, je odvisen od koncentracije.
[Fe*]=[Fe]
Tece vedno vecji tok, maksimalen, nato pa vedno manjsi. V raztopini nimamo ve¢ obeh
ionskih vrst. Fe je reverzibilen redoks par, ker se na anodi oksidira, na katodi pa reducira. po
ekvivalentni tocki imamo v prebitku Ce ione.
A: Ce’ 7 Cetre
K: Ce"'+e” Ce*
Ce je reverzibilen redoks par. Do mrtve toCke zasledujemo nihanje kazalca na ampermetru.
Ko je na vrednosti 0, smo v ekvivalentni tocki. To je titracijska metoda do mrtve tocke- dead
stop
Titracija I v alkoholni raztopini s hidrazinom- primer reverzibilnega redoks para.
L-2e.” 2l
N2Hy < Ny(pl) +4H" +4e¢”

21, + NoHy 7 Ny(pl) +4H" +4T°
Do ekvivalentne tocke imamo v raztopini jod in jodid redoks par. pri Ve/2 je tok

maksimalen. Koncentracija jodida je dolocala o toku. Ko gremo preko, je katoda tista,
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ki odlo¢a otoku. Ves jod smo pretvorili v jodid. Jod doloca velikost toka. Dusik je
inerten inga pod nobeninimi pogoji ne moremo spraviti v amonijak ali hidrazin. Ta
redoks par ni reverzibilen, zato je tudi krivulja drugaé¢na.

KULOMETRIJA

Merimo elektrenino, ki se pri elektrolizi porabi, merimo mnoZino ampersekund. Osnova
je Faradeyev zakon.

Q=TI*t

'F =96 500As (Cb) — je tista mnoZina elektrenine, ki izlo¢i 1 gram ekvivalent snovi.

I*t M

965004s  n
n= §tevilo elektronov, ki se pri elektrolizi izmenja na katodi
I*t m
F M
n
I*t m
nF M

Elektroliza pri konstantnem potencialu ali potenciostatska elektroliza. Dolo¢amo lahko

Zlahtne Kkovine, Ki so prisotne v zelo majhnih koli¢inah.

[=Iy*e ™

=00
Q=1 [dt
t=0

Tok pada, vendar se nikoli ne dotakne abcise.

=00 =00 _k 1 =00
O=1I [di= | Ip*e ™dt=1y— [ e%da
(=0 (=0 kiZo
-kt=a
-kdt=da

ar =44
k

73



Kok Kk

logaritmiramo

—kt
I=1 0 *e
InI= Inl-kt
logl=logl, —kt/2.303
logl

t(min)

1z naklona dobimo k.

—EKSTRAKCIJA

je postopek, pri katerem locujemo topljenec med dvema fazama. Topljenec prehaja iz ene faze
(n.pr. vodne raztopine v drugo fazo, ki je organsko topilo in se ne mesa z vodo.

Smo < Sorg Tavnotezje med vodno in organsko fazo.

wmgj
[Str20]

K je porazdelitveni koeficient in je konstanta.

K =

Ce imamo a mmolov topljenca in po ekstrakciji ostane x1 mmolov v vodi, a-x1 pa ga

preide v organsko fazo.

[ a—Xx

.SOI’g ] = Vorg

i X

SH,0 ] Vg
2
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x; — koliko ga ostane po ekstrakciji

K Vorgx1 + Vinox; = Vizoa

N Vi,o0-a
1 =
KVOVg + VH20

Lahko lo¢imo organsko fazo od vode, Ce je ena tezja in druga lazja- z lij locnikom ali pipeto.

Spet naredimo ekstrakcijo:

V
xi=( 2 g
KVorg+VH20
o100
85-100+100

x1=1.16 10” mmol

Bolj se splaca ekstrahirati veckrat z manjSimi volumni.

s
gy =2 = (22810 Ty 5 ag 1074y,
a 0.1

-5
=22 _ (52810

a 0.1

Ekstrakcija v ionski obliki.

)=5.28-10"%%

Ekstrakcija je odvisna od pH raztopine, ioni ne grejo v organsko topilo.

Bze so snovi, ki sprejemajo elektrone. Anilin se protonira.

B+H <~ BH'

K velja zmeraj za substanco, ki ni ionska.

D je porazdelitveni koeficient, ki upoSteva pH.

D je dejanski porazdelitveni koeficient,

Cim bolj kisla je raztopina, ve¢ BH bo nastalo. Od pH je odvisno, koliko BH bomo spravili v
organsko fazo.

Naloge:

K med benzenom in H20O je 3, konstanta za anilin, ki ga ekstrahiramo, je 1.107

50 ml 0.01 M vodne raztopine amina ekstrahiramo s 100 ml organskega topla benzena.

Koliksna bo preostala koncentracija amina v vodni fazi?
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a) pri pH =10

b) pripH=28

a)

ostane amina v vodni fazi

Tudi kisline lahko ekstrahiramo (fenol)

Vecja je koncentracija H+, bolj uspesna je ekstrakcija. Ekstrahiramo lahko tudi kovinske ione,
tako da jih predhodno zakompeksiramo.

Pri dolo¢enih pH lahko prevedemo v organsko fazo ene ione, pri drugem pH pa druge.

porazdelitev za razli¢ne ione je odvisna od koncentracije liganda v organski fazi in od pH.
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KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je separacijski proces, kjer najprej lo¢imo posamezne komponente vzorca in jih
nato zaznamo z ustrezno detekcijo. V praksi skusamo doseci ¢im boljso locitev v ¢im krajsSem casu z
optimizacijo vseh parametrov in komponent kromatografskega sistema. Meja optimalnosti je ponavadi
dolocena z zmogljivostjo opreme. Posamezne komponente preiskovanega vzorca se lo¢ijo med seboj
na podlagi razli¢nih fizikalnih in kemijskih lastnosti ter na podlagi razlicnih fizikalnih interakcij z
mobilno in stacionarno fazo.

Molekule na svoji poti vzdolz kolone stalno prehajajo med mobilno in stacionarno fazo, pri ¢emer
se premikajo le v mobilni fazi, v stacionarni fazi mirujejo.

Locitev poteka tako, da mobilna faza stalno potuje vzdolZ kolone in prenese komponente vzorca, ki
jih nanesemo (injiciramo) na kolono. Komponente zmesi se porazdelijo med mobilno in stacionarno
fazo. Ta porazdelitev se ponavlja vzdolZ kolone in kon¢no se komponente loceno eluirajo iz kolone.
Tam jih zaznamo s specifi¢nimi detektorji. Signali so podani kot kromatografski vrhovi in celotna
krivulja kot kromatogram. PovrsSina pod kromatografskim vrhom je proporcionalna koncentraciji in
podaja kvantitativno informacijo.

Retenzijski ¢as je Cas, ki je potreben, da se dolo¢ena nov pri izbranih pogojih eluira skozi kolono.
Definiran je kot cas, ko se komponenta zadrzuje v koloni in je konstanten za vsako organsko
substanco pri dolocenih kromatografskih pogojih (dimenzija kolone, tip stacionarne faze, pretok in
vrsta mobilne faze, velikost delcev v koloni, temperatura). Na osnovi primerjanja teh casov z
retenzijskimi €asi znanih spojin, ugotavljamo kvalitativno sestavo vzorca. Dve komponenti sta loCeni,
¢e se njun retenzijski Cas razlikuje. Retenzijski Cas () je sestavljen iz dveh delov in sicer iz Casa, ki ga

molekula prebije v mobilni fazi (¢,,) in Casa, ko se nahaja na stacionarni fazi (¢',)

tr=t +1. b

Razmerje med (7)) in (#,) je pomembna karakteristika, ki opisuje termodinamsko povezavo med
topljencem v doloCenem kromatografskem sistemu (sistem je mobilna in stacionarna faza). Pri
ravnoteznih pogojih je to razmerje relativnega Stevila molekul topljenca v stacionarni in mobilni fazi.

To razmerje se imenuje masno porazdelitveno razmerje ali kapacitivni faktor (k')

t) 2
t,

k' =

Vrednost kapacitivnega faktorja (k') lahko variira med ni¢ in neskon¢nostjo. Vrednost ni¢ pomeni,
da topljenec preide skozi kolono nezadrzan, medtem ko vrednost ‘“neskon¢no” pomeni, da se je

topljenec popolnoma vezal in ga pri danih pogojih ni mogoce eluirati.
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Retenzijski Cas je za doloceno komponento karakteristicna vrednost in jo lahko uporabimo pri

konstantnem pretoku za njeno identifikacijo
t. =t -(k'+1). 3)
Retenzijski ¢as in kapacitivni faktor sta odvisna od hitrosti mobilne faze (pretoka) in od dolzine
kolone. Posledica majhne hitrosti mobilne faze ali daljse kolone je daljsi retenzijski Cas in zato tudi
vecji kapacitivni faktor.
Kapacitivni faktor je povezan s porazdelitvenim koeficientom (K) preko razmerja faz. Ta koeficient

je definiran kot razmerje koncentracij (c) topljenca v stacionarni fazi (s) in mobilni fazi (m)

c 4

K =5

Cm
Razmerje kapacitivnih faktorjev dveh topljencev 1 in 2 se imenuje separacijski faktor, ki navadno
ustreza selektivnosti (). Dve komponenti v meSanici se locita, ¢e je & # 1 oziroma, ¢e imata razlicne

k' vrednosti. Selektivnost je odvisna od lastnosti stacionarne in mobilne faze

' 5)
— k2
a=—,
kr
1
.. 4 4
kjer je k2>k1 .
V skladu s sliko 2.1 se separacija med maksimumoma dveh sosednjih komponent povecuje s

Gasom, ustrezno razliki frl — fr2. S preureditvijo enacbe (2.3) za dve zapovrstni komponenti 1 in 2

dobimo :

fr1-f2=1tm- (k’l — ké)
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te2

tltz

tr2-te1

113
-
t tt
e -L Al

A | W

Definicija posameznih kromatografskih ¢asov, kjer je:

Ir1 - Gas zadrzevanja komponente 1 med injiciranjem in elucijo - retenzijski ¢asl,

fr2 - cas zadrzevanja komponente 2 med injiciranjem in elucijo - retenzijski ¢as2,
'
frl -razlika fr1 — Im,

, .
{12 -razlika lr2 — Im,
tm - zadrzevalni Cas, ki je potreben, da se eluira topilo.
Razlika posameznih retenzijskih asov, ki je potrebna za separacijo, narasca z narascajoco razliko med

kapacitivnima faktorjema obeh komponent pri dani hitrosti in z naras¢ajoco dolzino kolone (/).
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Proces separacije je podvrzen tudi antagonisticnemu efektu Sirjenja posameznih con med migracijo
topljenca skozi kromatografsko kolono. Ta efekt je karakteriziran s §irino vrha (W) pri njegovi bazi
To sirino dobimo, ¢e potegnemo tangente skozi prevojne tocke, na preseciscu le-teh z bazno linijo ali
§irino vrha v visini prevojev.

Za Gaussov vrh velja:

Wy =2W; = 4s,
kjer je standardni odmik (s) ustreznega vrha merjen v enotah dolzine, ¢asa ali volumna.
Teorija in praksa kazeta, da narasca Sirina vrha s kvadratnim korenom razdalje migracije znotraj

kolone. Za povsem eluirano komponento je ta razdalja enaka dolzini kolone (/).

s~ Al K

2 7N
s =1
Uvedemo proporcionalni faktor (%) in zgornjo zvezo lahko zapiSemo:
2 8)
s“=h-l

teg=tey

JR—

6

o.40Th

]"_______‘

. N

1 Bl

Slika: Parametri, ki opisujejo separacijo in disperzijo.

Proporcionalni faktor (%) obsega vse tiste efekte, ki povzrocijo, da posamezne molekule iste
komponente potujejo skozi kolono z razlicnimi hitrostmi. Posledica tega je disperzija in redcCitev, kar
pomeni, da se bo komponenta eluirala iz kolone v ve¢jem volumnu, kot je bila dozirana, in z manjso
koncentracijo. V razvoju kromatografske nomenklature so vpeljali za ta parameter naziv ekvivalentna
visina teoretskega poda.

Na disperzijo kromatografskega vrha vplivajo trije osnovni efekti:
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e Efekt mnozi¢ne poti. Zaradi vijugaste narave poti v samem polnilu kolone bodo posamezne
molekule topljenca opravile razlicno dolge poti, kar povzroci Siritev vrha. Za zmanjSanje tega
efekta je potrebno kolono napolniti s ¢im manj$imi delci z enako velikostjo.

e Nakljuéna molekularna difuzija v aksialni smeri kolone. Ta efekt je relativno majhen, zaradi
majhnih difuzijskih koeficientov teko¢ine. Pomemben postane pri dolgih retenzijskih Casih in zelo
majhnih pretokih.

e Upor proti difuziji in masnemu prehodu molekul, ki se gibljejo iz ene v drugo fazo in odstopanje od
ravnotezja zaradi tega prehoda. Efekt zmanjSamo z zmanjSanjem pretoka in uporabo nosilcev z
majhnimi in poroznimi delci, s ¢cimer obdrzimo kratke dolzine difuzijskih poti.

Parametri, ki vplivajo na visino poda so: pretok, premer delcev, struktura in geometrija polnitve in
difuzijski koeficient. Te parametre imenujemo tudi kineti¢ni parametri.

Kolona je tem bolj efektivna, ¢im manjSe in enakomernejSe delce polnila uporabimo. Z
zmanjSevanjem delcev je povezan velik padec pritiska na kolonah, kar pomeni, da pretirana majhnost
delcev ni ve¢ smotrna. Pri krajsih ¢asih analize dobimo ostre vrhove in s tem tudi ve¢jo obcutljivost.
Zato naj bi v analizi sledov in necisto¢ uporabljali kratke kolone z majhnimi delci. Vendar kolone ne
smejo biti prekratke, da se pod sam vrh preiskovane komponete ne bi skrila kaksna druga komponenta,
izvirajoca iz necistot v substanci ali iz sestavin.

Optimizacija kromatografskega procesa mora upostevati optimizacijo separacije in minimizacijo
disperzije. Razmerje teh dveh efektov nas pripelje do izraza, ki se uporablja kot najvis§ji kriterij
kromatografske optimizacije. To imenujemo locljivost ali resolucija. Locljivost (R) je definirana kot
razmerje med razdaljo med dvema sosednjima vrhovoma in aritmeti¢no sredino njunih $irin na bazni
liniji:

2- (Zrl - tr2) 9

W+ W,

Locljivost dveh vrhov je odvisna od selektivnosti (), Stevila teoretskih podov (n) in od

R

kapacitivnega faktorja (£'):
1l a-1 Kk
R=-. ——In.
4 a k' +1

Enacba vsebuje tri spremenljivke, ki dolocajo proces:

e topljenci morajo biti retardirani, (£>0),
e topljenci morajo biti retardirani v razli¢ni meri, (&>1),
e kolona mora imeti doloCeno Stevilo teoretskih podov (n).
Resnicni klju¢ separacije je separacijski faktor (), ki naj bo ¢im vecji, kar dosezemo z izbiro

ustreznih faznih sistemov in pogojev.
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Prednost tekoCinske pred plinsko kromatografijo je v tem, da lahko kapacitivni in separacijski
faktor spreminjamo enostavno s spremembo mobilne faze. V praksi izberemo tak$ne pogoje, da je (k')

med 1 in 5. Vecja vrednost le malo doprinese k resoluciji in daljSa retenzijski cas.
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Plinska kromatografija

Plinska kromatografija je analitska metoda za loCitev zmesi hlapnih substanc, ki so hlapne brez
razkroja ali so v plinastem agregatnem stanju.

Pri plinski kromatografiji zmes substanc, ki se uplinijo, ali so Ze v plinastem stanju, vstopa v
kolono, ki je napolnjena z adsorbentom ali nosilcem stacionarne faze. Skozi kolono vodimo nosilni
plin (mobilna faza), ki se ne veze na stacionarno fazo. Nosilni plin prenese zmes substanc skozi
kolono.

Izbira stacionarne faze je najpomembnejSa naloga plinske kromatografije in je odvisna od tega,
kakSen vzorec analiziramo. Pri izbiri stacionarne faze velja pravilo, da se podobno topi v podobnem.
Tako za nepolarne vzorce uporabljamo nepolarno stacinarno fazo in za polarne vzorce polarne
stacionarne faze.

Nosilni plin (mobilna faza) ima to nalogo, da nosi vzorec skozi kolono v detektor. Pravilna izbira
nosilnega plina je zelo pomembna, predvsem zaradi naslednjih razlogov:

o Nedistote, ki jih vsebuje nosilni plin, lahko spremenijo strukturo tekoce faze v koloni in povzrocijo

visok nivo bazne linije in s tem se zaznavnost detektorja zmanjsa.
e Izbira nosilnega plina je odvisna od detektorja, ki ga uporabljamo.
e Hitrost analize in efektivnost kolone je odvisna od hitrosti nosilnega plina in difuzije vzorca vanj.
Kot nosilne pline lahko uporabljamo pline, ki se ne vezejo na adsorbent oziroma stacionarno fazo.
Zelo pogosto uporabljamo helij in vodik. Uporabljamo lahko tudi argon in dusik. Nosilni plin so
shranjeni v jeklenkah, so zelo Cisti in ne vsebujejo vlage, kisika in ogljikovodikov. Pri obicajnih
kolonah s premerom 2 pum zadostuje pretok 50 do 100 mL/min. Pri kapilarnih kolonah znasa pretok od
0,5 do 2,5 mL/min.

Aparatura

Kolona je jedro aparata za plinsko kromatografijo, saj se v njej lo¢i plinska zmes. Ostali deli
aparata sluzijo le za kontrolo. Locitev je odvisna od polnitve, to je adsorbenta oziroma nosilca s
stacionarno fazo in od u¢inkovitosti kolone.

Temperatura kolone med kromatografijo znasa do 300° C. Temeratura se ravna po substancah, ki
jih Zelimo lociti in po stacionarni fazi. Kromatografske kolone se nahajajo v termostatu, ki je od
okolice dobro izoliran. S pomocjo grelcev in ventilatorja ga je mozno ugreti do 300° C. Pri vsaki
stacionarni fazi je potrebno paziti, da delovna temperatura ne preseze maksimalne dopustne
temperature, sicer nam pricne iz kolone izhajati stacionarna faza.

Za polnjenje kolon se uporabljamo adsorbenti in nosilci. Adsorbente moramo pred uporabo sprati z
nosilnim plinom. Uporabljajo se pri analizi anorganskih plinov in lahkih ogljikovodikov, do C;. Kot
adsorbenta se najpogosteje uporabljata silikagel in razlicne vrste molekularnih sit. Kadar uporabljamo
nosilce, morajo le-ti biti enako veliki in imeti enako obliko. Velikost delcev je 0,1 do 0,2 mm oziroma

0,2 do 0,3 mm. Majhni delci povzrocajo velik upor in padec tlaka v koloni. Najpogosteje se
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uporabljajo naslednji nosilci: kieselgur, cromosorb P, cromosorb W, cromosorb G, cromosorb A,
DMCS cromosorb.

Kolone so izdelane iz stekla, bakra, jekla, medenine in najlona. Za analitske namene imajo kolone
premer 5 do 8 mm, za preparativne namene do 20 mm.

V novejSem cCasu se v glavnem uporabljajo kapilarne kolone s premerom 0,2 do 0,4 mm in dolzino
nad 50 m. Tak$na kolona je brez polnila, stacionarna faza je naneSena v tankem filmu po notranji steni
kapilare. Prednost kapilarne plinske kromatografije je v tem, da je locljivost izredno velika, Cas,
potreben za analizo, pa je kratek. Kapaciteta kapilarne kolone je zelo majhna, zato se uporablja
indirektno injiciranje vzorca. Injicirani vzorec se mesa z nosilnim plinom. Homogena zmes vzorca in
nosilnega plina se deli na dva dela. En del zapusca sistem, drugi del pa gre v kolono. To imenujemo
linearna delitev vzorca.

Injektor, ki ga bomo uporabljali, je odvisen od kolone. Pri analizi s plinsko kromatografijo je
injiciranje in izparevanje odlocilnega pomena. Injiciranje in izparevanje je potrebno izvesti v ¢im
krajSem casu, tako da vzorec ¢im prej pride do kolone in se s tem pri¢ne Sirjenje kromatografskega
vrha. NezaZelen pojav je povratna difuzija, saj le-ta povzroca pojav laznih vrhov.

Injicirani volumen je odvisen od izbire kolone. Pri kolonah z nosilno plastjo vstopa v kolono
celotna koli¢ina vzorca, ki se injicira. Volumen injiciranega vzorca mora biti ¢im manjsi in pretok
laminaren. Pri kapilarnih kolonah se izparjen vzorec deli na dva neenaka dela. Manjsi del vstopa v
kolono, a vecji del zapusca sistem. V tem primeru mora biti volumen injiciranega vzorca velik in
pretok turbolenten, da pride do temeljitega meSanja med vzorcem in nosilnim plinom pred delitvijo.

Detektor nam zazna spremembe v sestavi iztekajocega plina iz kolone. Detektor mora izpolnjevati
naslednje zahteve:

e Njegova reakcija na spremembo v sestavi iztoka iz kolone mora biti hitra.

e Mora biti zelo obcutljiv, kar pomeni, da mora registrirati Ze najmanjSe sledove tujih substanc v
nosilnem plinu.

e Njegova registracija mora biti kvantitativna.

Detektorje delimo v integralne in diferencialne. Najve¢ detektorjev pri plinski kromatografiji je
diferencialnega tipa to se pravi, da daje znak niGlo, e tede skozi detektor nosilni plin. Ce tece
komponenta zmesi, je znak, ki ga daje detektor, sorazmeren njeni koncentraciji. Detektor integralnega
tipa daje kontinuirni signal, ki je proporcionalen celokupni mnozini substance, ki se eluira. Vsi
danasnji plinski kromatografi so opremljeni z diferencialnimi detektorji.

Mnogi kromatografi so opremljeni z detektorji, ki slonijo na ionizacijski sposobnosti plinov. To so
argonov ionizacijski detektor, plamensko ionizacijski detektor, ionizacijski detektor po Ryce in Bryce,
detektor za zajetje elektronov ("electron capture" detektor).

Pri plamensko ionizacijskem detektorju se uporablja kot nosilni plin vodik ali je le-ta primesan

drugemu nosilnemu plinu. Plin izhaja iz ozke Sobe, ki je pri eni vrsti aparatov priklju¢ena na negativni
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pol. Nasproti je platinska Zica, ki je prikljucena na pozitivni pol. Potencialna razlika, ki jo priklju¢imo
na gorilnik in zico je 200 do 300 V.

Kadar zgori vodik v zraku, nastaja relativno malo ionov. Na galvanometru bomo opazili majhen
odklon. Ce je prime$ana organska substanca, se moéno zve¢a mnozina ionov, ne glede na to, ali je
substanca gorljiva ali ne. Mehanizem nastanka ionov:

H, + O, + Organska substanca — CO, + H,0 + ¢ + (ioni)" + (ioni)’
e + (ioni)” — tok.

Dokler iz kolone prihaja samo nosilni plin, je ionski tok majhen. Ko pride iz kolone Se komponenta
(organska snov), se ionski tok ojaci in ga je mozno s primerno ojacevalno pripravo meriti.

Plamensko ionizacijski detektor deluje pri temperaturah 200 do 400° C, kar preprecuje
kondenzacijo vode, ki nastaja pri gorenju, kakor tudi kondenzacijo organskih snovi z vi§jim vreliS¢em.
Obgutljivost detektorja znasa 10™° g.

Druga vrsta plamensko ionizacijskega detektorja je zgrajena tako, da obdajata plamen dve elektrodi
s potencialno razliko 150 do 300 V. Linearno obmocje aparata je zelo veliko.

Za zapis signala se uporabljajo rekorderji, integratorji in racunalniki.
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Tekocinska kromatografija

Visokotla¢na kromatografija ali teko¢inska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC) je kolonska
kromatografija, pri kateri za stacionarno fazo uporabljamo zelo majhne delce (od 0,5 do 10 um). Ce
zelimo, da bo pretok skozi tak$no kolono od 0,5 do 5 mL/min moramo mobilno fazo potiskati skozi
kolono z visokotla¢no Crpalko. Znacilnost visokotlacne kromatografije je hitra in dobra locljivost.

Pri visokotla¢ni kromatografiji raztopino substanc injiciramo na kromatografsko kolono, ki je
napolnjena z razli¢nimi polnili. Skozi kolono vodimo topilo (mobilna faza), ki ne reagira s polnilom
(stacionarna faza). Topilo prenese zmes substanc skozi kolono.

Izokratska elucija imenujemo postopek, pri katerem uporabimo za kromatografsko lo¢itev mobilno
fazo enake sestave med celotno analizo.

Tako pri HPLC, kot tudi pri plinski kromatografiji, lahko v koloni potekajo razli¢ni separacijski
postopki: adsorpcija, porazdelitev in loCitev na osnovi velikosti molekul.

Danes je na razpolago mnogo stacionarnih faz za delo v tekocinski kromatografiji. Na razpolago
imamo adsorpcijske stacionarne faze kot je silikagel, reverzne faze vseh velikosti delcev z vezanimi
razlicnimi skupinami, ionske izmenjevalce, posebne permeabilne stacionarne faze in kiralne
stacionarne faze, ki se uporabljajo za loCitev opticno aktivnih snovi. Predhodnik vse te mnozice
stacionarnih faz je bil silikagel in v manjsi meri tudi aluminijev oksid. Silikagel se Cedalje manj
uporablja kot stacionarna faza, vendar sluzi kot osnova v proizvodnji za mnozico reverznih in drugih
faz.

Uporaba adsorpcijske kromatografije se omejuje na substance, ki so topne v organskih topilih.
Locujemo lahko tudi bolj polarne substance, vendar je za te bolje uporabiti reverzne faze. Silikagel je
selektiven za substance s ¢imbolj razli¢nimi funkcionalnimi skupinami. V nacelu je tako, da bolj
polarne skupine bolj doprinaSajo k retenziji.

Za lo¢itev komponent v bolj kompliciranih zmeseh se moramo uporabiti gradientno elucijo.

Povisanje temperature povzroci zniZzanje viskoznosti mobilne faze (vecji difuzijski koeficient, vecje
preto¢ne hitrosti). Tako je kromatografija boljsa (krajsi ¢as analize). Vendar prevelika temperatura
lahko povzroci nastajanje mehurckov, obstaja moznost razkrajanja vzorca ali topila in tezja je kontrola
ravnotezja.

O reverzni kromatografiji govorimo, kadar imamo nepolarno stacionarno fazo in polarno mobilno
fazo, kar je ravno nasprotno adsorpcijski kromatografji. Polarno topilo (npr. voda) eluira pocasneje kot
manj polarno topilo (npr. metanol). Nepolarne komponente se eluirajo pocasneje kot polarne. Znacilen
je obraten vrstni red elucije posameznih komponent na reverzni fazi, pri ¢emer lahko opazimo tudi
neprimerno bolj specificno separacijo.

Kromatografija na reverznih fazah se klasificira kot posebna wvrsta adsorpcijske in/ali

porazdelitvene kromatografije.
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Reverzno fazo dobimo tako, da s kemijsko reakcijo med silanolnimi skupinami silikagela s
primernimi reagenti spremenimo lastnosti silikagela. Modificiran silikagel ima veliko prednosti pred
¢istim silikagelom. Predvsem nam omogoc¢a uporabo mesanic polarnih topil, kjer ima voda pomemben
delez. Vzpostavitev ravnoteznih pogojev na sami koloni je bistveno hitrejSa kot pri silikagelu, Cas
elucije je ponavadi kratek in predvidljiv, gradientni nacini elucije povzro¢ajo manjSe probleme. Danes
je na trgu izredno veliko Stevilo reverznih faz, tako da lahko najdemo za vsak primer ustrezno. Hlapne
substance so domena plinske kromatografije, ostale pomenijo delovno obmocje HPLC, pri cemer
vemo, da lahko hlapne substance prav tako analiziramo s HPLC in nehlapne substance lahko
analiziramo s plinsko kromatografijo, vendar jih moramo predhodno z derivatizacijo pretvoriti v
hlapne. Za material reverznih faz je znacilna Siroka uporaba in dolga Zzivljenjska doba (Casovna
obstojnost), dobra reproducibilnost in visoka mehanska stabilnost.

S kemijsko reakcijo silanolnih skupin na silikagelu in alkilsilanov, ki vsebujejo reaktivne kloro
skupine dobimo novo vez na povrsini. Ce poteka reakcija z monoklor-alkil-silani, dobimo monomerna
pokritja. Pri reakciji z diklor-alkil-silani pride do isto¢asnega reagiranja teh skupin s povrSino. V
praksi je tezko doseci, da bi reagirale vse proste silanolne skupine. Zasedenost se priblizuje 50 %,

ostale ostanejo proste in s tem seveda bistveno vplivajo na lastnosti tako nastale reverzne faze.

oM ci (CH,),p—CH, ) (CH,),, =CH
\ P 1 F A 3
+ Jsil \;Si/
OH  Ci CH, 0 \cu,
——C
OH Ci CH, OH
~
+ >Si\ (IIH:.
OH C (CH,),, —CH, 0——-—?i——-(CH,]"—CH,

OH

Slika: Kemijska reakcija za pripravo reverzne faze.

Pokritost silikagela z alkilnimi skupinami se izraduna iz vsebnosti ogljika na takem nosilcu. Ce je
pokritost povrsine enaka, bo absolutna retencija narascala sorazmerno z daljSanjem verige (volumen,
ki ga zavzamejo daljSe vezane nepolarne skupine je vecji, k' je sorazmeren volumskemu razmerju med
stacionarno in mobilno fazo). Kratke alkilne verige (Cg) so primerne za loCevanje polarnih vzorcev,
medtem kot so dolge verige (C;g) primerne za separacijo nepolarnih vzorcev.

Najve¢ se uporabljajo C;s akili, s katerimi dosezemo visoke absolutne in relativne retencije.
Stacionarna faza s C;g akili je idealna za kromatografijo na reverznih fazah. Ima odlicno kemijsko
stabilnost, prenese visoke pritiske, mozno je polnjenje HPLC kolon in ima nepolarno povrsino. Te
faze so e zlasti primerne za molekule, ki se slabie raztapljajo v vodi. Ce je problem separacija

homologne vrste, praviloma uporabimo C;g fazo.
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Pomemben podatek je gostota polnjenja, ki jih specificirajo proizvajalci. Za reverzne faze je ta
vi§ja kot pri samem silikagelu zaradi deleza ogljika v porah. S tem je tudi tesno povezan padec
pritiska, ki je pomemben za vzdrzevanje pretoka.

Topilo (mobilna faza HPLC), ki ga uporabljamo, je ze delno doloceno s polnilom v koloni, torej s
principom separacije, ki poteka v koloni. Skupno za vsa topila je, da: ne sme reagirati s polnilom, ne
sme reagirati s kolonami in kovinskimi deli aparata in biti mora ¢im bolj ¢isto. Od topila je odvisen
tudi upor kolone.

V kromatografiji na reverznih fazah se kapacitivni faktorji (') ve€ajo v skladu z vecanjem deleza
vode v mobilni fazi. Najvecje vrednosti dobimo seveda s Cisto vodo. Za povecanje hitrosti elucije
uporabljamo organska topila, ki se z vodo ne mesajo. Katerega od organskih modifikatorjev (topil)
bomo uporabili, je odvisno od lastnosti preiskovane substance; predvsem njene topnosti. Topilo, ki ga
uporabimo, mora biti ekstremno Cisto. Z dodatkom tretje komponente k vodno-organski mobilni fazi
lahko reguliramo relativne retenzije posameznih komponent. Zelo uporabna sta tetrahidrofuran in
diklormetan.

Zelo pomembna je priprava mobilne faze. V literaturi je navedena, kot najboljsa varianta za
pripravo mobilne faze s tehtanjem, ker je volumsko pripravljanje problemati¢no zaradi spreminjanja
volumnov pri meSanju. Pri pripravi mobilne faze se moramo pri isti metodi drzati vedno enakega
nacina priprave mobilne faze.

Razli¢ne sestave mesanic topil imajo pogosto razlicne viskoznosti. To vpliva na padec pritiska na
koloni. Viskoznosti lahko zmanjSamo s poviSanjem temperature kolone.

Spremembe v temperaturi na splo$no vplivajo na retenzijo. Ce Zelimo ponovljive in zanesljive
rezultate, je potrebno imeti vse komponente sistema pri konstantni temperaturi. Retencija narasca z
manj$anjem topnosti substance v vodi. Molekule z razvejanimi verigami se manj Casa zadrzujejo v
koloni, kot tiste z ravnimi verigami. Nenasiene spojine se prej eluirajo kot nasi¢ene. lonizirane
skupine navadno ne prispevajo k resoluciji. Vendar je vrstni red elucije mogoce obrniti s spremembo
pH mobilne faze.

Aparatura
Najenostavnejsi HPLC sistem mora imeti naslednje komponente: rezervoar za mobilno fazo,

¢rpalko, injektor, kromatografsko kolono, detektor in instrument za zapis signala.
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Slika: Shema najenostavnejSega sistema za tekocinsko kromatografijo visoke lo¢ljivosti.

Mobilne faze, ki jih uporabljamo v HPLC, so pogoste meSanica toksi¢nih in vnetljivih topil, zato je
pri delu z njimi potrebna doloCena previdnost. Rezervoarji, kjer jih hranimo in iz katerih jih med
delom c¢rpamo, so najpogosteje primerne steklene posode. Te morajo biti dovolj tesno zaprte, ne
smemo pa jih popolnoma zatesniti, ker bi nastajal v njih zaradi ¢rpanja podpritisk, kar povzro¢i motnje
v delovanju crpalke.

Topila so zmeraj nasi¢ena s plinom. Raztopljeni plini utegnejo povzrocati precejSne nevsecnosti,
ker se pri ¢rpanju izlocijo in s tem povzrocajo nihanje pritiska na ¢rpalki, kar nam pokvari separacijo.
Se vedje nevienosti povzrota ujeti mehuréek v detektorski celici, ki ga izZenemo z nenadnim
povecanjem pretoka ali pritiska. Topila je zato potrebno temeljito razpliniti s prepihovanjem. Drugi
nacin je degaziranje z ultrazvokom in vodno ¢rpalko, s katero ustvarimo podpritisk. Vse mobilne faze
pred uporabo prefiltriramo skozi filter, pri tem se mobilna faza isto¢asno Se degazira.

Crpalka mora zagotavljati enakomeren pretok mobilne faze skozi kolono. Od stabilnosti pretoka je
odvisna natancnost analize.

Substanca, ki se eluira, je porazdeljena v dolo¢enem volumnu mobilne faze. Ko ta prehaja s
hitrostjo pretoka skozi detektor, se registrira kot Sirina in viSina vrha na bazni liniji kromatografskega
zapisa. Karakteristike vrha se bodo bistveno spreminjale s fluktuacijami v pretoku, medtem ko
substanca prehaja skozi detektorsko celico. Od pretoka je odvisen tudi retenzijski cas. Te efekte lahko
razdelimo v $um bazne linije in njen premik. Sumi povzroajo spremembe pretoka, ki so krajse kot
povprecni vrh v kromatogramu. Nihanje bazne linije je posledica sprememb pretoka, ki so priblizno 1

do 10 krat tako dolge kot vrh. Premik bazne linije povzrocajo spremembe, ki so mnogo dolgotrajnejse.
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To spada med sistemske napake. Le-te lahko zmanjSamo s pogosto kalibracijo in uporabo internih
standardov.

Crpalka za analitsko delo mora zadoilati zahtevam po brezpulznem delovanju, konstantnem
pretoku in reproducibilnosti pretoka.

Sistemi za zagotavljanje konstantnega in enakomernega pretoka so: plin pod pritiskom, ¢rpalka z
rezervoarjem in batom, membranske ¢rpalke in reciproc¢ne Crpalke z eno, dvema ali ve¢ Crpalnimi
glavami.

Danes se vecCinoma uporabljajo Crpalke, ki so raCunalniSko vodene in imamo moZnost
neposrednega mesanja mobilne faze v sami ¢rpalki s pomocjo posebnih ventilov. To nam zelo olajsa
in pospesi delo. Nekatere ¢rpalke imajo Ze same vgrajene tudi mikroprocesorje, kar nam omogoci
programiranje analize ter ponovitve nastavljenih sekvenc.

Injektorji nam morajo omogocati dobro ponovljivost med posameznimi doziranji. Kromatografska
locba je kontinuirni proces, kar pomeni, da vsakrSen vnos dodatnih koli¢in povzro¢a motnjo
stacionarnih pogojev. Vzorec mora biti injiciran v ¢im manjSem tekoc¢inskem segmentu, ki mora biti
poleg tega dobro definiran in ponovljiv. Kontaminacija med posameznimi, drug za drugim injiciranimi
vzorci, mora biti ¢im manjSa. Omogocati nam mora doziranje razli¢cnih volumnov in s tem tudi
razliénih koncentracij vzorca. Biti mora dovolj robusten in enostaven za vzdrzevanje ter servisiranje.
Se posebno pomembno je, da nam omogoéi tudi avtomatizacijo doziranja.

Danes so v uporabi izklju¢no injektorji z dozirnimi zankami (loop type). Z njimi lahko doziramo na
dva nacina:

e V definirano zanko doziramo samo del njenega volumna; poljubno lahko spreminjamo dozirni
volumen in s tem koncentracijo vzorca, seveda v mejah dozirne zanke.

e Definirano zanko napolnimo v celoti z vzorcem; pred doziranjem je zanka popolnoma napolnjena z
vzorcem, volumen in koncentracijo vzorca spreminjamo s samo zanko.

Vzorec vnasamo v injektor z dozirnimi iglami ali brizgami.

Kolona je bistveni del HPLC sistema saj se v njej dogajajo najpomembnejsi procesi separacije.

Separacija na koloni je odvisna od velikosti in oblike polnila ter od uinkovitosti kolone (oblika,
dimenzija). Kolona je izdelana iz primernega inertnega materiala, zaprta in zatesnjena s posebnimi
elementi in napolnjena s stacionarno fazo. Material, ki se danes uporablja za HPLC kolone je skoraj
izkljuéno nerjavno jeklo. Mozne so tudi steklene variante.

Daljsa kot je kolona vedji, je padec pritiska v HPLC sistemu. Slabost krajsih kolon je slabsa
locljivost. Pomemben parameter kolone je tudi njen notranji premer. Velikost kolone je odvisna od
mnozine snovi, ki jo zZelimo separirati v enkratnem poteku. Posebnega pomena je geometrija kolone,
ker je od tega odvisen mrtvi volumen kolone. Mrtvi volumen predstavlja prostor, kjer prihaja do
vrtinenja, kar povzroci Sirjenje vrhov in v hujsih primerih cepljenje in popolno deformacijo vrha.

Kapilare sluzijo za povezavo kolone z injektorjem in detektorjem. Povezave naj bodo ¢im krajse,

tako da se mrtvi volumni zmanj$ajo na minimum.
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Za razli¢ne loCitve se uporabljajo razli¢na polnila. Glavne vrste polnil so: adsorbenti, nosilci z
vezanim polarnimi ali nepolarnimi stacionarnimi skupinami, ionski izmenjevalci, polnila za
izkljuc¢itveno kromatografijo. Polnila so praskasti materiali, velikosti delcev so obicajno 5 do 10 pum.
Ti delci so razliéno oblikovani. Od oblike delcev in njihove velikosti je odvisen pritisk, s katerim
moramo premagati upor kolone, ki ga predstavlja za topilo. Najvecji upor in s tem najvecje pritiske
zahtevajo najmanjsi delci nepravilnih oblik. Danes se v glavnem uporabljajo atestirane kolone.

Pri delu z analitskimi HPLC kolonami se pojavljata dva problema. Prvi je ta, da se stacionarna faza
zmeraj malo raztaplja v mobilni fazi, kar vodi do padca loc¢ljivosti in posedanja kolone. Drugi problem
je kontaminacija analitske kolone, ki jo povzro¢a mobilna faza. V kolikor Zelimo zmanjsati te efekte
na minimum, uporabimo predkolone.

Detektor je tisti del HPLC sistema, ki naredi substance, separirane na koloni "vidne". Vsi
detektorji bazirajo na tem, da merijo spremembo neke fizikalne koli¢ine, ki jo povzro¢i prehod
substance skozi merilno pretocno celico detektorja.

Danes imamo na razpolago veliko detektorjev za delo v HPLC tehniki, kot so: UV-VIS
detektor, fluorescen¢ni detektor, detektor na lomni koli¢nik, detektor na elektricno prevodnost,
voltametrijski in kulometrijski detektor.

Meja zaznavnosti ali meja detekcije je lastnost detektorja samega in se uporablja za vsak
posamezni detektor. Meja zaznavnosti je minimalna koliina substance, injicirane na kolono, ki Se
povzroci tak signal, da ga lahko nedvoumno lo¢imo od Suma. Linearno obmocje detektorja je razmerje
med zgornjo mejo merjenega intervala in spodnjo mejo detekcije, pri ¢emer je izhodni signal linearen
znotraj dolocCenih odstopan;.

Zelo pomembna lastnost detektorja je, da z njim dolo¢imo koncentracijo separirane substance, torej
kvantitativna dolocitev. Nekateri detektorji (diode array) imajo $e moznost kvalitativnih dolo¢itev, ker
lahko z njimi opazujemo celotni UV spekter separirane substance, ki prehaja skozi detektorsko celico.

UV absorbcijski detektorji so najbolj uporabljani detektorji, zaradi svoje univerzalnosti,
enostavnosti, selektivnosti in obcutljivosti. Njihovo delovanje temelji na absorpciji svetlobe v UV in
vidnem delu spektra.

Na delovanje detektorja vplivajo naslednji efekti: sprememba kemijskega ravnotezja, raztopljeni
plini v mobilni fazi in pulziranje pretoka, spremembe lomnega koli¢nika in temperatura.

Glavne komponente UV detektorja so: izvor svetlobe, monokromator ali filter, detektorska celica
ter elektronika za konverzijo svetlobnega v elektric¢ni signal.

Zadnja stopnja pri razvoju detektorjev je tako imenovani "diode array" detektor. Z njim naenkrat
dobimo dva podatka; to je kvantitativen podatek (odzive pri posamezni valovni dolzini) in kvalitativne
podatke (odzive pri vseh valovnih dolzinah). Ti detektorji morajo biti nujno opremljeni z

racunalnikom.
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Detektorji so v bistvu vmesniki za pretvorbo ¢asovne spremembe neke fizikalne lastnosti, ki jo
povzroci prehod eluenta skozi detektorsko celico, v elektri¢ni signal. Tega nato s pomocjo ustreznih
instrumentov pretvorimo v analogni oziroma digitalni zapis.

Instrumenti za zapis signala:

e rekorder signal zapisuje analogno v obliki kromatografskega zapisa. Pomankljivost rekorderjev je
njihova enkratnost zapisa, kar pomeni ponavljanje analize, ¢e parametri niso bili pravilno
nastavljeni in je signal usel iz obmocja.

e integrator med analizo riSe kromatogram in nato izrauna viSine in povrSine posameznih vrhov v
kromatogramu, po predhodno nastavljenih parametrih.

e racunalniki zmorejo vse, kar zmorejo rekorderji in integratorji, obenem nudijo Se neskon¢no drugih
moznosti (neomejeno hranjenje vseh podatkov o pogojih analize, kromatogramov in naknadnih

obdelav, do popolne kontrole ne samo kvantizacije, temvec celotnega HPLC sistema).
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Kromatografske metode lahko opredelimo na ve¢ nacinov. Prvi nacin je razdelitev glede na obliko
kromatografske podloge. V kolonski kromatografiji je stacionarna faza vezana na nosilec v koloni,
mobilna faza teCe skozi kolono pod vplivom gravitacije ali tlaka. V planarni kromatografiji je
stacionarna faza vezana na ravno povrSino ali v porah papirja. Mobilna faza se pomika skozi
stacionarno fazo zaradi gravitacije ali pa zaradi kapilarnega delovanja.

Drugi nacin opredelitve kromatografije je glede na agregatno stanje mobilne faze. Tako poznamo
plinsko in tekocinsko kromatografijo ter kromatografijo s superkriti¢cnimi fluidi. Osnova za eno izmed

moznih razdelitev kromatografskih metod,

Kromatografija
Plinska Tekocinska
Plin-tekote Plin-trdno Kolonska Tankoplastna (TLC)
Kolonska (GLC) Tankoplastna (GSC) (Vrsta tekoce-trdno)
Visokotla¢na Nizkotlacna
(HPLC) (LPLC, MPLC)
- adsorbcijska
- afinitetna
- ionska
- gelska
Normalna faza (NP) Obrnjena faza (RP) Ionska kromatografija (/C)  Gelska faza
(GO ALOA (Cys, Cs, C4, NH,, CN,...) (GPS, SEC)

Ionska kromatografija
Moderna ionska kromatografija temelji na treh mehanizmih locitve, ki dajejo osnovo za

poimenovanje tipov ionske kromatografije:

> lonska izmenjevalna kromatografija visoke locljivosti,

(High Performance Ion Chromatography — HPIC),
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> lonska izklju¢itvena kromatografija visoke lo¢ljivosti,

(High Performance Ion Chromatography Exclusion — HPICE),

> Kromatografija ionskih parov,

(Mobile Phase Ion Chromatography — MPIC).

Ionska izmenjevalna kromatografija visoke locljivosti — (HPIC)

Ionska izmenjevalna kromatografija temelji na procesu ionske izmenjave, ki se pojavi med mobilno
fazo in ionsko-izmenjevalnimi skupinami, ki so vezane na substrat (stacionarna faza). Posamezne
ionske zvrsti lo¢imo s pomocjo ionske izmenjave med kovalentno vezanimi ionskimi izmenjevalnimi
skupinami na stacionarni fazi in ioni mobilne faze. Posamezni ioni se lahko tudi adsorbirajo na
stacionarno fazo. HPIC je uporabna tako za locitev anorganskih anionov in kationov, kakor tudi za
loc¢itev organskih ionov. Od klasi¢ne ionske izmenjevalne kromatografije se razlikuje v nainu in
koli¢ini vnosa vzorca na kolono (v¢asih nekaj mL, danes od 10 do 100 pL), v stacionarnih fazah
(velikost delcev véasih od 250 do 750 um, danes 10 do 25 um) in v na¢inu detekcije (v¢asih so locili
posamezne frakcije in jih nato analizirali, danes imamo avtomatsko zasledovanje ionskih zvrsti v

eluentu).

Ionska izkljucitvena kromatografija visoke locljivosti — (HPICE)

Ob koncu sedemdesetih let so ionsko kromatografijo prvi¢ uporabili tudi za analizo organskih ionov.
Zahteva za kvantitativno analizo organskih kislin je privedla do metode ionske kromatografije, ki
bazira na procesu ionske izkljucitve, ki sta ga prva opisala Wheaton in Baumann leta 1953. Ta tip

ionske kromatografije sluzi predvsem za locCitev Sibkih organskih kislin, alkoholov, aminokislin,

aldehidov in ogljikovih hidratov. S HPICE lahko lo¢imo tudi Sibke anorganske kisline s pK_>7

(npr. ogljikova kislina in metaborova kislina). Kolona je napolnjena s popolnoma sulfonirano
kationsko izmenjevalno smolo z visoko kapaciteto. Do locitve posameznih sestavin na koloni pride
zaradi treh procesov: Donnanovega ravnotezja, prostorske izkljucitve in adsorpcijskih procesov. Kadar
teCe skozi kolono cCista voda se okoli sulfonskih skupin tvori hidratacijska lupina. Tam je voda v
vi§jem redu urejenosti kot v notranjosti mobilne faze. V tem modelu predstavlja vmesno fazo med
hidratacijsko lupino in notranjostjo mobilne faze negativno nabita plast, imenovana Donnanova
membrana. Popolnoma disociirane kisline kot HCI, ki imajo vlogo eluenta, ne morejo prodreti skozi to
membrano zaradi elektrostatskega odboja in se tako dlje zadrzijo na koloni.

Uspesnost separacije z HPICE tehniko je odvisna od karakteristike separacijske kolone (vrsta ionskega

SOH'
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izmenjevalca v koloni), pH vrednosti eluenta, temperature in izbire detektorja. Prednost HPICE je v
tem, da lahko ugotovimo sestavo bolj kompleksnih vzorcev. V kombinaciji s HPIC lahko dolocimo
vsebnost anorganskih in organskih kislin v manj kot pol ure. Detekcija posameznih zvrsti najveckrat
temelji na merjenju elektriéne prevodnosti v kombinaciji s primernim supresorjem, ali pa merimo UV
absorpcijo pri krajsih valovnih dolzinah.

Shematski prikaz procesa locitve na ionski izkljucitveni koloni.

Kromatografija ionskih parov — (MPIC)

Kot alternativa procesu ionske izmenjave se razvijajo tudi metode, ki bazirajo na procesu tvorbe
ionskih parov, kar omogoca locitev in dolocCitev tako anionov kot kationov. Prevladujo¢ mehanizem
lo¢itve pri tem tipu ionske kromatografije je adsorpcija .

V mobilno fazo dodajamo lipofilne ione (npr. kvarterne alifatske amine), ki tvorijo z nasprotno
nabitimi ioni vzorca ionske pare in na osnovi stabilnosti tega para pride do locitve zvrsti na obicajni
silikatni koloni z obrnjeno fazo (angl. Reverse Phase Ion Pair Chromatography — RPIPC).
Mehanizem locitve s staliS¢a fizikalno kemijskih sprememb S$e ni pojasnjen. Pri MPIC je osnovni
proces separacije enak kot pri RPIPC, le da je tu patentirana uporaba prevodnostnega detektorja s
supresorjem, ki zmanjsa prevodnost ozadja. Ta tip ionske kromatografije se uporablja predvsem pri
lo¢evanju kationskih in anionskih povrSinsko aktivnih snovi, kovinskih kompleksov, mascobnih kislin,

doloc¢amo pa lahko tudi nekatere druge anione, kot so na primer nitrat (I1II), nitrat (V) in jodid

Poimenovanje ionske kromatografije glede na supresorski sistem
Pri poimenovanju ionske kromatografije glede na supresorski sistem ne upostevamo predkolone, ker je

obicajno vkljucena tako v eno- kot dvokolonskih sistemih. V sploSnem ionsko kromatografijo delimo

na:
> dvokolonsko oziroma supresirano ionsko kromatografijo in

> enokolonsko oziroma nesupresirano ionsko kromatografijo.

Visoko locljiva ionsko izmenjevalna kromatografija - hpic

Osnovni separacijski mehanizem te tehnike je ionska izmenjava. Separatorska kolona je napolnjena s
posebno obdelanim ionskim izmenjevalcem, ki predstavlja stacionarno fazo. Ioni vzorca in ioni
eluenta se zaradi razlicne afinitete do funkcionalnih skupin izmenjevalca razlicno mocno, a
reverzibilno, veZejo na stacionarno fazo.

Glede na Stevilo kolon v separacijskem sistemu delimo HPIC na enokolonske in dvokolonske sisteme.
Dvokolonski sistemi imajo poleg separacijske kolone vgrajeno Se supresorsko kolono. Kot
supresorsko kolono lahko pri dolocevanju kationov uporabimo kolono, polnjeno z mo¢no bazi¢nim
ionskim izmenjevalcem, za doloCevanje anionov pa kolono, polnjeno z mocno kislim ionskim
izmenjevalcem. Vendar uporaba tovrstnih kolon ni dozivela SirSe uporabe predvsem zaradi

neponovljivosti rezultatov in potrebe po pogosti regeneraciji. Tako je priSlo do razvoja
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mikromembranskih supresorjev z majhnim volumnom in do razvoja elektrodializne supresorske
kolone. Uporaba dvokolonskih sistemov je praviloma manj obcutljiva na izbiro eluenta (mobilne faze).
Prevodnost ozadja je odvisna od sestave eluenta in bistveno vpliva na moznost detekcije posameznih
ionov z detektorjem na elektri¢no prevodnost. Prevodnost ozadja se kemijsko odstrani v supresorju.
Moznost kemijskega zmanjSevanja prevodnosti ozadja nam tako omogoca gradientno separacijo, ki jo
uporabljamo v separaciji veCkomponentnih zmesi.

Pri enokolonski separaciji je prevodnostna celica takoj za separatorsko kolono. Veliko pozornosti je
potrebno posvetiti izbiri polnila separacijske kolone (nizka kapaciteta) in ustreznega eluenta, ki ne sme
imeti prevelike prevodnosti, saj lahko to tehniko uporabljamo samo v primerih, ko je mogoce izmeriti
dovolj veliko razliko med prevodnostjo ionov vzorca in prevodnostjo eluenta.

Zacetki sodobne ionske kromatografije segajo v leto 1975, ko so Small, Stevens in Baumann objavili
rezultate raziskave o moznostih uporabe detekcije na elektricno prevodnost za dolocevanje
anorganskih in Stevilnih organskih ionov. Zaradi obcutljivejSe detekcije ionov, so eluent iz
separacijske kolone vodili $e skozi dodatno kolono, ki je sluzila za kemijsko redukcijo prevodnosti
ozadja eluenta in istoCasno povecanje prevodnosti analiziranih ionov. To dodatno kolono so sprva
poimenovali »stripper« kolona, kasneje pa je dobila naziv supresorska kolona.

Istega leta je druzba Dow Chemical Company, ki je to novo tehniko patentirala, dala druzbi Dionex
dovoljenje za izdelavo in prodajo tovrstnih instrumentov. Tehniko so imenovali »ionska
kromatografija«, prvi ionski kromatograf pa je bil predstavljen jeseni leta 1975 v Chicagu. V kratkem
casu se je IC razvila v vsestransko analizno tehniko za dolo¢anje ionskih zvrsti.

Z rastjo trzisca ionskih kromatografov so se pojavljale razne alternativne metode. Leta 1979 so Gjerde,
Fritz in Schmuckler predstavili novo metodo separacije in detekcije anorganskih ionov, kjer je bila
separatorska kolona direktno spojena s prevodnostnim detektorjem in torej ni uporabljala supresorja
(enokolonska oziroma nesupresirana ionska kromatografija).

Danes pojem ionska kromatografija predstavlja vsako kromatografsko metodo za dolocevanje ionov.
V zadnjih letih so se bistveno razvili ionski izmenjevalci za separatorske kolone z visokimi
ucinkovitostmi, kar se odraza v krajsSem analiznem Casu. Pojavljajo se novi nacini detekcije, kamor
Stejemo tudi razvoj supresorjev. Obseg uporabnosti IC se je mocno povecal z novimi pretocnimi
elektrokemijskimi in UV spektrofotometricnimi detektorji. Kot alternativa procesu ionske izmenjave
se razvijajo tudi metode, ki temeljijo na procesu ionskih parov.

Osnove ionske kromatografije

Kromatografija je splosni pojem za razli¢ne fizikalno — kemicne separacijske tehnike, kjer se
komponenta porazdeli med topilom (mobilno fazo) in nosilcem (stacionarno fazo). Za vse
kromatografske locitve velja, da je vzorec raztopljen v mobilni fazi, ki je lahko plin, tekocina ali
superkriti¢ni fluid.

Ionska kromatografija je sodobna analitska tehnika za doloc¢evanje ionskih zvrsti in je predstavnica

tekoCinske kromatografije. Njen glavni element predstavlja kolona, ki je napolnjena z doloCenim
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ionskim izmenjevalcem, ki ga imenujemo nosilec (stacionarna faza). Topilo (mobilno fazo) in
raztopljen vzorec potiskamo skozi kolono pod visokim pritiskom s posebnimi ¢rpalkami. Komponente
vzorca razliéno hitro potujejo skozi kolono in se iz nje loceno eluirajo. Tam jih zaznamo s
specificnimi detektorji (v IC se najpogosteje uporablja detektor elektricne prevodnosti, saj je
prevodnost splosna lastnost ionskih zvrsti). Elektricni signali, ki jih posreduje detektor se kazejo kot
vrhovi, celotno krivuljo imenujemo kromatogram. Cas, ki je potreben, da posamezna komponenta pri
idealnih pogojih pretece skozi kolono, imenujemo retenzijski cas. Pri dolocenih kromatografskih
pogojih je retenzijski Cas za vsako komponento konstanta. Na osnovi primerjave teh casov z
retenzijskimi Casi znanih spojin ugotavljamo kvalitativno sestavo vzorca. PovrSina pod vrhom je
sorazmerna koncentraciji in podaja kvantitativno informacijo. V praksi poskusamo doseci ¢im boljso
locitev v ¢im krajSem Casu z optimizacijo vseh parametrov in komponent kromatografskega sistema.
Za uspes$no kromatografsko locitev je potrebno poiskati kompromis med locljivostjo med

posameznimi vrhovi, hitrostjo locitve in kapaciteto kolone.

Aparatura

Osnovni deli ionskega kromatografa so:
rezervoar z eluentom,

¢rpalka,

injektor,

separatorska kolona,
supresor,

detektor in

vV Vv Vv VYV VY V V

instrument za zapis signala.
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Shema aparature za ionsko kromatografijo.

Eluent
Eluent oziroma mobilna faza vpliva na prevodnost ozadja in na moznost detekcije posameznih ionov.

Tako moramo izbrati ustrezni eluent, ki ne sme imeti prevelike prevodnosti, kar je odvisno od vrste
separacijske kolone in vrste detektorja. Eluent moramo pripraviti z deionizirano in prefiltrirano vodo,
ki ima upornost 18,2 MQcm in ga pred uporabo prepihati. Paziti moramo, da v eluent ne pride
kakrSenkoli plin, saj bi motil analizo Zelenih ionov. Prav tako moramo biti previdni pri skladis¢enju
eluenta, ker je nevarnost razvoja bakterij. Zato ga je potrebno shranjevati v hladilniku in ga zamenjati
vsake 2 do 3 dni.

Crpalka
Bistvena naloga crpalke je, da zagotavlja konstanten pretok mobilne faze skozi kromatografski sistem,

ne glede na spreminjanje tlaka. Tlaki so v obmocju od nekaj 100 PSI (6 atm) pa do 6000 PSI
(400atm). Dodatna zahteva je, da morajo biti vsi deli, ki so v kontaktu s tekoCinami, iz materialov, ki
so odporni in inertni na ¢im vecje Stevilo kemikalij.

Poznamo vec sistemov zagotavljanja konstantnega in enakomernega pretoka:

. s pomocjo plina pod tlakom,
- Crpalke z rezervoarjem in batom,

- membranske Crpalke,
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. reciprone Crpalke z eno, dvema ali vec

¢rpalnimi glavami.

S pomocjo Crpalke, ki omogoca ¢im manj nihanj v pretoku, ¢rpamo eluent skozi kromatografski
sistem. Vzorec injiciramo skozi injektor z znanim volumnom. Tripotni ventil nam omogoca, da zanko
napolnimo z vzorcem pri zracnem tlaku, ko pa ventil preklopimo, eluent izpere vzorec v separatorsko
kolono. Ko ioni vzorca in eluenta zapustijo kolono, jih moramo na nek nacin zaznati. Najveckrat v ta
namen uporabljamo detektor za merjenje elektri¢ne prevodnosti. Raztopina nato vstopi v prevodnostno
celico, dobljeni signal se izpiSe na rekorderju.

Danes so ¢rpalke vec¢inoma rac¢unalnisko vodene, kjer imamo moznost neposrednega mesanja mobilne
faze v sami ¢rpalki s pomocjo posebnih ventilov, kar nam zelo olaj$a in pospesi delo.

Pomembno je tudi redno vzdrzevanje Crpalke, pri Cemer je potrebno posvetiti posebno pozornost
razplinjanju mobilnih faz in njihovemu filtriranju skozi ustrezne filtre. Same ¢rpalke ne potrebujejo

posebnega vzdrzevanja.

Injektor
Vzorec je potrebno injicirati v sistem pred kolono naenkrat, ne da bi vplival na stacionarno fazo.

Najpogosteje uporabljana metoda je injiciranje vzorca v pretoku mobilne faze. Injektor je poseben
tripotni ventil, ki nam omogoca, da zanko napolnimo z vzorcem pri zracnem tlaku, ko pa ventil
preklopimo, eluent izpere vzorec v separatorsko kolono. Zanka je kapilara, ki ima konstanten notranji
premer in tocno doloceno dolzino. S tem je volumen injiciranja vzorca tocno dolocen. Tovrstni
injektorji dajejo odlicno ponovljivost pri visokih tlakih in omogocajo avtomatizacijo injiciranja

vzorcev pri razliénih volumnih.

Separatorska kolona
Separatorska kolona je najpomembne;jsi del kromatografskega sistema in je bistvena za ucinkovito

loc¢itev posameznih ionov. Kolone so izdelane iz primernega inertnega materiala in so napolnjene z
razli¢nimi ionskimi izmenjevalci. Obi¢ajno kolone niso termostatirane in jih uporabljamo pri sobni
temperaturi.

V anionski izmenjevalni kromatografiji uporabljamo kot osnovo za proizvodnjo ionskih izmenjevalcev
vecinoma organske polimere, uporabljajo pa se tudi silikatni nosilci, nosilci na osnovi (ALO3), in
drugi

Za proizvodnjo polimernih anionskih izmenjevalcev najpogosteje uporabljamo stiren-divinilbenzenske
S/DVB kopolimere, polimetaakrilatne in polivinilne smole. Izmed teh za nosilce najpogosteje

uporabljamo S/DVB kopolimere, ki jih dobimo s kopolimerizacijo stirena z divinilbenzenom. Na te
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kopolimere lahko z doloc¢eno kemijsko reakcijo vezemo razli¢ne funkcionalne skupine in na ta nacin

dobimo moc¢no oziroma Sibko kisle in mo¢no oziroma Sibko bazi¢ne izmenjevalce.

H H H
N \ N
—¢—CH,—C—CH,—Cc—CH,—

—c—cH ,—— CH—CH, —c—cH,—

Shematski prikaz stiren-divinilbenzenskega skeleta.

Poseben tip ionskih izmenjevalcev, ki jih danes razvija korporacija Dionex, so v svojem delu leta 1975
uvedli Small, Stevens in Bauman Strukturo omenjenih anionskih izmenjevalnih smol, ki jih
imenujemo lateksne anionske izmenjevalne smole, shemati¢no prikazuje slika. Poleg visokih
kromatografskih ucinkovitosti, lateksne anionske izmenjevalce odlikuje tudi nizka anionska
izmenjevalna kapaciteta (priblizno 30 pekv - g'l), kar omogoca uporabo eluentov z nizkimi

koncentracijami in s tem bolj obcutljivo detekcijo na osnovi elektricne prevodnosti.

Struktura lateksne anionske izmenjevalne smole.

O O R R
N/ 4
—
O R

PS/DVB smola

delec lateksa
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Vzporedno z organskimi polimeri kot substrati za pripravo anionskih izmenjevalcev so se v zadnjih
dveh desetletjih razvijali tudi anionski izmenjevalci s silikatno osnovo. Razvoj anionskih
izmenjevalcev s silikatno osnovo je bil usmerjen k materialom z nizko izmenjevalno kapaciteto, ki
omogoca uporabo eluentov z nizko elektricno prevodnostjo.

Anione lahko lo¢imo tudi s stacionarnimi fazami na osnovi zamrezenih organskih polimerov, ki jih
modificiramo s cikli¢nimi polietri. Uporabimo lahko tudi anionske izmenjevalce na osnovi (Al,O3)y, ki
je poleg silikatov najpogostejsa osnova v kromatografiji tekoce-trdno. Kot mnogi kovinski oksidi tudi
(Al,0;), kaze ionsko-izmenjevalne lastnosti.

V procesu sintetiziranja ionskega izmenjevalca, ki je uporaben v ionski kromatografiji
visoke locljivosti, je potrebno posvetiti pozornost predvsem njegovi zamrezenosti, poroznosti
in kapaciteti:

» Zamrezenost

V zvezi z zamrezenostjo je povezana mehanska odpornost ionskega izmenjevalca.
Odstotek divinilbenzena v stiren-divinilbenzenski smoli se podaja kot odstotek zamrezenosti
in dolo¢a poroznost smole. Cim vedja je zamreZenost, tem velja je mehanska odpornost
izmenjevalca.

» Poroznost

Poroznost osnovnega substrata je odvisna od procesa sintetiziranja. Glede na odstotek
zamrezenosti lahko osnovne substrate delimo v glavnem na mikroporozne in makroporozne,
od katerih so za ionsko izmenjevalno kromatografijo bolj pomembne mikroporozne.

> Kapaciteta

Kapaciteta ionskega izmenjevalca je odvisna od procesa uvajanja aktivne skupine na
osnovno kopolimero.
Supresor
S supresorjem pove¢amo obcutljivost meritev pri IC s prevodnostnim detektorjem, zato ga
obravnavamo kot del detektorskega sistema. Vzorec se skupaj z eluentom neposredno iz
separatorske kolone izpere v supresor, ki ga v primeru analize anionov sestavlja kolona
napolnjena z mocno kislim kationskim izmenjevalcem. Supresijo za analizo kationov pa
dosezemo s kolono z mo¢no bazi¢m anionskim izmenjevalcem [i].
Naloga supresorja je prevesti ione vzorca v popolnoma disociirano obliko, ione eluenta pa v
skoraj nedisociirano obliko, saj prevodnostna celica sama ne more razlikovati med ioni vzorca
in ioni eluenta. Ce imamo v vzorcu na primer nitratne (V) ione in jih eluiramo z natrijevim
hidrogenkarbonatom, poteceta v supresorju naslednji reakciji:
V raztopini se natrijevi ioni izmenjajo s protoni in tako prevedejo mocno prevoden natrijev

hidrogenkarbonat v malo disociirano ogljikovo kislino

R-SO;H" + NaHCO, < R—-SO0; Na* + (CO, + H,0)
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Po izmenjavi natrijevega nitrata (V) iz vzorca nastane dusikova (V) kislina

R—-SO;H" + NaNO, < R—-SO; Na® + HNO,
V primeru dolocanja anionov in uporabe karbonatnega pufra kot eluenta se v supresorski
koloni kationi (obi¢ajno Na") veZejo na ionski izmenjevalec, sprosti se ekvivalentna koli¢ina

H;0" ionov, ki pretvorijo HCO; in CO? ione v CO; in vodo, kar bistveno zniza elektri¢no

prevodnost eluenta. Obenem pa se protiioni merjenih anionov zamenjajo s H;O" ioni in na ta
naéin se bistveno poveca prevodnost merjenega ionskega para (H;O" in ustrezni anion).
Klasi¢ne supresorske kolone imajo nekaj pomanjkljivosti. Najpomembnej$i med njimi sta
nujnost regeneracije po doloenem casu uporabe in zmanjSanje obcutljivosti zaradi
izCrpanosti ionskega izmenjevalca. Kljub tem pomanjkljivostim so bile supresorske kolone
osnova supresirane ionske kromatografije do tedaj, ko so se pojavili prvi membranski
supresorji.

Leta 1981 je Stevens s sodelavci predstavil supresor z votlimi vlakni, ki temelji na izmenjavi
ionov skozi membrano. Ta supresor sestavlja dolgo votlo vlakno iz polpropustnega ionskega
izmenjevalnega materiala. Eluent teCe skozi sredino, medtem ko je zunanja povrSina vlakna
omocena z raztopino regenerata. Tako med eluentom in raztopino regeneranta kontinuirno
poteka izmenjava ionov. Prednost teh supresorjev sta kontinuirna regeneracija in majhen
mrtvi volumen (300 pL ), kar omogoca boljSo kromatografsko uc¢inkovitost, se pa ti supresorji
ne odlikujejo z visokimi izmenjevalnimi kapacitetami.

Zato so posamezni proizvajalci priceli z razvojem mikromembranskih supresorjev [30] z
majhno prostornino, kontinuirno regeneracijo in visoko izmenjevalno kapaciteto. Shema

anionskega mikromembranskega supresorja

102



anoda

- - katoda
Na An v Na OH eluentu ©)
odpad ﬂ odpad
Na HSO; Na HSO;

s I b Nal

HSO, H | | |H  HSO,

H +OH—>HO

i}

Hi + Anr—> H An-

H HSO, H HSO,
H Anr v HZO
kationska kationska
izmenjevalna izmenjevalna
membrana membrana
detektor

Prikaz kemijskega supresorja za analizo anionov.

. " . . . + .
V tovrstnem supresorju tece eluent na eni strani nabite membrane, donor H3O" ionov pa na

drugi strani. Eluent lo¢i od donorja H;O" ionov nabita membrana z vgrajenimi SO;

funkcionalnimi skupinami. Zaradi koncentracijskega gradienta H;O" ioni difundirajo skozi
membrano v eluent, Na' ioni pa prav tako zaradi koncentracijskega gradienta, predvsem pa
zaradi pogojev elektronevtralnosti, difundirajo v donor H;O" ionov. Difuzijo anionov skozi
membrano preprecujejo SO; skupine, vezane na obeh straneh membrane.

Kljub temu, da je separacijska membrana nabita, difundira v eluent tudi nekaj anionov Kkisline,
ki jo v primeru dolo¢anja anionov uporabimo kot donor H;O" ionov (SO?"). Difuzija anionov

kisline v eluent ni problematicna, e je konstantna.

Pri novi generaciji mikromembranskih supresorjev pa lahko poleg klasi¢ne kemijske
supresije, kjer je regenerant kislina (anionski supresor) ali baza (kationski supresor),
dosezemo supresijo z generiranjem hidronijevih oziroma hidroksidnih ionov z elektrolizo
vode. Ta nacin imenujemo avto-supresorski krozni nacin (AutoSuppresion Recycle Water
Mode) ki uporablja kot vir vode iztok iz nevtralizirane prevodnostne celice. Prednost tega
nacina je v tem, da je enostaven in lahek za uporabo.

V uporabi je tudi avto-supresorski na¢in z zunanjim dotokom vode (AutoSuppresion External

Water Mode) ki uporablja konstanten izvor deionizirane vode iz steklenice pod pritiskom ali
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linijjo izvora, ki dostavlja najmanj 5-10 mL deionizirane vode na minuto. S tem Se dodatno
poenostavimo kromatografski sistem, saj ne potrebujemo posode za regenerant in tlacnega
sistema za dovajanje regeneranta. Avto-supresorski nacin z zunanjim dotokom vode odstrani
moznost dovoda ionov, ki bi lahko kontaminirali eluent. Ti ioni bi lahko nastali zaradi
oksidacije topil. Ta nacin zagotavlja visoko obcutljivost analize in poveca razmerje signala
proti Sumu.

Nove supresorje imenujemo samo-regeneracijski supresorji (angl. self-regenerating
suppressor). Prikaz supresije z elektrolizo H,O v anionskem samo-regeneracijskem supresorju

Dionex ASRS®-ULTRA

anoda katoda
Na An v Na OH eluentu ©

odpad odpad
HO0,0, Na OH,H
2
y .
f St fom

H Na
4H +0, l, H,+20H
2HO 2H0

H +OH—>H0

i]

H +An— H An

HO HO
2 2
HAn v HZO
kationska kationska
izmenjevalna izmenjevalna
membrana membrana
detektor

Shema elektrokemijskega supresorja za analizo anionov.

Zelene karakteristike u¢inkovitega supresorskega sistema so:

> kvantitativna pretvorba v nedisociirano obliko,

> pretvorba analiziranih snovi iz nizkoprevodne oblike v visokoprevodno obliko,
> kontinuirna regeneracija,

> minimalna disperzija v supresorju,

> minimalna kontaminacija v supresorju (nizka bazna linija),

» pH obstojnost,

> odpornost na organska topila in
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> mehanska odpornost.

Detektor
Vsaka separacijska metoda je navadno povezana tudi z ustrezno detekcijo posameznih

komponent. V ta namen ima kromatograf preto¢no celico, ki je vstavljena za kolono. Eluent iz
kolone tece skozi detektorsko celico, ki je lahko obcutljiva na razlicne fizikalne in kemijske
spremembe. Obicajno je volumen te celice majhen, da ne bi prislo do ponovne zdruzitve ze
loCenih zvrsti.

V ionski kromatografiji najpogosteje uporabljamo detektor za merjenje elektricne
prevodnosti, saj je elektricna prevodnost osnovna lastnost vseh ionskih zvrsti. Zelo uporaben
je za doloCevanje razli¢nih ionov, a se ne odziva na molekulske substance kot so voda, etanol
in Sibke kisline. Detekcija je hitro izvedljiva in relativno poceni.

Elektroprevodnost je lastnost raztopine elektrolitov, da prevajajo elektricni tok med dvema
elektrodama, ¢e je med njima doloCena elektricna napetost. Z izmeni¢no napetostjo
dosezemo, da na elektrodah ne steCe elektrokemijska oksidacija ali redukcija, velikost
izmeni¢nega toka pa je premosorazmerna koncentraciji in mobilnosti ionov v merjeni
raztopini.

Poleg prevodnostne celice lahko uporabimo Se supresor, lahko pa delamo tudi brez njega.
Prevodnostne celice morajo biti termostatirane, saj se pri vi§ji temperaturi viskoznost
raztopine zmanjsa, isto¢asno pa se poveca hitrost gibanja ionov in tako pride do sprememb
elektricne prevodnosti raztopine. Zavedati se moramo tudi, da same prevodnosti pozitivnih ali
negativnih ionov ne moremo izmeriti, pa¢ pa vedno dobimo vsoto obeh. Velika
pomanjkljivost detektorjev za merjenje elektricne prevodnosti je ta, da so slabo obcutljivi za
Sibko disociirane zvrsti. V teh primerih moramo uporabiti druge nacine detekcije.

Izmed ostalih detektorjev se v glavnem uporablja se UV/Vis spektrofotometrija [2,7,8,].

Posebej uporabna je v povezavi s pokolonsko derivatizacijo eluiranih komponent, direktna
UV/Vis detekcija ionov je namrec redka, saj le malo ionov vsebuje primerne kromofore

Poleg merjenja elektrine prevodnosti in UV/Vis spektrometrije so v uporabi tudi druge
detekcijske tehnike kot so elektrokemijska detekcija, atomska absorbcijska spektrometrija
AAS in atomska emisijska spektrometrija AES, atomska emisijska spektrometrija z induktivno
sklopljeno plazmo /CP-AES, masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo /CP-MS

in druge.
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Zapis signala
Elektri¢ni signal, ki ga posreduje detektor sledimo s pomocjo racunalnika, ki nam omogoca

hranjenje podatkov in kromatogramov. Danes so na razpolago komercialni programi, s
katerimi lahko krmilimo ve¢ kromatografskih sistemov naenkrat, pri ¢emer je omogoceno

interaktivno delo z vsakim kanalom posebej in naknadna obdelava posameznih podatkov.

Priprava vzorca

Nacin doziranja v HPLC sistem zahteva, da mora biti vzorec pred doziranjem pripravljen v
ustrezni raztopini. Najbolje je, Ce se vzorec oziroma substanca topi v mobilni fazi. Pri tem je
potrebno paziti, da ne doziramo preve¢ koncentriranih vzorcev, ki bi zaradi preobremenitve
kolone poslabsali separacijo ali povzrocili deformacijo vrhov.

V primerih, ko se substanca v mobilni fazi ne topi, jo poskusimo raztopiti v kak§nem drugem
topilu, nato pa razredéiti z mobilno fazo. Ce e to ne pomaga, je potrebno zamenjati sistem.
Nekateri vzorci zaradi svoje narave spremenijo lastnosti stacionarne faze. To so zlasti primeri,
kjer imamo prisotne nepolarne komponente. V takem slucaju zmanj$amo koli¢ino doziranega
vzorca na minimum z ustrezno zanko in koncentracijo.

Velike tezave lahko povzro€ajo vzorci s pH, ki se razlikuje od pH mobilne faze. ReSitev je
prav tako v zmanjSanju dozirne koli¢ine in koncentracije.

V primerih, ko je koncentracija dolocevane komponente majhna, je potrebno to komponento
predhodno separirati iz vzorca. V ta namen se najveckrat posluzujemo ekstracije tekoce-
tekoce, kjer z uporabo ustreznega topila ekstrahiramo to substanco. Na ta na¢in odstranimo
vzorec iz matri¢ne raztopine.

Priprava vzorca spada dejansko med najpomembnejse elemente vsake analize, pri Cemer vsak

vzorec zahteva svojevrsten pristop.

Kvantizacija
Ena od osnovnih zahtev vsake analize je tudi kvantitativna doloCitev. Metoda tekocCinske

kromatografije visoke locljivosti spada med relativne tehnike. To pomeni, da je rezultat le
toliko zanesljiv, kot je zanesljiv standard, ki smo ga pri analizi uporabili. V HPLC analizi

uporabljamo predvsem naslednje metode dolo¢evanja koncentracije:
Umeritvena krivulja

Kvantizacijo z umeritvenimi krivuljami uporabljamo vedno, kadar imamo vecje Stevilo

vzorcev, katerih koncentracije so v §irSem razponu.
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Ponavadi si pripravimo raztopine znanih koncentracij, ki pokrivajo ves interval pricakovanih
koncentracij in ga v doloCeni meri Se presegajo na obeh skrajnih to¢kah. V diagram (x-os je
koncentracija, y-os je odziv) nanasamo ustrezne vrednosti, ki jih nato poveZzemo z
neprekinjeno ¢rto. V idealnem primeru bi dobili premico pot kotom 45° z izhodis¢em v
preseciséu koordinatnih osi. V praksi ni nujno, da je dobljena odvisnost linearna, vendar je
potrebno v takem primeru pripraviti ve¢ koncentracij standardov, da dobimo tocke umeritvene
krivulje dovolj na gosto. Normalno se zadovoljimo s 5 do 6 tockami v umeritveni krivulji.

V splosnem je enacba katerekoli premice podana z izrazom:

Za vrednotenje linearnosti umeritvene krivulje uporabljamo Se metodo najmanjsih kvadratov,
ki nam tudi da enacbo regresijske premice. Kot dodaten parameter, ki nam vrednoti linearnost
umeritvene krivulje, uporabljamo Se korelacijski koeficient, ki je tem bliZze vrednosti ena, ¢im
bolj je krivulja linearna.

Predvsem moramo paziti, da je interval, na katerem merimo, dobro definiran in po moznosti
linearen. Nikoli ne smemo ekstrapolirati naSe umeritvene krivulje preko intervala, ki smo ga
pokrili s standardi. Zelo pogosta je napaka, ki se lahko pojavi, ¢e vzorec ni v enakem topilu
kot standard. Navadno je prisoten dolocen matriks, ki lahko spremeni odziv preiskovane
substance, z njo lahko reagira ali pa povzroCi interferenco. Rezultat je lahko odmik od
linearnosti, vzporeden premik glede na umeritveno krivuljo ali pa drugacen naklon premice.
Zato v takih primerih vedno pripravimo umeritveno krivuljo v slepem vzorcu, kjer so prisotne
vse komponente vzorca razen analizirane. Ko se prepricamo, da matriks ne moti, lahko
uporabimo umeritveno krivuljo, pripravljeno brez ozadja.

Metoda internega standarda

Gre za metodo, s katero zmanjSujemo eksperimentalno napako. Pri tej metodi uporabimo
umeritveno krivuljo. Z uvedbo internega standarda navadno razpolovimo relativni standardni
odmik (RSD). Idealni interni standard je zelo tezko najti, ker mora ustrezati mnogim
zahtevam.

V raztopino standarda in vzorca se doda znana koli¢ina ustrezne substance (interni
standard), ki se mora v kromatogramu lo¢iti od preiskovane in ostalih komponent vzorca ter z

njimi ne sme reagirati, obenem pa mora imeti podobne detekcijske lastnosti. S tem dodatkom
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dobimo v kromatogramu Se dodaten vrh, ki bi moral biti teoreticno vedno enak, vendar v
praksi ni.

Metoda standardnega dodatka

Pogoj za kvantitativno doloCanje po tej metodi je vsaj priblizno poznavanje koncentracije
dolocene substance v vzorcu, Se zlasti, ¢e ga nimamo dosti.

Princip te metode je naslednji: najprej posnamemo kromatogram samega vzorca in izmerimo
odziv ustreznega vrha preiskovane substance v kromatogramu. Nato dodamo v isti vzorec
doloc¢eno koli¢ino preiskovane substance in zopet posnamemo kromatogram. Odziv vrha
preiskovane substance je sedaj nekoliko vecji zaradi dodatka te substance, obenem pa
nekoliko nizji kot bi lahko bil, zaradi dodanega volumna, kar korigiramo s faktorjem
razredcitve ((V+dV)/V). Postopek dodajanja substance ponovimo veckrat in vsaki¢ izmerimo
odziv ustreznega vrha v kromatogramu, korigiranega s faktorjem razredcitve.

Odvisnost odziva od dodane koli¢ine preiskovane substance nanasamo na diagram in nato
graficno dolo¢imo koncentracijo preiskovane substance v vzorcu. Koncentracijo v vzorcu
dobimo na ta nacin, da ekstapoliramo premico, ki jo dobimo, ko spojimo vse tocke
korigiranih odzivov, na negativno stran x - osi. Dodatki naj bodo kar se da majhni glede na

volumen vzorca, da je faktor razred¢itve ¢im manjsi.

EKSTRAKCIJA NA TRDNI FAZI ( SPE)

Metodo ekstrakcije na trdni fazi (angl.”solid-phase extraction-SPE”) je ze leta 1923
omenjal Whitehorn (ekstrakcija adrenalina na silikagelu). Vse do 70-ih let so ekstrahirali na
fazah v steklenih, ro¢no polnjenih kolonah, sredi 70-ih let pa so razvili koncept majhnih
polnjenih kolon s polnili za izolacijo analiziranih komponent od ostalih interferencnih
komponent.

Danes je na trziscu veliko ekstrakcijskih kolon polnjenih s silikagelom in s silikagelom
vezanim z drugimi fazami ter z drugimi polnili. Predstavitev novih trdnih faz in bolj
selektivnih kromatografskih izvedb (metod), razvoj novih eksperimentalnih konfiguracij z
zeljo, da bi se prilagodili specificnim situaciam in izboljSali avtomatizacijo procesov brez

dvoma vodi do uporabe SPE v razli¢nih podro¢jih kemijskih analiz.
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Dandanes je SPE Ze dobro uveljavljena tehnika in zaradi njenih prednosti, pred drugimi
postopki za pripravo vzorcev, se uporablja za analize Stevilnih skupin komponent v razlicnih
vrstah matriksov. Zaradi moznosti uporabe velikih volumnov vzorcev se SPE uporablja za
dolocitev organskih onesnazevalcev v vzorcih voda iz okolja. SPE se vedno ve¢ uporablja
tudi za analize v biomedicini, farmaciji in za analize hrane in pijac.

Glavne prednosti ekstrakcije na trdni fazi so bistveno manjSa poraba organskih topil,
kraj$i Cas priprave vzorcev, visok izkoristek ekstrakcije za analizirano spojino, moznost

avtomatizacije procesa.

OSNOVE IN RAZVOJ EKSTRAKCIJE NA TRDNI FAZI

Razvoj kompletne analiti¢ne metode vkljucuje ve¢ stopenj. Od zbiranja vzorcev pa vse do
podajanja kon¢nih rezultatov. Vmesne stopnje vkljucujejo hranjenje vzorcev, njihovo

pripravo, izolacijo merjenih komponent, njihovo kvalitativno in kon¢no tudi samo

kvantitativno dolocCitev.

1. VZORCENJE zbiranje
hranjenje
2. PRIPRAVA VZORCEV ekstrakcija

koncentriranje

odstanitev motenj

3. INSTRUMENTALNA izolacija
ANALIZA kvalitativna dolocitev

kvantitativna dolocitev

4. POROCILO rezultati
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V zadnjih dveh desetletjih so razvili zelo izpopolnjene naprave, namenjene locitvi in
zaznavanju kemijskih spojin. Napredek v pripravi vzorcev pa je bil bolj skromen. Na splosno
je pri analizah, priprava vzorcev najdolgotrajnejsi korak in hkrati tudi vir mnogih neto¢nosti
in nenatancnosti.

Glavni cilj priprave vzorcev za kromatografske analize je raztapljanje merjenih
komponent v primernem topilu ter odstranitev ¢im ve¢ moteCih komponent. Poleg tega je
pred-koncentriranje in priprava vzorcev, potrebna tudi za ohranjanje lastnosti vzorcev tekom
hranjenja in izvajanja analiz samih. Za lazjo loCitev in/ali zaznavanje je vC€asih potrebno
pripraviti derivate merjenih komponent.

Znanih je veliko pripravljalnih tehnik, ki se lahko uporabljajo samostojno ali povezano
in se ujemajo s kompleksnostjo vzorca, z naravo matriksa, z analizo in instrumentalno
tehniko.

Uporaba ekstrakcijske tehnike je pogosta v pred-tretmanu za veliko tipov vzorcev. Brez
dvoma je najbolj pogosto uporabljena ekstakcija tekoce-tekoce (angl.”liquid-liquid extraction-
LLE").

Pomankljivosti LLE metode so:

o Postopek je zelo zamuden, posebno pri analizi vecjega Stevila vzorcey;

o potreben je relativno velik volumen vzorca (minimalno 0,5 do 1 ml);

o uporaba velikih kolicin strupenih organskih topil, ki predstavijajo veliko breme za okolje;

e potrebna so organska topila izedne cistosti (ultra cista topila);

o tvorba emulzij.

Ekstrakcija na trdni fazi (SPE) je bila predstavljena v zgodnjih 70-ih letih in je odpravila
ali vsaj zmanjSala zgoraj nastete pomankljivosti ekstrakcije tekoce-tekoce (LLE). Skrajsala je
potreben ¢as, Se posebno pri avtomatizirani izvedbi. Potreben je manjsi volumen vzorcev (50
do 100 ul), zahteva majhne koli¢ine topil, za katere ni potrebna tako visoka ¢istost kot pri
LLE, preprecila je nastanek emulzij.

V zadnjih 10-ih letih je bil dosezen velik napredek v uporabi SPE. Izraz SPE se ni pojavil
pred sredino 70-ih in ni bil pogosto v rabi pred 1985. Dve knjigi o SPE je izdalo neko
reklamno podjetje, izdanih pa je bilo tudi nekaj preglednih ¢lankov o razli¢nih vidikih SPE.

Pomembnost te tehnike je razvidna iz dejstva, da je bil leta 1992 v ZDA in leta 1994 v

Evropi (“SPE Europe”, Amsterdam, Holland) simpozij, posvecen samo aplikacijam SPE.

PRINCIP EKSTRAKCIJE NA TRDNI FAZI
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Osnove SPE so podobne kot pri LLE, le da vklju€uje porazdelitev komponent med dve
fazi. Pri SPE je torej komponenta, ki jo Zelimo ekstrahirati porazdeljena med trdno in tekoco
fazo, pri LLE je merjena komponenta porazdeljena med dvema tekoc¢inama, ki se med seboj
ne mesata.

Vzorec (mobilna faza), ki vsebuje merjeno komponento, nanesemo na ekstrakcijsko
kolono s primernim polnilom (stacionarna faza). Ko je dosezena ravnotezna porazdelitev
merjene komponente med obema fazama, fazi lo¢imo s filtracijo ali odlitjem tekode faze. Ce
je polnilo uc¢inkovito, ob merjena komponenta bolj ali manj uspesno ekstrahirana iz tekoce v
trdno fazo. Interference, polarne komponente matriksa, spiramo iz kolone z vodo oziroma s
primernim pufrom. Polnilo nato osusimo, tako da ga prepihamo z zrakom (plinom), v
naslednji fazi pa merjeno komponento speremo (eluiramo) iz kolone z organskim topilom.

Pri moderni izvedbi SPE je adsorbent med dvema kalciniranima diskoma v
polipropilenski ali stekleni koloni imenovani cartridge. Tekoca faza prehaja skozi to kolono
bodisi s sesanjem ali s pozitivnim tlakom (gravitacija, tlak iz brizgalke ali s centrifugiranjem).

Za uspeSno ekstrakcijo so pomembne naslednje stopnje (prikazane na sliki 1):
kondicioniranje kolone, odstranitev aktivacijskega topila, nanos vzorca, spiranje

interferencnih komponent, elucija merjene komponente.

AKTIVIRANJE OHRANJEVANJE
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A L\

IZPIRANJE aca o2/

Shema principa ekstrakcije na trdni fazi.

Aktivacija kolone s prehajanjem primernega topila, ki kondicionira povrsino trdne faze.
Najveckrat jo izvedemo s acetonitrilom ali s ¢istim metanolom. V tem koraku aktiviramo

povrsino polnila, da se merjena komponenta bolj veze.

Odstranitev aktivacijskega topila s tekocino, ki ima podobno sestavo kot matriks. Polnilo
obicajno speremo z vodo ali s pufrom pri pH-ju pri katerem poteka ekstrakcija merjene
komponente.

Nanos vzorca; polnilo bo zadrzalo merjeno komponento.Volumen vzorca igra pomembno
vlogo pri izkoristku ekstrakcije.Na primer pri vzorcih plazme je izkoristek visok pri
volumnih od 100 pl do 1ml, toda nizek pri volumnih od 10 ul plazme redcene do 1 ml.
Vzorec spusc¢amo skozi kolono obi¢ajno z majhnim nadtlakom ali pa pustimo, da prosto pada
skozi kolono. Pomembna je tudi hitrost pretoka vzorca, saj je od nje odvisna kvantitativnost

vezave analita na polnilo.
Spiranje interferencnih komponent iz kolone. Interferenéne komponente, ki so ostale v
tretji stopnji,odstranimo iz kolone s spiranjem ali z vodo ali s primernim pufrom. Pri tem

pazimo, da ne izpiramo tudi iskane komponente.

Susenje polnila je potrebno, da posusSimo fazo pred elucijo s topilom. Obicajno susimo z

zrakom (vakuumom) ali prepihavamo s suhim dusikom. SuSenje traja obicajno nekaj minut.
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Elucija analita iz polnila s primernim organskim topilom. Pomembno je, da elucija
poteka pocasi, najveckrat topilo samo tece skozi kolono. izkoristek ekstrakcije je mocno

odvisen od hitrosti pretoka.

Uporaba SPE je omejena, vendar je moznih vec izvedb, kot na primer uporaba
superkriti¢nih fluidov za elucijo ali uporaba termi¢ne desorbcije za zelo hlapno in termi¢no
stabilno komponento. Termi¢na desorbcija se pogosto uporablja v kombinaciji s plinsko
kromatografijo (GC), Se posebno za poklicne higienske analize.

Najpogostejsi cilji SPE so:

o Spiranje interferencnih komponent z uporabo primernih topil.

o Pred-koncentriranje vzorca. To je glavni namen sledilne (trace) analize, kot je na primer

analiza organskih onesnazevalcev v vzorcih vode, kjer je mozno ekstrahirati 1 do 2 litra
vzorca s 5 do 10 ml elucijskega topila, da se izognemo 100 ali 400 kratni koncentraciji.

o Frakcioniranje vzorca v razliéne komponente ali skupine komponent kot v klasi¢ni

kolonski kromatografiji, eluiranje vsake frakcije z drugac¢no tekoco fazo.Vecina SPE
izvedb zbira samo eno frakcijo, le v dolocenih primerih 2,3 ali celo do 7 frakcij.

o Hranjenje analitov, ki so nestabilni v tekoCem mediju ali imajo relativno visoko hlapnost.

o [zvrsiti reakcijo derivatizacije med aktivno skupino analita in tistimi na povrS$ini polnila.

Dobljene derivate lahko takoj eluiramo ali pa jih shranimo in eluiramo kasneje.

Proces SPE lahko izvedemo bodisi on-line ali off-line. Eksperimentalni postopek, opisan
zgoraj, je znan kot off-line SPE; tu je priprava vzorcev popolnoma locena od kromatografske
analize. V off-line izvedbi vzorec prenikne skozi polnilo v koloni, pri membranskih
ekstrakcijskih diskih pa se vzorec ujame v inertni matriks. Pri on-line izvedbi je ekstrakcijska
kolona del kromatografske opreme in je direktno povezana z visoko tlacno paro mobilne faze.
On-line SPE procesi so znani tudi kot pred-kolonska koncentracijska tehnika in lahko
vsebujejo kolonsko stikalo ali tehniko zdruzenih kolon.

V primerjavi z LLE je off-line SPE dosti hitrejsa in prihrani velike koli¢ine topila. On-line
izvedba povezuje SPE in GC (plinska kromatografija) ali LC (tekoCinska kromatografija).
Tukaj lahko pri¢akujemo bolj to¢ne rezultate kot pri off-line izvedbi, saj imamo direktno
povezavo pred-koncentriranja in analize. Pri on-line lahko uporabimo manjsi volumen vzorca
kot pri off-line ker ves volumen vzorca analiziramo.

Modifikacije in razvoji off-line SPE, ki so se pojavili iz zaCetnih in preprostih

eksperimentalnih zapiskov lahko razvrstimo v tri kategorije:
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o Predstavitev novih, bolj selektivnih trdnih faz in novih izvedb kromatografije.

o Razvoj novih eksperimentalnih konfiguracij.

e Nacrtovanje avtomatiziranih sistemov.

Polnila, kemizem in princip so enaki pri on-line in off-line izvedbi. Edina razlika je viSina
polnila v kolonah; ta je vecja pri off-line (40 do 60 pum) kot pri on-line kolonah (5 do 10 pm).

Pomemben parameter za kontrolo in razvoj SPE metode je prebojni (breakthrough)
volumen. To je volumen vzorca, kjer se merjena komponenta pri¢enja eluirati iz kolone.
Preboj dosezemo kadar polnilo ne zadrzuje vec topila ali ko je polnilo popolnoma zasedeno,
vendar preboj ve¢inoma povzroci nezadostno zadrzevanje. Ta parameter dolo¢a maksimalen
volumen vzorca, ki se lahko uporablja v SPE in s tem tudi mejo maksimalnega pred-
koncentracijskega faktorja. Kadar je razpolozljivi volumen vzorca majhen, kot pri bioloskih
analizah, potem prebojni volumen obicajno ne predstavlja vecje tezave. Zelo pomemben pa je
pri velikih volumnih vzorca, kot npr. pri analizah vode, kjer se prebojni volumen zlahka
doseze. Vrednost prebojnega volumna je funkcija kromatografske retenzije (zadrZevanja)
vzorca na posameznem polnilu (sorbent) v SPE koloni in ga lahko spremenimo samo s
spremembo polnila (Clanek 4).

Prebojni volumen lahko izmerimo z merjenjem UV signala vzorcev (spiked) s topilom, ki
ima zacetno absorbanco (A;). Vzorec spustimo skozi pred kolono in ¢e polnilo zadrzi
komponento, je eluent ne bo vseboval in UV absorbanca bo ni¢. Prebojna krivulja se pri¢ne
snemati pri volumnu Vy, (obi¢ajno definiran kot 1% Ay) do volumna V,, (definiran kot 99%
Ayp), kjer ima eluent enako sestavo kot vzorec (spiked) s topilom.

Snemanje prebojne krivulje je zelo dolgotrajno, od¢itavanje Vi, pri 1% Ay pa je tezko in
nenatancno. Hitra metoda, ki je lahko izvedljiva, meri povrSine ali viSine pikov razlicnih
volumnov vzorcev, ki vsebujejo enako koli¢ino merjene komponente. Z naras¢anjem volumna
vzorca koncentracija merjene komponente pada. Ko doseZzemo preboj, ekstrahirana koli¢ina
pada, prav tako pada tudi povrsina elucijskega pika. Odgovarjajo¢i izkoristki (razmerje med
ekstrahirano in naneseno koli¢ino vzorca) se lahko izracunajo z locCitvijo povrsin pikov
dosezenih pred in po preboju. Izkoristek pri SPE je odvisen od volumna vzorca in prebojnega
volumna, ki je povezan s koli¢ino in naravo polnila. Med seboj lahko primerjamo samo
izkoristke meritev kjer smo uporabili enako koli¢ino polnila in volumen vzorca.

IZBIRA PRIMERNEGA EKSTRAKCIJSKEGA MEHANIZMA IN

POLNILA
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SPE se najvec¢ uporabljajo naslednji trije ekstrakcijski mehanizmi: nepolarni, polarni in
ionsko izmenjevalni. [zbira mehanizma polnila je odvisna od polarnosti merjene komponente
(vezanih funkcionalnih skupin), ter od sestave vzorénega matriksa. Vsako polnilo znotraj
danega ekstrakcijskega mehanizma predstavlja edinstvene lastnosti retenzije in selektivnosti,
ki so specifiéne za dano komponento. Torej, tudi ¢e je za ekstrakcijo najprimernej$i nepolarni
mehanizem, je potrebno preizkusiti nekaj polnil, da se dolo¢i optimalno ravnotezje med
visoko obnovljivostjo (high recovery) in dobro lo¢itvijo (good clean up).

Na primer, tako C8 kot C18 dajeta sprejemljivo visoke obnovljivosti za nepolarne
komponete v vodnih matriksih. Toda zaradi rahlo vecje polarnosti, C8 prepusca skozi kolono
mnoge sestavine matriksa, ki bi se zadrzale na bolj nepolarnem polnilu C18. Kon¢ni rezultat
je cCistejsi konéni ekstrakt s polnilom C8.

Ekstrakcijske kolone lahko izberemo tako:
e da ima polnilo visoko afiniteto do komponente, ki jo Zelimo analizirati, in jo zadrzi na
koloni; neZelene komponente vzorca pa prepusca
e da ima polnilo slabo afiniteto do merjene komponente in jo prepusca; na koloni pa
zadrzi interferen¢ne komponente.
Komponento, ki ostane na trdni fazi se kasneje lahko odstrani z eluiranjem s topilom, ki ima
vecjo afiniteto do analita.

Polnilo v ekstrakcijskih kolonah se mora ujemati z vzor¢nim matriksom iz katerega bo
separacija izvrSena; z njim ne sme reagirati ali se v njem raztapljati. Polnilo je v plasti¢ni
(propilenski) ali stekleni koloni v koli¢ini od 100 do 500 mg, velikost delcev polnila je okrog
40 pm.

Polnila, ki se uporabljajo v SPE, so v glavnem podobne tistim v kolonski tekocinski
kromatografiji. To so: aktivno oglje, silikagel, magnezijev silikat (florisil), skupine vezane na

silikagel (glej tabelo 1) in polimeri.

NEPOLARNA
C18 oktadecilsilan
C8 oktilsilan
C2 etilsilan
PH fenilsilan
CH cikloheksilsilan
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POLARNA
SI silikagel
CN cianopropilsilan
20H diolsilan
NH, aminopropilsilan
PSA N-propiletilendiaminosilan
IONSKO IZMENJEVALNA
SCX benzensulfonpropilsilan
PRS sulfonpropilsilan
CBA karboksimetilsilan
DEA dietilaminopropilsilan
SAX trimetilaminopropilsilan

Nepolarna, polarna in ionsko izmenjevalna polnila, ki se najpogosteje uporabljajo v SPE.

Posamezne skupine vezane na silikagel se uporabljajo kot:

o normalne faze: silikagel ((SiOH),), florisil (MgO'SiO, = 15:85), aluminijev oksid (Al,O3);
e reverzne faze: metilna (C1), etilna (C2), heksilna (C6), oktilna (C8), cianopropilna (CN),
cikloheksilna (C¢H;;) in fenilna (Cg¢Hs).

Za merjene komponente z ionsko izmenjevalnimi lastnostmi so bolj primerna ionsko
izmenjevalna polnila. Skupine anionskih in kationskih izmenjevalcev so obicajno vezane v
stirendivinilbenzenu:

o anionski izmenjevalci: kvarterni amini (N+), amini (NH>), diamini (NH,-NH);

e kationski izmenjevalci: aromatski sulfoni (C¢HsSOsH), karboksilne kisline (COOH);

Nedavno razvite polimerne kolone na osnovi stirendivinilbenzena imajo lipofilne ter
ionsko izmenjevalne lastnosti. Njihova prednost je, da so uporabne v celotnem pH obmocju,
njihova slabost pa so daljsi Casi potrebni za kondicioniranje kolone.

Trdna faza v SPE je lahko kemijsko modificirana z aktivno skupino ali je lahko
napolnjena z raztopino, ki vsebuje aktivno sestavino, da bi derivatizirali merjeno komponento
(reagent-labelled phases). Slika 4 prikazuje reakcijo phenobarbitone s penta-fluorobenzil

bromidom predhodno impregniranim na adsorbent. Krull je objavil nekaj clankov o
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derivatizaciji aminov, aminokislin in peptidov na trdno fazo z razli¢nimi reagenti (9-
fluoreneacetylchloride, 3,5-dinitrobenzoat, 3,5-dinitrophenylcarbomate) za fluorescentno

detekcijo z uporabo on-line ali off-line izvedbe.

CH,PhFs
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PENTAFLUORBENZIL
BROMID FEMOBARBITON

Trdne faze z aktivnimi skupinami.

Pri fazah polnjenih s kovino je primeren kovinski kation nalozen na reagent-labelled-
phase. Te modificirane faze so sposobne zadrzati Stevilne organske molekule s pomocjo
tvorbe kompleksa med kovino in merjeno komponeto. Na ta nacin, je bil z uporabo Fe(IlI)
vezanega na 8-hidroxyquinoline silikagel, ekstrahiran doxorubicin iz plazme. Na kationskem
izmenjevalcu je lahko zadrzan tudi kovinski ion ali organski ligandi. To izvedbo SPE
imenujemo ligand izmenjevalska kromatografija in se je prej uporabljala v HPLC.

Drugi materiali s kemijskimi modifikacijami so bili uporabljeni, za direktno obdelavo
plazemskih in serumskih vzorcev brez predhodnje sedimentacije proteinov, samo v notranji
povrsini por in ne na zunanji povrSini polnila. Velike molekule kot so npr. proteini niso
sposobne prodreti skozi pore in eluirati, medtem ko majhne molekule vstopajo v pore in se

tam zadrzijo (slika 4).
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Notranja povrsina reverzne faze
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Razli¢ni adsorbcijski materiali so bili kombinirani na Stevilne nacine:

o znotraj ekstrakcijske kolone z uporabo tako imenovanih meSanih faz z razli¢nimi
funkcionalnimi skupinami, razli¢nih lastnosti, vezanih na isti adsorbcijski delec;

o zaporedne ekstrakcije s kolonami z razlicnimi adsorbcijskimi materiali, kjer eluent iz prve
kolone vodimo v drugo kolono bodisi off-line ali on-line.

e Packing razlicnih adsorbentov v plasti znotraj same kolone nam da »sendvic tip«

ekstrakcijsko kolono.

DRUGE IZVEDBE EKSTRAKCIJE NA TRDNI FAZI

V opisu SPE ekstrakcije je ze bila predstavljena ekstrakcija v plasti¢nih ali steklenih

kolonah. Polnilo za ekstrakcijo je lahko vgrajeno tudi v ekstrakcijske diske ali pa naneseno na

ekstrakcijsko iglo.

DISKI ZA EKSTRAKCIJO NA TRDNI FAZI

V membrane ali diske za SPE je adsorbent vgrajen v mrezo mikrovlaken. Rezultat je 0,5
mm debela membrana (obicajno iz politetrafluoroetilena) v mrezo katerega so zajeti delci
polnila premera 8 pm. Diski dovoljujejo vecje pretoke, hkrati pa ne prihaja do kanaliziranja
kot pri obicajnih SPE kolonah. Ker imajo veliko specificno povrSino in zelo enakomerno
porazdelitev delcev, nudijo visoko ucinkovitost ekstrakcije in so zelo primerni za zelo
umazane vzorce.Diski za SPE se uporabljajo kadar je volumen vzorca zelo velik,
koncentracija analita pa majhna, kot pri analizah sledi organskih onesnazevalcev v vodi.

Ekstrakcijski proces z diski je lahko izveden na tri razli¢ne nacine:

e NajpogostejSi nacin je uporaba standardnih filtracijskih aparatur, kjer omogoc¢imo
prehod vzorca skozi disk s pomocjo vakuuma. Merjene koponente se zadrzijo in nato
odstranijo z majhnim volumnom primernega eluenta.

e Membrana je potopljena v tekocem vzorcu doloCen Cas, nato jo hitro osus$imo na zraku in

kon¢no merjene komponente zaznamo direktno s spektroskopsko tehniko.

e Zadnja moznost je podobna drugi, vendar merjene komponente desorbiramo s potopitvijo

diska v topilo, in jih nato zaznavamo v ekstraktu.
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Primerjava med diski in ekstrakcijskimi kolonami pri analizi enake u¢inkovine kaze prva
uporabljajo on-line skupaj s tekoCinsko kromatografijo. Prav tako se lahko on-line zdruzeno

uporabljajo s plinsko kromatografijo za dolo¢anje pesticidov v vodi.

MIKROEKSTRAKCIJA NA TRDNI FAZI (SPME)

Druga eksperimentalna izvedba ekstrakcije na trdni fazi je mikroekstrakcija na trdni
fazi (angl.”solid phase microextraction — SPME"). Zelo primerna je za ekstrakcijo zelo
hlapnih vzorcev. Trdna faza je vlakno iz razlicnih materialov (fused silikagel prevlecen ali
neprevleCen s polidimetilsiloksanom, poliimidi, poliakrilati, grafitom). Za zas¢ito je vlakno
pritrjeno v iglo na posebni mikro injekcijski brizgalki.Vlakno namocimo v vzorec, za dolo¢en
Cas, da se vzpostavi ravnotezje. Adsorbcija je koncana v 2-h do 15-ih minutah, vsaki¢ ko se
vlakno dvigne v iglo. Merjene komponente se termi¢no desorbirajo ¢e vstavimo iglo v vro¢
injektor plinskega kromatografa.

SPME se veliko uporablja za separacijo hlapnih spojin, vendar predvsem iz vode.
Uporaba SPME za izolacijo zdravilnih u€inkovin iz bioloskega medija pa je razmeroma slabo
opisana. Nekaj prispevkov je opisanih za separacijo u¢inkovin iz plazme in urina. Separacija
ucinkovin iz urina je hitrejSa in u¢inkovitejSa, kot iz plazme, saj ni potrebno obarjati proteinov

in zato adsorbcija na vlakna potece neovirano.

AVTOMATIZACIJA EKSTRAKCIJE NA TRDNI FAZI

Uvodoma predstavljen eksperimentalni postopek za off-line analize ja navadno izveden
ro¢no. Za simultano izvrSitev ekstrakcije na ve¢ zaporednih kolonah (ponavadi med 10 in 24)
so vpeljali zapleten ekstrakcijski mehanizem. Popolna avtomatizacija off-line SPE je
dobrodosla predvsem za analizo velikega Stevila vzorcev. Avtomatiziran SPE on-line
mehanizem s HPLC opremo je bil razvit z uporabo iste kolone kot za mmnogokratno
ekstrakcijo ali za izvrSevanje avtomatizirane kolonske izmenjave. Prva komercialna sistema,
ki sta avtomatizirala nekatere SPE korake sta bila Varian Advanced Automated Sample

Processor (AASP) in DuPont Prep System; sedaj so oba umaknili iz prodaje.

AVTOMATIZIRANA OFF-LINE SPE
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Danes je na razpolago mnogo off-line SPE instrumentov. Nekateri izvajajo vse SPE
procese avtomaticno, le prenos eluatov iz SPE v HPLC je rocen (pol-avtomatizirani sistemi).
Drugi so sposobni avtomati¢no prenesti eluate v HPLC injektor in izvesti kromatografske
analiza, torej lahko sami izvrSijo pripravo in analizo (popolnoma avtomatizirani sistemi).

Ti avtomatizirani off-line sistemi pogosto uporabljajo enake ekstrakcijske kolone kot pri
obicajnih ro¢nih sistemih, ki so namescene v stojala.

Vrh kolone mora biti hermeti¢no zaprt, da lahko ¢rpalni sitem s pozitivnim tlakom potiska
tekoCino skozi kolono. Drugi deli mehanizma so sistem za disperzijo topila (batna ali

injekcijska crpalka), zbiralnik za eluat in odvodni kanal za odpadno tekocino (slika 6).

CRPALNI *
SISTEM

ODPAD

Shema off-line avtomatizirane SPE enote.

ASPEC Gilson-ov sistem je sestavljen iz razlicnih stojal za vzorce, kolon,
ekstrakcijskih tekocin, cevi za odpadke in cevi za zbiranje eluata, vzorénega procesorja
in batne ¢rpalke. Ta ¢rpalka je sistem za delitev topila. Najprej dvigne tekocino iz
dolocene steklenice ali cevi in jo doda v ustrezno kolono. Nato potisne tekocino, s
¢rpanjem zraka, skozi kolono. Na koncu igla batne ¢rpalke odpipetira eluat in ga vodi v

odprtino za injektor.

AVTOMATIZIRANA ON-LINE SPE

Avtomatiziran on-line SPE mehanizem so na zacetku uporabljali za pred-koncentriranje

velikih volumnov vzorcev v koloni. On-line SPE naprave so sestavljene iz tako imenovanega
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“kolonskega stikala“ ali “zdruzene “ tehnike, ki vkljucuje vse metode pri katerih se smer toka
mobilne faze spreminja s preklaplanjem visokotlacnih ventilov, tako da se tisti, ki tece iz ene
kolone v dolo¢enem Casovnem intervalu preklopi na drugo kolono. Prva kolona ima navadno
nizko ucinkovitost in se v njej izvaja pred-koncentriranje vzorca. Za tem se frakcija, ki
vsebuje merjeno komponento, prenese v drugo, visoko u¢inkovito kolono. Tako se vzorec on-
line ocisti pred glavno kromatografsko separacijo.

V teh sistemih so trdne faze navadno v nerjavecih kolonah, saj poteka proces pod visokim
tlakom.

Ko je injektor v “load” poziciji se vzorec s Crpalko 1 precrpa skozi kolono, kjer se
zadrzuje merjena komponenta. S pomocjo Crpalke 2 mobilna faza spontano preide skozi
kolono za analize. Ko je ta pred-koncentracijski korak koncan se injektorski ventil vine v
“inject” polozaj in mobilna faza gre skozi pred-kolono in prenese merjeno komponento v

glavno kolono.

CRPALKA 2 CRPALKA 2
DETEKTOR ODPAD

ODPAD DETEKTOR

{
!

= =
o] = o} a3
) Q o} g
VZOREC 2 VZOREC | g
(-] [
CRPALKA | SR |
PREDKONCENTRACIJA VBRIZG

Tokovni diagram preklaplanja kolon.

Zaradi visokega tlaka v pred-koloni je tezko spreminjati vzorce, tako da je ista pred-
kolona pogosto uporabljena za niz vzorcev, ki imajo pralne cikle drug pred drugim. Na
razpolago sta dve opremi za avtomatizirano pred-kolonsko izmenjavo. In sicer Prospect iz
Spark-Holland in OSP-2 iz Merck-a.

SPE navadno zdruzi on-line s HPLC sistemi z UV detektorji (SPE-LC-UV), vendar se
uporabljajo tudi fluorescentni detektorji, elektrokamijski detektorji, diodni detektorji (SPE-
LC-DAD) in masni spektrometri (SPE-LC-MS). Uspesno se uporablja tudi on-line zdruzen s
plinskim kromatografskim sistemom (SPE-GC).
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Prej omenjeni ekstrakcijski diski se uporabljajo za on-line ¢iscenje vzorcev s LC in s GC

ter s serijo pred-kolon.

PRIPRAVA VZORCEV

Nacin doziranja v HPLC sistem zahteva, da mora biti vzorec pred doziranjem
pripravljen v ustrezni raztopini. Najbolje je ¢e se vzorec oziroma merjena komponenta raztopi
v mobilni fazi. Pri tem je potrebno paziti, da ne doziramo preve¢ koncentriranih vzorcev, ki bi
zaradi preobremenitve kolone poslabsali locitev ali povzrocili deformacijo vrhov. Znacilnost
takSnih vrhov je poc€asno zacetno eluiranje, nato pa sledi strm padec.

Kadar se merjena komponenta ne topi v mobilni fazi, jo poskusimo raztopiti v
kaksnem drugem topilu in nato razredéiti z mobilno fazo. Ce tudi to ni mogoée, moramo
zamenjati sistem. Nekateri vzorci zaradi svoje narave spremenijo lastnosti stacionarne faze.
To so predvsem primeri, kjer imamo prisotne nepolarne komponente. V takem primeru
zmanjSamo koli¢ino doziranega vzorca na minimum z ustrezno zanko in z zmanjSanjem
koncentracije. Velike tezave lahko povzrocijo vzorci katerih pH se razlikuje od pH mobilne

faze. Tudi v tem primeru je reSitev v zmanjSani koli¢ini doziranega vzorca in koncentraciji.

Optimizacija analitske metode je sestavljena iz izbire topil, mobilne faze, izbire
kolone, temperature kolone, pritiska, itd. Po pravilno izvedeni optimizaciji sledi kompletna
validacija, ki zajema pripravo vzorcev, standardnih raztopin za umeritveno krivuljo, vzorénih
raztopin ter primerjavo rezultatov, dobljenih z umeritveno krivuljo merjene komponente same
ter umeritvene krivulje vzor¢nih raztopin z dodano merjeno komponento. Primerjava je
potrebna za ugotavljanje vpliva matriksa na pravilnost rezultatov.

Prakticno vsak vzorec zahteva svojevrsten pristop, priprava vzorcev pa spada med

najpomembnejse elemente vsake analize.
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KVANTIZACIJA

Ena od osnovnih zahtev vsake analize je tudi kvantitativna doloCitev merjene

komponente. Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti spada med relativne tehnike, kar

pomeni, da je rezultat zanesljiv le toliko, kot je zanesljiv pri analizi uporabljen standard. Pri

tem ne uposteva ostalih analitskih napak. Vendar to dejstvo ne zmanjSuje uporabnosti in

tocnosti rezultatov, pridobljenih s HPLC analizo.

V HPLC analizi uporabljamo predvsem naslednje metode doloCevanja koncentracij:

Umeritvena krivulia (metoda eksternega standarda) se uporablja kadar imamo vecje

Stevilo vzorcev, katerih koncentracije so v SirSem obmocju. V ta namen si ponavadi
pripravimo raztopine znanih koncentracij, ki pokrivajo ves interval pricakovanih
koncentracij in ga v doloceni meri $e presegajo na obeh skrajnostih. V diagram nanaSamo
ustrezne vrednosti. Na x-os nanasamo koncentracije in na y-os merjeni signal. V praksi ni
nujno, da je dobljena odvisnost linearna, vendar je potrebno v takem primeru pripraviti
ve¢ koncentracij standardov, da dobimo tocke umeritvene krivulje dovolj na gosto.
Normalno se zadovoljimo s petimi ali Sestimi to¢kami umeritvene krivulje. V sploSnem je

enacba katerekoli premice podana z izrazom:

y=bo+brx,

kjer je: by — odsek na y-osi in merilo za absolutno sistemati¢no napako,

b; —naklon premice in je merilo obcutljivosti.

Za vrednotenje linearnosti umeritvene krivulje uporabljamo metodo najmanjsih

kvadratov, ki nam da enacbo regresijske premice. Kot dodaten parameter, ki nam vrednoti
linearnost umeritvene krivulje, uporabljamo Se korelacijski koeficient, ki naj bi bil tem
blizji vrednosti ena, ¢im bolj je krivulja linearna. Pri odvisnostih, ki niso linearne,
uporabimo polinomno regresijo vi§jih stopenj. Iz navedenega sledi, da pravzaprav ni
pomembna oblika krivulje, ¢e jo le lahko dovolj natan¢no dolo¢imo. Paziti moramo, da je
interval, na katerem merimo, dobro definiran in po mozZnosti linearen. Nikoli ne smemo
ekstrapolirati nase umeritvene krivulje preko intervala, ki smo ga pokrili s standardi.
Pogosta napaka se pojavi tudi takrat, ko vzorec ni v enakem topilu kot standard. Navadno
je prisoten doloCen matriks, ki lahko spremeni odziv merjene komponente, z njo lahko

reagira ali povzroCi interference. Rezultat je lahko odmik od linearnosti, vzporeden
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premik glede na umeritveno krivuljo ali drugac¢en naklon premice. V takih primerih vedno
pripravimo umeritveno krivuljo v slepem vzorcu, torej takem, kjer so prisotne vse
komponente vzorca, razen analizirane. Sele takrat, ko se prepricamo, da matriks ne moti,
lahko pripravimo standardne raztopine v primernem topilu za umeritveno krivuljo.

Metoda internega standarda zmanjsuje napake, ki jih naredimo s pripravljanjem raztopin.

V raztopino standarda in vzorca se doda znana koli¢ina ustrezne substance, ki se mora v
kromatogramu lo¢iti od ostalih komponent vzorca ter z njimi ne sme reagirati, obenem
mora imeti podobne detekcijske lastnosti. Tako substanco najlazje najdemo med homologi
merjene komponente. S tem dodatkom dobimo v kromatogramu dodaten vrh, ki bi
teoreticno moral biti vedno enak, vendar v praksi seveda ni. Ta metoda omogoc¢a boljso
ponovljivost med posameznimi doziranji.

Metoda standardnega dodatka temelji na tem, da vsaj priblizno poznamo koncentracijo

dolocCene substance v vzorcu. Najprej posnamemo kromatogram samega vzorca in
izmerimo odziv ustreznega vrha merjene komponente v kromatogramu. Nato dodamo v
isti vzorec doloc¢eno koli¢ino merjene komponente v dolo¢enem volumnu in posnamemo
kromatogram. Odziv vrha merjene komponente je sedaj nekoliko vecji zaradi dodatka te
substance, obenem je tudi nekoliko nizji, zaradi dodatnega volumna, kar korigiramo s
faktorjem razredCitve. Odvisnost odziva dodane koli¢ine merjene komponente nanasamo
v diagram in nato grafi¢no dolo¢imo koncentracijo merjene komponente. Dodatki morajo
biti kar se da majhni, glede na volumen vzorca tako, da je faktor razredCitve ((V + AV)/V)
¢im manj$i. Ce imamo na razpolago dovolj vzorca, izvedemo metodo standardnega
dodatka tako, da enakemu volumnu vzorca dodajamo razlicne standardne raztopine ter

nato razred¢imo na enak volumen.
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