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ELEKTROANALITICKE METODE

m Sve elektroanaliticke  metode  tokom
provedbe elektroanaliticCkog postupka u
elektrokemijskoj celiji sadrze radnu il
Indikatorsku elektrodu na kojoj se odvija
reakcija.

m Signhal odziva je posljedica prisutnosti
odredene molekulske vrste u otopini
(indikatorska elektroda) ili posljedica signala
pobude (prisila izvana) kojeg dovodimo na
radnu elektrodu.
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celija

Shema provedbe elektroanalitickog postupka



Signal pobude

m Elektricne velidine: m Elektromagnetsko zraCenje
El. napon U.V . .
_ Vidljivo svijetlo
El. struja
El. naboj

m  Kemijske veliCine:

Promjena aktiviteta iona
(koncentracije) ispitivane
molekulske vrste

Promjena molekulske vrste

Frekvencija el. signala

C Promjena temperature
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Katoda — elektroda na kojoj se odvija reakcija redukcije

Anoda - elektroda na kojoj se odvija reakcija oksidacije

Osnovni elektrolit — kiselina, sol ili baza, omoguéava dobru elektriénu
vodljivost otopine

Otapalo — mora dobro otapati reaktant, produkte ali i osnovni elektrolit,
mora imati veliku dielektri€nu konstantu

Membrana — separator koji odvaja anodni od katodnog prostora

Posuda — u kojoj se sve to nalazi



Signal odziva

m Elektricne veliCine:
El. napon
El. struja
El. naboj
Frekvencija el. signala

m Kemijske veliCine

Masa izlucene tvari
Volumen izlu¢ene tvari



Elektrode

m Membranske elektrode

elektrode koje informaciju o koncentraciji
analita dobivaju mjerenjem membranskog
potencijala.

m Metalne elektrode :

Prve vrste - metalne elektrode u direktnoj
ravnotezi sa svojim kationom u otopini

Druge vrste - metalne elektrode u ravnotezi
sa slabo topljivom soli viastitog kationa,
njihov odziv je ovisan ne samo o
koncentraciji vlastitog kationa nego i o
anionu slabo topljive soli ili stabilnog
kompleksa

q

Staklena

/ elektroda

Inertne

Referentne (Ag/AgCl, HgCI/HgCl,)

COy, propusna

membrana
0,1 MEKCI+
HCOy pufer
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ElektroanalitiCka metoda koja se temelji na
elektricnoj provodnosti elektrolita u Celiji, znacCi
mjerimo elektricnu vodljivost (koncentracija i
pokretljivost).

Podjela konduktometrijskin metoda:
|zravna konduktometrija
Konduktometrijska titracija
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L U obje metode signal pobude je izmjenicni napon
konstantne vrijednosti, a posljedica je izmjeni€na struja
tj. izmjenicna struja kao funkcija volumena titranta.

0 Konduktometrija nije selektivna metoda jer svi prisutni
loni sudjeluju u elektricnoj vodljivosti.

0 Zbog ne selektivnosti izravna konduktometrija ima
relativno ograniCenu primjenu.

A Siru primjenu ima konduktometrijska titracija jer mjerenje
elektricne vodljivosti sluzi samo za odredivanje toCke
ekvivalencije.
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Potenciometrija

m Potenciometrija je elektroanalitiCka tehnika koja se

osniva na pracenju potencijala elektrokemijskog
clanka.

m Sastojl se u pravilu od dvije elektrode: referentne |
Indikatorske.

m Podjela potenciometrijskin metoda:
Redoks potenciometrija (kovinska elektroda)
Redoks potenciometrijska titracija (kovinska elektroda)
PH, pA, pM potenciometrija (membranska elektroda)

pH, pA, pM potenciometrijska titracija (membranska
elektroda)




m Prve dvije za signal pobude Imaju omjer
koncentracije oksidiranog 1 reduciranog oblika
redoks sustava, dok treca aktivitet (koncentraciju),
odnosno é&etvrta promjenu aktiviteta aktivhog iona
zbog dodatka titranta.

m Signal odziva u svim potenciometrijama je elektricni
napon, tj. promjena elektricnog napona kao funkcija
volumena titranta.

&

E/mV

tocka
- zavrsetka
titracifje

V/imL

Graficki prikaz ovisnosti E 0 V pri potenciometrijskoj titraciji



perometrllska tltr'acug

Amperometruska titracija je vrsta titracije pri kojoj
odredujemo tocku ekvivalencije preko mjerenja struje
koja nastaje titracijskom reakcijom.

Signal pobude je konstantan napon elektrolize, a pratimo
promjenu struje (redukcije Il oksidacije) kao funkciju

volumena titranta Ciji je uzrok elektrokemijska reakcija
redukcije ili oksidacije na radnoj elektrodi.
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GrafiCki prikaz ovisnosti | o E pri amperometrijskoj titraciji
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Voltametrija

m Voltametrija ukljuCuje grupu elektrokemijskih metoda
u kojoj informaciju o koliCini i vrsti analita saznajemo
mjerenjem struje kao funkcije potencijala narinutog

na elektrodu.
m Podjela voltametrijskih metoda:
KlasiCna polarografija, istosmjernu polarografiju

Voltametrija s linearnom promjenom potencijala i cikliCka
voltametrija

Pulsna polarografija

Diferencijalna pulsna polarografija

m  Kod klasi¢ne i linearne (cikliCke) voltametrije signal
pobude je linearna promjena potencijala (s promjenom
smjera) po vremenu, a kao odaziv dobivamo promjenu
struje Celije kao funkciju narinutog napona.



Signal pobude Signal odziva

GrafiCki prikaz ovisnosti E o t pri klasi¢noj voltametriji

Graficki prikaz ovisnosti E o t pri cikliCkoj voltametriji
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Kod pulsne polarografije skokovita promjena
potencijala s linearnim porastom amplitude
Kao funkcije vremena uzrokuje promjenu
struje cCelije.

Linearna promjena potencijala sa
superponiranim  kvadraticnim  naponskim
Impulsima uzrokovat ce promjenu u strujl

Celije kao funkciju linearnog rastuceg
napona u diferencijalnoj pulsnoj polarografiji.




Signal pobude Signal odziva

- Graficki prikaz ovisnosti E o t pri pulsnoj polarografiji

=

GrafiCki prikaz ovisnosti E o t pri
diferencijalnoj pulsnoj polarografiji



Elektrograwmetrua :

m Elektrogravimetrija je elektroanalitiCka
metoda kvantitativne analize koja se temelji
na porastu mase katode redukcijom
metalnog iona iz otopine.

m \Vaganjem katode prije | poslije elektrolize dobije
se cjelokupna koliCina prisutnog metalnog iona u
otopini

m Signal pobude Je Kkonstantan potencijal
(potenciostat) ili struja (galvanostat, amperostat)
elektrolize radi koje se izluCuje odredena masa
tvari na radnoj kovinskoj elektrodi (veca
povrsina).
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Kulometriia"'

m  Kulometrija je elektroanalitiCka metoda koja se osniva
na mjerenju koliCine elektricnog naboja potrebnog za
elektrolizu pri konstantnom potencijalu (potenciostat)
IlI struji (amperostat).

m Podjela kulometrijskin metoda:

|Izravna kulometrija — ako je odredivana tvar istovremeno
elektroaktivna tvar.

Neizravana kulometrija — ako je neka druga tvar elektroaktivna, a
nastali produkt reakcije reagira kvantitativnho s odredenom tvari u
celiji.

O = z2Fn=zFm/ M Q:Eid‘
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l. Piljac,
Elektroanaliticke metode
RMC, Zagreb 1995.



Metoda odjeljivanja I analiziranja tvari koja se
temelji na razlicitoj sorpciji sastojaka na
prikladnom sorbensu.

KROMATOGRAFSKI SUSTAV CINE:

O pokretna faza
O nepokretna faza
Q ispitivani spoj



O Obzirom na ravnotezu izmedu pokretne 1 nepokretne faze:
e razdjelna kromatografija
e adsorpcijska kromatografija
e afinitetna kromatografija
e kromatografija isklju¢enjem
e ionska kromatografija

O Na temelju sastava pokretne faze:
e plinska kromatografija
e teckucinska kromatografija

e fluidna kromatografija u superkriticnim uvjetima
O Na temelju sastava nepokretne faze:

® ploSna kromatografija
- tankoslojna kromatografija
- kromatografija na papiru

e kromatografija na stupcu ili u koloni
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KROMATOGRA
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Zapisak koncentracijskog ili masenog profila
Ispitivanog sastojka nakon separacije.

PARAMETRI KROMATOGRAFSKOG RAZDVAJANJA

1. zadrZzavanje
2. protok kroz porozni medij

3. Sirenje kromatografske zone

. . 1]
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1. Zadrzavanje

!

< zadrzano vrijeme t., vrijeme koje prode od trenutka
injektiranja tvari koja se ne veze na nepokretnu fazu do
trenutka njezine detekcije

< vrijeme zadrzavanja otopljene tvari tg, Vrijeme od trenutka
unosenja uzorka do vremena maksimalnog odziva za pojedinu
tvar

& prilagodeno vrijeme zadrzavanja tg-, Vrijeme koje otopljena
tvar provede vezana uz nepokretnu fazu

ty =t, +t_,



Q faktor zadrzavanja k , omjer vremena koje otopljena tvar
provede u nepokretnOJ fazi 1 vremena koje provede u
pokretnoj fazi

.- L
k — _R_ te = — (k +1)

L-duljina stupca
v-prosjecna brzina pokretne faze

O separacijski faktor o, mjera selektivnosti kromatografskog
sustava

A kA
t .(B) k(B)




2. Protok kroz porozni medij

O Pokretna faza kroz sloj nepokretne faze u stupcu protjece
njezinim meduprostorima

QO Darcyjev zakon

V(X) - brzina pokretne faze u tocki x
K - propusnost stupca
n - viskoznost pokretne faze



3. Sirenje kromatografske zone

visina krivulje pri maksimumu

1,000 -
0,882 |-

0,607

0,500

0,324 |-

0,134 |
0,044 |

Prolaskom kroz kromatografski stupac,
kromatografska zona se siri proporcionalno
duljini putovanja ili vremena

tangente povucene
iz tocaka infleksije

t 2
— R
tocke infleksije t

- W, =20 2
-« w,=2,3540 N =n L
- 3 k+ 1
: T n — broj teoretskih tavana
""" L N — broj efektivnih odsjecaka

KarakteristiCha svojstva kromatografske krivulje
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Uzroci Sirenja kromatografske vrpce:

QO otpor prijenosu mase u obje faze

O brzina protoka kroz nepokretnu fazu
O uzduzna difuzija
O nepredvidljiva sorpcija i1 desorpcija molekula
)
s oosol Ukupna visina odsjecka, HETP:
HETP = H.+ H.+ H, + H,
—_ 0,0040
HETP=A+B/v+(C,+C,,)v
0,0020F \ ‘/‘
. —— . A - prijenos vrtlozne difuzije
t>/‘ —— ____________ — = Bu _
%=6r 02 ©3 0a 05 05 07 B - prijenos uzduzne difuzije
u, (cm/s)
Ovisnost Sirenja kromatografske Cs 1 Cy - prinosi zbog prijenosa mase u

vrpce o brzini pokretne faze nepokretnoj I pokretnoj fazi



bLINSKA KROMATOGRAFIJA
Tehnike pri plinsko] kromatografiji:

dplinsko-adsorpcijska kromatogratfija,
nepokretna faza Cvrsti adsorbens

Uplinsko-tekucinska kromatografija,
nepokretna faza selektivha kapljevina
nanesena u tankom sloju na veliku, inertnu
cvrstu povrsinu




TEK U CINSKA KR OMA T OGRAFIJA

O pokretna faza: kapljevina

O nepokretna faza: razliCiti sorbensi

Podjela:

1. adsorpcijska kromatografija, nepokretna faza je sorbens

2. razdjelna kromatografija, kapljevinska nepokretna faza nanesena
je na ¢vrsti inertni nosac

O pokretna faza konst. sastava 1 brzine, uCinkovitost ovisi o:
1. duljini stupca
2. promjeru Cestica punjenja
3. radnom tlaku

O poviSena temperatura

O podeSavanjem protoka



KROMATOGRAFIJA NORMALNIH
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nepokretna faza-polarna (silikagel, neutralni aluminijev oksid)
pokretna faza-nepolarna (organska otapala)

odjeljivanje ovisi o interakciji polarnog analita s polarnom
nepokretnom fazom

nepolarni spojevi slabo reagiraju s nepokretnom fazom

KROMATOGRAFIJA OBRATNIH FAZA

O nepokretna faza nepolarna (modificirani silikagel)
O pokretna faza polarna (smjesa vode 1 polarnog organskog

d

otapala)

mehanizam razdvajanja temelji se na hidrofobnosti analita
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ODJELJIVANJE |oN I%ZIRAI\:I”IH SPOJEVA

O nemogucnost odvajanja zbog Cvrste veze s polarnim
silanolnim skupinama na povrSini silikagela

O za odvajanje jace 1oniziranih spojeva
IONSKA KROMATOGRAFIJA

Tekucinska kromatografija na stupcu kojoj se
separacijski mehanizam temelji na fenomenu ionske
IZmjene:

1. podeSavanje uvjeta u otopini

2. eluiranje vezane molekule promjenom medija

3. regeneracija ionskog 1izmjenjiva¢a dovodenjem u
pocetno stanje



lonski izmjenjivac sastoji se od netopljivog anorganskog, polimernog ili
polisaharidnoga kostura na koji su kovalentnom vezom vezane nabijene skupine;

na njih se veze protuion

faktor zadrzavanja

separacijski faktor a - sposobnost sustava da razluci dva susjedna spoja

— VRl _Vt
V

t

K

K, — N
Ky Vki

o —

anionski izmjenjivac

funkcionalna skupina

|
chelilamngetil [DEAE) 0 CH CH, -~ N HICH.CH, ),
kwaterni anminoetil (QAE) -0 -CH, - CH, - NT{CH} - (H, - CHOH - CH
kvaterm amomy () - - CH, - CHOH - CH, - 0 - CH, - CHOH - CH, - N}
| kationski izmjenjivac funkcionalna skupina
karboksimenl (Cha) O - CH, - €00
sulfopropil (5P} O - CH, - CHOH - CH, - O - CH, H. - CH.50
metilsulfonal {5%) O - CH, - CHOH - CH, - O - CH, - CHOH - CH.50

Funkcionalne skupine u ionskoj izmjeni



CIMBENI CI K OJI U T JE C U NA KR OMA T OGRAF S’KI
PROCES I SIRENJE KROMATOGRAFSKE ZONE

1 . Energetska barijera

O promatranje molekule u idealiziranim uvjetima A ——=A,
ranica izmedu faza
P 2 - P,
, ) i
nevezana | Py | nevezana | ER A
molekula u ‘ . | molekulau | 2 "’é Dot
nepokretnoj | P, pokretnoj 3 E 5 —————r—t=————1\_E energetska barijera
i ; ! fazi s & S
: @ 5y L
§’ = T ,J pokretna faza
1 OCJ . .
molekula | o
vezana uz | &
nepokretnu | E .
a E

promjena polozaja molekula

Vjerojatnost prijelaza molekula iz faze u  Shematski prikaz energetskog stanja
fazu tijekom kromatografskog procesa  molekula u nepokretnoj i pokretnoj fazi



2 . VeliCina i geometrijski oblik zrna sorbensa
Kkoji tvori nepokretnu fazu

QO zrnasorbensa manja — prolaz pokretne faze tezi, te je
pokretne faze mala

O manja zrnca — Vvelika aktivna povrsina
O velika zrnca — manja aktivna povrsina — brzi protok
pokretne faze

3. Temperatura sustava
4. Brzina pokretne faze
5. Priroda veze

6. Kolicina ispitivanog spoja
/. Kapilarnost

brzina



Razlucivanje kromatogmfskth zona

Q Rg-vriiednost:

Rs i Z(tRl _tRZ) o Az

S L "t ot +t,.
W, + W,, do

«— start

| e R, =log
— Vvrijeme

RF
Odredivanje razlu¢ivanja dviju susjednih zona




O Cvrsta tvar ili kapljevina na inertnom nosacu

O sorbensi se obzirom na kemijsku strukturu i polarnost dijele na:
-polarni anorganski (hidrofilni-silikagel, Al,O5 I Mg-silikat)
-nepolarni anorganski (aktivni ugljen i grafit)
-polarne vezane faze (aminopropil, cijanopropil, diol)
-nepolarne vezane faze (alkani, C4 1 C,4 ugljikovodici)
-polarni organski (celuloza, hitin, poliamid)

O izbor ovisi o prirodi ispitivanog spoja, prirodi ravnoteze i vrsti veze

lo-si_0-0 O-on

Na povriini silikagela nalaze se:
a) siloksan skupine

Si o Si
| I

b) silanoine skupine

—— S{OH)—— O ——Si(OH)——_

c¢) voda vezana vodikovom vezon
na silanolne skupine,
d) kapilarno vezana voda.
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Modificirane silikag

1.Kemijski vezane faze
O hidroksilne skupine silikagela mogu se zamijeniti
a) polarnim funkcionalnim skupinama
b) nepolarnim lancima ugljikovodika

O svojstva kemijski vezanih faza ovise
-0 vrsti i duljini vezanih lanaca ugljikovodika
-0 pokrivenosti povrSine vezanom skupinom

-0 vrsti intermolekulskih interakcija organskog otapala i funkcionalne skupine
na povrsini adsorbensa



2. Fizikalna impregnacija sloja

O silikagelni sloj se modificira impregnacijom

O dodaci koji utjeCu na kromatografski proces:
a) tvari koje mijenjaju pH-vrijednost kromatografskog sustava
b) tvari koje pojacavaju selektivnu adsorpciju
c) tvari koje mijenjaju ravnotezno stanje kromatografskog sustava
d) specificni dodact kromatografskoj podlozi



Pokretna faza
O Podjela otapala:

1. tekucine kojima su molekule medusobno povezane
viSestrukim vodikovim vezama

2. tekucine kojima su molekule povezane vodikovom vezom 1
koje mogu tvoriti vodikovu vezu s molekulama ispitivanog
spoja

3. tekucine kojima molekule sadrZe atome kisika, koji mogu
imati udjela u vodikovoj vezi, ali ne sadrze atome vodika

4. tekucine kojima molekule sadrze atom vodika, koj1 moze
tvoriti vodikovu vezu, ali ne sadrZe odgovarajuce atome koji
bi mogli imati udjela u vezi

9. ostale tekuc¢ine kojima molekule mogu tvoriti vodikovu vezu
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Model Snydera | Soczewinsko

= 5

O Snyderova podjela otapala na temelju polarnosti te parametara proton-
donorskih, proton-akceptorskih i dipolnih svojstava molekula otapala

|.  alifatski eteri, trialkil amini, tetrametil gvanidin, heksame
amidi fosforne kiseline

Il1.  alifatski alkoholi
I11. derivati piridina, tetrahidrofuran, amidi, glikol eteri, sulfo

IV. glikoli, benzilalkohol, octena kiselina, formamid

V. metilen klorid, etilen klorid

VI. (A) trikrezil fosfat, alifatski ketoni i esteri, polieteri, dioks x,
(B) sulfoni, nitrili, propilen karbonat

VII. aromatski ugljikovodici, halogen supstituirani aromatski
ugljikovodici, nitro-spojevi, aromatski eteri

VIII. fluoralkani, m—krezol, voda, kloroform X, — proton-akceptori

Snyderov trokut
selektivnosti

X4 — proton-donori

X,, — Jake dipolne reakcije



Shematski prikaz osnovnog uredaja za tekucinsku
kromatografiju
visoke djelotvornosti
a- kontrola udjela komponenti pokretne faze
b- pumpa
c- uredaj za unosSenje uzorka
d-kolona/pretkolona; f-detektor



Pumpe

Pumpa je jedan od najvaznijih dijelova kromatografskog sustava tekuc¢inske kromatografije
visoke djelotvornosti.

Pumpa odrZava kontinuirano konstantan protok pokretne faze kroz HPLC injektor, kolonu i
detektor.

Pumpe se moZe podijeliti na pumpe s konstantnim tlakom i pumpe s konstantnim

protokom.
-Pumpe s konstantnim tlakom se koriste kod punjenja kolona sorbensom, tj. punilima.

-Pumpe s konstantnim protokom su kolone koje se uobicajeno koriste u HPLC sustavima.

Za pI’lm_] enu u tekucinskoj kromatograﬁjl pogodne su dvije vrste mehanickih pumpi: pumpe s
vij€anim pogonom i reciprocna pumpa.

Zahtjevi kojima moraju udovoljiti pumpe vrlo su strogi:
-tlakovi do 30 MPa
-izlaz bez pulsiranja tlaka

-brzine protoka od 0,01 do 5 mL/min (za polupreparativnu kromatografiju 10
mL/min)

-reproducibilnost protoka od 99,5% ili bolja
-otpornost na koroziju izazvanu razli¢itim otapalima.
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Sustav za rucno (a1 i a2) i automatsko unosenje uzorka (b1 i b2), Varian ProStar 410
| shematski prikaz petlje kojima se unose uzorci u kolonu
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Welicing cestica Mominalng veliding  Brojtavana (M) 5 cm
O 100pm 170
@ STUM (poput opne) 350
& 10um 2 000
@ Sum 4 000
® 3,5um 7 500
: 1,8 pm 12 000

duljina: 5 - 25 cm
promjer: 2; 4,6 mm
veliCina Cestica: 2; 4; 5; 10 mikrometara

Termostatirani dio za kolonu (a) i kolone (b)
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e kategorije:
- n(?(-specifiéni (ili univerzalni) — mjeri se refrakcijski indeks (RI) ili dielektri¢na konstanta
uzorka
- specificni — fizikalna ili kemijska svojstva se mjere pod idealnim uvjetima,
npr. UV apsorpcija, spektrometrija masa (MS).
m  HPLC detektort:
=Refrakcijski detektor (R1) za mjerenje refrakcijskog indeksa
=UV/Vid detektort: -s fiksnom valnom duljinom
-s promjenjivom valnom duljinom
-s nizom dioda (DAD)
=Fluorescentni detektor (FLD)
=Konduktometrijski detektor
=Spektrometar masa (MS).
m  Treba naglasiti neke bitne parametre koje mora zadovoljavati jedan detektor:
- mali pomak i Sum kod snimanja bazne linije
(izuzetno bitno kod analize u tragovima)
- visoka osjetljivost
- brzi odziv
- Siroko linearno dinamicko podrucje rada (jer to pojednostavljuje kvantifikaciju)
- mali ,mrtvi“ volumen (Sto zna¢i minimalno Sirenje kromatografske krivulje)
- dizajn protocnih Celija detektora koje ¢e sprjeCavati
ponovno mijeSanje separiranih analita
- neosjetljivost na promjenu vrste otapala, protoka i temperature
- da se njima jednostavno i pouzdano rukuje
- podesivi tako da se mogu optimirati za razli¢ite spojeve
- nedestruktivni obzirom na uzorak.
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