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3. Theoretischer Teil
3.1 FlieR-Injektions-Analyse

In diesem Abschnitt wird erst Uber die Flie-Injektion-Analyse (FIA) und
anschlieBend kurz Uber die Sequentielle-Injektions-Analyse (SIA), eine Weiter-
entwicklung der FIA, berichtet. Literatur mit einer Ubersicht Giber Anwendungen der
FIA in der Probenvorbereitung und Trennung [6] sowie Monographien [7-10] Uber
den Entwicklungsstand der FIA befinden sich im Literaturverzeichnis.

3.1.1 Grundlagen

Die ersten Fliel3-Injektions-Methoden wurden von J. Ruzicka und E.H. Hansen [11]
sowie Mitarbeitern [12] Mitte der 70er Jahre beschrieben. Sie stellen eine
Weiterentwicklung von Verfahren mit segmentiertem Flu® dar, die zuvor als
Routinebestimmungen in der Blut- und Urinanalyse eingesetzt wurden. Die Proben
wurden mittels einer flieBenden walrigen Losung, die eng aufeinanderfolgende
Luftblasen enthielt, zu einem Detektor transportiert. Die Luftblasen dienten dazu,
eine Ubermafige Dispersion der Probe zu verhindern, die Vermischung von Probe
und Reagenzien zu unterstlitzen sowie die Wande des Schlauches zu saubern, um
eine Kreuzkontamination zwischen aufeinanderfolgenden Proben zu vermeiden.
Festgestellt wurde, dal} diese Ziele durch ein richtig konstruiertes System auch ohne
Luftblasen zu realisieren war.

Bei der Fliel3-Injektions-Analyse (FIA) wird die Probelésung in einen kontinuierlich
flieRenden Tragerstrom injiziert und zu einem Detektor transportiert. Auf dem Weg
zum Detektor vermischt sich die Probezone mit der umgebenden Tragerlosung
(Dispersion), die ein Reagenz enthalten kann. Zusatzlich konnen weitere
Reagenzien kontinuierlich zugesetzt werden. Das entstehende Reaktionsprodukt
wird in der DurchfluRzelle eines Detektors gemessen (siehe Abb. 3-1).

Probenstrom
Injektionssystem fur die Probe
Tragerstrom \
Reagenz(ien) MAA/—@—V Waste
DurchfluRzelle
Pumpe Reaktionsstrecke  des Detektors

Abb. 3-1. Einfaches FIA-System (Abb. nach [13])
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Auf dem Weg zum Detektor verteilt sich der Inhalt der Probezone. Durch geeignete
Wahl des injizierten Probevolumens, der FlieRgeschwindigkeit, der Reaktions-
streckenlange und des Innendurchmessers der verwendeten Schlauche lafdt sich
diese Dispersion (Verteilung oder Verdlinnung) der Probezone kontrollieren und den
jeweiligen Anforderungen anpassen. Dabei ist fur die kontrollierte Probendispersion
und die prazisen zeitlichen Ablaufe weder die vollstandige physikalische
Durchmischung von Probe und Reagenz noch das Erreichen eines Gleichgewichts-
zustandes der chemischen Reaktion notig.

Im Anschlul} an die Injektion einer Probe wird zunachst ein konstantes Detektor-
signal aufgezeichnet (Reagenzblindwert, Basislinie). Nach einer bestimmten Zeit
wird das analytische Signal in Form eines Peaks mit einem exakt definierten
Konzentrations-Zeitprofil erhalten, das dynamische und kinetische Informationen
beinhaltet. AnschlieRend wird die Probe aus dem System gespult (Ruckkehr zur
Basislinie).

In der Routineanalytik hat die FIA im wesentlichen folgende Vorteile:

1) Hohe Analysengeschwindigkeit und -frequenz,

2) Schnelle Ansprechzeiten (haufig weniger als 1 min zwischen Probeninjektion und
Detektorantwort),

Schnelle Anschalt- und Abschaltzeiten (weniger als jeweils 5 min),

Einfache und vielseitige Ausristung (mit Ausnahme des Injektionssystems),
Geringer Proben- und Reagenzbedarf,

Flexibilitat des Detektionssystems,

Leichte Umriastbarkeit auf andere Analyte,

Hoher Automationsgrad,

Einfache Probenkonditionierung,

Jederzeit kalibrierbar.
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3.1.2 Kopplung von Separations- und Anreicherungsoperationen mit der
FlieB-Injektions-Analyse

Bei der Untersuchung eines Analyten aus einer komplexen Matrix mul} in der Regel
mindestens eine Trennoperation ausgeflhrt werden, um ihn stérungsfrei bestimmen
zu konnen. Diese Trennoperation kann vor der eigentlichen Bestimmung des
Analyten manuell durchgefihrt werden. Jedoch lassen sich sowohl komplexe
Probenvorbereitungsschritte als auch Trennoperationen in den FIA-Ablauf
integrieren. Bei der Integration von Separationstechniken ist weder die Einstellung
von Gleichgewichten noch eine Vollstandigkeit des Trennprozesses unbedingt
erforderlich, da alle Prozesse unter gleichen dynamischen Bedingungen
reproduzierbar ablaufen.

Im folgenden wird die Kopplung von FIA mit den wichtigsten Trennungstechniken
kurz dargelegt. Weitere Informationen Uber Separationstechniken in der FIA
befinden sich in der Literatur [10,14,15].
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1. Dialyse

Unter Dialyse wird die Separation von zwei Komponenten einer flissigen Probe
aufgrund unterschiedlicher Diffusionsgeschwindigkeiten durch eine Membran
verstanden. Hierbei sind beide flissigen Phasen ineinander mischbar.

In der Praxis wird die Dialyse meist zur Abtrennung von anorganischen lonen oder
kleinen organischen Molekllen eingesetzt. Der Ubergang der jeweiligen
Komponenten durch die Membran ist normalerweise unvollstandig. Eine erfolgreiche
quantitative Bestimmung erfordert die genaue Kontrolle der Temperatur und der
FlieRgeschwindigkeit sowohl der Proben als auch der Standards. Nach dem
Ubergang der jeweiligen Komponenten kann eine chemische Umsetzung zu einem
detektierbaren Reaktionsprodukt erfolgen.

Die Effizienz der Abtrennung wird im wesentlichen von der Geometrie der
Dialysezelle, den FlieRgeschwindigkeiten und den Eigenschaften der Membran
bestimmt.

Anwendungsbeispiele der Dialyse sind vornehmlich die Bestimmung anorganischer
lonen in Abwasser, flissigen Lebensmitteln und biologischen Proben sowie die
Eliminierung von Stérkomponenten bei enzymatischen Bestimmungen.

2. Gasdiffusion

Bei der Gasdiffusion wird ein gasférmiger Analyt aus einem Donorflul (Flissig-Gas-
Extraktion) Uber einen Gasraum in einen matrixfreien Akzeptorstrom (Gas-Flussig-
Extraktion) Uberfihrt, der ein Reagens enthélt, das die Bestimmung des Analyten
erlaubt. Bei fast allen Anwendungen dieser Technik findet der Transport des
Analyten  Uber eine hydrophobe  mikroporose @ Membran  statt. Ein
Flussigkeitsaustausch wird durch die Membran verhindert. Da nur vergleichsweise
wenige Substanzen bei Raumtemperatur ausreichend fllichtig sind und ionische
Substanzen die Membran nicht passieren konnen, ist die Gasdiffusionstechnik mit
einem erheblichen Selektivitatsgewinn verbunden.

Klassische Methoden wie die destillative Abtrennung von Ammoniak oder
Cyanwasserstoff bei der Bestimmung von Ammonium und Cyanid in stark belasteten
Wassern oder Bodeneluaten konnen durch die Gasdiffusion in einem FlieRsystem
elegant ersetzt werden.

3. Ausfallung

On-line Fallungen werden im einfachsten Fall durch Injektion des Probensegments in
den kontinuierlich flieRenden Tragerstrom durchgefuhrt, der das Fallungsreagenz
beinhaltet. Das in der Reaktionsschleife gebildete Produkt wird an einem on-line
Filter zurickgehalten und die Konzentrationsabnahme des Fallungsreagenzes
kontinuierlich gemessen. Die Wiederauflésung des Produkts durch nachfolgende
Injektion eines geeigneten Reagenzes kann ebenfalls analytisch genutzt werden,
wobei gleichzeitig eine Empfindlichkeitssteigerung durch die vorhergegangene
Anreicherung erreicht wird. Besonders ausgepragt beim Einsatz von
Fallungsreaktionen in der FIA ist die Moglichkeit, unterschiedliche Fallungs- oder
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Wiederauflosungskinetiken von Mischprazipitaten analytisch zu nutzen, wie
beispielsweise bei der Bestimmung von Chlorid neben lodid mittels Atom-
absorptions-Spektrometrie. In diesem Fall werden beide Anionen mit Silbernitrat
ausgefallt und anschlielfend nur Chlorid mit Diammoniumcarbonat in Lésung
gebracht [16].

4. Sorption

Zur Separation von Analyt und Matrix der Probelésung durch Sorption oder auch
lonenaustausch wird ein entsprechender Festphasenreaktor in das FIA-System
integriert. Es wurden bereits eine Vielzahl solcher Reaktoren entwickelt [10].

Die lonenaustauscher- oder Sorptionssaulen kénnen zur Abtrennung von
Storkomponenten verwendet werden. In den weitaus meisten Fallen werden sie fur
Anreicherungszwecke eingesetzt. Dazu wird ein relativ groRes Probenvolumen durch
die Saule gepumpt, bevor die angereicherten Spurenkomponenten durch Elution in
ein kleines Volumen Uberflhrt und dem Detektor zugeflihrt werden.

Als Saulenmaterial kdnnen z.B. chelatbildende lonenaustauscher, C4g-gebundenes
Silikagel, Polymer-Loésungen, basische Anionen-Austauscher, saure Kationen-
Austauscher, aktiviertes Aluminium oder Wasser-Adsorbentien eingesetzt werden.
Eine haufig beschriebene Anwendung dieser Technik ist die Anreicherung von
Schwermetallspuren mit anschliefiender AAS- oder ICP-Bestimmung.

5. Gas-Flussig-Extraktion

Gasférmige Komponenten werden aus einem definierten Gasstrom in eine Reagenz-
I6sung abgetrennt und zum Detektor transportiert. Diese Gas-Flussig-Extraktion
erfolgt in einem on-line Separator, einem in das FIA-System eingebauten Manifold.

Eine Anwendung dieser Methode wird ausfuhrlich in dieser Arbeit beschrieben.
6. Flussig-Flussig-Extraktion

Bei der FlUssig-Flussig-Extraktion werden zwei nicht miteinander mischbare Phasen,
eine organische und eine wafrige, in intensiven Kontakt gebracht, wobei an der
Phasengrenzflache ein Stoffaustausch stattfindet. Dabei wird Uberwiegend ein in
walriger Probe vorliegender Analyt direkt oder nach einer chemischen Reaktion in
eine organische Phase extrahiert. Anschliefend werden beide Phasen auf
physikalische Weise getrennt.

Die praktische Umsetzung erfolgt durch das Zusammenfuhren der walrigen Probe
und des organischen Lo&semittels durch einen Phasen-Segmentor. Fir die
Durchfuhrung existieren bereits zahlreiche Phasen-Segmentoren, wie z.B. der
Merging-Schlauch-Segmentor oder der Coaxial-Segmentor [10]. Prinzipiell werden
die unmischbaren Phasen als alternierende Segmente zusammengefihrt, die
gleichbleibende definierte Volumen-Verhaltnisse aufweisen missen.
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Danach werden beide Phasen in einer Extraktionseinheit, z.B. einem geknoteten
Schlauchsystem (siehe Abb. 3-2), wahrend einer definierten Zeitspanne in Kontakt
gebracht.

Abb. 3-2. Geknotetes Schlauchsystem als Extraktionseinheit (Abb. nach [10])

Im Anschluf’ erfolgt mit Hilfe eines Phasen-Separators eine kontinuierliche Trennung
der beiden Flussigkeiten, wobei eine Phase zu dem Durchflu3-Detektor transportiert
wird. Auch hier sind bereits einige Vorrichtungen vorhanden, wie z.B. der
Gravitations-Phasen-Separator, der Membran-Phasen-Reaktor (Sandwich Typ), der
Separationsmembran-Separator oder der Saulen-Phasen-Separator.

Eine Zusammenstellung von Anwendungen von Flussig-Flussig-Extraktionen im
FIA-System befindet sich in der Literatur [17].

Eine neue Technik, die als Flussig-Flussig-, Gas-Flussig- sowie Flussig-Gas-
Extraktion verwendet und in ein FIA-System integriert werden kann, wird im
Abschnitt 3.2 beschrieben.

3.1.3 Sequentielle-Injektions-Analyse

Die Sequentielle-Injektions-Analyse (SIA) entwickelte sich aus der FIA. Sie bendtigt
ebenfalls eine prazise Proben-Injektion, eine kontrollierte Dispersion wahrend des
Transportes der flissigen Phase und eine reproduzierbare Zeitsteuerung. Die
Durchfuhrung erfordert eine Pumpe, die in beiden Richtungen Flussigkeiten fordern
kann, ein Multipositions-Ventil, einen Detektor sowie eine Halte- und
Reaktionsschleife (siehe Abb. 3-3). Die Halteschleife ist dazu da, eine Probe- und
Reaktionszone herzustellen, ohne daf} diese mit der Pumpe in Kontakt tritt.
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Abb. 3-3. Aufbau eines einfachen sequentiellen Injektions-Systems.

Eine typische Analyse beinhaltet das Ansaugen der Probe aus der ihm
zugewiesenen Offnung des Multipositions-Ventils in die Halteschleife. AnschlieRend
stoppt die Pumpe und das Multipositions-Ventil dreht sich zur Offnung des
Reagenzes. Nun wird das Reagenz, wie zuvor auch die Probe, in die Halteschleife
gesogen. Zuletzt dreht sich das Multipositions-Ventil auf die Stellung des Detektors
und die Pumpe druckt die Probe-Reagenz-Zone erst durch die Reaktionsschleife und
anschlielend durch den Detektor. Wie auch bei der FIA dispergieren die Probe und
das Reagenz in der Reaktionsschleife und bilden so zwischen den beiden Zonen
den zu detektierenden Bereich. Dabei ist die SIA vielseitiger als ihr Vorganger, da sie
gegenuber einem festen Volumen aus der Probeschleife bei der FIA ohne weiteres
unterschiedliche Volumina an Probe verwenden kann. Dies setzt eine prazise
Zeitsteuerung voraus, um das bendtigte Volumen an Probe und Reagenz in der
Halteschleife zu sammeln. AuRerdem erlaubt die SIA, eine komplexe Chemie
durchzufuhren, weil die Anzahl der Reagenzien nicht mehr begrenzt auf die Zahl der
Kanale der Pumpe ist. Die SIA hat einige Anforderungen, die die FIA nicht erflllen
braucht: SIA bendtigt einen Computer mit speziell angepaldter Software und eine
prazise Pumpe. Diese Pumpe ist bei der SIA nétig, da man jedes definierte Volumen
durch eine genaue Pumpgeschwindigkeit wahrend einer bestimmten Zeit erhalt. Dies
erlaubt dem Benutzer, die Analyse von einem Computer aus zu optimieren. Dadurch
erhalt man eine sehr genaue Zeitsteuerung (im Millisekunden Bereich) und ein
minimal gehaltenes Volumen an Reagenzien und Probe.

Eine durchgefiihrte Anwendung dieser SIA im biochemischen Bereich wird im
Anhang A kurz beschrieben. Weitere Veroffentlichungen zu diesem Thema [18-27]
findet man in dem Abschnitt 7. Literatur.




