2. Szekvencialis injektalasos modszer ( SIA, Sequential Injection Analysis)

T G -

A szekvencialis injektalasos modszer (SIA) az aramlasos
injektalasos modszer (FIA) tovabbfejlesztett valtozatanak tekintheto.
Lényege:

A mintat és a reagenseket egymas utan sorban
(szekvencialisan) injektaljuk be az alapoldatba (folyamatos
aramoltatas nincs!).

A minta és a reagensek ko6zotti kemiai reakcié intenzifikalasa
érdekében az aramlas iranyat megforditiuk és aramlasi
sebességeket az egyes lépésekben jelentésen megvaltoztatjuk.

A berendezés kozponti egysége a multifunkciéos szelep,
amelynek kézépsé portja (csatlakozdja) egy rendkiviil preciz
miikoédeési dugattyus szivattyuhoz (syringe pump) van koétve.

A rendszer nagyon preciz, csak szamitéogépes programmal
iranyithato, amely vezérli a multifunkcios szelep és a szivattyu
miikodeését, gyiijti a detektor altal szolgaltatott adatokat.
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2.1.1 A SIA rendszer altalanos felépitése

SYRINGE
PUMP
S
1
CARRIER
Alapoldat
(vivéoldat)

Reagens oldatok (1-3)
Dugattyus pumpa (syringe pump):
Gylijté (t6lt6) csbészakasz (holding coil):
Reaktorcsé (RC, reactor coil):

Multifunkcids szelep (6-way selector valve):

Detektor):
Segéd perisztaltikus pumpa (auxiliary pump):

HOLDING COIL

RC

i
WASTE

gtor valve S
‘ DETECTOR

SAMPLE
OO AuX.

h s PUMP

WASTE

REAGENT #1 REAGENT #2

nagy precizitasu léptetémotorral (24000 lépés) hajtva, I6kettérfogat: 2,5 ml,
egy lépésre esb I6kettérfogat: 2500 ul/ 24000 ~ 0,1 ul
120 cm x 0,5 mm, térfogat: ~ 500 ul
50 cm x 0,5 mm, térfogat: ~ 100 ul
0sszekapcsolja a 6 klilsé portot a kbzponti porttal, biztositva a komponensek
betbltését, aramoltatasat a reakciozénan, ill. detektoron keresztiil.
alt. spektrofotométer atfolyo cellaval (kiivettaval), cellatérfogat: ~ 250 ul
a mintaoldatot a szallité6 csészakasz (iritésére
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2.2 A termék kialakulasanak lépései a SIA modszernél
SAMPLE REAGENT DETECTOR

O O @™ >»

—

[Tl

&

—

a mintaoldat felszivasa (beinjektalasa) a gyijtécsdbe (alapoldatba)
a reagensoldat(ok) felszivasa (beinjektalasa) a gyujtécsébe

a spacer (altalaban ez is alapoldat) felszivasa (beinjektalasa) a gyljtécsébe, mikdzben
a kémia reakcio az atlapolé folyadékfeluleteken megkezdédik

az aramlasi irany megforditasa, ezaltal az atlapolé fellletek ndvelése, a kémia reakcio
intenzifikalasa (adott esetben, ha van, ez a reaktorcsében folytatddik)

E: a keletkez6 szines termék bevitele a detektorcellaba (az abszorbancia mérése)

Qw2

=
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2.3 A keveredés infenzifikalasanak modjai, eszkézei a SIA rendszerben

1. Az egymas utan injektalt zonak ( az abran sarga:
termék, piros: minta , sététkék. reagens, vilagos keék:
alapoldat) a parabolikus laminaris aramlasi profil miatt
egymasba tolodnak, mivel a zéna kézepén kétszer olyan
nagy az aramlasi sebesség,mint az atlag. Ez elésegiti az
axialis iranyu keveredést, ugyanakkor a szomszédos
zOénak hatarfeliiletén (a kialakulé kuppalast mentén)
megindulé diffuzié kévetkeztében megindul a radialis
keveredés is.

2. Amikor az aramlasi irany megfordul a zénak atlapolasa
a masik iranybol is megtorténik, igy a keveredés
hatékonysaga tovabb né.

3. A zénak atlapolasat (egymasba tolasat) az aramlasi
sebességek  valtoztatasa  (pl. a  visszaaramlas
meggyorsitasa) tovabb fokozza.

ne LG G

FORWARD FLOW

we I B

FLOW REVERSAL

—

HC: Holding coil (gyiijté cso6)
FC: Flow cell (atfolyé detektorcella)
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2.4 Az egyes paraméterek (aramlasi sebesség, injektalt térfogat)
értékeinek valtozasa SIA protokoll egyes Iépéseiben

*Gyors: az alapoldat felszivasa (max.200 ul/sec,
itt 50 pl/sec), a detektorcella diritése
a meérés utan (50 ul /sec)

*Kézepes: spacer felszivasa (30 ulL/sec),

Lassu:. a minta és a reagensek felszivasa
(5 uL/sec), a termék bejuttatasa a
detektorba, a mérési adatok gydijtése
(5 uL/sec).

*A spacer (betét) szerepe: elésegiti a az egymas
utan beinjektalt zénak keveredését. Ha tobb
reagenst hasznalunk, a nagyobb térfogatban
adagolt reagens is betdltheti be a spacer
szerepét.

Lassu keémiai reakciok esetén itt is eléonyésen
alkalmazhaté a STOP FLOW technika.

CARRIER

SAMPLE

REAGENT

SPACER

CARRIER

CARRIER

CARRIER

HOLDING COIL DETECTOR

pL POSITION

EcyEn

=

FLOW RATE VOLUME VALVE
LL/second
S0 150
S
<
5 20
<

o

25

=

CEa—

CAES
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2.5 Miért jobb a SIA modszer a FIA-nal

1. Programozott minta- és reagens adagolas, tovabba a programozott (és nem
folyamatos) aramoltatas: a FIA modszerhez képest joval révidebb uthosszak és az intenziv
érintkeztetés kévetkeztében kisebb a minta diszperzidja (D= CO/C™a értéke kisebb lesz), ill.
kémia reakcio esetén nagyobb a konverzid.

2. Sokkal kisebb vegyszerfelhasznalds: ellentétben m 0
a FIA modszerrel itt nincs folyamatos aramoltatasa T
(flow) az oldatoknak (csak akkor adagoljuk a
rendszerbe a reagens oldatokat, amikor a
mintaoldatot) igy joval kevesebb kell bel6liik és L] Tmax
kevesebb a regdo mennyisége is.
- 3.Minden folyamatot a szamitégép iranyit: multifunkcios szelep mikdédtetése, térfogatok
beméreése, aramlasi sebességek beallitasa, ill. valtoztatasa, adatgylijtés. Ez rendkiviil
nagy precizitast biztosit.
4. A rendszer kénnyen bévitheto (lasd a kév. oldalon):
a. mivel minden miiveletet a multifunkcios szelepen keresztll a szamitogép vezerel, az
alap Sl rendszerhez konnyen kapcsolhatunk tovabbi kilsé egységeket (pl. gaz-
folyadék szeparator, folyadék-folyadék extraktor, mikro HPLC kolonna, mikrorektor,
tovabbi adagolo-szivattya, ill. multifunkcios szelep).
b. Klilbnb6z8, mas analitikai meréstechnikakhoz is kbnnyen illesztheté. Pl. AS mérésekhez
(ICP-OES, ICP-MS, ETA-AAS), kromatografhoz, kapillaris elektroforézis rendszerhez.

Ezeknél elbny, hogy preciz mintaelbkészités és adagolas valosithato meg a SIA
rendszerrel. Table of Contents
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2.6. Mikro SIA rendszer

Ebben az elrendezésben az atfolyo detektorcellat raépitik a multifunkciés szelepre, ezaltal
lerévidiil az ut, amelyen a gyilijté cellaban (holding coil) 6sszemért (egymas utan felszivott)
komponensekbél képz6dé termék a detektorcelldba ér. igy a termék képzbdése a viszonylag
hosszu gyiijtécellaban jatszodik le, ahol a reakcid jol szabalyozhato és intenzifikalhato a
beinjektalt térfogatok, az injektalasi és aramlasi sebességek optimalizalasaval (lasd 2.3 pont).

Ezzel a megoldassal eqy joval kisebb méretii, hordozhaté berendezést kapunk (lasd a kov.
oldalon) és tovabb cs6kkenthetd a vegyszerfelhasznalas, ill. a regdo mennyisége.

A rendszer kbnnyen bévitheto:

HOLDING COIL

>ARRIER

SAMPLE WASTE
FLOWCELL

CARRIER

REAGENT

SPECTRO WhSTE

PHOTOMETER

SPECTROPHOTOMETER
REAGENT

REAGENT
SAMPLE

REAGENTS

Kétutas u-SIA rendszer (két pumpa, két holding coil)

Table of Contents

Egyutas u-SIA rendszer (egy pumpa,
egy holding coil)
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2.6. 1. Laboratoriumi hordozhato mikro SIA berendezés
(micro SIA Lab-on Valve system)

A u-SI berendezés multifuncios
szelepe, 6sszeépitve az atfolyd
Celléval (FC) Table of Contents
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2.7. Stop flow modszer alkalmazasa a SIA
rendszerben

HC
Holding Coil 1‘ - A komponensek felszivasanak sorrendje a gylijtécsébe
TP FORWARD FLOW (holding coil): minta, reagens 1, (reagens 2, ha van),
Turning Point S R (Itt a viv6anyag).

A komponensek optimalis térfogataranya:

minta: reagens 1: reagens 2=1:2:3

A stop flow moédszer elényei a SIA rendszerben:

A szekvencialis injektalasos moédszer elényei (lasd 2.3-2.5
pontokat) lehetbévé teszik, hogy mar a gyltjtécsében jo
konverziot lehet elérni viszonylag egyszeriien és gyorsan

(HC protokoll), mikézben a diszperzié6 nem né.

A stop flow médszer (FC protokoll) alkalmazasa azonban

tovabbi elébnyodkkel jar:

- hosszu reakcio esetén tovabb névelheté a konverzié —
né a mérés érzékenysége,

FLOW REVERZAL

- ha a detektorcellaban allitiuk meg az aramlast a minta
és a reagens esetleges elnyelése (hattér abszorbancia)
nem zavarja a mérést, stabil alapvonalat (blank) kapunk
— nb a szelektivitas.
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2.8 Példa: Ammonia meghatarozasa indofenolkék formajaban,
SlA-stop flow modszerrel

FORWARD VOLUME

NH} + HOCI —= NH,Cl + H,0 + H*
Monochloramine

OH OH TP 35 pL REVERSAL VOLUME
a + NH, Gl —= )
HoN coo
i

coo A meghatarozas lépései.

Salicylate ¢ 5-aminosalicylate
MM A mintat (20 yL), a a
0 és a keveredést fokozé

0 OQ ﬂ ~ spacert (50 pL) sorrendben felszivatiuk az
a - N 00 analiziscsatornaba (holding coil), majd megforditjuk az
HN Cco0 Indosalicylate aramlas iranyat (TP: tutnlng ’pomt) és p|l’,ISZ 35 L
0 (indophenol Dye) alapoldattal (spacer) az atfolyé detektorcellaba toljuk a
Coo ZOnakat.
(705 nm)

A detektorcellaban megallitjiuk az aramlast és 40 s
ideig meérjiik a keletkez6 indofenol festék

I Y&V

A teljes elemzési ciklus idbétartama: 90 s.
(Chao-Hsiang Wu 2001)

Chao-Hsiang Wu, L. Scampavia, J. Ruzicka & B. Zamost, Analyst 126, 291 (2001)
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2.8.1. A detektorjel kialakulasa az ammonia SIA-stop flow analizise soran

025 1
] 200
m
1 Data Collectio/ ........................... f9efoecccccescccscccccccnaas 2 pp
Starts /
081 \ *... Data Collection 015 1
B U L T Ends '
- T T 3 /600ppm
Pros AN T 011 300ppm
0.4 1 Fow e, 200ppm
Stoped Point e 100ppm
2] ‘| stopFLOW | T 05 / 50ppm
; D | e
0 - . T N %ZBLANK
0 35 40 45 50 0 ] . : , : . |
02- T— 0 N 40 60 80 10 10 140
Timels :
Timels

Miutan a termék beérkezett a detektorcellaba megallitjuk az aramoltatast (piros
vonal eleje), majd pontosan beallitott ideig (40 s) mérjiik (kék vonal) az egyre
nagyobb koncentracidban keletkez6 terméek abszorbanciajat (A-s).

A linearis egyenesek kezdépontja (tk. a vak minta jele) a méres indulasakor
mérhetbd abszorbancia. Alapveto a preciz idébmérés, mert csak akkor hasonlithatéok
O6ssze a kiilonb6zé koncentracioknal mért adatok.

A mérési idé lejartat kovetéen gyorsan kitoljuk a mintat az atfolyo detektorcellabdl.
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2.9. A SIA rendszer bévitése kiilsbé egységekkel,
alkalmazasi példak

2.9.1.: Higany meghatarozasa CV-atomabszorpciés modszerrel

SPECTROMETER 1. A gyiijtocellaba (holding coil) sorban
felszivatjuk az alapoldatot (savas puffer), a
Hg-t tartalmazd mintat (szerves, vagy
szervetlen Hg?*-vegyiilet), a reagensoldatot
(SnCl, savas oldata) és a spacert (szintén
alapoldat).

HOLDING COIL

WASTE

2. Az aramlasi iranyt megforditva kitoljuk a
gylijtécella tartalmat a gaz-folyadék
szeparatorba. Kézben az intenziv

CARRIER
BUFFER

REAGENT  HoLAMP érintkeztetés kévetkeztében beindul a
AIR kémiai reakcié (redukcid), melynek
AUX. PUMP soran fém Hg g6z keletkezik.

3. A keletkezb Hg-gozt levegbvel kihajtjuk az oldatbél az atfolyo detektorcellaba.
4. A detektorcellat Hg vajtkatodu lampaval megvilagitva 254 nm-en mérjiik az

abszorbanciat.
LOD= 0.3 g/l (ppb)
Linearis tart.: 2-50 ppb

teljesitmény.: 30 minta/ora Table of Contents
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2.9.2.: Mikroreaktor csatlakoztatasa a SIA rendszerhez

Enzimkinetika tanulmanyozasa: acetilkolin észteraz enzim miik6désének kbvetese
inhibitor jelenlétében (A) ill. anélkiil (B) spektrofotometrias médszerrel

MICROREACTOR

LIGHT SOURCE SPECTROPHOTOMETER
mB WASTE
A HOLDING COIL

INHIBITOR

CARRIER SUBSTRATE

A gylijtéecsébe (holding coil) sorban
felszivatjuk az enzimet, a szubsziratot és az
inhibitort (A), majd az 6sszemeért oldatot
atnyomjuk a mikroreaktorba és kevertetés
kézben folyamatosan mérjik a szubsztratbol
keletkezs szines termék abszorbanciajat.

WASTE

Mikroreaktor, két oldalt
az optrikai kabelek

1 AJ‘Omn
kinetic
measurement
deliver t¢

0 20 40 80 80 _ 100

Time /s

2.0 7 Agtanm

.
-----------------

0.0 +
0 10 20 30 4 £

A: inhibitor jelenlétében

B: inhibitor nélkiil
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