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PRPVENE

Luftprgvene tas ved at luft suges gjennom et papirfilter
eksempelvis Whatman-filter nr 1 (eventuelt et Milliporfilter),
og bobles gjennom en svakt sur absorpsjonslgsning inneholdene
0.3% hydrogenperoksyd, H,0,. Svoveldioksyd (802) oksyderes
umiddelbart og man far en fortynnet svovelsyrelgsning, HQSOQ.
Filteret anvendes for a4 holde tilbake eventuelle partikler og
drdper. Sdledes regner man med at all svovelsyre vil bli
holdt tilbake i filteret. Filteret kan siden gjgres til
gjenstand for supplerende analyser. Man ma imidlertid vare
oppmerksom pa at de ubrukte Whatman-filtrene inneholder

stoffer som interfererer, ved Thorin-metoden.

INSTRUMENTET (Generell omtale)

Det anvendte instrument er produsert av Cenco, Nederland. I
prinsippet er det en nzr kopi av et instrument f@grst produsert
av Technicon, USA, og lansert under betegnelsen "Auto Analyzer".
I dag produseres imidlertid liknende instrumenter av flere

fabrikanter. Instrumentet kan inndeles i fglgende enheter:

- Automatisk prgvetaker (Liquid Sampler)
- Veskepumpe (1l2-channel pump)

- Blandespiraler, plastslanger, glasstilkoblinger, "puls
suppressors'" og debobbler

- Colorimeter
- Spenningsstabiliserende enhet til colorimeter

- Skriver

Man kan videre fa diverse tilleggsenheter etter behov. For

fullstendighetens skyld skal her nevnes:

- Forsinkelsesenhet i tilfelle en reaksjon krever tid

- Termostatregulert bad om man gnsker reaksjon ved bestemte
temperaturer

(De ovennevnte enheter er gjerne koblet sammen)

- En dialysator kan videre brukes om man behgver filtrering
eller fortynning fgr maling i colorimeter.



Intet av dette tilleggsutstyr er ngdvendig til den metode som

omtales her (Thorin-metoden).

Kort fortalt virker instrumentet pa fglgene mate: Prgver,
reagens og fargeindikator pumpes samtidig gjennom slanger i
definerte doser bestemt av pumpeslangenes indre diameter.
Vaskene fgres sammen og blandes. Blandingen pumpes videre til
colorimeteret og fargeintensiteten registreres av en fotocelle.

En skriver registrerer til slutt spenningen fra fotocellen.

THORIN-METODEN

Prgven tilsettes bariumperklorat, Ba(ClOu)z. Eventuelt
tilstedevarende sulfat vil falle ut som bariumsulfat, BaSOu.

Den totale mengde Ba(ClOu)2 er pd forhdnd kjent. Overskuddet

av bariumioner etter utfellingen reagerer med fargeindikatoren
som er dinatriumsaltet av thorin. Fargen blir lysere dess mindre
overskuddet av bariumioner er, dvs jo mer sulfat prgven

inneholder.
Ved & "kjgre" en sulfatfri prgve vil man altsé& f& maksimal
absorbsjon, dvs minimal spenning til skriveren, og en far derved

avtegnet 0O-linjen eller grunnlinjen.

Emballasjevalg

Forsgk har vist at kationer fra glass interfererer ved Thorin-
metoden. Ved oppbevaring av prgver pad glass kan man sdledes
introdusere tildels store feil pd grunn av for hgy lysabsorbsjon
1 colorimeteret. Ulike glasstyper gir ikke samme feil.
Forbehandlingen av glasset spiller ogsd en stor rolle. Mest
uheldig er det & vaske glass vekselvis med sur og alkalisk
1gsning. Interferensen er mer markert jo hgyere sulfatinnholdet
er. Ut fra dette synes det helt ngdvendig & oppbevare alle
prgver samt standardprgver pa plastflasker, eksempelvis
polyetylenflasker. O0gsd& under tilberedelsen av standard-

prgvene bgr man ta hensyn til dette.



Hvorvidt man ogsd b¢gr oppbevare reagens- og indikatorlgsninger
p& plast er ikke undersgkt enda. Det er imidlertid grunn til

& tro at plastanvendelsen her ikke er sa pakrevd.

Kjemikaliene (Lgsningene)

For & unngd ungdige vanskeligheter er det konsekvent brukt
destillert vann som ogs@ er ionebyttet. Alle kjemikalier har

p.a. kvalitet.

Absorbsjonslgsning: Pipettér ut 10 ml 30%ig H202 (perhydrol)
og fortynn til 1000 ml med vann. Juster pH til mellom 4,0 og
4,5 med perklorsyre, HC10,, (eksempelvis 1 N-lgsning HClOu).

Reagenslgsning: En lgsning av bariumperklorat, Ba(ClOu)2 i

en 90%ig dioksanvannlgsning fremstilles som fglger:

a) Reservoar av Ba(ClOu)2—l¢sning: 670 mg vannfri Ba(ClOu)2
veies ut og has i en 1000 ml mdlekolbe. Man fortynner til
1000 ml med vann. Hell dette i en 10 liters plastflaske.
Tilbered 100 ml 1 N HClOu, fortynn til 1000 ml og ha dette
i samme plastflaske. Fortynn til 10 liter med vann. Denne

lgsning er nd 0,01 N med hensyn pa HC10,, .
b) Reagens-klar til bruk: Ta ut 250 ml i madlekolbe av l@gsning
a), og fortynn det hele til 2500 ml med dioksan. Det gir

i underkant av 0,00002 M Ba(ClOu)z, og 0,001 M HC1O0,.

Indikatorlgsning: 100 mg av thoriens dinatrumsalt innveies

og fortynnes til 500 ml med vann.

Standardlgsninger: Til dette anvendes tgrkede sulfater som etter

innveiing lgses 1 vann og kationebyttes. Ionebytting er
ngdvendig pa grunn av interferens. Mest brukt er kaliumsulfat,
KZSOM’ Ellers kan man ogsd meget vel bruke svovelsyre, stou'
Her skal vi ta for oss standarder med K280u og HQSOu.



K,30

222yt

Vei inn i overkant av 3 g K2SOM. Saltet t¢rkes stgvbeskyttet i
ovn ved ca 105°C i ca 1 time. Etter nedkj@gling ca 3 time i

eksikator er saltet klar til innveiing.

Lgsning 1: (tilsvarer 1000 ug 802/m1)
Vei inn 2.7200 g K2SOu og fortynn til 1000 ml med
vann. Bruk plastkolbe.

Lgsning 2: (tilsvarer 100 ug SOQ/ml)
En sterk sur kationbytterkolonne (eks Dowex 50W),
ca 10 cm hdy og 1 cm i diameter settes opp. Skyll
godt med vann og hold den fuktig. En 1000 ml male-
kolbe settes under kolonnen. Fyll (ngyaktig) ut en
100 ml malekolbe med lgsning 1, og la denne renne
gjennom ionebytteren og ned i malekolben (1000 ml).
Fyll sa& kolonnevolumet med vann 10 ganger og la
skyllevannet hver gang renne ned i kolben. Fyll
deretter kolben med vann til 1000 ml. Bruk plast-
kolbe.

Fyll opp en 50 ml byrette (eventuelt en mindre for de laveste
konsentrasjoner) og doser til passende standarder, f eks
0.5=-1-2-3-4=5=-6=7 og 7.5 ug SOz/ml. Man fortynner med absorb-
sjonslgsning. Da 4 og 7-standardene brukes som referanser for

standardkurven lages ekstra mye av disse.

H,80,:

Under tilberedelsene brukes plast- og ikke glassutstyr i den
grad dette er mulig. 0.1 N stoq er ekvivalent med
(29.04 « 64.1 « 10°

3200 ug S0,/ml, 8.1 + 10 - 1000

)

For & lage lgsning 2 behgver en altsd 31.25 ml 0.1 n stou pr

liter 1l¢sning. (lOOgQéOlOO). Dette mdles ut med en 50 ml

byrette, og fortynnes til 1000 ml med vann i en malekolbe.

Fortsetter s& som nevnt ovenfor.



Som "null-standard" brukes absorbsjonslgsningen, som er laget

1 stor mengde.

Surgjgringsmiddel: Man bruker fortrinnsvis HC10,, men ogsa

saltsyre, HCl, gjgr nytten. Praktiske konsentrasjoner er
0.1 og 1 N.

Kommentarer til de anvendte kjemikalier

Vannet ionebyttes f¢r destillasjon. Ionebyttingen synes
ngdvendig da det destillerte vannet noen ganger har vist seg a
vere utilfredsstillende. Man bruker en kombinert kationbytter,

eksempelvis type Ilco-way.

Hydrogenperoksyd, H2921 er en klar vaske som i handelen fgres 1

ulike fortynninger. Den er et kraftig oksydasjonsmiddel som i
konsentrasjoner over 50% eksempelvis vil kunne antenne tekstiler
og papir ved kontakt. H202 vil stadig dekomponeres, hastigheten
er bestemt av temperatur, konsentrasjon og tilstedevarende
katalysatorer. Spesielt sterk katalytisk effekt har metallsalter.
P4 laboratoriet anvendes gjerne perhydrol som er en 30%ig lgsning.
Skulle man f& perhydrol pa huden, bgr den straks skylles med
vann, 1 motsatt fall vil hvite flekker oppstd pa huden. Disse
forsvinner vanligvis raskt, men i uheldige tilfeller kan sar

oppstd. Slike sdr behandles som brannsér.

H202 oppbevares pa godt rengjorte flasker og helst i kjgleskap.
Brukes glassflasker, bgr ikke korken sitte fastere enn at den
slipper taket fgr flasken eksploderer ved eventuelt overtrykk.
Man bgr unngd at perhydrol kommer i kontakt med "uvedkommende"
stoffer. Sterkt fortynnede H202-1¢sninger ansees som harmlg@gse

til laboratoriebruk.

Perklorsyre, HClOui er en meget sterkt syre og er, spesielt i

varm tilstand, et kraftig oksydasjonsmiddel. Den konsentrerte
handelsvaren er ca 70%. 72%ig HC10, er en konstantkokende

vaske med kokepunkt 203°C. (Tilsvarer HC10, + 2 aq). HC10, er
fullstendig stabil under 85%. I kald tilstand og i fortynninger
taper syren mye av sin oksyderende virkning. Den 72%ige syren
md behandles med varsomhet, da den i blandinger med andre

stoffer kan eksplodere. Spesielt farlig er kontakt med



reduksjonsmidler og mange organiske stoffer som f eks alkohol.

Tre vil kunne antennes i kontakt med varm HClOu.

HClOl+ kan ekstrahere vann fra organiske stoffer. Man kan
sdledes fa karbon i vasken og den vil mgrkne. En slik konta-
minert vaske kan lett eksplodere ved oppvarming, endog i kald
tilstand kan eksplosjon inntreffe. Missfarget HClOu bgr derfor

kastes eller fortynnes sterkt.
Syren bgr oppbevares kalt. Under arbeid med den bgr
beskyttelsesbriller brukes. Arbeidet mda foregda i avtrekksskap

hvor brennbare stoffer ikke bgr finnes blottlagt.

P& samme mate som H,0, er ogsa HC10, temmelig ufarlig i sterkt

fortynnede lgsninger.

Absorbsjonslgsning: 100 ml av en 0.3% H202—l¢sning vil teoretisk

kunne oksydere ca 565 mg SO2 Tl 803. Det er en mengde som

langt overskrider aktuelle prgver i forbindelse med luft-
forurensninger. Na& vil H202 dekomponere etterhvert. Det
anbefales derfor & oppbevare absorbsjonslgsningen kjglig, og ikke
la den bli stdende lenger enn en uke. Man md videre bruke
plastflaske, og unngd ungdig eksponering i sollys, hvilket

befordrer dekomponeringen.

Ved & ta slike forholdsregler er det sannsynlig at absorbsjons-
lgsningen vil vaere brukbar etter atskillig lengre oppbevarings-
tid enn en uke. En oppbevaringstid pa 1 uke ma& sdledes kunne

sies & vare meget betryggende.

I absorbsjonslgsningene vil man vanligvis ikke registrere noe
sulfat. Den vil altsd& vare identisk med null-standarden. Den
md imidlertid alltid "kjgéres" i instrumentet, da den enkelte

ganger kan avvike fra denne.

Reagenslgsning: Ba(ClOu)2 er lettlgselig 1 vann (nesten 200 g

lgser seg 1 100 g vann ved 250C), og meget tungt lgselig i
dioksan. Molekylvekt: 336.24. Etter at Ba(ClOu)z-emballasjen
er dpnet, bgr saltet oppbevares i eksikator, da det er noe
hygroskopisk. Ba(ClOu)2 finnes ogsa som Ba(ClOu)2 3 ag, hvor

vannet begynner & dampe bort ved 400°cC.



l.4-dioksan, CquoQ kan betraktes som et anhydrid av glykol,
slik:

CH,GH: OHCH, kons. H,S0, CH, - 0 - CH,

1
| _— :l > { (dioksan)

|
CH,OH OHCH, =-2H,0 G, =~ & - G,

Dioksan eller dietylendioksyd som den ogsd kalles, er en

vaeske med kokepunkt Tt og smeltepunkt +11°C. Den er
blandbar med vann, og regnes som en meget stabil forbindelse.
Som andre etere vil den imidlertid ved henstand og under
tilgang pa luft og lys oksyderes langsomt under dannelse av
peroksyder. Inndamping av dioksan kan sdledes vare forbundet
med stor eksplosjonsfare dersom peroksyder er tilstede. Man
kan pavise slike peroksyder ved tilsetning av kaliumjodid-
lgsning eller kaliumkromatl@gsning til en prgve som surgjgres
med HQSOH. Eventuell peroksyd fremkommer som henholdsvis

gul- eller bladfarging. Tilsats av ferrosalter hemmer dannelsen
av peroksyder. Her skal kort nevnes noen av dioksanens typiske
reaksjoner. Den gir addisjonsforbindelser med halogenene brom
og jod, samt HQSOM. Den vil videre under gitte betingelser
reagere med KMnOu og danne oksalsyre og COQ' Dioksan og
konsentrert jodhydrogensyre ved HE~e gir jod, etylenjodid og
eddiksyre. Ved opphetning med bromhydrogensyre spaltes dioksan
under dannelse av etylenbromid. Ved destillasjon med noe

konsentrert HZSOu eller ZnCl, fas acetaldehyd.

%
Dioksan er et kraftig 1ldsningsmiddel. Dette setter meget strenge
krav til "Auto Analyzerens" plastslanger. De dioksan-fgrende
slanger md sdledes vare av en spesiell type plast. En fluor-

siliconplast er funnet & vare brukbar. (Se avsnitt 6.2).

Dioksan md betraktes som giftig, selv om de yrkeshygieniske
grenseverdier ikke synes sa avskrekkende. Grenseverdiene er satt
til 100 ppm eller 360 mg/m3 luft, dvs atskillig mindre giftig enn
f eks ammoniakk som har de respektive verdier 50 og 35. Effekten
er dog ulik. Dioksan-damper irriterer @gynene og nesen. Det er

mulig at dette er et tilstrekkelig varsel om & trekke seg tilbake.

Stgrre mengder virker narkotisk.



Ved akutt eksponering er symptomene @gyne- og neseirritasjon.
Disse symptomer kan sa avta, og hodeverk, dgsighet og kvalme

kan overta.

For kronisk eksponering er symptomene appetittmangel, kvalme,
smerte og ¢mhet i underlivet og rygg. De organer som angripes

er fortrinnsvis lever, nyrer, lunger og ogsd hjernen. Dioksan
absorberes i en viss grad gjennom huden. Selv om ovennevnte
symptomer bare opptrer ved relativt h@gye konsentrasjoner, bgr
man unngd dioksandamp i arbeidsrommet i den grad det er praktisk
mulig. Hvis man ikke har luftavsug direkte pd instrumentet, bgr
nam i alle Pall plassere instrumemtet i &f rom for Seg byvor mam
da ikke oppholder seg mer enn strengt tatt ngdvendig,og hvor man
lufter ut av og til. Den stgrste dampkilden er de dioksan-
fgrende slanger, hvor dioksanen diffunderer gjennom slangeveggen

og ut 1 rommet.

I denne forbindelse skal nevnes at dioksanens passasje gjennom
silikonslangeveggen er utrolig rask. Undersgkelser har vist at
i pumpeslangene alene unnslipper i overkant av 2 g pr time.
Dette vil si at vi taper nesten 0,5% dioksan fgr den har passert
pumpen. Siden vil tapet bli minimalt da den hovedsakelig ledes
gjennom glassrgr. For & redusere diffusjonen mest mulig bgr man
bruke glass ogsd etter at colorimeteret er passert. Man kan
regne med en unnslippelseshastighet pa 1 til 1,5 g dioksan pr

meter slange pr time.

Dioksan er meget brennbar. Flammepunktet (flash point) er
imidlertid sapass hgyt som 12°C. Tilsvarende verdier for
eksempelvis etanol og eter er henholdsvis it e og #45°¢C.
(Flammepunkt for en vaske er den temperatur ved hvilken vasken

gir fra seg damper tilstrekkelig til & nd nedre eksplosjons-

grense). Faren for & oppnd ca 2% i luften hvilket er nedre
"eksplosjonsgrense" er derfor liten i virt tilfelle. @vre
grense er forgvrig 22,2%. Like i narheten av dioksan vil man

naturligvis kunne na flammepunktet dersom temperaturen i rommet
er 12°C eller mer. Videre skal man vare oppmerksom pa at
dampene er adskillig tyngre enn luft, og vil sige nedover mot

gulvet. Dette kan gi opphav til eksplosive lokale lommer.



- 10 -

Selv om flere lgsningsmidler kan anvendes til Thorin-metoden,
synes dioksan a vare det beste, bdde med hensyn til farge-
metningsvariasjonen som funksjon av de aktuelle konsen-
trasjoner og med hensyn pd utvaskingstid. Figur 3.3.1 gir et
godt bilde av lysabsorbsjonen som funksjon av ulike lgsnings-
midler. For & utnytte dioksanen optimalt bgr den inneholde

90% vanmhy €& Figur B.8:2-.

AB
0.3
g E 0.2}
o] -
2 2 oaf
v 2
l o1 - ol 0.2
ml 0.01M Ba(CIOy)p ml 0.01M Ba(CIO4)y
Flgmie. 8. 80 Figur 358.2
Effekten av ulike Effekten av forskjellig
opganiske lgsnings- prosentinnhold av dioksan
midler pd fargen som pa fargen som dannes nar
dgnnes ndr bariumioner bariumioner tilsettes en
Tilsettes en 50 ml 50 ml lgsning inneholdende
ldsning inneholdende 1 mg thorinindikator.
1l mg thorinindikator 0 9 9
(80% organisk 1lgsnings- %' 28; By Q0w §: 00 B
middel). ' ?

A. Dioksan B. Isopropanol
C. Etanol D. Aceton og
E. Metanol

Gjennom instrumentet pumpes pr minutt:

Vann fra indikatorlgsning 0.56 ml
B "  prgven U.518 ml

Tilsammen 1.12 ml




_ll_

Dioksan + vann utgjg¢r tilsammen 3.6 ml. Totalt vaskevolum
gjennom instrumentet blir 4.72 ml. Nar x er ml vann 1

dioksanlgsningen, fdes:

22, % = 80 < 8Bl s b7 2

5.7 " Agg e RF 100 = 1.12

053

For 2,5 liter reagenslgsning fér vi da:

B3y ® 228500

376 = 208 ml vann.

Her skal bemerkes at G Persson som har foreslatt 70% dioksan,
selv synes & bruke ca 75% if@dlge beskrivelsen. Han anvender
ogsd hgyere pH i reagenslgsningen pa grunn av bruken av kvikk-
splv ved "displacement bottles". Under disse betingelser vil
en noksda raskt fd utfelling av indikator umiddelbart etter
dennes innlgp. Selv med 70% har det vist seg vanskelig &

unngd utfelling. En har derfor funnet det ngdvendig & gke
vanninnholdet fra det "optimale" 208 ml til 250 ml pr 2,5 liter

reagens. Dette svarer til ca 68,5% dioksan i1 flowcellen.

Indikatorlgsning: Som fargeindikator er brukt en azoforbindelse

som i litteraturen kan finnes under ulike betegnelser. Den
vanligste betegnelsen er imidlertid dinatriumsaltet av thorin.
Thorin er en syre som kan gd& under fglgende navn:

2-[(2—hydroxy-3.6-disulpho-1—naphtyl) azo] benzenearsonic acid.

Nevnte betegnelse er anvendt i Chemical Abstracts fgr 1967.

Fra og med 1967 er navnet forandre til:

u—[(0<arsenophenyl) aij-S—hydroxy—?.7—naphtalenedisulphonic acid.



= 2 =

Fabrikanten Merck's betegnelse er:

1-(2'-Arsonophenylazo)-2-hydroxynaphthalindisulfonsdure-(3.6)

Andre betegnelser er:

1-(o-arsenophenylazo)-2-naphthol-3.6-disulphonic acid.

Aso(OH)2 OH SO4H
thoron
thoronol N=N
naftharson \\
apans

THORIN
SO3H

Thorin er en azoforbindelse. (En azoforbindelse karakteriseres

ved konstitusjonen R « N = N » R, og ved kraftig reduksjon

spaltes molekylet mellom N-atomene).

Thorin kan fas som mono-, di-, tri-, tetra- eller pentanatrium-
salt, eller som blandinger av disse. Det er krystallisasjons-
betingelsene som avgjgr hvilke salt man far. Fargen pa saltet
er avhengig av hvor mange hydrogenatomer som er erstattet med
natrium. Den varierer fra orange for monosaltet til rgdt for
trisaltet og rustrgdt for pentasaltet. Alle natriumsaltene

kan tgrkes i ovn uten fare for dekomponering. Thorin er stabil
i sure lgsninger, men dekomponerer langsomt i1 basiske lgsninger.

Dinatriumsaltet har sur reaksjon i vanndig lgsning.

Det er lite trolig at thorinens toksikologiske effekter er
serlig godt kjent. Fabrikken har merket emballasjen med

"gift". Man gjgr nok klokt i1 a betrakte thorinen som meget
giftig, og sdledes ogsé& forsgkte & unngd hudkontakt med stoffet.
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Det finnes en rekke azoforbindelser med samme molekylskjelett
som Thorin, og som er utmerkede fargeindikatorer for sulfation.
Her skal bare nevnes Eriochromrgdt som fas ved a erstatte

AsO(OH)Z-gruppen med gruppen COOH.

En noe annen type azoforbindelse er dimetylsulfoazo III som i

litteraturen er fremholdt som en utmerket SOu—indikator.

Det har fra enkelte hold vart hevdet at indikatorlgsningen med
dinatrium Thorin nedbrytes av bakterier og sdledes ofte ma
fornyes. Enkle forsgk har vist at instrumentets respons kan
reduseres med ca 30% ved & bruke indikatorlgsning som har vart
oppbevart pd mgrk glassflaske i 2 m&neder. Mer omfattende

undersgkelser vil bli gjort senere.

Men allerede n& kan man si at indikatoren synes a4 holde seg best
i mgrk glassflaske med sa lite tilgang pa luft og lys som mulig.
Oppbevaring pa plastflaske synes & vare meget uheldig. Dette

kan tyde p& bateriell virksomhet. Det er sannsynlig at man ikke

bgr bruke indikatorlgsning som er eldre enn 2-3 dager.

Det hender at indikatoren faller ut pa glassveggene like etter
blandingen med reagens og prgve. Det er sannsynligvis et tungt
lgselig Ba-salt det dreier seg om. Fglgelig vil dette lettest
kunne inntreffe ndr man har stgrst bariumoverskudd, dvs ved
kjgring av O-standard. Man kan da ¢ke forholdet vann : dioksan
ved & justere reagenslgsningen. 0gs& en reduksjon i pH vil gke
lgseligheten av Thorin-saltet. Det hjelper naturligvis ikke a
redusere konsentrasjonen av indikatorsalt, da det er saltets
Ba-forbindelse som faller ut, og den forblir den samme sd lenge
Thorin-konsentrasjonen er pd det ngdvendige nivd for analysen.
Eventuell felning fjernes lett ved & lede f eks 0.1 N HC1l eller
HClOu gjennom rgrene og forvarme vaeskestrgmmen med en fyrstikk
5-6 cm foran utfelningsstedet. (Ver oppmerksom pa dioksandampens

brennbarhet).

Hvis man lager reagens- og indikatorlgsninger slik som nevnt

under punkt 3.2 vil neppe utfelling skje.
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Forskyves imidlertid forholdet dioksan : vann slik at man far
70% dioksan istedenfor det normale, nemlig 68,5% ved passasje i
flowcellen, sd& vil utfelling kunne skje. Forsgk har vist at

pH pa vasken som passerer flowcellen bgr ligge pa 3 eller 1litt
i underkant. Dette oppndr man nettopp ved reagensoppskriften
nevnt i punkt 3.2. A tilsette indikatoren syre, er helt

ungdvendig. Den har likevel sur reaksjon (ca pH 4.1).

Det kan forgvrig nevnes at hvis pH pad vasken som befinner seg i
fleweellen er noe hgyere enn 3, eksempelvis 3,8 som ble anvendt
under forsgket, vil riktignok fargeresponsen gke, men
reproduserbarhet og stabilitet nedsettes ganske mye. Omvendt

vil en for sterk senkning av pH fdre til reduksjon av f@glsomheten

(responsen).

FLOW-SKJEMA

Skjematisk kan man vise instrumentsammensetningen tillempet

Thorin-metoden slik: (Prgvetaker er ikke inntegnet).
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Figur 4.1
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Det er brukt andre slangedimensjoner enn dem G Persson har
benyttet. Dette skyldes at alle slangene matte dimensjoneres
etter de tilgjengelige ESCO-slanger (fluorsilikonslanger).
Doseringsforholdene er dog omtrent de samme som Persson har
brukt. Nominell og reell pumpekapasitet er fgrt opp i1 oven-
stdende tabell. De reelle (mdlte) verdier danner naturligvis

grunnlaget for alle beregninger. Se ellers avsnitt 6.2.

BEREGNING AV MAKSIMAL SOZ-REGISTRERING

Prgvetilfgrselen er pa 0.56 ml/minutt. Reagenstilfgrsel er
3.6 ml/minutt. 1000 ml reagens holder 6.7 mg, dvs 6.7 ug
Ba(ClOu)2 pr ml. Prgven reagerer etter

Ba(ClOu)2 £ H SOq e BaSOu + 2 HClOl+

2

Den mengde SO, (M = 64.06) som kan bestemmes blir:

2

X Blad ™ 3B o 6.7 = 6406 9 3,6

64.06 336,24 s 336,20

= 4.6 ug SO2 pr 0.56 ml
prgve.

Man skal alts& kunne registrere 4.6 : 0.56 = 8.2 ug SO, pr ml prgve
Dette stemmer ogsa med det faktiske forhold. Det er dog ikke
tilradelig & sette den praktiske grense hgyere enn 7.5 ug.

Synes prgven a4 ligge hgyere bgr den fortynnes.

VIRKEMATE 0G BRUK AV INSTRUMENTENHETENE

Prgvetaker (Liquid Sampler)

Denne bestdr av en sirkular skive med 40 huller rundt periferien.
I hullene plasseres prgvekopper. Disse tar ca 2 ml prgve. Skiven
drives rundt av en motor. En arm stikker ned i prgvekoppen og
suger opp prgve. "Sugetiden" som naturligvis er proporsjonal

med den prgvemengde man analyserer pa, er avhengig av den motor
man anvender. Prgvetakeren kan ogsa styres eksternt ved hjelp

av en "timer", hvor man da har mulighet til & varierer "sugetid"
etter @dnske. Dette er imidlertid ikke n@gdvendig i dette tilfelle.

Man ma velge en "sugetid" som gir tilstrekkelig vaskemengde for
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effektiv utvasking av flowcellen og samtidig tilstrekkelig

til & stabilisere signalet fra fotocelle til skriver. Det
optimale synes a& vare en "sugetid" pa 13 minutt pr prgve og

at man kjgrer en parallell prgve. For & spare tid er
imidlertid 2 minutter valgt og ingen parallellkjgring. Er
konsentrasjonsspranget sd mye som ca 3 ug/ml mellom prgvene ma
man av og til likevel kjgre ny prgve for & oppnd en stabil
kurve. Ved lave konsentrasjoner (0.5 ug) bgr man alltid kjgre
parallellprgver dersom ikke foregdende prgve 1& i narheten av
samme konsentrasjonsnivd. Over prgveskiven plasseres en

perspeksplate for & beskytte prgvene mot stgv.

Med prgvetakeren fglger en '"indikatorpil" som monteres i sentrum
av skiven. Pilens funksjon er & stoppe prgvetakingen ved en pa
forhdnd innstilt prgvekopp. Indikatorpilen anvendes vanligvis
ikke, da den vanskeligg]j@gr monteringen av perspeksplaten. Man
md da vere oppmerksom pd at motoren ikke alltid greier & skyve
prgveplaten fullstendig frem pa grunn av for liten friksjon.
Dette betyr at man md& etterjustere dens stilling 1-2 ganger pr
runde. Hvis man ikke gjgr dette kan det resultere i at plast-
slangen fra sugearmen ikke treffer prgvekoppen. Slangen i
prgvearmen bgr vare meget tynn (kapillar). Til slutt skal
nevnes at det kan hende at prgvearmen ikke utlgses i det hele
tatt. Prgvearmen blir da stdende og suge pa samme sted hele
tiden. Det skyldes at en hake som sitter i periferien av en
liten roterende skive (sugetiden representerer en omdreining

av denne skive), ikke greier & utlgse et relé som styrer
prgvearmen. Dette lar seg lett ordne ved demontering av

prgvetakeren.

Utvasking med O-standard mellom hver pr¢gve synes ikke & vare

ngdvendig.



Vaskepumpen (l2-channel pump) - Pumpeslanger

Pumpingen foregdr ved at tromler trykker og sleper over plast-
slanger. Det er mulig & pumpe i 12 slanger samtidig.
Spesielle pumpeslanger anvendes av ulik indre diameter. Alle
har samme veggtykkelse (1.6 mm). Det er alts& den indre
diameter som bestemmer pumpehastigheten. Man kan fa slanger
som leverer fra 0.03 til 4.0 ml veske pr minutt. Pumpens
reproduserbarhet oppgis av fabrikanten & vare *0.5%. Slangenes
eventuelle varians kommer sa i tillegg. Alt etter slangenes
indre diameter har de bestemte fargekoder. Fargekodene (se
nedenfor) representerer en fortykkelse (ring) i begge

endene av slangen, og bidrar samtidig til festingen og

strammingen over tromlene.

ACCESSORIES FOR 12—~CHANNEL PUMP

Inserts are available in pre-cut lengths with color coded lock=in sleeves to insert instantly in the 12~
Channel Pump. The color coding indicates the internal diameter of each tube and therefore the pump
speed obtainable on that specific channel. Sleeve tubing is used in small lengths to slip over the ends
of tubing to be connected. If properly matched, no glue or kit is needed. Connectors are: Teflon R
inserts to connect tubing with similar or dissimilar |. D. and glass manifolds in many shapes to combine
or split liquid streams. Pump inserts of all types with color coded fastening cuffs, $ 1.00 each, to be
ordered by color coding and number are:

PUMP INSERTS

Cat. No. Color coding I.D. inch O.D. inch p:lmo:;:::ad E::: :::j:d e
34510-602  Red/Black 0. 0078 0. 0703 0.028 34510-616 Blue/Blue
34510-603  Orange/Black 0.0117 0.0743 0. 056 Same
34510-604  Red/Blue 0.0156 0.0781 0. 084 Same
34510-605 Orange/Blue 0.0195 0. 0820 0.12 Same
34510-606  Red/Green 0.0234 0. 0859 C. 168 Same
34510-607  Oronge/Green 0. 0273 0.0898 0.224 Same
34510608  Red/Yellow 0.0312 0. 0937 0.30 Same
34510-609  Orange/Yellow 0. 0351 0.0977 0.37 Same
34510-610  Black/Black 0. 0390 0.1015 0. 465 34510-619 Blue/Black
34510-611  Orange/Orange 0.0429 0. 1054 G.57 Same
34510-612  Red/Red 0. 0448 0.1093 0.67 Some
34510-613  White/White 0. 0508 0.1133 0.79 Same
34510-614  Yellow/Yellow 0.0546 0. 0.93 Same
34510-615 Black/White 0. 0585 0.1210 1.07 Same
34510-616  Blue/Blue 0.0624 0. 1249 1.22 Same
34510-617  Green/Yellow 0. 0663 0.1288 1.41 Same
34510-618  Green/Green 0.0712 0.1337 1.58 34510-607 *
34510-619  Blue/Black 0.0780 0. 1405 1.90 Same *
34510-620  Black/Green 0. 0860 0. 1485 2533 34510-608 *
34510-621 Blue/Green 0.0937 0. 1562 2.74 Same *
34510-622  Blue/Yellow 0.1015 0. 1640 3.25 34510-611 *
34510-623  Black/Yellow 0.1080 0.1715 3.70 34510-612 *

34510-650  Tubing set (15) .

Pump speeds depend on the tension regulator knob in the pump; e.g. the nominal pump speed of tubing
34510-619 (Blue/Black) which is 1.90 cc/min. can be varied between 1.65 - 2. 15 cc/min.; once set
the reproduceability is + 0.5%.
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Man kan godt stoppe pumpen under vanlig rutinekjgring. Nar
man setter i gang igjen vil det imidlertid ta 2-3 minutter
fgr instrumentet stabiliserer seg. Man ma dog ikke l¢@sne
pé& pumpeslangene, eventuelt lukke opp "trykkdekslet" etter
stopping av pumpen. Grunnen til dette er at man kan fa
tilbakeslag i slangesystemet. Dette kan medfgre at dioksan
kommer i bergring med andre slanger enn ESCO-typen. Disse
vil da bli gdelagt umiddelbart. Skal man ordne eller skifte
pumpeslange, kjgres fgrst vann gjennom apparatet, og sd& kan
man stoppe og skifte slanger. Man kan naturligvis koble
fra alle slanger unntatt silikonslangene hvis man mener &
spare tid med det. Nar apparatet slas av for lenger tid,
eksempelvis ved dagens slutt, slakkes pumpeslangene fullstendig.

Dette er viktig for & unngd ungdig deformering av slangene.

A Xjgre med tom slange (dvs luft) synes & deformere slangene
mest. Sdledes blir luftslangen temmelig flat etter forholdsvis
kort tid (< 1 maned). Slangen kan likevel brukes utover denne

tlden (for Lufeimmfgvisg).

Som tidligere nevnt er dioksan et meget kraftig lgsningsmiddel.
Man md derfor anvende en spesiell slangetype, laget i fluor-
silikon. Det har ikke vert mulig & fa disse fra Cenco.
Slangene er derfor innkjgpt fra Technicon som leverer slike i
lgpende meter. '"Koderingen" pa& pumpeslangene md man fglgelig
sette pa selv. Dette kan kjgres ved at man bruker en normal-
slange, noe mindre i diameter enn pumpeslangen. Normalslangen
kuttes opp i biter pd ca 15 mm lengde, og snittes pad langs med
barberblad. Man fukter pumpeslangen med lim og trer den
snittede slangebit inn pa pumpeslangen. Det er fa limtyper
som er brukbare, blant disse er type Z65. (Fabrikant:
Hottinger Baldwind Messtechnik GMBH, Darmstadt og norsk agent:
Solberg & Andersen A/S, Hansteensgt 5, Oslo 2). Med dette lim
sitter biten fast etter a& vaere holdt under trykk (m/hdnden og
teflonfolie) i ca 1 minutt. Bare i fad tilfeller har bitene
lgsnet under kjdring. Pa grunn av at fluorsilikonslangen har
stgrre strekkbarhet enn normalslangene, er det bedre & ha
avstanden mellom slangebitene (ringene) ca 15 mm kortere enn
for de vanlige slangene. Strammingen pa pumpens utl@gpsside

blir da omtrent den samme som for normalslangene, og man slipper
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4 stramme normalslangene sa& kraftig. Hvis fluorsilikon-
slangene blir for slakke pa utlgpssiden, vil de lett slé

bgyer pa seg, hvilket er uheldig for flow-stabiliteten.

Det er i dette tilfelle spesielt viktig at slangene blir
strammet likt hver gang man skal bruke instrumentet. Dette
skyldes bruken av to slangetyper. Disse har forskjellig
strekkbarhet, slik at ved ulik stramming vil doserings-
forholdet forskyves. Dette vil til slutt forandre kalibrerings-

kurven.

For & oppnéd like forhold hver gang slangene strammes er det
ved siden av pumpeslangene klebet pa en mm-skala. Under
strammingen vil en pil vise hvor mange mm man har strammet.
Erfaring viser at en passende stramming ligger pa 15 mm. Her
er avsatt et merke. En avvikelse pa 2,5 mm til begge sider
vil for normalslangene bety en doseringsforandring pa ca +1.8%
og for ESCO-slangen ca +2.8 og +4.2%. (Tallene er fremkommet
ved prgver). Forgvrig m& nevnes at de doseringsmengdene pr
tidsenhet for slangene som er oppgitt fra fabrikanten som et

normaltall, alltid md kontrolleres.

Flow- og blandesystemet, "Debobbler"

Med flow- og blandesystemet menes omrddet av instrument-
komplekset fra vaskene forlater pumpen til vaskeblandingen nar
flowcellen i colorimeteret. (Tar man ogsda med pumpeslangene,
men ikke "debobbler" kalles dette system ofte manifold).

Under punkt 4 kan man pd skissen fglge vaskestrgmmen. Strgmmen
deles opp ved hjelp av luftbobler ("air segmentation"). En
regel er at man segmenterer den vaske som strgmmer i stgrst
mengde. Det vil i dette tilfelle vare Ba(ClOu)2 reagenset.'
Luftboblene har spesielt to viktige funksjoner. For det fdrste
bidrar de til effektiv blanding av vaskene ndr disse passerer
blandespiralene. For det andre effektivivseres utvaskingen fra
foregéende prgve vesentlig. Luftsegmentasjonen er egentlig
kjernen i instrumentets funksjonsmdte. Vi skal derfor se 1litt

nermere pa den:
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Tyngre sjikt faller Tyngre sjikt faller
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Etter segmenteringen av reagenset fgres prgve inn. Vaskene
blandes sda i en blandespiral. Prinsippet for blandingen er
forsgkt anskueliggjort i figur 6.3.1. Den tyngste vaske blir
hengende etter, og ettersom segmentene gdr rundt i spiralen
blir de stadig invertert samtidig som blandingens tyngste
substanser "faller" ned i den lettere vaske. Man ser at for

4 f4 effektiv blanding, dvs invertering for hver "loop" ma

man ha minst to bobler samtidig inne i en sirkel. I praksis
betyr dette at forholdet luft/vaske bgr ligge mellom 1 : 4
og 1 : 3 alt etter spiralens diameter. Hvis distansen vaskene

tilbakelegger er stor, dvs lange slange- og rgrtilkoblinger,
kan man fa tilstrekkelig blanding innen segmentene uten
blandespiraler; men dette skjer alltid pad bekostning av

utvaskingstiden, og er saledes ikke & anbefale.

Fuktig film
(meget tynn)

Y 4 AN A S S Sun Suw Sum S ——-—Q‘ r r

..__>,, 4 4 ( ). 7
P ) L 4L L A : L Fi 1 VSl - AW TR ]

Grensesjikt
henger etter

Ved & bruke luftbobler vil overflate-
spenningen mellom luft og vaske redusere
det stasjonare grensesjikt til en tynn
film som fukter rgrveggene. Vasken vil
sdledes strgmme fremover, og bare meget
lite vaske blir hengende etter.

Bilgue Bada2
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Utvaskingen med luftbobler blir effektiv fordi den etter-
hengende vaskefilm blir brutt ned av boblene. Bare en
redusert film blir tilbake etter boblene. Dette er vist pa
figur 6.3.2. Utvaskingstiden er ogsa avhengig av hvilke
vesker som er i1 systemet. (Thorin-metoden tillater som
tidligere nevnt bruk av andre l¢gsningsmidler enn dioksan,

eksempelvis alkoholene etanol og propanol).

Etter blandingen av reagens og prgve fgres indikator inn, og
deretter fglger nok en blanding, denne gang i to pafglgende
blandespiraler. Det er mulig at en spiral vil vare
tilstrekkelig. Men da bgr man bruke et stgrre luftvolum for

a fa mer effektiv blanding.

Technicon anbefaler alltid blanding i spiral etter inntak av
en ny vaske. F¢r vaskestrgmmen ndr flowcellen i colorimeteret
md luftboblene fjernes. Dette gjgres 1 en sakalt debobbler.

Dette er som figur 6.3.3 viser et T-r¢gr som er vendt pa hodet.

Til flowcelle

| N

Fagur 6.3.%

Det har en utvidelse ved rgrkrysset for & lette luftavgangen.
Den rgrenden hvor luften unnslipper ma sta vertikalt. En slange
gdr fra denne rgrende og ut i en uttaksflaske. TFor & var sikker
pé at alle luftboblene unnslipper, lar man ogsd litt vaske

fglge med ut. Dette reguleres ved at man pumper 1litt mindre

veske gjennom flowcellen enn gjennom systemet forgvrig.

Fér & fa en sé& stgyfri kurveutskrift som mulig er det viktig
at avstanden mellom luftboblene er like stor; og at boblene er
like store. Her ligger mye av "kjernen" til et vellykket
resultat. Her skal nevnes det som synes a vare mest relevant.
Pumpingen vil alltid skape noe pulsering i vaskestrgmmen. P&

grunn av ulike lengder og dimensjoner pa slangene vil man lett
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fa faseforskyvninger, dvs trykkimpulsen kommer pa forskjellig
tidspunkt 1 to vaskestrgmmer som fgres sammen. Ettersom
vaskesegmentene strgmmer forbi et nytt inntak for vaske, kan
trykkimpulsen i den nye vaske vare 1 utakt med luftboblene som
skiller segmentene fra hverandre. Dette vil naturligvis fgre
til ujevn dosering i1 segmentene ettersom trykkimpulsen kan
komme enten ndr segmentet passerer, eller nar en luftboble
passerer. Oftest vil denne ujevne dosering vise et mer eller
mindre godt periodisk forlgp. Men skriveren vil da ofte
likevel gi en altfor hgy stgyamplityde til at det kan kalles
tilfredsstillende. Enda verre blir forholdene dersom ogsa
avstanden mellom boblene er forskjellig samt at boblestgrrelsen
varierer. Erfaringen viser at det er lettest & oppnd et jevnt
"boblemgnster" og jevn dosering ndr systemets mottrykk
reduseres til et minimum., Mottrykket reduseres ved at man
alltid sgrger for & legge alle slanger og blandespiraler
horisontalt, videre at man unngdr skarpe kurver og kanter, samt
ungdige innsnevringer som vasken mda passere. Det er viktig at
vesken strgmmer uhemmet forbi alle skjgter. Slange- og blande-
systemet bgr gjgres sa kort som mulig. Man bgr tilstrebe &
anvende sa ensartede slangedimensjoner som mulig. Slangene

bgr vare tynne selv om dette ¢gker mottrykket. For & dempe
pulseringen anvendes "puls suppressors'" (PS). Dette er korte
glassrgr eller slangebiter (eksempelvis fra 2 til 6 cm lange)
med meget liten indre diameter. Selv om de ¢gker mottrykket
kraftig, er de ngdvendige, da reduksjonen i pulseringen derved
blir betydelig. Totalt betraktet vinner man sdledes her mer

enn man taper.

Prinsippet for PS er at vasken hoper seg opp foran og skaper
overtrykk. Da vaskemengden her er relativt stor og slangene
fleksible vil man oppna& et noenlunde konstant trykk mot PS.
Stgtene fra pumpen vil "dg hen". For & oppna dette effektivt
bgr slangen fra pumpen til "puls suppressor" vare minst 10 cm

lang.

I vart tilfelle anvendes PS pé& reagens-, indikator- og luft-
slangen. G Persson anbefaler PS med indre diameter pa 0,020
inches for reagens, og 0,005 inches for indikator. N& er

G Persson's PS for reagens egentlig brukt til kvikks¢glv, da
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han anvendte sdkalt "displacement bottles". Det er derfor

mulig at den indre diameter i dette tilfelle burde vare mindre
enn 0,020 inches for & oppnad stgrst mulig effektivitet.
Erfaringen hittil har vist at det ogsd er en fordel a bruke PS
pé& luftslangen, men ikke pé& prgveslangen. PS for luften kan

ha meget liten indre diameter. Det er brukt den samme som

for indikator, men man kunne nok med fordel anvende enda tynnere
slange her. Det er mulig at det ville vare fordelaktig & bruke
PS ogsd for prgveslangen. Men dette krever sannsynligvis mindre
diameter pd PS for reagens, for & dempe pulseringen ytterligere.

Det gjenstdr 4 undersgke dette narmere.

I de dioksanfgrende slanger kan man ikke bruke de normale
standard PS. Det er derfor brukt glassrgr, men man kan ogsa
anvende teflonslange. Som skjgter mellom slangene anvendes
standard teflontilkoblinger. Disse er meget '"glatte'", og man
ma vare oppmerksom pa at slangene kan skli en del, og endog
skli helt av. Selv en liten forskyvning kan forstyrre boble-

og doseringsstabiliteten.

Standard glasstilkoblinger anvendes der hvor vaskestrgmmene
fgres sammen. Den delen av rgret som gdr ut i hovedstrgmmen
er alltid kapillazr. Det er uvesentlig om innf@gringen av vaske
skjer fra undersiden, fra siden eller fra oversiden av hoved-
vaskestrgmmen. I sistnevnte tilfelle kan imidlertid luft-
bobler bli "hengende" fast.

Et unntak er lufttilfgrselen. Det gir best resultat & fgre
luften inn ovenfra. Ettersom man reduserer Innfgrselsyinkelen
av luft i forhold til hovestrgmmen, reduserer man avstanden
mellom luftboblene. Samtidig blir det ogsd vanskeligere a

oppnd et "pent" boblemgnster.

Selv om man tar hensyn til alt det ovennevnte, hender det
likevel at resultatet ikke blir tilfredsstillende. Da kan man
prgve seg frem ved & klippe av slangene litt etter 1litt. Dette
vil ofte fgre frem til et gunstigere resultat. Det hender at
det hele fungerer bra en viss tid og sd@ forandrer seg. Dette
kan skyldes at en slange har sklidd pa en skjgt, eller at stgv

mer eller mindre hemmer passasjen gjennom PS.
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Skjgter og forbindelser:

34510 - 654

34510 - 625
n Z <
34510 - 627 18295 - 001 34510 - 658
Cat. No. Type
34510-625 Teflon
34510-626 Teflon
Ao a4 34510-651 glass y-shape
= 34510-652 glass h=shape
et o 34510-653 glass trident
T 77 77 SLLge 34510-654 glass h-shape
s ES YAHAA 34510-655 glass trident
34510-658 glass trident
34510 - 626 18295-001 Tygon y-shape



Colorimeter

Colorimeteret bestdr av lyskilde og fotocelle som far strgm

fra en spenningsstabilisator. Utgangen fra stabilisatoren er

3 ampére og 6 volt. Videre har colorimeteret et optisk system
bestdende av linse, blender og filter. Mellom det optiske
system og fotocellen er en flowcelle (kuvette) plassert.
Signalene fra fotocellen kan reguleres ved hjelp av to potensio-
metre, ettt Lfor grov = og ettt feor Finirnmetilling., Colarimetawst
er dobbelt, dvs en har to sett flowceller og fotoceller med
felles lyskilde. Man kan altsa kjgre to vaskestrgmmer uavhengig

av hverandre gjennom colorimeteret.

Ulike blenderdpninger kan settes inn etter behov. Det spiller
liten rolle i dette tilfelle hvilken blenderdpning man velger.
Blir dpningen svert liten taper man fglsomhet. Det synes

gunstig & bruke en &pning pa 4 mm.

Veskestrgmmens gulbrune farge varierer som tidligere nevnt i
intensitet med konsentrasjonen av bariumioner. Lys-
absorbsjonen er stgrst i omrddet 520 nm. Man anvender derfor
et grgnt filter som hovedsakelig slipper gjennom denne bglge-
lengde, dvs lgsningens komplementarfarge. (Filteret er oppgitt
€11 §18 mm) s

Flowcellen bgr vare 15 mm. 20 mm kan ogsd brukes, og det gker
fglsomheten noe. Men den lange cellen holder lettere igjen
luftbobler og er sdledes ikke sa& gunstig. Cenco's flowceller
har stgrre indre diameter enn ¢@gnskelig. Mindre cellediameter
ville ha redusert turbulensen samt gket hastigheten gjennom
cellen, hvilket ville effektivisert utvaskingen samt hemmet
tilbakeholding av luftbobler.

Potensiometrene anvendes for & gi grunnlinjen pa skriverpapiret
en gunstig plassering. Det synes som om lineariteten ikke er
like god over hele potentiometeromrdadet. Men dette spiller
liten rolle da man sd ofte mda kjgre kalibreringsserier. Man bgr
imidlertid skru minst mulig pd potensiometeret. Da vil man

nemlig ofte kunne bruke samme kalibreringskurve over lengre tid.
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Man ma sgrge for at lysstralen fra lyskilden treffer flow-
cellen i cellevinduets sentrum, og videre at lyset faller i
sentrum av fotocellen. Fotocellen kan ved hjelp av en skrue
stilles i ulike vinkler i horisontalplanet. Noen andre
stillingsmuligheter finnes ikke. Man kan eventuelt stille pa
flowcellen ved & bygge opp underlaget. Ellers kan naturligvis

celleholderen demonteres og ordnes pa.

Det er tidligere nevnt at man bgr tilstrebe sad hgy hastighet
som mulig pad vaskestrgmmen gjennom flowcellen. Man m& derfor
pumpe eller egentlig suge vasken gjennom ved hjelp av pumpen.
Meget smd luftbobler kan likevel bli hengende igjen i flow-
cellen og akkumuleres. Lyset vil dermed spres, og man ser det
straks pa& skriverpapiret. Det fremkommer som en meget sterk
drift mot grunnlinjen. Disse luftbobler kan etter en viss
akkumuleringstid sees. De samles i1 forkant av cellen, og
fremkommer som sterkt lysreflekterende punkter. Man fjerner
dem ved & pumpe manuelt 1litt ekstra kraftig eller ved & sende
alkohol gjennom cellen. Det kan ogsd bli aktuelt med
demontering og ordentlig rengjdring av cellen. Man ma ved
behandling av flowcellen vare oppmerksom pé& at dens sorte belegg

ikke taler mye hverken av 1l¢gsningsmidler eller mekanisk bergring.

For & hemme akkumulering av luftbobler i flowcellen, er hele
colorimeteret stillet skrdtt (ca 30°). Denne skrdstilling
vanskeliggjgr bruk av colorimeterets dobbeltsystem. Umiddelbart
etter at vaskestrgmmen forlater colorimeter er den fgrt vertikalt
oppover ca 10 cmj; dette ogsd for & hjelpe til & fjerne luft fra
slangene i colorimeteret. Vaskestrgmmen f@gres via pumpen og ut,

dvs til utslagsflasken.

Innstilling av skriver

Skriveren b¢gr ha mdleomrddet mellom 5 og 15 mV, med mulighet for
fritt valg av fullt skalautslag pa 3 mV innen dette intervall.
Det bgr videre vazre en "flat-bed" type slik at det lett lar seg
gjgre & notere pa kurvepapiret. Papirbredden 25 cm. Skriveren
innstilles slik at man har 3 mV utslag over hele papirbredden.

0-linjen plasserer man mellom 7 og 9 mV. Fullt utslag har man
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da mellom 10 og 12 mV alt etter hvor man legger 0-linjen.

P& grunn av muligheter for drift av 0-linjen plasseres denne
noen cm ovenfor papirets 0-linje. Det er neppe mulig & fa
kurven helt stgyfri. Den blir smatagget. Man bgr tilstrebe

4 holde amplityden pa taggene minst mulig, helst under 1% av
fullt skalautslag. For eventuelt & redusere stgynivdet f@glges

fremgangsmaten som er nevnt 1 punkt 6.3.

KJPRING AV STANDARDPRPVER OG ANDRE PR@VER

Fgr man starter opp md man forvisse seg om at instrumentet star
beskyttet mot vibrasjon av noen art. R@gyking i rommet hvor
instrumentet er plassert frarddes pa grunn av dioksandampene.
Forgvrig kan nevnes at forsgk har vist at sigarettrgyk ikke
virker forstyrrende pa analyseresultatene i registrerbar grad.
Man md riste rgyken inn i vasken for & fd nevneverdig utslag.
Da vil absorbsjonen ¢gke noe pa grunn av gulfarvingen av vasken.

Disse fors¢gk ble utfgrt med standardene 0 og 5 ug SOZ/ml.

Man starter opp instrumentet ved & sld p& spenningsstabilisatoren.
Pzren i colorimeteret tennes da samtidig. Denne bgr std pa
minst 5 minutter f@gr man kobler til slangene og setter pumpen
i gang. Man starter med destillert vann som prgve. Etter ca
10 minutter har instrumentet vanligvis stabilisert seg. Dette
ser man naturligvis lett pd& kurven som skal vare parallell med
delstrekene pa papiret. S& kobler man til prgvetageren som er
forsynt med standardprgver. Man kjgrer en serie med
konsentrasjonene 0-7-0-0.5-1-2-3-4-5-6-7 og 7.5 ug SOQ/ml. Og
videre 0-0. 0-7 i starten er valgt for raskt a fa et inntrykk
av responsen. O-prgven md deretter kjgres to ganger for & fa
kurven helt ned til grunnlinjen. En slik parallellkjgring bgr
man ofte foreta ndr konsentrasjonen er 3 ug 802/m1 (eller mer)
lavere enn foregdende prgve. Ngdvendigheten av dette vil
vanligvis fremgd av kurven. Er konsentrasjonen hgyere enn
foregdende prgve vil derimot parallellkjgring oftest ikke vare
ngdvendig fgr spranget er 5 ug SOQ/ml eller mer. Ut fra dette
vil det vere naturlig & forsgke 3 kjgre flest mulige prgver

med noenlunde samme konsentrasjonsnivd ved siden av hverandre.
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"Rene" prgver, dvs som holder fra 0,1 til 0,5 ug Soz/ml bdr man
kjgre dobbelt dersom ikke foregdende pr¢gve er meget lav. Det
samme gjelder kjgring av absorbsjonslgsninger. (Se forgvrig

punkt 3.2 Absorbsjonslgsning).

Linezriteten kan noen ganger vare darlig mellom 0 og 1 ug SOz/ml.
For prgver med konsentrasjoner lavere enn 1 ug SOQ/ml vil det
derfor i noen tilfelle vare hensiktsmessig f@gr bestemmelsen a
fortynne prgven med like deler standard 4 eller 6 ug SOz/ml.

Man far da registreringer som ligger i et mer lineart og
reproduserbart omrdade av standardkurven. Interpoleringen vil da
gi mer palitelige tall. Intervallet 0 - 1 ug SOz/ml er
imidlertid ofte tilstrekkelig lineart til at spesielle forholds-
regler ikke er ngdvendige & ta. Linezritetsforholdet observeres
lett ved kjgring av fullstendig standardserie. Linearitets-

forholdet vil bli undersgkt nermere siden.

Prgver med meget lavt SOz—innhold, under 0,1 ug SOQ/ml, ma
inndampes i plastbegere pa vannbad ved ca 60°C. Prgven inn-
dampes til tgrrhet og fortynnes sd etter behov med vann. Inn-
damping kan vare aktuelt szrlig om sommeren da luft-

forurensningsnivdet normalt er lavt.

Forsgk har vist at pH pa prgvene spiller meget liten rolle.
Dette gjelder i omradet fra pH 3,5 til opp i mot 8. Malingene
over pH 6,5 er noe usikre. For prgver med lavt SOQ—innhold,
mindre enn 1 ug SOz/ml, bgr ikke pH vare under 3,5. For
prgver med h@gyere SOQ—innhold, eksempelvis 6 ug SOz/ml, kan pH
gd helt ned til 3 uten at det influerer pa mdlingene. En prgve

med 6 ug SO,/ml vil normalt ligge pa B 8,8

Hvor ofte man skal kjgre standardprgver og hvilke man skal

kjgre er vanskelig & si konkret. Det er blant annet i hgy

grad avhengig av instrumentets stabilitet. Erfaring tyder pa

at man alltid vil ha en naturlig drift mot hgyere absorbsjon.

I fall man ikke samtidig far forandring i fglsomhetsgrad vil

det vare tilstrekkelig med en standardprgve eksempelvis for

ca hver tyvende prgve. Dette for & ha kontroll med kontinuiteten
av driften. Helt til slutt bgr man dog kjgre en stgrre

standardserie.
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Det viser seg under tiden at man alltid fér en fglsomhetsreduksjon
etter 2-3 timers kjgring. Dette gjelder spesielt i den gvre del
av registreringsomrddet dvs fra 5 til 7,5 ug SOQ/ml. Man far en
hdyere absorbsjon, dvs mindre utslag, og dette kan noen ganger
utgjgre opptil 0,5 ug i det gvre omradet etter 5-6 timers
kjgring. Omradet 0 - 4 ug vil normalt holde seg nesten stabilt
hele dagen (dvs 6-7 timer). NAar man starter opp dagen etter er
forholdene omtrent som ved start dagen fgr, og etter noen timer
gjentar det samme seg. Forholdet vil imidlertid bli undersgkt
nermere ved en senere anledning. (Forklaringen synes ikke &
ligge i dioksanens innvirkning pa pumpeslangen som tidligere
antatt. TForsgk har vist dette).

Inntil videre m& det p& grunn av ovennevnte forhold anbefales &
kjgre en kort standardserie for hver tyvende prgve, eksempelvis
serien 4-7-7-0-0. Da fa&r man muligheter til korreksjoner. Hvis
man fadr utfelling av indikator p& glassveggene i blandesystemet,
vil fglsomheten reduseres temmelig mye og man kan fa
vanskeligheter med & finne de riktige korreksjoner. (Se forgvrig
punkt 3.3 Reagenslgsning. Indikatorlgsning). NAar man er

ferdig for dagen ma man huske pd & slakke pumpeslangene, og

fylle systemet med vann.

KONSENTRASJONSAVLESNINGER

PA grunnlag av standard-

- Ny kurven (se figur 9.1) lager
Y S 4 tttgggbb; man en maleskala av type A,
:L-— %%% vist pd figur 8.1; og 1
—— — 3
= %%% 4 fall f@glsomhetsreduksjon
39 3_f::EEEEE:
£ h"‘--:-:h“*l‘:‘__ kan man lage den som type B.
: --.._\_\_‘_-..__\__‘_\_- o
- EE%_:; Mdleskalaen klebes pa en
= ]
2 & 2_}::522535 perspeksplate som kan skyves
= "‘h—-ﬂ.q__:_——___
C 2 over kurven under av-
R — _:-\__\_"-‘_H_H
< ——— lesningen. Man avmerker
1—%— ]ﬂiiiiiifff | eksempelvis 4 ug S0,/ml med
E. === en ekstra tydelig strek
o__E__ 0 == 0 (med r¢dt) pad mdleskalaen.
A B Man tar sa for seg malingene.

Hvert standardnivd@ er malt

Fhamm gk
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flere ganger. For hvert nivé forbindes mdlepunktene med linjer.
Ved 4 sammenligne med maleskalaen ser man lett om denne er
brukbar eller om man mad lage ny. Man ser ogsa straks om det har
forekommet f@glsomhetsreduksjon. Er alt i1 orden legger man
skalaen slik at 4 ug linjen pa skriverpapiret dekker 4 ug streken
pd skalaen, og avlesning av konsentrasjonene foretas sa fort-
lgpende ved & fgre skalaen langs denne 4 ug linjen. En kilde til
sma feilavlesninger har vi her, da en drift ikke alltid vil skije
etter en rett linje, men kan foregd delvis i rykk. Under
avlesningen md man for gvrig ta hensyn til de forhold som er

nevnt under punkt 7 og punkt 9.

TYDNING AV KURVENE. DIAGNOSTISERING

[}
-

Man skal her ta for seg de vanligste kurve-
former som forekommer, og forsgke & forklare

1

=

hvorfor de er blitt slik, og videre komme med
forslag til utbedring, ifall de ikke er til-

fredsstillende. Det er klart at erfaringen

-3 1] 1 1

her vil @gke betydelig etter hvert, men
allerede nad kan en hel del sies om
dette.

Nedenfor er vist et eksempel pa

——

en standardkurve. Det er

platdene som angir

i
:
i
!

konsentrasjonsnivédene.

= (Den viste kurve har

._...___1____ it _|_

unormalt lavt stgyniva).

200

il . | Mellom hver prgve far
.3'_‘\> man en positiv og en
" = 1 | negativ peak. Dette
L kommer sannsynligvis av
; H‘\ | o at man mellom hver prgve
har en luftboble. Man
| fadr da i overgangen
Figur 9.1 u~‘\g mellom prgvene endringer
i i forholdet vann : dioksan.

iﬁ# Fargen og dermed
absorbsjonen vil forandre

seg ved at dette forhold
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forandres. Hvis boblen mellom prgvene fjernes, uteblir den

positive og negative peak.

I figur 9.2 er vist en rekke uregelmessigheter i kurveformene.

Eksemplene er diskutert i det pafglgende.

i ' L |
7 . ] Skalatopp /
u ‘ 1 E |
2 | / |
‘ ' | 8

. 9 If A ‘ B

| | B
i | L

‘13 ! ' i .

Eksempel 1: Dette kan skyldes

1) Sm& luftbobler pa grunn av for mye hydrogen-
peroksyd i prgven.

2) Smirusk eller stgv i prgven.

3) Ujevnheter i boblemgnsteret og dermed ujevn

kjemikaliedosering.

(Man gyner en jevn doseringsforskyvning).



Eksempel 2:

Eksempel 3:

FEksempel U4:

Eksempel 5:

Eksempel 6:

Eksempel 7:

Eksempel 8:
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Kan skyldes korte periodiske doseringsvariasjoner.
Representerer en mer alvorlig feil:

1) Ujevn dosering som fglge av hindringer i vaske-
str¢gmmen,

2) Pumpeslangene virker ikke som de skal.

3) TFortettninger i "puls suppressors".

4) Slangen kan ha sklidd pa teflon-skjgtene.

Ga over hele slange- og blandesystemet.

En stgrre boble har passert flowcellen. Spiller

ingen rolle.

Dette skyldes akkumulering av smabobler i flow-
cellen. Ma utbedres ved skylling eller demontering

og vask av cellen.

Indikator faller i dette tilfelle raskt ut pa glass-
rgrveggen. Kjgr gjennom med vann, eventuelt noe
surgjort med HC10, eller HCl. Varm opp rgret 5-6 cm
foran utfellingsstedet. Man kan her endre pa
indikatorens surhet, eventuelt ¢ke vanninnholdet 1
reagenset. En eller annen form for oppvarming av
reagens eller indikator anbefales ikke, da dette kan
fordrsake fnokking av fellningsprodukter, og

sdledes gj¢gre problemet enda stgrre. Er doserings-
forskriftene fulgt vil ikke dette problem neppe
oppsta.

Dette kan skyldes

1) Indikatorlgsning mangler.
) SO,-innholdet i prgven er sd hgyt at skriveren

gédr 1 peak. I sa fall fortynnes prgven.

1) Prgvetilfgrselen har sviktet.
2) Prgven er forurenset, eksempelvis av Ca eller Ba.

3) Colorimeterlampen er slukket.
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Eksempel 9: Presslokket pa pumpeslangene er ikke strammet
Tilstrekkelig.

Eksempel 10: Dette er vanskelig & forklare. Det kan skyldes

ufullstendig utvasking, men kan ogsad skyldes feil
eller uregelmessigheter i instrumentets elektronikk.
En jevn tilfeldig doseringsvariasjon kan ogsa
tenkes. Feilen synes & vare forbigdende. For fa
undersgkelser er imidlertid gjort til & kunne ha en
sikker forklaring pa dette. En slik prgve mad tas

om igjen.

Eksempel

LLA e BE Her har konsentrasjonsdifferansene vart for store,
slik at kurven ikke har rukket & stabilisere seg.
Utvaskingen har med andre ord ikke vert tilstrekkelig.
Ny prgve md& kjgres.

Eksempel 12: Blandingen av vaskene er for darlig. Mer luft md
fdres inn mellom segmentene, eller man kan eventuelt
dke blandespirallengden. Det fgrste er &
foretrekke.

Eksempel 13: Dette er kanskje den vanligste "feil". Man har her
en periodisk doseringsvariasjon. Man kan rette pa
forholdet ved & gd over slangene, eventuelt for-
korte dem. Det er spgrsmdal om & prgve seg frem.

SLUTTBEMERKNINGER

En narliggende alternativ metode til den beskrevne er "manuell"
spektrofotometrisk metode. Manuelt vil man sannsynligvis greie

opptil 10 prgver pr time med ett instrument.

Med en kalkulatorisk timelgnn pa kr 40,- vil da enhetsprisen bare
i lgnnsutgifter til instrumentoperatgren utgjgre minst kr 4,-.

I tillegg kommer lgnn til utregningsarbeidet og for vask av
glassutstyr. Det er derfor klart at med stor prgvemengde er den
manuelle metode prismessig ikke konkurransedyktig. Man md ogsa
regne med at paliteligheten er stgrre ved & bruke Auto Analyzer

da en del operatgrmessige feilkilder vil bli eliminert. Det
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siktes da spesielt til operatgrens muligheter til & gjgre feil
ved pipettering og instrumentavlesning. Thorin-reaksjonen er
noe tidsavhengig. Variasjoner i tidsintervallene mellom
mdlingene vil sdledes kunne introdusere feil som ikke vil
forekomme ved bruk av Auto Analyzer. Parallellkjdring av de to
fremgangsmdtene har ogsd vist at det ganske ofte er relativt

store avvikelser i resultatene.

Normalt er reproduserbarheten med Auto Analyzer under *0,1 ug SOz/ml.
Stgrre mdlefeil vil som oftest lett avslgres ved studie av

kurvene. De feil som naturligvis ikke lar seg avslgre er
kontaminasjon av prgven under prgvetilberedningen eller innhold

av interfererende ioner. De ioner som vil introdusere alvorlige

fail ar spesialt ca’t, g?~ og Poi_

Selv om Thorin-metoden normalt gar utmerket pa Auto Analyzer,
er det en rekke forhold man gjerne skulle ha visst noe mer om,
for dermed & kunne gke paliteligheten av resultatene. Her skal
nevnes det viktigste av det som kommer til & bli undersgkt

narmere siden:

1) Fglsomhetsreduksjonen ved lengre tids kjg¢ring.
2) Linearitetsforholdene for standardkurven.
3) Pumpeslangenes varighet.

4) Interfererende stoffer. Mulighetene for at de kan na
absorbsjonslgsningen gjennom filteret. Det er tegn som

tyder pa at dette av og til kan forekomme.

5) Lagringsundersgkelser av standarder, reagens- og indikator-

lgsning.
6) TForholdet mellom pulseringsfasene og slangelengder.

7) Bariumsulfatens lgselighet. Dennes betydning for mdling

av lave S0, verdier spesielt.
8) Spenningsstabilisatorens effektivitet og stabilitet.

9) Betydningen av temperaturen pa prgvene, reagens- oOg

indikatorlgsning.

10) Om hvor egnet de ulike plast-typer er for oppbevaring av

prgver (med hensyn pa interferens).



- 35 =

Av disse punkter er det punkt 1) som etter forfatterens mening
representerer den stgrste svakhet i gyeblikket. Fglsomhets-

reduksjonen gjgr kurveavlesningene og standardkjgringen ungdig
omfattende og tidskrevende, og er en kilde til ungyaktigheter.

Det er derfor mest presserende a lgse nettopp dette problem.
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