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For du starter med arbe{det i laboratoriet, sa

er du nadt til at tage en

aboratoriekitte! pa.

I "Kemien bag FIA-metoden” kommer eleven til at arbejde med FIA-metoden i et virtuelt

laboratorium, som gennemgér principperne i FIA-metoden, og som giver point, alt efter

hvor godt eleverne loser opgaverne. Undervejs skal eleven undersege en reekke fodevarer

for indholdet af koffein. Eleven far ogsé indsigt i den kemiske baggrund for metoden samt

i at bruge teknologien. Eleven fir desuden viden om stoffet koftein og effekterne af koffein.

Spillet kan afvikles inden for 2 normal-lektioner, og
det laegger godt op til den méde, hvorpa eleverne skal
arbejde med sporgsmal til eksamen.

I det folgende gives en kort introduktion til brug af spillet:

o Intro - registrering og login - 10-15 minutter
o Selve spillet — 60-70 minutter
« Opsamling - 5-10 minutter

Nyskabelse inden for kemi

Ruzicka. Metoden er baseret pa disse 3 FIA-principper:

o Injektion af prove

« Kontrolleret opblanding af preve og reagens
(sakaldt dispersion)

o Reproducerbar timing

FIA-metoden er udviklet af forskerne Elo Hansen og Jarda

Du finder spillet her:
https://temp.labster.com/courses/DTU/FIA/2015/about

Via dette link kan du som leerer fa adgang til spillet.

Pa side 8 i denne leerervejledning finder du et link til
Labsters support, hvor du kan fa hjelp til at oprette dine
elever som brugere.

Det gav flere fordele. For det forste kunne man kere pro-
verne hurtigt. For det andet kunne man ogsa udfere analy-
seprocedurer, som ikke tidligere havde veret mulige. F.eks.
kunne man udnytte smé forskelle i reaktionshastighederne
af de kemiske reaktioner, der fandt sted. Det kalder man
ogsa kinetisk diskriminering. FIA &bnede for en hel reekke
anvendelser og kunne kombineres med en reekke detek-

tionsmetoder Det geelder f.eks. bio- og kemiluminescens,

Udviklingen af FIA-metoden fra 1974 viste, at det ikke var
nedvendigt at blande prove og reagens fuldstaendigt — dvs.
opné fysisk ligeveegt. Man behovede heller ikke at vente,

til alle reaktioner var lgbet til ende — dvs. kemisk ligevaegt.

hvor reaktionsenergi frigives som synligt lys.

Mere info pa: http://www.flowinjectiontutorial.com/

index.html
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Plan for afvikling af

FIA'S kemidel

Intro - registrering og login - 10-15 minutter

For du og dine elever kan bruge spillet, skal du oprette
en brugerkonto, og alle dine elever skal have et individu-
elt login. Du far en brugerkonto ved at kontakte support
hos softwarefirmaet Labster:
http://web.labster.com/support/?_ga=1.51759661.54025
6341.1428662122

Supportmedarbejderne vil guide dig gennem processen.

Opfyldelse af fagmal for faget Kemi
og Bioteknologi (STX)

Anvendelsen af FIA deekker en reekke af de faglige mal,
kernestoffet og supplerende stof for faget Kemi. Der
arbejdes med fagomraderne kemiske strukturer, stof-
mengdeberegninger, fysiske egenskaber og spektro-
fotometri. Fagets mél deekkes iser ved at illustrere en
metode, der er anvendelsesorienteret i industrien.

Via FIA arbejder eleverne desuden med sammenhaen-
gen mellem stoffers struktur og kemiske og fysiske
egenskaber samt stoffers anvendelse i hverdagen. Hvis
materialet bruges sammen med historiedelen, far ele-
verne input til at forstd og vurdere kemiens betydning

for mennesket og omverdenen i samspil med den

samfundsmeessige og teknologiske udvikling.

Selve

spillet

Selve spillet - 60-70 minutter

I spillet bliver man inviteret inden for i et laboratorium,
hvor man kan preve at arbejde med FIA-metoden. Spillet
arbejder med en seerlig udgave af FIA-metoden, hvor pro-
verne (theobromin og koffein) er blevet forbehandlet, for
de injiceres i baerer-veesken. I denne forbehandling har
man trukket polyfenoler ud af oplesningen. Ellers ville
disse forurene de mélinger, der skal foretages i spillet.

Undervejs far man instruktioner via den “Labpad”, der
er integreret i spillet.

Spillet har desuden en indbygget progression, sa det bli-
ver mere og mere kreevende undervejs. Det kan vere en
god idé at forberede eleverne p4, at de skal teenke mere
og mere selvsteendigt, efterhanden som de kommer
leengere inde i spillet.

Opsam-

ling

Opsamling - 5-10 minutter
Under opsamlingen kan du bl.a. gennemgé folgende
sporgsmal:

« Hvilke fordele har FIA-systemet fremfor andre
analysesystemer?

« Hvorfor er det nedvendigt at lave en standardkurve
for at bestemme koncentrationer i de ukendte prover?

 Hvad skulle man ggre videre i eksperimentet, hvis
alle proverne 1a udenfor det malbare omrade?

Diskutér desuden indholdet i de forskellige produkter
og deres effekt pa nervesystemet.
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Praktiske rad, som kan gore spillet lettere: .« Ianimationen er indforingssted og detektor koblet
sammen i én enhed. I laboratoriet er disse to funktio-
« Undervejs kommer man gennem forskellige quiz- ner adskilt.
agtige spergsmal. Hvis man svarer forkert, popper
sporgsmélet op igen. Men hver gang skifter svar- Maskinen i spillets animation
mulighederne plads pa en tilfeeldig made, s& man
ikke bare kan tage svarmulighederne fra en ende af. . SPRING

o Ten af spillets sekvenser skal man fremstille en prove
af chokolade. Nar man fremstiller denne prove, er
det vigtigt, at man slavisk folger den reekkefolge, som
spillet leegger op til. Ellers kan spillet komme til at
fryse. Man far instruktioner om, hvad man skal gore
pé Labpaden.

o Laeg meerke til, at absorbansen males over tid, idet
molekylerne ikke alle males p4 en gang grundet opu mans o, er gov et gt e
flowet. S& modsat traditionel spektrofotometriske
malinger, sa males altsa arealet under kurverne
(absorbans*tid).

Hvis du har brug for at pause spillet, kan du ikke gore det -
et hvilket som helst sted. Spillet gemmer automatisk data : - A
bestemte steder undervejs — ved serlige checkpoints. I
laboratoriet vil du se en gren tekst, hvor der stir *Saving,
nar du er kommet frem til et nyt checkpoint, der bliver
gemt af spillet. Hvis du skal starte igen, kan du veelge at
starte ved det seneste checkpoint, du har opnaet. Hvis du
veelger at starte forfra, slettes alle checkpoints.

Hijzlp til at laese animationer og
maskine i spillet

Tryk pa den peristaltiske pumpe.

I teoridelen er der en generel beskrivelse af opbygnin-
gen af FIA-systemet. I den virkelige verden kan FIA-
maskiner se meget forskellige ud. I spillet optreeder 2
versioner af en FIA-maskine. Det kan méske virke lidt
forvirrende. Illustrationerne til hgjre viser de veesentlige
forskelle i de 2 maskiner, som bruges i FIA-spillet.

o Imaskinen i animationen er der kun én mixing coil. Det skal bemerkes, at kurver i FIA-spillet, der skal

I maskinen i laboratoriet er mixing coil splittet op i 2 demonstrere effekten af flowhastighed og leengden

forlgb, den ene oven over den anden. pé mixing coil, kun viser tilnzrmede kurver og ikke

eksperimentelt afprovede kurver.

side 5



5aggr
Om F

08 UNC

Und.

A-metoc

kotteln

el

ersggelse af



I det folgende er der en preesentation af FIA-metoden, koffein samt hvordan metoden kan

bruges til at analysere koffein i en preove. Denne tekst findes ogsd i selve spillets teoridel.

Enkelte ting vedrerende opsetningen, og som ikke har betydning for indholdet, kan vari-

ere lidt.

Afsnittet dekker folgende temaer:

Koffein
» Koffeins kemiske opbygning og fysiske egenskaber
« Koffeins fysiologiske pavirkninger

- Koffein binder til adenosinreceptor

- Nedbrydning af koffein i kroppen

- Doser for effekt/overdosis

FIA

o Fordele ved FIA

o FIA - opbygning og funktion

o FIA - bestemmelse af koffeinindhold

Spektrofotometri
Standardkurver

Dele af materialet tager udgangspunkt i en undersg-
gelse af koffein, som er baseret pa Yuji Yamauchi et al.:
“Quasi-flow injection analysis for rapid determina-
tion of caffeine in tea using the sample pre-treatment
method with a cartridge column filled with polyvinyl-
polypyrrolidone”, Journal of Chromatography A, 1177
(2008) 190-194.

Koffein

Koftein er et opkvikkende stof. Det virker ved at sti-
mulere centralnervesystemet (CNS), sé cellerne lettere
affyrer signaler. Molekylet er det mest anvendte CNS
stimulerende stof. Stoffet er kendt og anvendt for dets
opfriskende effekt mod treethed.

Koffein herer til stofgruppen alkaloider. Alkaloider
findes bl.a. naturligt i flere plantearter, som f.eks. kaffe,
te og kakao. Der er fundet koffein i over 60 plantearter.
Alkaloider bestar ofte af komplicerede ringstrukturer,
der bade indeholder carbon, hydrogen og nitrogen.

Koffein optages i blodet fra tarmen. Koffein er bade
fedt- og vandopleseligt. Det medforer, at det kan treenge
ind i hjernen via blod-hjerne-barrieren. Koffein om-
dannes iser i leveren. Det sker ved, at enzymer fjerner
methylgrupper fra molekylet. Herved dannes bl.a.
theobromin, som giver en anden fysiologisk effekt. Det
er bla. afslapning af glat muskulatur og en virkning pa
hjertet, der minder om koffeins virkning. Koftein udskil-
les hovedsageligt via urinen. Stoffet har en halveringstid
pa 3-6 timer.

Koffein kan give mange effekter. Det kan veere bade
angst, arvagenhed, udholdenhed og abstinenser. Alle
effekter atheenger af den dosis, man har indtaget.

Koffeins kemiske opbygning og fysiske
egenskaber

Den kemiske formel for koffein er CH N O

877100 4 T 2°

Koffeinmolekylet herer til stofgruppen alkaloider. Det
produceres i planter som kaffe og te ud fra adenosin, der
indgar i DNA og RNA. I biosyntesen af koffein produce-
rer planterne ogsa en vis meengde theobromin. Theo-
bromin findes derfor ogsa i f.eks. kaffe og te og i udtreek
af planterne. Theobromin og koffein minder meget om
hinanden béde fysisk og kemisk. Derfor kan det vaere
vanskeligt at adskille dem i analyser. I FIA-metoden vil
det kraeve, at man velger en moderat flowhastighed i sy-
stemet. Ellers bliver stofferne ikke adskilt. Koffein har en
kraftigere stimulerende effekt pa CNS end theobromin.
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Koffein Theobromin

Figur: Koffeins og theobromins kemiske opbygning.
Koffein hedder 1,3,7-trimethyl-xanthin, eller 1,3,7-tri-
methyl-purin-2,6-dion. Theobromin hedder 3,7-di-
methyl-xanthin, eller 3,7-dimethyl-purin-2,6-dion.

Figuren viser, at koffein er opbygget af 2 ringsystemer.
Disse ringsystemer navngives puriner, som igen er
opbygget af en pyrimidin (6-leddet ring) og en imidazol
ring (5-leddet ring). Puriner er heterocykliske aromati-
ske forbindelser. Koffein er opbygget af 2 carbonylgrup-
per og 4 tertieere aminer. Bade koffein og theobromin
indeholder ogsé en amid gruppe. Det er en funktionel
gruppe, der bestar af en carbonylgruppe, der er bundet
til et C-atom og et N-atom. Desuden indeholder de et
alken, som er en umaettet kulbrinte, der indeholder en
carbon-carbon-dobbeltbinding. Den eneste forskel pa
koffein og theobromin er en ekstra methylgruppe, der
sidder i position 1 pa koffein. De funktionelle grupper i
koffein er alken, amid og amin.

Fysiske egenskaber som opleselighed og kogepunkt
Koffein er et hvidt krystallinsk stof. Det har et smelte-
punkt pa 235-238°C, og dets molarmasse er 194,19 g/
mol. Oplgseligheden i 20°C vand er 2,6 g/100 ml og 66
g/100 ml kogende vand. Theobromin er et lignende kry-
stallinsk stof, som kan forekomme gulligt. Theobromin
har et smeltepunkt pa 345-350°C og en molarmasse pa
180,19 g/mol. Opleseligheden i 20°C vand er 33mg/100
ml.

Kilder:

o Aktuel Naturvidenskab | 3 | 2007

o Ugeskrift for Leeger 166/22, 2004

o http://en.wikipedia.org/wiki/Caffeine - set d. 12. januar 2016

e Hermandsen, Kjeld m.fl. - http://www.vidensraad.dk/content/kaffe-sundhed
- set d. 12. januar 2016

o https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-

Aldrich/Product_Information_Sheet/c0750pis.pdf - set d. 12. januar 2016

o https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=T4500&interface=Pro
duct%20No.&N=0+&mode=mode%20matchpartialmax&lang=en&region=
DK&focus=productN=0%20220003048%20219853286%20219853103 - set

d. 12. januar 2016

Koffeins fysiologiske pavirkninger

Koffein pavirker fysisk udholdenhed

Koffein har veeret pa listen over dopingmidler, hvor
man max. ma have 12 mikrogram/ml urin. Det blev dog
fjernet fra WADA's (World Anti-Doping Agency) liste,
da der ikke var sikre studier, som kunne dokumentere
den preestationsfremmende effekt af koftein.

Koffein gger musklernes sammentraekningsevne. Dette
blev for i tiden koblet sammen med, at koffein oger
mengden af adrenalin i blodet, dvs. kroppens eget stress-
hormon. Men denne teori er sa godt som forkastet som
den eneste arsag. Nyere viden har nemlig vist, at koftein
skaber signaler inde i cellen, som frigiver intracellulaer
kalcium i muskelceller, og det skaber igen mulighed for
en muskelsammentraekning. Problemet med denne teori
er dog, at det kun er pavist ved toksiske (giftige) doser
af koffein. Men ved lavere doser end dér, hvor det bliver
giftigt, ses der ikke nogen frigivelse af intracelluleer
kalcium, og dermed burde der ikke vaere nogen frem-
mende effekt.

Koffein binder til adenosinreceptor

Koffein indeholder strukturelt 2 ringsystemer, som ogsa
kaldes puriner. Det ene ringsystem er purinen adeno-
sin. Derfor kan koffein binde til receptorer, der normalt
binder adenosin, dvs. adenosinreceptorerne. Der findes
flere former for adenosinreceptorer, og man har endnu
ikke fuldt ud forstaet funktionen for de forskellige
receptorer.

Aktiveringen af adenosinreceptorerne er kendt for at
aktivere omdannelsen af ATP til cAMP. cAMP er et
intracelluleert signalmolekyle, der bl.a. aktiverer cAMP-
kinasen. Denne kinase abner en K+-kanal i membranen,
og det medferer, at K+ siver ud af cellen. Derved bliver
cellen hyperpolariseret, sa nerveaktiviteten haemmes.
Adenosin horer altsa til et system, der heemmer nerve-
signaler.
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Koffein har en antagonistisk binding til adenosinrecep-
toren. Stoffet haemmer altsé signalerne fra adenosin og
dermed omdannelsen af ATP til cAMP. Derfor mod-
virker koffein ogsa cAMP ‘s hemning af nervesignaler i
hjernen. Koffein skaber derfor en gget aktivitet, der bl.a.
frigiver dopamin og serotonin. Disse to neurotransmit-
tere haenger sammen med flere af de effekter, man har
set af koffein. Det geelder bl.a. udholdenhed, mindre
treethed, afslappethed og virkning mod demens.

Kilder:
Ugeskrift for Leeger 166/22, 2004
Hermandsen, Kjeld m.fl. . - http://www.vidensraad.dk/content/kaffe-sund-

hed - set d. 12. januar 2016

Nedbrydning af koffein i kroppen

Nar koffein nedbrydes i leveren, bliver det til 3 nye stof-
fer. Disse stoffer har hver deres betydning for den effekt,
man oplever, nar man f.eks. drikker kaffe og cola:

N 50
3
/N N“‘CH;
HE g
Caffeine
H “ ?Hs \ ?Hg
N, =0 N O N 9]
AR @ SIS o
/ SCHy / H “CHy
HyC [s] HC 0 o
Paraxantine Theobromine Theophylline
(84%) (12%) (4%)

Theobromin - dette stof er med til at oge meengden af
bade ilt og neeringsstoffer til hjernen.

Paraxanthin - dette stof kan oge fedtforbreendingen til
muskelaktivitet, og det seetter kroppen i stand til at yde

mere.

Theophyllin — dette stof kan ege pulsen og koncentra-
tionsevnen.

Man ved, at mennesket ret hurtigt udvikler tolerance
overfor koffein, hvilket typisk er tegn pa atheengighed.

Man kan altsé blive immun overfor koffein og kan der-
for efter leengere tids indtag have brug for mere koffein
end tidligere for at opna en fysiologisk virkning.

Der er bide fordele og ulemper ved at fa koffein i krop-
pen. I hoje doser kan man opleve rystelser og generelt
ubehag. American Chemical Society anbefaler derfor
ogsd, at man ikke indtager mere end ca. 400 mg koftein
om dagen. Det svarer til 3 store kopper kaffe, 5 daser
Red Bull eller 8 kopper sort te. Hvis man f.eks. indtager
400 mg koffein 3 gange om dagen i 7 dage, s& melder
folk om sevnforstyrrelser pa grund af deres indtag af
koffein.

Kilder:
http://videnskab.dk/krop-sundhed/derfor-kvikker-kaffe-dig-op-om-morge-
nen - set d. 12. januar 2016
Energidrikke i Danmark Undersogelse af indtaget blandt 10-35-4rige, DTU

Fodevareinstituttet, Afdeling for Ernaering, november 2014

Doser for effekt/overdosis

Kafteforbruget og dermed koffein er stort i Danmark.
Faktisk ligger vi pa en 4. plads over kaffeforbruget i hele
verden, malt pr. indbygger. Hele top 5 er besat af skandi-
naviske lande. Danskerne forbruger 8,7 kg kafte pr. pers.
pr. ar. Dertil kommer koftein fra te og iser koffeinholdi-
ge energidrikke, der ogsé udger en veesentlig del. Maend
drikker mere kaffe end kvinder. Meend drikker mellem 3
og 4 kopper om dagen, hvor kvinder ligger pa omkring
3 kopper om dagen.
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Vigtige bivirkninger ved koffein

jerne

Desighed

Dget eller nedsat sult
Torst

Bine
Slgretsyn

Balancesansen

1 Angst
Svimmelhed Forvirring

Andedrat Iritabilitet

Ande lugter frugtagtig Sevnigshed

Vejrtraekningsbesveer Systemisk

Forhgjet

Hud
Redmen blodsukker

Koldsved
Bleghed

Hjerte
Hurtig puls

Maven J ; j Muskler
Kvalme . Rystelser
Smerter
Urinvejene
@get urin
Ketoner

iurinen

Tarme
Diarré

Der er ikke registreret nogen dedsfald pa grund af kaffe-
indtag. Men eksperimentelt har man undersggt LD50 til
at vaere pa 150-200 mg/kg hos rotter. Til gengeeld er der
ogsé undersogelser, der peger pé flere gode egenskaber
ved kaffeindtag, som i flere af tilfeeldene er koblet til kof-
fein. Undersogelserne tyder bl.a. p3, at koffein mindsker
risikoen for at udvikle forskellige kreeftformer, demens-
sygdomme og type 2-diabetes.

Kilder:
Hermandsen, Kjeld m.fl. . - http://www.vidensraad.dk/content/kaffe-sund-
hed - set d. 12. januar 2016
Ugeskrift for Laeger 166/22, 2004
Dansk kemi 6/7, 2013

FIA

FIA er en forkortelse for Flow Injection Analysis. Nav-
net beskriver meget godt opbygningen af systemet. Ved
injektion af prover i et flow af en baere-veske (et oplos-
ningsmiddel) kan apparatet herefter lave en analyse af
indholdet i proven.

Fordele ved FIA

Fordelen ved denne metode ligger i det konstante flow.
Det giver nemlig mulighed for:

« Mange prover pa kort tid uden at stoppe malingerne.

« Stor ngjagtighed.

» Miljorigtig metode, da det kun kreever smé meengder
af reagenser.

» Qkonomisk billig analyse pga. relativt sma maengder
reagenser og simpelt apparatur.

Metoden er desuden blevet endnu mere effektiv og bil-
lig, efter at det er blevet muligt at opsamle data digitalt
med en computer tilsluttet til systemet.

Hurtigheden af disse analyser gar fra 10-30 sekunder

pr. prove. Metoden er meget anvendt i laboratorier, der
analyserer vandprever, jordprover, miljganalyser, farma-
kologiske analyser og mange flere.

Kilde:

http://www.flowinjectiontutorial.com/index.html - set d. 12. januar 2016
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FIA - opbygning og funktion

Om FIA-systemet
FIA-systemet findes i forskellige varianter, alt efter hvad
man ensker at undersoge.

Overordnet bestér FIA-systemet af en fysisk og en
kemisk del.

Den fysiske del (se figuren) serger for en rackke kon-
stante forhold, sa den eneste variable er koncentrationen
af det stof, man ensker at undersege i en prove. De
konstante forhold er:

« Provernes volumen er den samme.

o Bere-vasken ("carrier”) holder den samme flow-
hastighed, og derfor bevaeger alle proverne sig igen-
nem slangesystemet med samme hastighed.

+ Det slangesystem, som baere-veaesken beveager sig
igennem, har en konstant opbygning, sa alle prover
behandles identisk.

o Berestrommen flytter proven med sig, og derfor kan
man injicere en ny preve, uden at den bliver blandet
sammen med den foregdende.

o Preven udtages/detekteres det samme sted, og derfor
er der i alle proverne sket den samme opblanding
mellem beere-strgm og prove.

o Man behever ikke at vente pa ligeveegt i en reaktion
mellem prove og et reagens.

Nér man injicerer en prove i beere-vaesken, vil den
gradvist blive opblandet mere og mere med baere-
vaesken - lidt ligesom, hvis man heelder et farvestof i en
a. Denne opblanding sker pa samme made fra prove til
prove, nar prevens volumen, baere-veeskens hastighed
og slangesystemet er konstant. Man kalder ogsa prevens
opblanding for prevens dispersion. Opblandingen sker
altid pa samme made - og derfor kan man beregne, hvor
meget af proven, der er blandet op med beere-stremmen
til et hvilket som helst bestemt tidspunkt/sted langs
slangesystemet. Ud fra det kan man regne sig tilbage til
den koncentration, som preven ma have.

I nogle tilfeelde kan man ngjes med at udnytte de fysiske
forhold i FIA-metoden. Det geelder, hvis det uden videre
kan lade sig gore at detektere de stoffer, man vil under-

soge. I andre tilfeelde er man nedt til at tilfgje et kemisk

lag i metoden. Her tilseetter man et reagens til beere-
stremmen. Reagenset tjener det formal, at det reagerer
med proven, sa de stoffer, man vil undersoge, bliver
malbare. Det kan f.eks. veere, at de far en farve, der kan
registreres i en detektor.

I dette spil er det kun FIA’ fysiske fordele, der udnyttes.
Koffein indeholder nemlig aromatiske strukturer, som
absorberer UV-lys. Derfor kan koftein — uden tilseetning
af reagens — detekteres i et spektrofotometer.

I denne version af FIA udnytter man desuden, at man
kan adskille koffein og theobromin fra hinanden. De 2
stoffer har nemlig forskellig molekylvegt. S& undervejs

i FIA-systemets kolonne separeres de 2 stoffer, sa de
ankommer til detektoren (spektrofotometret) pa forskel-
lige tidspunkter. Derfor kan man male indholdet af
koffein separat fra theobromin.

Tidligere analyserede man provers koncentrationer

af bestemte stoffer ved at udsaette dem for reagenser i

en kolbe. Her métte man vente p4, at der var opstaet
kemisk ligevaegt, for man kunne male og beregne en
proves koncentration af et bestemt stof. Men med FIA
kan man male en proves koncentration meget tidligt i
reaktionen, fordi det, der sker i beerestrammen, folger et
menster, som kan beregnes. Metodemeessigt sparer det
megen tid.

FIA-systemets komponenter

Systemet er baseret pa en peristaltisk pumpe, der sorger
for at pumpe en bzere-veaske (et oplgsningsmiddel) gen-
nem systemet i et kontinuert flow. De prever, man vil
undersoge, sprojtes ind i baerevaesken. Man kan sende
flere prover af sted lige efter hinanden, uden at de bliver

blandet sammen.

Systemet bestar af:

« Automatisk pipette (autosampler) til at tage mange
prover hurtigt.

o Pumpe, der sorger for et konstant flow af en baere-
veeske (et oplgsningsmiddel).

o Indfering af prover i baere-vaesken.

 Mixing coil, en kolonne (en tynd slange), hvor pre-
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verne og bare-veasken gradvist blandes mere og mere
sammen.

o En detektor, der kan registrere indholdet af bestemte
kemiske stoffer.

o Eventuelt tilseetning af et reagens, der reagerer med
proven, sa det bliver muligt at registrere indholdsstof-
ferne i detektoren.

o En affaldsbeholder, der opsamler proverne og oplas-

ningsmidlet.

Prove

T e
=MW1 —

Mixin coil (kolonne) e

Figuren viser flow injektionssystemets opbygning.
Detektoren kan f.eks. vare et spektrofotometer, hvis
de kemiske stoffer har en farve.

o Automatisk pipettering (autosampler): Bruges i man-
ge typer af analyse-apparater. I FIA har automatikken
stor betydning. Det betyder nemlig, at systemet kan
héndtere mange prover hurtigt efter hinanden. Det
er nemt at foretage prover, da det er enkelt at indfere
proverne direkte i beere-vaesken. De meget tynde
slanger gor desuden, at apparaturet kan analysere
meget sma meengder - og dermed skabes der ogsé
kun sma maengder affald.

 Den peristaltiske pumpe: Serger for at pumpe en
beaere-veaeske gennem systemets tynde slanger i et
konstant flow. Man kan sende flere prover afsted lige
efter hinanden, uden at de indbyrdes bliver blandet
sammen. Metoden skaber meget nojagtige resultater.
Apparaturet kan ret nemt eendres. Det er vigtigt, da
flow hastigheden bestemmer, om stoffer i proverne
enten bliver adskilt fra hinanden, eller om de nar at
reagere med et eventuelt reagens, inden de nar frem
til detektoren. Man kan altsa skrue op og ned for
flowhastigheden.

 Mixing coil: Tynd slange, hvor preverne gradvist
blandes mere og mere med beere-vaesken, nar beere-
veesken pumpes igennem slangen. Ved kanterne i

slangen bremses bere-vesken lidt, mens der er mere
fart pa vaesken i midten af slangen. Det er denne
forskel i hastighed, der gor, at baere-veaeske og prove
bliver blandet. Nar man kender flowet, flowsystemets
dimensioner og prevens volumen, kan man be-

regne graden af opblanding til et bestemt tidspunkt.
Diameteren og leengden kan justeres pa kolonnen
(mixing coil/slangen). Leengden, diameteren og pum-
pens flow er nemlig med til at styre, om stofferne skal
na at adskilles, eller om der skal na at forlebe nogle
reaktioner i flowet.

Detektoren: Skal kunne handtere meget sma meng-
der. Det lgses i de fleste detektorer ved, at mélingerne
sker i et meget lille rum (flowcelle) for enden af
mixing coil. Hvis detektoren er et spektrofotometer,
males det lys, der ikke absorberes, og ud fra viden
om den samlede mangde lys beregnes det absorbe-
rede lys. Alt efter hvilke stoffer, der skal males pa,
anvendes forskellige detektorer. Hvis man skal male
pé et stof, der har en farve og dermed kan absor-
bere lys, anvender man f.eks. et spektrofotometer.

Et spektrofotometer bestar af et spektrometer og en
lyskilde. Nogle gange har stofterne ikke i sig selv en
farve, der kan detekteres i spektrofotometeret. Sd kan
man tilsette et reagens, der danner en farvet kemisk
forbindelse sammen med det pagaldende stof. Man
kan ogsa anvende ionselektive elektroder til detek-
tion. Det kan f.eks. vaere en nitratelektrode, hvis man
skal male vandprevers indhold af nitrat. Det kan ogsa
vaere en fluoridelektrode, hvis man skal male flourid
i tandpasta.

Spektrometer og spektrofotometer: Et spektrofoto-
meter er et instrument, der kan bestemme intensi-
teten af det lys, som udsendes fra en lampe i spek-
trofotometret (Io), og af det lys, der har passeret
gennem en given oplesning (I). Som oftest udveelger
man en bestemt bolgeleengde. Forskellen mellem de
2 lysintensiteter er saledes et mal for, hvor meget lys
oplpsningen har absorberet. Det kan vises, at denne
sakaldte absorbans er givet ved logaritmen til forhol-
det mellem de 2 lysintensiteter (log Io/I), og den er
direkte relateret til koncentrationen af det absorbe-
rende stof. Dvs. ved at méle de 2 lysintensiteter kan
man simpelt beregne koncentrationen.
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Kilde:

http://www.flowinjectiontutorial.com/index.html - set d. 12. januar 2016

FIA bestemmelse af koffeinindhold

FIA kan bruges til at bestemme indholdet af koffein i
forskellige former for drikkevarer. Her er der dog en
udfordring. For ssmmen med koffein findes der mange
andre indholdsstoffer i f.eks. kaffe. Og det kan forstyrre
resultatet.

Koffein kan detekteres ved hjelp af spektrofotometri,
fordi koffein-molekyler indeholder aromatiske struktu-
rer. Og aromatiske strukturer absorberer UV-lys. Men
mange andre forbindelser i kaffe og te indeholder ogsé
aromatiske strukturer. Blandt disse er der f.eks. polyfe-
nolerne. De skal fjernes forst, for at man er sikker pa,
at det er koffein, man detekterer og ikke polyfenolerne.
Man kan fjerne polyfenolerne ved at forbehandle pro-
verne med stoffet PVP (polyvinylpyrrolidone). Det er
et polymer-materiale, der binder polyfenoler, men ikke
koftein.

Efter forbehandlingen har vi nu en kaffeoplesning, der
ikke indeholder polyfenoler. Der er dog stadig theobro-
min i oplesningen, som kemisk og fysisk ligner koftein
meget. Den eneste forskel pa de to molekyler er en
ekstra methylgruppe, der sidder pa koftein, men ikke

pa theobromin. Dette gor theobromin meget mindre
opleseligt i vand end koffein. Derfor kan de 2 stoffer ad-
skilles i FIA-systemets mixing coil ved at bruge den rette
beere-veaeske (oplosningsmiddel) - men altsa kun efter, at
polyfenolerne er fiernet med PVP.

(@)

time {min}

time (min)

Figur gengivet efter: Yuji Yamauchi et al.: “Quasi-flow
injection analysis for rapid determination of caffeine
in tea using the sample pre-treatment method with

a cartridge column filled with polyvinylpolypyrro-
lidone”, Journal of Chromatography A, 1177 (2008)
190-194.

Den forste del af figuren, som er angivet med (a), viser en
analyse, der er forbehandlet med PVP, som fjerner alle
polyfenolerne fra preverne, inden de keres i FIA (2,4,5
0g 6). Dernzst er FIA i stand til at adskille theobromin
(1) og koftein (3). Det er arealet under de 2 toppe, der er
et udtryk for koncentrationen af de 2 stoffer. Pa x-aksen
angives tiden for, hvornar preverne registreres. Denne
tid kaldes retentionstiden, og den er et udtryk for, hvor
lang tid en kemisk forbindelse i preven er om at komme
igennem systemet. Der vil vaere forskellige retentionsti-
der for koffein og theobromin, hvilket giver to toppe.

Den bagerste af de 2 grafer, som er angivet med (b), er
en analyse, der ikke er forbehandlet med PVP. Derfor er
der flere toppe. Det er toppene for polyfenoler, og 1 og 3
er ikke adskilt.

Figuren viser altsa, hvor vigtigt det er at forbehandle
proverne med PVP.

Spektrofotometri

Spektrofotometri ga ud pa at sende lys gennem en
oplesning, der kan absorbere bestemte belgelaengder af
lyset. Den lysmengde, der absorberes, folger Lambert-
Beers lov. Loven siger, at absorbansen A er lig produk-
terne mellem leengden af veesken, ekstinktionskoef-
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ficienten og koncentrationen af stoffet, der absorberer
lyset ved den aktuelle bolgeleengde.

A=1*e\* [stof A]

Ekstinktionskoefficienten fortaeller, hvor effektivt lyset
svaekkes ved f.eks. absorbtion. Ekstinktionskoefficien-
ten atheenger af stoffet, der absorberer lyset, og af den
specifikke bolgelaengde lys, som preven udsattes for.
Laengden af vaesken i méleenheden i et spektrofotometer
(kuvetten) er oftest 1 cm, men sddan er det ikke i FIA,
da analysen foregar i tynde ror. Det kan altsa ses, at
absorbansen er linezer sammenhengende med koncen-
trationen af stoffet, der absorberer lyset. Jo mere stof der
er, desto mere lys absorberes.

RN
'
bbby

opl@sningsmiddel
Hvis man Kender ekstinktionskoetticienten tor stottet
ved den anvendte bglgelengde, kan man bestemme
koncentrationen direkte ud fra den malte absorbans.
Hvis man ikke kender denne, skal der laves en standard-
kurve for kendte koncentrationer.

Lzes mere om spektrofotometri her: https://www.
labster.com/wiki/spectrophotometry-da/

Standardkurve

Man laver en standardkurve ved at lave en raekke absor-
bansmalinger pa kendte koncentrationer af det stof, der
skal analyseres. Nu kan denne standardkurve bruges til

at bestemme koncentrationer i ukendte prover efterfel-

gende.

L L] L] | ’
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Ved hjalp af den malte absorbans kan koncentratio-
nen nu aflaeses pa standardkurven.

I FIA-systemet kommer der ikke kun én koncentration
og dermed én absorbans maling. Igennem FIA-systemet
vil koffeinmolekylerne beveege sig gennem mixing coil

i samlet flok. Men der vil vere f4, der er hurtigere og

fa, der er langsommere end den store klump. Derfor

er det npdvendigt at finde arealet under toppene, som
svarer til mange absorbansmélinger pé kort tid. Nar
man finder dette areal, vil det altsé svare til den samlede
absorbans og dermed den samlede mengde koffein i

proven.

Kilde:

o Journal of Chromatography A, 1177 (2008) 190-194

side 14



