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1 Indledning

Koncentrationsbestemmelse er en analysemetode
hvor en ukendt koncentration bestemmes i et medie,
eller sagt pa en mere pracis made: Bestemmelse af
mangden af en konstituent i en enhed af flere konsti-
tuenter. En konstituent er en delkomponent i et
stgrre system, f.eks. maltsukkeretigl, somerienvan-
dig oplgsning sammen med humlen og geeren (se boks
1). Koncentrationshestemmelse bruges mange sam-
menhange bade i hverdagen og i industrien. | takt
med at medicinsk udstyr er blevet mere let-anvende-
ligt, er for eksempel bestemmelse af blodsukker (i.e.
glukoseindholdet i blodet) hos sukkersyge blevet en
‘almindelig’ og rutineagtig @velse. | blodsukkerbe-
stemmelsen benyttes en enzymatisk bestemmelses-
metode, hvor glukosen omdannes til en strgm. Den
elektriske spanding (U, males i volt) og strgmstyrke
(I, males i ampere) kan males, hvorfra den elektriske
ladning (Q, angives i coulomb) kan bestemmes. Ud fra
den malte ladning og Avogadros konstant (Na) kan
stofmaengden (angives i mol) i den estimerede volu-
men af blod bestemmes. Blodsukkerkoncentrationen
angives typisk i stofmangde per volumen i enheden
mol per liter (mol/L eller evt. mmol/L). Denne infor-
mation er vigtig for, at den sukkersyge kan indtage en
tilpasset maengde af insulin til at nedbryde blodsuk-
keret, saledes at deres krop kan fungere, og de kan
leve uden gener.

Den enzymatiske metode, samt flydevaegten beskre-
vet i boks 1, er eksempler pa koncentrationsbestem-
melser, hvor man ud fra direkte malinger kan be-
stemme eller estimere en koncentration. For at kunne
opna et ngjagtigt resultat ma metoden enten veere se-
lektiv som f.eks. den enzymatiske maling af blodsuk-
keret i blodsukkeranalysen eller prgven man maler pa
ma besta af relativt fa konstituenter der kan influere
maleresultatet.

| dette kompendium vil vi gennemga forskellige meto-
der til at bestemme koncentration ud fra malinger. Da
der er et veeld af forskellige teknikker til koncentrati-
onsbestemmelse, beskrives i kapitel 2 nogle afgraen-
sede teknikker, som anvendes til hurtig og ngjagtig
analyse. | de efterfglgende kapitler vil enkelte af disse

Boks 1: Bestemmelse af sukkerindholdet
ved glbrygning

| forbindelse med hjemmebrygning af gl er vaegtfylde-
malinger (densitet) en vigtig informationskilde. Fgr
man tilsetter gaeren til sit bryg er man ngdt til at be-
stemme hvor maltsukkerkoncentrationen man egentlig
har opndet efter maeskningen. Til dette bruges en fly-
devaegt (se figur 1). | vaesker med en lav densitet stikker
flydevaegten dybere end i vaesker med hgj densitet. Sa-
ledes kan densiteten aflaeses pa skalaen ud for vaeskens
overflade. For vandige oplgsninger findes tabeller som
lister sammenhaengen mellem densitet og sukkerind-
hold. Saledes kan densiteten omregnes til en sukker-
koncentration.

Hvis der indgar flere konstituenter i vaesken, f.eks. nar
geeringen er i gang og der tillige med sukker findes en
ukendt maengde alkohol i oplgsningen, kan koncentra-
tionen af hver enkelt konstituent ikke bestemmes ved
en enkelt maling. Derfor males densiteten igen ved gae-
ringens afslutning. Ud fra den oprindelige mangde suk-
ker og den afsluttende densitet kan alkoholprocenten
slas op i en tabel.

Laes evt. mere om flydevaegte i “Maleteknik”, bd. 2, s.
205 [5].

e e -

Figur 1: En flydevaegt (kaldes ogsa et hydrometer), der
kan vaere lavet med én eller flere skalaer. Den tykke del
saenkes ned i vaesken. Malevaerdien aflaeses pa skalaen
ved vaeskeoverfladen.

teknikker blive naermere beskrevet, og i nogle tilfaelde
suppleret med regneeksempler.

Derudover vil vi fremhaeve teknikkernes styrker og
svagheder for at give en forstaelse for hvilke faktorer,
der kan have indflydelse pa maleresultatet.

Der vil i dette kompendie blive brugt en del termer fra
kemien, det antages derfor at begreberne introduce-
ret i kompendiet "K3, Kemiske oplgsninger” [1] er
kendt.
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Tabel 1: Her vises forskellige teknikker, der kan anvendes til at bestemme koncentration eller adskillelse af konstituenter,
hvorfra en koncentration kan bestemmes eller estimeres. | de to sidste kolonner angives hastigheden hvormed en prgve
kan analyseres, samt om der kan udledes en koncentration direkte fra maleteknikken.

Maleteknik Malemetode
. Adskillelse af konstituen-
Kromatografi . ,
ter pd en stationeer fase
. Adskillelse af konstituen-
Massespektrometri ter ud fra molekylvaegt
H Bestemmelse af proton-
P aktivitet (H*)-ionen
Ledningsevne Sam{et meengde af ioners
ledningsevne
Absorption af en eller
UV-Vis flere  bestemte  bglge-
leengder (Lambart-Beer)
. Andri i lyset isk
Refraktometri ndring i lysets fysiske
egenskab
Rénteen Bestemmelse af densitet-
g forskelle for komponenter
. S ligni k-
NIR (Neerinfrargd) ammenligning af spe

trum med tidligere prgver

plus mange flere...

2 Beskrivelse af maletek-
nikker

| tabel 1 ses et udpluk af maleteknikker, der kan be-
nyttes til at bestemme koncentrationen af en eller
flere konstituenter. Teknikkerne har forskellig anven-
delse, som her kort vil blive beskrevet.

2.1 Kromatografi

Kromatografi er en generel term, som beskriver ad-
skillelsen af konstituenter ved at de pavirkes forskel-
ligt af en stationzer fase. Neermere bestemt placeres
det, man gnsker adskilt, pa den stationaere fase, og en
mobil fase fgres henover, hvorved forskellige stoffer
traekkes med forskellig hastighed og der sker en ad-
skillelse. De to mest anvendte former for kromato-
grafi er vaeskekromatografi og gaskromatografi. Alt
efter hvilken detektor der er monteret pa systemet,

Tid pr.

Anvendelse Maleform
prove
Alsidig, bruges.tll adskil- Min. - timer Direkte
lelse af konstituenter
PR [iEEse o - Min. - timer Direkte
holdsbestemmelse
Laborat.orle og.f¢devare— Sek.-min. (Direkte)
industrien
Robust, bruges i indu-
strien pga. hastighed og Sekunder Direkte
tilforladelighed
Robust metode, der an-
vendes i laboratorier pa Sek.- min. Direkte
forskellig vis
L .
aboratorle'analysg for Min. Direkte
fgdevareindustrien
Anvendes i fgdevareindu-
strien (store emner) og Sek.-min. Indirekte
lufthavne
Hurtig analysemetode,
der isaer anvendes i fgde- < sek. Indirekte

vareindustrien

kan kromatografimetoderne anvendes analytisk (med
henblik pa identificering) eller kvantitativt (med hen-
blik pa oprensning og koncentrationsbestemmelse).

En naermere beskrivelse af analysemetoden, der an-
vendes for kromatografi, er beskrevet i Analyseteknik,
kap. 12. [2]

Boks 2: Ordet “Kromatografi”
Ordet kromatografi er sammensat af de graeske ord
kroma, som betyder farve og endelsen -grafi som bety-
der noget som er skrevet eller tegnet. Sa betydningen
er egentlig 'farvetegning'.

Anvendelsen af kromatografi blev fgrste gang beskre-
vet omkring ar 1900, og den russiske botaniker Michael
Tsvet (1872-1919) tilskrives aeren for opdagelsen. |
1903 og de fglgende ar beskrev han adskillelsen af en
raekke plantefarvestoffer ved hjalp af vaeskekromato-
grafi, men teknikken blev glemt, og fgrst i 1930 blev
den genoptaget. Det egentlige gennembrud kom i 1940
med A.J.P. Martins og R.L.M. Synges beskrivelse af vae-
skekromatografi, for hvilken de i 1952 modtog nobel-

prisen i kemi. [10]
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Vaeskekromatografi

Vaskekromatografi deekker over alle de kromatogra-
fiske metoder, hvor veeske anvendes som den mobile
fase. Vaeskekromatografi (pa engelsk forkortet LC for
”Liquid Chromatography”) anvendes ofte i forbin-
delse med en anden teknik som detektor eller for at
analysere konstituenten. Hgjtryksveeskekromatografi
(benzvnes ofte HPLC fra det engelske navn ”High
Pressure Liquid Chromatography”) er en meget ud-
bredt metode. | figur 2 kan man se et eksempel pa en
kommercielt solgt HPLC opstilling?, der ofte forhand-
les med en UV eller UV-Vis detektor.

| en vaeskekromatografisk opstilling er valget og sam-
mensatningen af den benyttede vaeske/mobile fase
(ogsa kaldet eluent) vigtig. Valget af vaesken og sam-
mensatningen skal sammenholdes med den an-
vendte kolonne eller kolonnemateriale (den statio-
nzere fase), da de afggrer hvordan adskillelsen af de
stoffer der placeres pa kolonnen forlgber. Hvor lang
tid et kemisk stof tager om at bevaege sig igennem ko-
lonnen kaldes for retentionstiden. Retentionstiden er
forskellig for kemiske stoffer, men kan pavirkes ved
valg af kolonnemateriale og eluent veeske/vaeskesam-
mensaetning.

Gaskromatografi

Gaskromatografi er, som navnet antyder, en kroma-
tografisk separeringsmetode, hvor den mobile fase er
en gasart. Den anvendte gasart kan enten veaere kval-
stof (N), helium (He), argon (Ar), brint (H,) eller luft.
Gaskromatografi forkortes ofte GC (fra det engelske
navn ”Gas Chromatography”). Valget af hvilken gasart
der benyttes som eluent afhaenger mest af hvilken de-
tektorman gnsker at bruge. De to mest anvendte de-
tektorer er flammeioniseringsdetektoren (FID) og den
termiske ledningsevnedetektor (TCD). Af disse to er
TCD detektoren den bredest anvendelige. FID detek-
toren er primaert egnet til at detektere kulbrinter, da
detektoren virker ved at male antallet af ioner i en
brintflamme. Gaskromatografi benyttes hovedsage-
ligt til at separere og male pa kulbrinter af korte til

" Tilgaet januar 2020 pa URL-adressen: https://dk.vwr.com/as-
setsvc/asset/da_DK/id/18714098/contents/ultra-high-perfor-
mance-liquid-chromatograph.pdf

Figur 2: Eksempel pa kommercielt HPLC opstilling,
hvor komponenter (auto)sampler, kolonneovn, pumpe
og detektor er integreret i én enhed. Billedet er tilpas-
set og benyttet med tilladelse fra VWR Avantor.

lange kulstofkaeder, eller pa stgrre apoleere moleky-
ler.

Gaskromatografi er, ligesom vaeskekromatografi, en
teknik, der ofte anvendes i forbindelse med en anden
teknik som detektor og for videre analyse.

2.2 Massespektrometri

Massespektrometri er en analyseform, hvor ionise-
rede molekyler bliver accelereret inde i en maskine,
hvor de derefter kan separeres alt efter deres masse
(molarmasse, g/mol) og ladning (Z*/"). Nogle masse-
spektrometre kan videreanalysere pa individuelle
massetoppe, hvorfra man kan udlede strukturinfor-
mation ud fra et fragmenteringsmgnster.

Massespektrometri er et meget staerkt analysevaerk-
tgj, iseer nar det kobles med en anden teknik, som for
eksempel de fgrnaevnte kromatografiske separations-
metoder (disse benavnes saledes enten LC/MS eller
GC/MS, hvis massespektrometri er kombineret med
henholdsvist veeskekromatografi eller gaskromato-
grafi). Detektoren, der benyttes ved massespektro-
metri, teller antallet af ioner med en specifik masse
(eller mere pracist masse per ladning). Derfor kan
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massespektroskopi i visse tilfelde give meget ngjag-
tige oplysninger om en prgves molekylere sammen-
saetning.

Ved brugen af massespektrometri er ioniseringsmeto-
den meget vigtig. Sma ’'inerte’ molekyler kan rammes
af hardere ioniseringsenergi uden at de gar i stykker,
hvorimod store molekyler eller proteiner er mere
skrgbelige i forhold til hgj ioniseringsenergi, hvorved
bindinger brydes og fragmenter opstar. Som eksem-
pler pa anvendte ioniseringsmetoder kan navnes

Figur 3: Eksempler pa kommercielle ledningsevne sen-
sorer, der fremstilles af firmaet Yokogawa. @verst ses

der to kontaktfrie ledningsevnesensorer i ISC40 fami-

len, der virker ved hjzelp af en spole (toroid). Nederst

ses en SC42-34 ledningsevnesensor, der er opbygget

som en koaksial (cylindrisk) fgler. Billederne er givet

med tilladelse fra Yokogawa Europe Solutions B.V.
elektronioniseringsmetoden (EI, Electron lonization),
matrixassisteret laser desorptions-ioniseringsmeto-
den (MALDI, Matrix Assisted Laser Desorption loni-
zation) og Elektrospray-ioniseringsmetoden (ESI,
Electrospray lonization), som er navnt i reekkefglgen
fra ’hard’ til 'blgd’ ioniseringsmetode.

2.3 pH-elektroder

Kommercielle pH-elektroder, som typisk anvendes til
bestemmelse af pH, er i virkeligheden kombinations-
elektroder. Dette skyldes at den pH-fglsomme over-
flade med fgleelektroden (glaselektroden) kun dan-
ner en halvspending. For at kunne male et

spaendingsfald er det derfor ngdvendigt med en refe-
renceelektrode, der er i kontakt med en referenceop-
Igsning og i ionisk kontakt med overfladen af glaselek-
troden. pH-elektroden er den mest anvendte af de
ionselektive elektroder, hvor ionselektiviteten an-
dres ved at @ndre doteringen (tilfgrsel af en smule
‘urenhedsatomer’) af glaselektrodeoverfladen. Da
pH-elektroden er afhaengig af den ionfglsomme glas-
elektrodeoverflade til at kunne fungere, og derfor
skrgbelig i forhold til slag, tryk, hgje temperaturer og
meget alkaliske (basiske) miljger, er disse mest an-
vendt i laboratorieforhold, eller kontrollerede for-
hold, hvor risikoen for at beskadige dem er begraen-
set.

2.4 Ledningsevne

Ledningsevnemalinger er en af de mest anvendte kon-
centrationsbestemmelsesmetoder i industrien. Led-
ningsevnen er evnen for et materiale til at lede en
elektrisk strem, og angives bedst i enheden Siemens
per [centi]meter (S/[c]m).

Der findes forskellige sensorer, der kan benyttes for
at bestemme ledningsevne i vaesker. Disse kan indde-
les i to grupper: de kontaktfrie (f.eks. toroid-design)
og dem der er i kontakt med vaesken der males. | figur

Boks 3: Enheden for ledningsevne

Siemens per centimeter (S/cm) er den mest anvendte
enhed for ledningsevne. Dette skyldes historiske arsa-
ger, da forskerne der eksperimenterede med elektro-
der og elektrokemi alle normaliserede deres malinger i
forhold til stgrrelsen pa deres elektroder. Da disse ofte
var i stgrrelsesordenen ca. 1 cm - 1 cm (= 1 cm?) blev
leengdeangivelsen ‘cm’ den mest anvendte og accepte-
rede leengdeenhed inden for elektrokemi. Som metro-
logisk enhed er ‘'m’ basis for leengdeangivelsen, og der-
for anvendes prefixet ‘centi’ (= 0,01) oftest ikke pa
metrologiske institutter.

Derudover skelner man pa engelsk mellem ”conduc-
tance”, der angives i Siemens (S) og “conductivity”, der
angives i Siemens per (centi)meter) (S/[c]m). Desveerre
oversaettes begge til dansk som ‘ledningsevne’, og der
skelnes ikke om der er en lengdeangivelse eller ej. Da
ledningsevne uden leengdeangivelse er specifik for det
system man maler med, er det mest korrekt at angive
ledningsevne med en lzengdeangivelse.
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3 kan der ses nogle eksempler pa kommercielle led-
ningsevnesensorer.

For at kunne udlede ledningsevnen i en vaeske er det
ngdvendigt at kende sensorens cellekonstant, samt at
have en ledningsevnetransmitter, der viser selve re-
sultatet fra malingen. Ledningsevnesensorens celle-
konstant kan bestemmes enten ved geometrisk ud-
maling, eller ved kalibrering. Kalibreringen kan
udfgres enten mod en ledningsevnevaske som er ble-
vet certificeret som referencemateriale (CRM, Certi-
fied Reference Material), eller mod en anden led-
ningsevnesensor (eller -celle), hvor den samme vaske
ledes igennem begge, og deres maleresultat sammen-
holdes. Ud fra kalibreringen kan man bestemme en
cellekonstant, som er direkte afledt af S.l. enheden
for afstand (meter), og angives i reciprok laengde,
f.eks. m (det samme som 1/m). Ledningsevnesenso-
rer fas med forskellige cellekonstanter, for at tilpasse
dem til det ledningevhesomrade som man gnsker at
male i. Ledningsevnemalingen giver den samlede
veerdi for vaeskens ledningsevne. Det vil sige at der
ikke kan skelnes mellem ionerne som der males pa, og
generelt er det bedst at male pa sa simpelt et system
som muligt, hvor der er tilsat sa fa forskellige ledende
ioner som muligt. Ledningsevnen pavirkes af ionernes
evne til at bevaege sig frit’ (for at viderefgre en elek-
trisk strem), derfor pavirkes ledningsevnen af tempe-
ratur, det medie ionerne er i, ionernes stgrrelse, samt
hvor hgj koncentrationen er (hvor taet ionerne befin-
der sig til hinanden).

2.5 UV-Vis

Spektrofotometre, der maler lysintensiteten i bglge-
leengdeomradet fra ultraviolet til det synlige omrade,
benyttes til identificering og koncentratrationsbe-
stemmelse af simple lysabsorberende molekyler.

Figur 4: Eksempel pa et spektrofotometer med plads
til flere kuvetter. Billedet er anvendt med tilladelse fra
Ward’s Science.

| figur 4 ses et spektrofotometer med plads til flere
kuvetter. Spektrofotometeret virker ved at male ly-
sabsorbansen ved en eller forskellige bglgelaengder.
Denne maling sammenholdes med en referencema-
ling, der afhaengig af model kan ske samtidigt med el-
ler for der males pa en prgve. Prgverne der males i
spektrofotometeret ma ikke absorbere for meget lys
ved bglgeleengderne som man gnsker at male ved.
Derfor kan det til tider veere ngdvendigt at fortynde
ens prgver, samt at sgrge for at det oplgsningsmiddel
man benytter ikke absorberer lys ved de samme bgl-
gelengder, som man gnsker at benytte. For at udfgre
malinger i spektrofotometret, benyttes ofte kuvetter,
der er lavet af specielt glas, der ikke absorberer lys
ved de bglgelaengder som man gnsker at undersgge.

2.6 Refraktometri

Ved refraktometri benytter man sig af den egenskab
at lys udbreder sig retlinet i et medie, indtil det mgder
et andet medie. | graenselaget mellem de to sker der
en afbgjning af lyset, hvor man kan male et forholds-
tal, som er kendt som brydningsindekset for den pa-
geldende grenseflade (relativ). Ud fra det ngdven-
dige kendskab til hvad det er man maler pa og
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kendskab til sit instrument, kan man bestemme det
absolutte brydningsindex for sin prgve. Fra brydning-
sindexet kan man ved tabelopslag bestemme en kon-
centration. Brydningsindeksmalinger virker bedst pa
simple kulhydrater.

2.7 Rontgen

Rontgenbilledeanalyse af fg@devareprodukter er en
metode som firmaet Foss Analytical A/S producerer til
at udfgre fedtprocentanalyse af kgdprodukter. Et bil-
lede af deres produkt “Meat Master I1” kan ses ved
figur 5.

Metoden er baseret pa digital billedanalyse, idet at
fedt, ben og ked har forskellig densitet, og derfor ogsa
fremstar med forskellig intensiteter i Réntgenbilledet.
Metoden er et eksempel pa en ‘indirekte’ maleform,
da der ikke er en direkte relation mellem Rontgenbil-
ledernes intensitet og kgdprodukternes fedtprocent.

Metoden er afhangig af en god analyseteknik, samt
et godt og varieret datasaet som opslagsvaerk for bil-
ledanalysen.

2.8 Neaerinfrared

| de seneste ar er der sket en stor udvikling indenfor
narinfrargdspektrometre. Iseer inden for fgdevarein-
dustrien, men ogsa andre produktionsomrader har
metoden fundet anvendelse. Narinfrargd(benaevnes
'NIR’) spektrofotometre maler transmittans af lys
med bglgeleengde mellem ca. 800 nm til 2500 nm
(bplgetal mellem ca. 4000 cm™ til 12500 cm™). Spek-
tret man opnar fra naerinfrargdspektroskopi viser ge-
nerelt de svage overtone og kombinations vibratio-
nelle band, som fremstar som brede og ofte som kom-
binationer af flere energiovergange. Da mange af
disse vibrationnelle kombinations og overtone band
er kvantemekaniske ‘forbudte’ overgange, er deres
molare absorbans i narinfrargdomradet svagt. Den
svage molzere absorbans er en fordel i industrien, da
man kan male direkte pa prgver eller i produktionslin-
jen (inline/online), uden at skulle ‘fortynde’ prgverne.
En anden fordel for naerinfrargdmalinger er at gen-
nemtrangningsdybden er forholdsvist stor, derved
opnas information omkring hovedbestanddelene af
prgverne der males pa, og ikke blot greenselaget.

For at opna et resultat fra naerinfrargd malingen er
det ngdvendigt at analysere spektret i forhold til an-
dre optagede spektre. Da signalerne er kombinations-
band, varier intensiteten ikke direkte linesert med
koncentration, som det ses ved andre frekvensomra-
der (som f.eks. uv-vis). Til analysen af spektrene kan
der derfor benyttes forskellige linexzre og ikke-line-
@re analysemetoder sdasom: multipel lineaer regres-
sion (MLR), principal component analyse (PCA) / prin-
cipal component regression (PCR), linizer partial least
squares regression (PLS), polynominial partial least
squares regression (Poly-PLS), spline partial least
squares regression (Spline-PLS) og artificial neural
networks (ANN).

Figur 5: Produktbillede af inline Rontgenanalysator
”"Meat Master I1”, som produceres af firmaet Foss Ana-
lytical A/S. URL: https://www.fossanaly-
tics.com/en/products/meatmaster-ii, tilgaet januar
2020.
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2.9 Inline, Online og Off-line malin-
ger

| en proceslinje er der forskellige placeringer der an-

vendes for at kunne male pa reaktanter og pro-

dukt(er), alt efter hvad der er mest favorabelt eller

muligt. Generelt skelnes der mellem ”Inline”, "On-

line” og ”Off-line” malinger.

Inline madlinger foretages pa selve produktet/reak-
tanter som tilseettes, hvor maleproben er placeret di-
rekte i hovedlinjen eller i hovedstrgmmen der tilfgres.

Online mdlinger foretages ved at maleproben sidder
i en sidegren til hovedlinjen, eller hovedstremmen,
der tilfgres. Sidegrenen kan veere tilbage til hovedlin-
jen hvis den ikke er destruktiv (som f.eks. massespek-
trometri eller GC-kromatografi). Benaevnelsen ‘online
malinger’ benyttes ligeledes i forbindelse med malin-
ger (f.eks. optiske) pa et produktionsband, samt ved
systemer der giver et samlet overblik over nuvaerende
malinger.

Offline mdlinger (eller At-line) er madlemetoden, hvor
prgver udtages eller fjernes fra produktionslinjen, for
at kunne lave analyse pa dem.

Et overblik over maleplaceringerne er vist i figur 6.

Alt
gennemstrammende

analyseres En delma&ngde

udtages som preve

er analyseret, og ledes derefter
tilbage til hovedlinjen

En del af det gennemstremmende

Figur 6: Eksempler pa forskellige prgvetagningsplaceringer, der kan anvendes. Ved in-line malinger, bliver det gennem-
stremmende i hovedlinjen analyseret. Ved on-line malinger foretages der malinger pa en sidegren, som ledes tilbage

efter malingen. Ved off-line (At-line) malinger udtages en prgve, som analyseres. Tilpasset fra URL:

https://aavos.eu/glossary/online-inline-atline-bypass-analysers/, tilgdet januar 2020.
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3 Anvendte teknikker til koncentrationsbestemmelse

| dette kapitel gives en ngjere beskrivelse af nogle ud-
valgte teknikker.

3.1 pH
Koncentrationsbestemmelse ved brug af pH-elektro-
der er tidligere blevet delvist behandlet i kompendiet
"K1, pH-maling” [3]. pH er defineret ud fra brintio-
nens aktivitet, der kan estimeres ud dens molare
koncentration, [H*], og aktivitetskoefficient, yy+, jf.
ligning 1.
Ligning 1

pH = —logyo(ay+) = —logyo([H*] - yy+)
Ved at om-arrangere ligning 1 kan man saledes fa lig-
ning 2, der beskriver den molaere koncentration af
brintionen ud fra pH veerdien.

Ligning 2
10-PH
Yu+
Det vil sige at for syrer (og baser?), der siges at disso-
ciere (adskille sig) fuldsteendigt, og er fortyndet (un-

[H] =~

der 0,1 mol/kgy, o), og er indenfor de begraensninger
som er beskrevet af IUPAC (International Union on
Pure and Applied Chemistry), er det muligt at be-
nytte pH maling til estimering af koncentrationen.
Begraensningerne for pH definitionen fra IUPAC, er
dels den fgrnaevnte koncentrationsgraense, at det der
males pa kun ma indeholde vand som oplgsningsmid-
del, temperaturen skal vaere omkring stuetempera-
tur, og at trykket er naer normalt atmosfeerisk tryk.

En anden udfordring ved maling af pH, bestar i de
kombinationselektroder man ofte benytter. Disse be-
star af en samlet glas- og referenceelektrode, som be-
skrevet i undervisningsmaterialet ”K2, pH metre” [4]).
Da denne type af elektrode er lavet af en glaselek-
trode og med en ionisk permeabel forbindelse til re-
ferenceelektrodevasken, er disse modtagelige over

2 For baser kan hydroxy-ionens koncentration estimeres ud fra
autoprotolysen af vand, som ligeledes er beskrevet i kompen-
diet "k1 — pH maling” [3].

for fysiske stgd, tilsmudsning og tryk. Derudover vil
det veere ngdvendigt kalibrere disse med mindst to
kalibreringsbuffere, for at justere spaendingsrespon-
sen per pH enhed, samt spaendingsforskydning (grun-
det diffussionspotentialet og modstand fra lednings-
veje og samlinger).

3.2 Ledningsevne

En meget anvendt metode for koncentrationsbestem-
melse i vaesker bestar i at bestemme den elektrolyti-
ske ledningsevne. Dette udfgres i grove traek ved at
male den elektriske modstand i vaesken ved hjzelp at
et malehoved eller sensor.

Ledningsevne (ogsa kaldt konduktivitet) er en intensiv
tilstandsstgrrelse, som betyder at den ikke er af-
haengig af systemets (dimensionale) udstraekning.
Ledningsevne kan dog ikke males direkte, men ma ud-
regnes fra malinger af materialets eller vaeskens mod-
stand (resistans). Modstanden/resistansen er en eks-
tensiv tilstandsstgrrelse (se Boks 4), hvilket vil sige at
den er afhaengig af det malte systems stgrrelse,
blandt andet dets volumen, masse og energi (dermed

Boks 4: Intensive & ekstensive tilstands-
storrelser

Intensive og ekstensive tilstandsstgrrelser, beskriver et
materiales eller systems afhangighed af den fysiske
egenskab der undersgges eller beskrives. Hvis det ho-
vedsystem, som man undersgger, opdelesi to lige store
dele, sa kan de fysiske egenskaber eller tilstandsstgr-
relser for delsystemerne enten vaere halverede eller
uforandrede.

Hvis egenskaberne eller tilstandsstgrrelser for delsy-
stemerne er uforandrede, og derfor uafhaengige af
stgrrelsen der males pa, er disse intensive. Eksempler
pa intensive egenskaber og tilstandsstgrrelser er farve,
koncentration, densitet, temperatur, viskositet og spe-
cifik ledningsevne (og resistivitet).

Hvis egenskaberne eller tilstandsstgrrelser for delsy-
stemerne er forandrede er disse ekstensive. Eksempler
for ekstensive stgrrelser er masse, volumen, lengde,
stofmaengde og resistans.
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ogsa temperatur). Det betyder at elektrisk eller elek-
trolytisk ledningsevne bestemmes ud fra korrespon-
derende malinger af modstand, der korrigeres ift. ma-
lelengde/cellekonstant og temperatur.

Elektrisk og elektrolytisk modstandsmalinger kan ud-
fgres ens, idet de begge er givet ved Ohms lov (se Lig-
ning 3, hvor U er spaendingen i Volt, R er modstanden
i Ohm [Q], og I er strgmstyrken i ampere). Forholdet
mellem strgmstyrke, spaending og modstand, samt
deres malemetoden for disse er beskrevet i bogen
”"Maleteknik”, bind 2, s 160-166 [5].

Ligning 3
U=R-"1

Ledningsevne angives i S/m (eller S/cm), hvor den
som naevnt tidligere ogsa kan benavnes konduktivitet
[k], og er afledt af resistivitet [p] (enheden for p angi-
ves i Q-m). Ledningsevne og resistivitet er reciprokke
vaerdier af hinanden, som navnt i indledningens af-
snit 2.4, og kan derfor beskrives ved forholdet i ligning
4.

Ligning 4

K=-
p

| veesker vil der ved tilstedevaerelsen af ioner kunne
males en elektrolytisk modstand (vand og alkoholer
danner naturligt ioner, selv nar disse er ‘rene’).

Da man ved ledningsevnemalinger ikke kan skelne
mellem hvilke ioner man maler pa (der er ingen selek-
tivitet), er det gnskvaerdigt at male pa sa simpele sy-
stemer som muligt. Hvis malemetoden benyttes for at

90000
80000
E 70000
5
o
2 60000
=
9 50000
-
£ 40000
H
2 ;
§300w e NHAC]
4 il NaCl
£ 20000
H —tr—KCI
10000
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Molar koncentration (mmaol/L)

Figur 7: Her er vist den teoretiske ledningsevne som funktion
af moleerkoncentration for kloridsaltene af natrium (NaCl),
kalium (KCI) og ammonium (NH,Cl). Beregnet ved hjeelp af
Agion 6.9.8 (www.agion.de)

styre tilseetningen af reagens, at der kun er en be-
stemt komponent der justeres.

Ledningsevnen for forskellige oplgsninger af salte er
ionafhaengig. Det vil sige at den samme koncentration
af saltoplgsninger vil have forskellig ledningsevne ved
samme temperatur. Dette kan ses som eksempel ved
de teoretiske ledningsevner for de tre almindelige
kloridsalte, natrium-, kalium- og ammoniumklorid,
der er vist i Figur 7. Udviklingen af ledningsevne i for-
hold til koncentrationen for de tre salte ligner hinan-
den ved lave koncentrationer, men afviger dog ved
koncentrationer over 100-500 mmol/L.

Ved hgje ionkoncentrationer begynder ionernes mas-
setransport at begraense ledningsevnen, og udviklin-
gen ved tilseetning af salt er langtfra lineser. Endda
kan ledningsevnen begynde at aftage ved tilseetnin-
gen af salt. Et eksempel kan ses i Figur 8 som viser den
teoretiske ledningsevne for jern(ll)- og Jern(lll)nitrat
ved forskellige koncentrationer. For vandig Jern(ll)ni-
trat (Fe(NOs),) oplgsning ses det at ledningsevnen for-
gges naerved linezrt ved koncentrationer under 250
mmol/L, hvorimod udviklingen af ledningsevnen ’fla-
der’ ud over denne koncentration. For Jern(lll)nitrat
(Fe(NOs)s) er ledningsevneudviklingen indtil ca. 100
mmol/L tilneermelsesvis linear, hvorefter den aftager
kraftigt, og har en negativ udvikling ved koncentrati-
oner over 600 mmol/L.

3.2.1 Cellekonstanten

For at kunne udfgre ledningsevnemalingen ma man
kende sit maleudstyr. | en maleopstilling kan man ved

10000
60000

50000

8

30000

Ledning sevee ved 25 “C (1S/om)

Figur 8: Her er vist den teoretiske ledningsevne som funktion
af moleerkoncentration for Jern(ll)- og Jern(lll)nitrat. Beregnet
ved hjelp af Agion 6.9.8 (www.agion.de)
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at kende stgrrelsen, samt afstanden imellem male-
elektroderne beregne en cellekonstant. For et simpelt
lineaert system (med to elektroder) kan cellekonstan-
ten beregnes ud fra de to ovennavnte stgrrelser ved
forholdet i Ligning 5.

Ligning 5
l

K=-
A

Hvor K er cellekonstanten (ogsa kaldt den geometri-
ske faktor), | er lengden imellem elektroderne og A
er elektrodernes areal.

For andre typer af maleelektroder vil cellekonstanten
skulle udregnes ved andre forhold, da ledningsvejen
for maleudstyret er anderledes. Saledes er cellekon-
stanten generelt for koaksiale maleelektroder/celler
givet ved Ligning 6 [6].

Ligning 6

b
@
2'm
Hvor b er den ydre elektrodes indre radius, og a er
den indre elektrodes ydre radius.

| tilfelde hvor man ikke kender elektrodens geome-
tri, kan man benytte et (certificeret) refererencema-
teriale, hvor man i en anden opstilling eller ved et an-
det laboratorium har bestemt ledningsevnen af en
vaeske. Sa er det muligt ud fra malinger pa ens egen
maleopstilling at beregne cellekonstanten ud fra det
udmalte referencemateriale. Cellekonstanten udreg-
nes ud fra beregningen af resistiviteten, og den elek-
trolytiske ledningsevne, ved forholdet i ligning 4.
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e ® @ ®
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Ligning 7

Hvor R er den modstand malt i ens maleopstilling.

3.2.2 Ledningsevnemaling

For modstandsmalinger pa elektriske komponenter,
er det som beskrevet i “Maleteknik”, bd. 2, s. 160-161
[5], tilstrekkeligt at inducere en spandings- eller
stremstyrkeaendring, og male den resulterende
stremstyrke eller spandingsfald for at kunne udregne
den resulterende modstand. Dette er en metode hvor
man bruger en jeevnstrgm (DC), hvor spaendingen (en-
gelsk: potential) eller streamstyrken andres jevnfgrt
Ohms lov, og hvor den resulterende strgmstyrke- eller
spaendingsandring forbliver ens.

Malinger hvor spandingen holdes konstant og en
strgmstyrkeandring males, kaldes malingen poten-
tiostatisk. Hvorimod hvis strgmstyrken holdes kon-
stant og den resulterede spzendingsendring males
kaldes den galvanostatisk.

Til forskel for en maling pa en elektrisk komponent vil
man ved en maling pa en vaeske se at den resulte-
rende strgmstyrken eller spaendingsfald ikke forbliver
ens over tid. Dette skyldes at ionerne i vaesken samler
sig ved elektroderne nar de polariseres af stremmen,
og modstanden graduvist vil stige til det uendelige som
fglge af ionernes inhomogenitet. | Figur 9 ses til ven-
stre hvorledes ionerne over tiden vil migrere til hver
sin modsatpolariserede elektrode. Til hgjre i Figur 9
ses en reprasentation af strgmstyrkeforlgbet over tid

Strom (A)

o,. o y Tid (s
Maling pa elektrisk )
komponent

Elektrolytisk maling

Figur 9 Venstre: Ved mdling pd en vaske (elektrolyt) vil man se at ionerne efter hdnden samler sig ved elektroderne. Hgjre:
Dette farer til et at den mdlte stremstyrke falder som vist ved den rgde kurve.
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ved en potentiostatisk maling henover elektroderne.
Malingen vist med blat til hgjre i Figur 9 repraesente-
rer en modstandsmaling pa en elektrisk komponent,
hvorimod den r@de repraesenterer den lighende mod-
standsmaling pa en (elektrolytisk) vaeske.

(a) T ey
I :
_Strem | | A
(1), (2)
! ’__...-""I,
(b) Tl ; \
! ({] ] 1] ]
spending| |4 N_____. A
t Tid

Figur 10: Her er der vist en streampulsmdling, hvor strempulsen
vist i a induceres i en mdlecelle. Dette giver spaendingsrespon-
set, der kan ses i b, hvor den fuldt optrukne linje viser den in-
ducerede stremstyrke og spaendingsforlgbet i tiden t. Strgm-
pulsmdlingen udfgres kontinuert i forleengelse af hinanden
(vist ved fuldt optrukne og stiplede linjer).

For at overkomme denne udfordring, udfgrer de fle-
ste kommercielle transmittere malingen ved hjzlp af
andre metoder. Som for eksempel en tidsafhaengig
galvanostatisk (stremstyrke) maling eller malinger
med vekselstrgm (AC) ved forskellige frekvenser (kal-
des ogsa impedansmaling).

Den tidsafhaengige galvanostatiske maling kan udfg-
res som strgmpulsmalinger (som vist i Figur 10), hvor
der induceres en strgmstyrke (I;), samtidig med at
spaendingsforlgbet males. Henover en maling i tiden
t, vil der fremkomme to tidsreaktioner pa spaendings-
forlgbet, (1) en hurtig reaktion, og (2) en langsom-
mere reaktion pa spaendingen. Ved at ekstrapolere
disse to spandingsreaktioner, vil man kunne be-
stemme et estimeret spandingsrespons (V) der med
en vis ungjagtighed kan benyttes til at bestemme en
modstand. Ud fra cellekonstanten, man indgiver i
transmitteren, vil denne angive en ledningsevnema-
ling. Da den elektrolytiske ledningsevne som standard
er angivet ved 25 °C, indeholder de fleste ledningsev-
nefglere ligeledes en temperaturfgler, der anvendes
til at temperaturkompensere ledningsevnemalingen.
Temperaturkompenseringen bygger dog ofte pa den
teoretiske ledningsevneandring (ca. 2% andring per
grad), hvilket dog ikke passer for alle oplgsninger og
vaesker.

Ved at benytte vekselstrgm til at udfgre en maling pa
den elektrolytiske ledningsevnecelle, undgar man det
faenomen, som er vist i Figur 9, hvor ionerne samler
sig ved hver sin maleelektrode. Dette skyldes at til for-
skel for jeevnstrgmsmalingen, sa skifter vekselstrgms-
malingen kontinuerligt polarisering. Derved har io-
nerne ofte ikke mulighed for at migrere til hver sin
elektrode. Analysen er dog en del besveerligere, sam-
tidig med at der skal benyttes udstyr der kan &ndre
stremstyrken ved forskellige frekvenser og optage
frekvensforskydningen gennem malecellen.

Boks 5: Modstandsmaling ved
hjelp af impedansspek-
troskopi

Re |l Go

} »
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Re/ 2 Re Re[Z]
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4
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Med impedansspektroskopi kan man bestemme mod-
stande ved forskellige frekvenser. Til forskel for jeevn-
spaendingsmalinger, indeholder modstandsmalingerne
dog en real (Re[Z]) og en imaginar (Im[Z]) komponent.
Faktisk taler man ikke om modstand, men om impedans
(2). De reelle og imaginzere Impedanskomponenter kan
repraesenteres pa forskellige mader, ved at plotte dem
mod hinanden (vist som repraesentation gverst i denne
boks) far man et Nyquistplot.

De malinger man er interesserede i er dem, som er op-
taget ved det minimum som benavnes Re i Nyquistplot-
tet. Ved at plotte Re[Z) komponenten mod den inverse
frekvens far man en lineaer afhangighed (som vist un-
der Nyquistplottet), som kan benyttes til at estimere
Re, og dermed oplgsningens ’bulk’-modstand. Denne
metode har vist sig at vaere mere ngjagtig end den ty-
pisk anvendte DC strgmpulsmetode [13].
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Boks 6: Eksempel - pH overvagning ved hjzlp af en ledningsevnesensor

En renseproces i en industriel produktionslinje indebaerer at der tilseettes en vandig saltsyreoplgsning (ved
en koncentration af ca. 0,5 mol/L HCl,q) til linjen, som skal virke i mindst en time ved en pH < 1. For at
kontrollere pH-vaerdien placeres en ledningsevnesensor i/ved aflpbsvasken for linjen.

Vi gnsker at bestemme hvilken HCl-koncentration og ledningsevne af oplgsningen som svarer til pH 1. Led-
ningsevnen stiger ved lavere pH. Vi gnsker at estimere usikkerheden ved bestemmelsen af ledningsevnen,

saledes at vi kan afggre, hvilken vaerdi vi skal holde os over for med sikkerhed at kunne fastsla at pH er under
1.

De teoretiske vaerdier for vandige HCl koncentrationers ledningsevne og pH ved 25 °C er vist til venstre i Figur
11. Ud fra forlgbet for pH ses det at pH 1 svarer til en molaerkoncentration pa ca. 100 mmol/L (eller 0,1
mol/L). Af kurven for ledningsevne ses det at en molaerkoncentration pa 100 mmol svarer til en ledningsevne
pa ca. 40000 pS/cm (eller 40 mS/cm).

En lidt mere ngjagtig bestemmelse af ledningsevnen kan opnas ved at plotte vaerdierne for pH og lednings-
evne direkte mod hinanden. Dette er gjort til hgjre i Figur 11. Ud fra denne graf kan det ses at ledningsev-
nen falder eksponentielt med pH-vaerdien (sagt pa en anden made, den stiger eksponentielt med lavere
pH). Ud fra tendenslinjen, der er vist pa grafen er ledningsevnen
y = 389926e2236%
ForpH=1":
K = 38992622361 = 41700 uS/cm

Ledningsevnen skal altsa vaere over 41,7 mS/cm (= 4,17 S/m) ved 25 °C.

300 000 0

HCI - pH vs. ledningsevne

250 000 1 1000000

y = 389926 2235
R?=0,9975

100 000
200 000

10 000
150 000 1000

100 000 100

Ledningsevne ved 25 °C(uS/cm)

10

50 000 —¥— Ledningsevne

Ledningsevne ved 25 °C (uS/cm)

—&—pH 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 pH 0

Mol zere koncentration (mmol/L)

Figur 11: Til venstre ses de teoretisk beregnede pH og ledningsevne ved 25 °C for HCL ved molaere koncentrationer op til
0,750 mol/L. Til hgjre er pH og ledningsevnen plottet mod hinanden, og ledningsevneaksen er aendret til log(10) skala.

Pa grund af den hgje ledningsevne og brug af en syre som rensevaesken benyttes en toroid Yokogawa ISC40S
celle med en FLXA202 ledningsevnetransmitter. Ledningsevnecellen har en nominel cellekonstant pa
10 cm™ . Vignsker at kalibrere den benyttede ledningsevnesensor, for at bestemme den reelle cellekonstant
og den omtrentlige maleusikkerhed. Til dette formal benyttes et certificeret referencemateriel (CRM), der
kan vaere en vandig KCl oplgsning der er ngje udmalt. Referencematerialet har en certificeret ledningsevne
Pa Krer = 9,993S/m, og ekspanderet maleusikkerhed (k = 2) pa U (k) = 0,012 S/m.
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Boks 6: Eksempel - pH overvagning ved hjzlp af en ledningsevnesensor (fortsat)

Under malingen med referencematerialet er veesken og ledningsevnesensoren termostateret til 25 °C. Der
opnas 10 modstandsmalinger med cellen pa transmitteren. Middelvaerdien er R = 100,7 Q. Standardafvigel-
sen pa de 10 malinger er pa 0,5, sa standardusikkerheden p& middelvaerdien er u(R) = 0,5 Q/v/10 =
0,16 Q. Den relative usikkerhed er u(R)/R=0,16%.

Ud fra modstandsmalingen, og den certificerede ledningsevne fra referencevaesken, kan vi ved hjlp af Lig-
ning 7 bestemme en cellekonstant for ledningsevnecellen.

K = Keee* R =9,9935/m 100,72 ~ 1006 m™* = 10,06 cm™*

Da cellekonstanten er proportional med R, som er bestemt med en usikkerhed pa 0,16%, er den relative
usikkerhed pa cellekonstanten, u(K)/K ogsa ca. 0,16%. (Usikkerheden pa referencens ledningsevne er me-
get lav).

Cellekonstanten kan indszttes i ledningsevnetransmitteren, hvor modstandsmalinger omsaettes til lednings-
evne. Usikkerheden, u(R), pa en enkelt modstandsmaling, R, antages at veere lig med standardafvigelsen pa
0,5 Q ved 100,7 Q. Dette giver en relativ usikkerhed u(R)/R pa ca. 0,5%. Nar vi skal udregne usikkerheden
pa ledningsevnen benytter vi at de relative bidrag i en kvotient kan laegges sammen i kvadratur:

e L M9 J(”(K)> + (”(R)) = /(0,16%)? + (0,5%)? = 0,53%

R K K R

Usikkerheden pa en maling omkring 41,7 mS/cm er altsd u(x) = 41,7 mS/cm - 0,53% = 0,22 mS/cm.
For at opna 95% konfidens skal der ganges med en dakningsfaktor pd k = 2, dvs. U(x) = 0,44 mS/cm.

Nar der pd ledningsevenemaleren aflaeses en veerdi hgjere end 41,7mS/cm + U (k) = 42,3 mS/cm, kan vi
altsa med 95% sikkerhed sige at HCl-koncentrationen i aflgbsvaesken er hgjere end 100 mmol/L og at pH-
veerdien er mindre end 1.

(Man bgr nok ogsa overveje om der skal medtages et bidrag som skyldes at temperaturen ikke er eksakt 25
°C, hverken under bestemmelsen af cellekonstanten eller ved den egentlige maling ved linjen.)

3.3 Uv/vis-spektroskopi

Uv/vis-spektroskopi kan bruges til at bestemme kon-
centrationen af et stof ud fra dets absorption af lys
med bglgelaengder pa 200-800 nm, dvs. fra det ultra-
violette omrade gennem det synlige spektrum. | det
fglgende gennemgas noget grundlaeggende teori for
brugen af uv/vis-spektroskopi efterfulgt af et regne-
eksempel af koncentrationsbestemmelse af farvestof-
fet 'Brilliant Blue’ med og uden brug af standardkurve
(kalibreringskurve).

| figur 12 ses de typisk forekomne orbitaler i organiske
molekyler arrangeret efter deres relative energi. Ab-
sorptionen af lys skyldes elektronovergange mellem
disse orbitaler, hvor de mest almindelige er indikeret
med de sorte pile. De andre (o-n*, m-0* og 0-0*) har
som oftest energier, der ligger dybere i uv-omradet,

dvs. har bglgelzengder kortere end 200 nm. Absorpti-
onsprofilen for, og dermed farven af, et givent mole-
kyle afhanger af den pracise konfiguration af orbita-
lerne samt hvor nemt, de enkelte overgange kan finde
sted.

o* (antibindende)

n* (antibindende)

=

(ikke-bindende)

Energi

Figur 12: Energien af de forskellige typiske orbitaler i
organiske molekyler med deres relative energier. Be-
meerk, at energiaksen ikke er pa den rigtige skala.
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For at bestemme koncentrationen benyttes en opstil-
ling som vist i Figur 13. Lyskilden med intensitet I,
sendes gennem prgven med laengden [, og den efter-
fglgende intensitet I registreres i detektoren. Med
disse malte veerdier kan koncentration ¢ findes ved at
bruge en omskrevet version af Lambert-Beers lov
Ligning 8

log(I/l)) =A=¢lc,
hvor A er absorbansen, og € er den molare absorpti-
onskoefficient, som beskriver, hvor sterkt et mole-
kyle absorberer lys ved en given bglgelzengde. Inten-
siteten males typisk for en enkelt bglgeleengde ad
gangen ved at bruge en monokromator foran lyskil-
den, og sammenlagt giver alle disse intensiteter et ab-
sorptionsspektrum for prgven.

Der findes grundlaeggende to mader at bestemme
koncentrationen pa i uv-vis-spektroskopi. Man kan
enten direkte udregne koncentrationen fra Ligning 8,
hvilket dog kraever en kendt vaerdi for €, som typisk
skal findes i opslagsveaerker. Man skal ogsa sikre sig at
Lambert-Beers lov geelder i det givne koncentrations-
omrade, hvilket ikke altid er tilfeeldet.

Den anden made omgar dette problem. Her laver man
pa forhand en kalibreringskurve for det stof, man gn-
sker at teste for. Dette ggres ved at male pa en raekke
oplgsninger med ngjagtigt kendt koncentration, sale-
des at man far punkter pa begge sider af den forven-
tede koncentration. Med kalibreringskurven ved han-
den kan man blot foretage sin maling og derefter
sammenligne med kurven for at finde koncentratio-
nen i prgven. Herved undgar man at skulle bruge Lig-
ning 8 (og ¢€), da punkterne til kurven udelukkende
kommer fra malinger pa kendte koncentrationer.

Som det kan ses fra Ligning 8, er kalibreringskurven
lineaer, hvis Lambert-Beers lov gelder, og det vil den
gore for de fleste, tynde oplgsninger. En afvigelse fra
denne linearitet er imidlertid ikke noget problem med
denne metode, da man netop kortleegger kurvens
form pa forhdnd og senere udnytter denne til koncen-
trationsbestemmelsen. Da kalibreringskurven yder-
mere tager hgjde for forskellige fejl og afvigelser for-
arsaget af udstyret, kan den til en vis grad ogsa
kompensere for disse, fordi koncentrationerne til kur-
ven kommer fra en ekstern maling. Det er dog som
altid stadig bedst at benytte udstyr, som man gennem
ngje kalibrering har sikret sig fungerer.

Lyskilde Prove Detektor

Figur 13: Skitse af et uv/vis-spektrometer, hvor lyset
sendes gennem en prgve for derefter at blive opsamlet
af en detektor.

UNDERVISNINGSELEMENT # K5 metrologi.dk SIDE 14




Boks 7: Eksempel - Koncentrationsbestemmelse med og uden kalibrerings-
kurve
Vi gnsker at bestemme en ukendt koncentration af farvestoffet Brilliant Blue (E133). Som beskrevet i afsnit
3.3 kan vi ggre dette pa to forskellige mader. Vi vil fgrst ggre det ved brug af Lambert-Beers lov, og derefter
ved brug af kalibreringskurven i Figur 14. Vi husker, at absorbansen A i Lambert-Beers lov var givet ved
A=c¢lc & c =4A/le.

Pa denne made kan vi finde koncentrationen c ud fra en maling af absorbansen og de kendte veerdier € og [.
For en standardkuvette er [ = 1,00 cm, og vi bruger derfor denne vardi her. Absorptionskoefficienten € kan
findes i opslagsvaerker og er 130 000 L/(cm mol) ved en bglgelaengde pa A = 629 nm [11]. Vi skal her huske at
holde godt styr pa enhederne. Koncentrationer angives undertiden ogsa i g/L, da dette nemt relaterer til
stoffer, man afvejer. Til omregningen mellem disse to skal vi bruge molarmassen af Brilliant Blue, som er pa
792,85 g/mol.

Lad os antage, vi har malt en absorbans pa 0,900 i vores eksperiment. Ved brug af formlen ovenfor far vi da

- L) = 692 x 102 _ 0,006 92 mmol/L
~ 1,00 cm - 130 000 L/(cm - mol) L mmo

@

@nsker vi i stedet koncentrationen i g/L kan vi omregne med molarmassen:

¢ =6,92 % 107° mol/L - 792,85 g/mol = 5,48 X 1072 g/L = 5,48 mg/L

3 4 = Lineeert fit
Z X Eksperiment
(] 2
o
=
2
o 11
<
0 -

T T T T

0 5 10 15 20
Koncentration [mg/L]

Figur 14: Kalibreringskurve for farvestoffet Brilliant Blue (E133) madlt ved en bglgelaengde pd A = 629 nm.
Den anden made at ggre dette pa er ved at bruge kalibreringskurven i Figur 14. Den er lavet ved at male
absorbansen af syv oplgsninger af Brilliant Blue med koncentrationer pa hhv. 0, 1, 2, 3, 6, 10, 15 og 20 mg/L
i standardkuvetter, igen ved en bglgeleengde pa A = 629 nm. Vi antager, vi er i et regime, hvor Lambert-Beers
lov gelder, og vi kan derfor foretage et linezert fit til punkterne, som giver os forskriften

A=165L/g X c— 699 x 102

Ideelt set skulle kurven skaere y-aksen i 0, men grundet maleusikkerheder kan den afvige, og vi kan ogsa se,
at afvigelsen er rimelig lille. Omregnes haldningen far vi 130 810 L/mol, som ligeledes er ret taet pa tabel-
veerdien for €. Med forskriften kan vi finde koncentrationen for malingen af absorbansen pa 0,900 til

0,900 + 6,99 x 1073
a 165L/g

som naesten er det samme som f@r. Fordelen her er dog, at vi slap for at bruge tabelvaerdien for €, hvilket ggr
forsgget mere repraesentativt for forholdene under netop vores eksperiment. Vardien for € kan afhaenge af
eksterne faktorer som f.eks. pH-vaerdien og temperaturen, og kalibreringskurven tager implicit hgjde for
dette.

38 mg
= X 32— "
5,50 x 10 L 5,50 L
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3.4 Nerinfrared (NIR)

Neerinfrargd spektroskopi omhandler, som navnet an-
tyder, undersggelser af stoffers egenskaber i det nae-
rinfrargde omrade, dvs. fra ca. 780 nm til 2500 nm.
Dette ggres ved at male absorbansen (eller transmi-
tansen, afhaengigt af instrumentet) af det materiale,
man gnsker at undersgge. Forskellige materialer ab-
sorberer det indkomne lys ved forskellige bglgelaeng-
der, og de gor det ligeledes med forskellig styrke.
Disse forskelle skyldes den molekyleere sammensaet-
ning af materialet, og man kan derfor bruge NIR-spek-
troskopi til at identificere, hvilke stoffer en prgve in-
deholder. Og med ngje kalibrering af det brugte
instrument kan man ligeledes bestemme koncentrati-
onen af stofferne.

0. _©
610 O 40

Symmetrisk straek Bgjning

Figur 15: Eksempler pd vibrationelle tilstande i et vand-
molekyle. Mere udtgmmende lister kan findes pd nettet
med animationer af atomernes bevagelser, f.eks. her.

Den fysiske arsag til absorptionen skal findes i de en-
kelte molekyler. Et af de enkleste molekyler, vi kan
kigge pa, er et vandmolekyle. | en simpel model kan vi
betragte de to hydrogenatomer som veaerende for-
bundne til oxygenatomet med hver sin fjeder. | dette
billede er det nemt at forestille sig, at molekylet kan
bevaege sig pa mange forskellige mader, hvis man ry-
ster det. Om end en given bevaegelse kan vaere kom-
pleks, kan den beskrives ved en kombination af grund-
leeggende vibrationelle tilstande i molekylet; to
eksempler herpa er givet i Figur 15, hvor vi ser den
grundleggende bevaegelse for et symmetrisk straek
og en bgjning.

Alle disse grundlaeggende bevaegelser har forskellige
energier og vil derfor give anledning til absorption ved
forskellige bglgeleengder. Hver enkelt bevaegelse har
ud over den fundamentale energi ogsa overtoner ved
andre energier, ligesom en guitarstreng har overto-
ner, nar man anslar den. Disse overtoner vil derfor
ogsa veere synlige i NIR-spektret. Derudover kan de

Benzene

Cyclohexane

Absorbance
-

800 10001200140016001800200022002400
Wavenumber (nm)

Figur 16: Neerinfrargdt spektrum af benzen og cyclo-
hexan. X-aksen angiver bglgelaengden i nm, mens y-
aksen angiver absorbansen. Figuren er hentet uaen-
dret fra (https://www.nature.com/articles/s41598-
019-45945-y) distribueret under Creative Commons-li-
censen.

enkelte bevaegelser kombinere deres energi og give
anledning til absorption ved andre energier. Laeg der-
til, at de fleste interessante molekyler hurtigt bliver
komplekse (f.eks. glukose med formlen CgH1,06), 0g
man ender hurtigt med et meget kompliceret spek-
trum bestaende af mange overlappende toppe, som
kan vere sveert at analysere. Dette gjorde ogsa, at
NIR-spektroskopi i mange ar blev anset for at veere en
teknik med ringe potentiale.

Det er dog ikke alle atomare forbindelser, der giver
anledning til absorption. Men isar hydrogenbindin-
ger med andre molekyler (sdsom oxygen eller nitro-
gen) er aktive i det nzerinfrafrgde energiomrade. Man
ser derfor ofte fingeraftryk fra denne slags forbindel-
ser i de fleste prgver, idet hydrogenbindinger er en
fast bestanddel af mange (isaer organiske) forbindel-
ser. Forholdet mellem absorptionstoppene i spektret
giver derfor et fingerpeg om, hvor mange af de en-
kelte forbindelser en prgve indeholder, og dette fin-
geraftryk kan derfor bruges til at identificere prgven.
Et eksempel pa to spektre kan ses i Figur 16 for hhv.
benzen (sort, C¢Hg) og cyclohexan (rgd, CeHi,). Pa
trods af sin relativt simple form indeholder benzen
stadig mange toppe, der kan bruges til identifikation.
Bemaerk iseer, hvor mange ekstra toppe der optrader
i spektret for cyclohexan, hvilket netop skyldes de
seks ekstra hydrogenbindinger i dette molekyle. Flere
eksempler med endnu mere komplicerede spektre
kan eksempelvis ses her [7].
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Udviklingen i instrumentering og matematiske analy-
sevaerktgjer gennem arene har ligeledes gjort, at NIR-
spektroskopi i dag er en meget udbredt teknik, isaer
fordi mange prgver kan analyseres uden den store
forberedelse. Dette betyder ogsa, at analysetiden i
mange tilfelde er langt kortere end med andre tek-
nikker, idet selve malingen kan klares pa sekunder.

Til trods for disse fordele er spektreneialle andre end
de simpleste tilfelde meget komplekse, iseer hvis
mange stoffer er til stede i prgven, og det kan derfor
veere en stor udfordring at foretage kvantitative ana-
lyser. NIR egner sig dog veeldig godt til kvalitative ana-
lyser, idet det er muligt at kigge pa udviklingen af
spektrene forskellige prgver imellem.

Hvis man gnsker at foretage en palidelig kvantitativ
analyse, kraever det en ngje forudgaende kalibrering
med mange forskellige stoffer i kendte koncentratio-
ner. Ggres dette korrekt, kan koncentrationer ned til
omkring 0,1 % detekteres i de fleste tilfeelde. For at
opna denne praecision er det, ud over det omfattende
referencemateriale, ogsa ngdvendigt at anvende
avancerede analyseteknikker baseret pa multivariate
metoder (mere i naste afsnit).

Der er dog et stort potentiale i NIR-spektroskopi, hvis
man kan overvinde de navnte udfordringer. Da NIR-
spektre kan genereres pa fa sekunder, og da de inde-
holder fingeraftryk fra mange organiske forbindelser,
er NIR-spektroskopi meget populeaert i bl.a. fgdevare-
industrien, hvor f.eks. FOSS med stor succes bruger

A

X1

Figur 17: Eksempel pG en undersggelse med to vari-
able, x; 0g x,, plottet mod hinanden. De to principale
komponenter, PC; og PC,, kan ses som de akser, der
bedst beskriver variansen i dataseettet.

metoden til at bestemme kvaliteten af en lang raekke
fedevarer.

3.4.1 Multivariat dataanalyse

Multivariat dataanalyse vil sige, at man holder varia-
tionen af flere variable for gje pa én gang. Hvis man
f.eks. undersgger en raekke fgdevarer for deres ind-
hold af protein, kulhydrat, fedt og samlet energi, vil
en univariat analyse kun kigge pa, hvordan fgdevarer-
nes indhold af én parameter andrer sig af gangen. |
nogle tilfelde gar det godt, men mange gange a&ndrer
parametrene sig med hinanden, f.eks. vil indholdet af
enten protein, kulhydrat eller fedt ga op, hvis energi-
indholdet ggr det. Dette kaldes, at parametrene kova-
rierer, og denne kovarians fanges ikke af en univariat
analyse. Multivariat dataanalyse er derfor den anbe-
falede metode i f.eks. den farmaceutiske industri i
USA [8].

Principal component analysis (PCA) er en udbredt me-
tode i multivariat dataanalyse. Der er meget at sige
om PCA og dens anvendelser, men vi vil kun give en
kort introduktion til emnet og ellers henvise til andre
kilder for mere uddybende information.

PCA gar i sin essens ud pa at beskrive sine data ud fra
nogle principale komponenter (principal components,
PC), der tager hgjde for sa meget af variansen i data-
settet som muligt. Disse komponenter udregnes med
en statistisk metode baseret pa kovariansen af hele
datasaettet. Antallet af PC’er, man skal bruge til at be-
skrive et dataszet, vurderes fra gang til gang ud fra,
hvornar man har beskrevet nok af variansen. Der fin-
des statistiske metoder til at bestemme dette.

Et grafisk eksempel kan ses i Figur 17, hvor der er fo-
retaget en raekke malinger af to variable x; og x,. Plot-
tet mod hinanden kan vi se, at der tilsyneladende er
en korrelation mellem de to variable: Nar x; bliver
stgrre, gor x, det ogsa og vice versa. Der er altsa kova-
rians mellem x; og x,. Hvis man ngjedes med at kigge
pa de to variable hver for sig, ville denne sammen-
haeng ga ubemarket hen. Men med PCA kan man
finde de PC’er, der bedst beskriver variansen i data-
settet — i figuren er de illustreret med de to pile i el-
lipsen. | to dimensioner svarer dette til en simpel ro-
tation af koordinatakserne.

Man kunne spgrge sig selv, hvad vi sa har vundet ved
analysen? | dette tilfeelde har vi fundet kovariansen
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mellem x; og X2, men vi skulle stadig bruge to PC’er til
at beskrive datasattet med to variable.

Den virkelige styrke ved PCA bliver synlig, nar man har
mange variable, langt flere end de to her. Man kunne
forestille sig, vi havde fire som i eksemplet tidligere
med fgdevarerne, eller vi kunne have malt det fulde
nzringsindhold med vitaminer og mineraler for hver
fgdevare, hvilket ville have givet os mange flere; lad
os sige 29 for eksemplets skyld. Men det er hgjst
usandsynligt, at vi skal bruge 29 PC’er til at beskrive
variansen i dataszettet. Nogle gange kan man ngjes
med en 2-3 stykker. Vi har dermed reduceret dimen-
sionaliteten af datasaettet fra 29 variable til f.eks. 3,
hvilket kan gge overskueligheden betragteligt.

| tilfeeldet med NIR-spektroskopi er princippet det
samme. Vi har blot mange flere variable, idet hver en-
kelt malt bglgeleengde kan ses som en separat varia-
bel, hvor absorbansen sa er malingen af denne varia-
bel. Og da en maling kan klares pa sekunder, ender vi
hurtigt med et meget stort parameterrum. Kombine-
ret med den komplekse natur af NIR-spektrene, er det
naesten umuligt at fa et meningsfyldt resultat uden
multivariat analyse.

En interessant konsekvens ved dette er, at PC’erne i
sig selv bliver en slags spektre, som indeholder de
toppe og dale, hvor de malte NIR-spektre varierer
mest hinanden imellem; se f.eks. [9] for et meget illu-
strativt eksempel herpa.

Denne made at reducere dimensionaliteten af sit da-
taszet er ogsa en essentiel del af mere avancerede da-
taalgoritmer som f.eks. machine learning. Med de
enorme mangder data, der bliver brugt, er det ngd-
vendigt at reducere seattet til en rekke parametre,
som gerne skulle fortzelle mest muligt om datamang-
den, og her er PCA en blandt mange muligheder. Sa
kan man f.eks. ngjes med at kigge pa 3 parametre i
stedet for 29.

Moderne kvantitativ NIR-spektroskopi bygger ogsa pa
bl.a. PCA samt andre, mere avancerede algoritmer.
Det er ganske enkelt ngdvendigt for effektivt at kunne
beskrive prgverne i relation til det store bibliotek af
referencemalinger og dermed fa en palidelig kvantita-
tiv maling.

4 Opsummering

| dette kompendium gennemgas en del forskellige
teknikker, der pa forskellig vis kan benyttes til at lave
koncentrationsbestemmelser. Metoderne har fordele
og ulemper, som kort er blevet beskrevet. Det er isaer
ngjagtigheden og malehastigheden, der adskiller de
forskellige metoder.

Desuden gives regneeksempler for at kunne udfgre
kalibrering af henholdsvis en ledningsevneopstilling
og en absorbanskurve for et farvestof ved hjaelp at et
spektrofotometrisk udstyr.

Til sidst gives en kort introduktion til Principal Com-
ponent Analyse (PCA) og multivariat dateanalyse for
at anskueliggdre kompleksiteten af dataanalysemeto-
den ved at analysere naerinfrargd spektre.
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5 Ordliste

Begreb

Forklaring

Afsnit

Cellekonstant

Ogsa kaldt den geometriske faktor,
der beskriver en lednigsevnecelles
geometriske stgrrelse

Afsnit 3.2.1

Ekstensive tilstandsstgrrelser

Beskriver et materiales eller sy-
stems afhangighed af den fysiske
egenskab der undersgges eller be-
skrives. Hvis egenskaberne eller til-
standsstgrrelser for delsystemerne
er forandrede er disse ekstensive.

Eksempler for ekstensive stgrrelser
er masse, volumen, lengde, stof-
mangde og resistans.

Afsnit 3.2

Galvanostatisk

En elektrisk maleform, hvor strgm-
styrken andres, og andringen i
spaendingsfald males.

Afsnit 3.2.2

hydrometer

Ogsa kaldt en Oechslevaegt, er en
flydevaegt. Se ogsa Oechslevaegt

Afsnit 2

Impedansspektroskopi

En malemetode, hvor man benyt-
ter vekselstrgm ved forskellige fre-
kvenser til at bestemme et faseskift
i polariseringen. Malemetoden re-
sulterer i frekvensafhaengige impe-
danser, der har bade reelle og ima-
ginere komponenter.

Afsnit 3.2.2

Intensive tilstandsstgrrelser

Beskriver et materiales eller sy-
stems afhaengighed af den fysiske
egenskab der undersgges eller be-
skrives. Hvis egenskaberne eller til-
standsstgrrelser for delsystemerne
er uforandrede, og derfor uaf-
haengige af stgrrelsen der males
pa, er disse intensive.

Eksempler pd intensive egenskaber
og tilstandsstgrrelser er farve, kon-
centration, densitet temperatur,
viskositet og specifik lednings-evne
(og resistivitet).

Afsnit 3.2

Kromatografi

Kromatografi er en generel teknik,
som beskriver adskillelsen af kon-
stituenter ved at de pavirkes for-
skelligt af en stationaer fase.

Afsnit 2.1
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Lambert-Beers lov

Lov, der beskriver den spektrofoto-
metriske absorbans ud fra forskel-
lige fysiske parametre, som absor-
banskoefficient, vejleengde og
koncentration.

Afsnit 3.3

Ledningsevne

er evnen for et materiale at lede en
elektrisk strgm. Angives i Siemens
per meter [S/m]

Afsnit 2.4, Afsnit 3.2

Massespektrometrri

Massespektrometri er en analyse-
form, hvor molekyler kan masse-
adskilles ved at ionisere dem.

Afsnit 2.2

Multivariat dataanalyse

En dataanalyse hvor man analyse-
rer sin data, mens man holder vari-
ationen af flere variable for gje pa
én gang.

Afsnit 3.4.1

Oechslevaegt

Ogsa kaldt hydtromter, er en flyde-
veegt, der kan benyttes til at be-
stemme densiteten, og dermed
koncentrationen af forskellige vae-
sker.

Afsnit 1

Potentiostatisk

Elektrisk maleform, hvor spaen-
dingsfaldet &ndres, og @ndringen i
strgmstyrke males.

Afsnit 3.2.2

Reffraktometri

Malingen af den afbgjning der sker
nar lys, der bevaeger sig i et medie
mgder et andet medie.

Afsnit 2.6

Spektrofotometer

er et udstyr, der maler lysintensite-
ten i bglgeleengdeomradet fra ul-
traviolet til det synlige omrade.

Afsnit 2.5
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7 Leeringsudbytte

Laeringsudbytte:

Laeseren skal opna forstaelse for forskellige metoder,
der anvendes for koncentrationsbestemmelse, deres
anvendelser og begransninger.

Leringsmal:

Laeseren bliver i stand til:

1) Kort forklare metoderne hvorved de beskrevne
analysemetoder bygger pa. Herunder at

a. Beskrive fordele og anvendelsesomrader for de for-
skellig beskrevne teknikker.

b. Forklare eller kunne give et tidsestimat i forhold til
hvor land tid at en analysemetode tager at udfgre,
samt om disse er ‘direkte’ eller 'indirekte’ malinger.
c. Kunne forklare hvad begreberne ‘kolonne’ retenti-
onstid’, samt ‘'mobil’ og 'stationzer’ fase deekker over
inden for kromatografi.

d. Kunne forklare fordelene for brugen af ledningsev-
nesensorer iindustrien, i forhold til pH-kombinations-
elektroder.

e. Kunne angive enheden for ledningsevne, og for-
klare enhederne der beskriver dem.

f. Forklare hvad der skyldes de signaler der benyttes
ved analysen af narinfrargdspektre og kunne navne
mindst én analysemetode.

g. Kunne beskrive forskellene i placeringen ved en ’in-
line’, "at-line’ og 'offline’ maling.

2) Kunne beregne eller estimere koncentrationer fra
a. pH malinger, hvor
mol/kg(H,0)) beregnes af simple vandige og fuld-
steendigt dissocierede syrer.

b. Forklare hvordan en ledningsevnecellekalibrering
kan udfgres, og udregne en cellekonstant ud fra ma-
linger udfert ved 25 °C.

c. Benytte Lambert—Beers lov til at bestemme en

koncentrationen (<0,1

koncentration ud fra spektrofotometriske data, samt
opstille en kalibreringskurve, som kan benyttes til at
estimere en koncentration ud fra et stofs absorbans
ved en bestemt bglgelaengde.
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