Analytickée metody

Klasické metody

Instrumentalni metody

Klasicka analyza Instrumentalni analyza
Vysoka presnost stanoveni Promeénliva presnost stanoveni
az 0,1% rel. 5-10-20 % rel.
Stanovitelnost analytu Stanovitelnost analytu
do cca 0,1 % do 104 - 1019 %, ale téz jesté nizsi

Zalozena na zakladnim chemismu | Zalozena na fyzikalné-chemickych,
ale Castéji na fyzikalnich déjich

Vazkova a odmerna analyza Elektroanalyticke, opticke,
separacni instrumentalni metody




Analytickée metody

Kvalitativni stanoveni= zjisténi pritomnosti latek (co?)

Kvantitativni stanoveni = zjiSténi mnozstvi latek (kolik?)
Validace analytickych metod

Validace - prokazani toho, ze pouzity postup je vhodny pro zamyslené
pouziti. Kriticky je vybér validacnich parametrt - zakladni kritérium jak ziskat
dostatek udaju, aby bylo mozno posoudit, zda metoda Ci systém, jsou vhodné
pro zamysleny ucel.

Kalibrace — postup, kterym se navazuje méridlo na statni etalony. Jedna se o
urceni vztahu mezi vystupni a vstupni veliCinou, platného pro mérici system.



Validace

v" potvrzeni prostiednictvim skuteénych pozorovani, méfeni a zkouseni, Ze
pozadavky na zamysSlené pouziti nebo aplikaci jsou spInény

v' zahrnuje sérii experimentt, jejich matematicko-statistické zpracovani které
prokaze pti opakovaném pouZiti reprodukovatelne vysledky

v’ je tieba piesné definovat podminky, za kterych je metoda pouzitelna

pravidla validace

» validovat celou metodu
» validovat cely rozsah koncentraci

» validovat v rozsahu v§ech uvazovanych matric



Kvantitativni analyza

Metoda interniho standardu (IS)

IS = latka, ktera se ve analyzovaném vzorku nevyskytuje. Znamé mnozstvi IS
se pfida do vzorku. Podle pomérného zastoupeni IS se stanovi obsah

pozadovanych slozek.
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Kvantitativni analyza

Metoda kalibracni primky

- pfipravime sadu vzorkd o znamém sloZeni, stanovime zavislost odezvy
na koncentraci standardu v pfedpokladaném rozmezi ve vzorku.

=4

regression curve and 95% confidence interval

Kalibracni pfimka s 95% intervalem
spolehlivosti



Citlivost = smérnice kalibracni primky. Je-li citlivost zavisla na matrici, nepostacuje
kalibrace na Cisté latky.
Podil zmény odezvy mériciho zarizeni a odpovidajici zmény podnétu.




Linearita (Linearity)
schopnost metody poskytnout vysledky zkousky primo umeérné

koncentraci analytu.
Je zjiStovana analyzou vzorku s koncentracemi analytu, které pokryvaji

deklarovany rozsah metody.

Mez linearity, Limit of Linearity (LOL)

o

Signal

Vzorky, pouzité k urceni
linearity, musi byt
analyzovany v seriich

3 - 5 replikatu.

Koncentrace



Mez detekce = MD, LOD - Limit od detection
nejmensi mnozstvi slozky ve vzorku, které Ize stanovit

signal statisticky vyznamneé odliSny od Sumu.
Opakované méreni slepého vzorku - hodnoty oscilujici kolem nuly = Sum.

Mereni vzorku za stejnych podminek - signal S, musi dostateCne prevysovat
sum.

trojnasobek sumu smeérodatné odchylky slepého pokusu

S A vzorek 1 (proméfen v ase 4,
27| W o Zmefena hodnota Sy)
Sirax i

0 - ¢’ "l

Strin V\ n ¢as
Sum (oscilace zakiadni linie)




Mez stanovitelnosti - LOQ (Limit of quantification)

LA & 4

[V 4

stupném spravnosti a presnosti.

Desetinasobek sumu smérodatné odchylky slepého pokus

e e o -

vzorek 1 (proméfen v Case ¢,

.","

\ sum

f ' cas

(oscilace zakiadni linie)




h

signal

h, | T
4 .sl:.“' I X

LOD =3.h, /m

LOQ =10. h /m

h, = Sum na zakladni linii
m je smérnice kalibrac¢ni krivky



Rozsah (Range)

rozsah mezi mezi stanovitelnosti (LOQ) a mezi linearity (LOL)

Oblast v niz metoda poskytuje pouzitelné vysledky. Metody maji obvykle rozsahy v
rozmezi dvou Ffadu. Nékteré metody vSak maji rozsah v hodnotach péti i Sesti fadu.
Pracovni rozsah je obecné rozsahlejSi nez linearni rozsah. Aby byla metoda ucinna,
nemusi byt vztah mezi odezvou a koncentraci naprosto linearni. Pouziji se pak
nelinearni regresni metody.

Signal

Koncentrace
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Drift zakladni linie mériciho pristroje

Spojita nebo pfiristkova zména indikace v ¢ase zplsobena zménami
metrologickych vlastnosti mériciho pristroje.

- odchylka zakladni linie v Case, projevuje se narlstem smérnice

Signal

254 nm

254 -
3089 nm

= Time




Vytéznost (recovery)

* je podil rozdilu mezi udaji mériciho systemu pri mereni vzorku se
znamym pridanym mnozstvim analytu a vzorku bez pridavku

« udava miru schopnosti méfici metody (postupu) postihnout mérenym
signalem veskery analyt pritomny ve vzorku

* je mirou uc€innosti metody

Cobs je nalezena koncentrace (nebo mnozstvi) analytu ziskana aplikaci
meériciho postupu
Cref je hodnota CRM nebo hodnota dana “spikem” nebo zméfrena

dohodnutou metodou



Presnost (Precision)

Tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky zkousky, ziskanymi za predem
specifikovanych podminek.

Zavisi na rozdeleni nahodnych chyb a nema vztah ke skutecné hodnotée. Obvykle se
uvadi ve formeé smérodatné odchylky.

Opakovatelnost (Repeatibility):

Presnost za podminek opakovatelnosti. Vyjadfuje tésnost souhlasu mezi vysledky
nezavislych méreni stejného analytu, provedenych stejnou metodou, stejnym
pracovnikem, na stejném pristroji, na stejném misté, za stejnych podminek v
kratkém Casovém intervalu. Opakovatelnost je vlastnosti metody, ne vysledku.

Mez opakovatelnosti (Repeatability limit) — Hodnota, o niz I1ze s pravdépodobnosti
95 %  predpokladat, Zze bude pod ni lezet nebo ji bude rovna absolutni hodnota
rozdilu mezi dvema vysledky zkousek (méreni), které byly ziskany za podminek
opakovatelnosti.



Reprodukovatelnost (Reproducibility):

Presnost za podminek reprodukovatelnosti.

Vyjadruje tésnost souhlasu mezi vysledky méreni stejného analytu ve
vzorcich stejného materialu, kdy jsou jednotliva méreni provadena za
riznych podminek (pracovnik, pfistroj, misto, podminky, ¢as, avSak stejna

metoda). Okruzak

Mez reprodukovatelnosti (Reproducibility limit) — Hodnota, o niz Ize s
pravdepodobnosti 95 % predpokladat, ze pod ni bude lezet nebo ji bude
rovna absolutni hodnota rozdilu mezi dvéma vysledky zkouSek (méreni),

které byly ziskany za podminek reprodukovatelnosti.



Regulacni diagram: je nastroj statistické regulace procesu
(SPC z anglického Statistic Process Control)

graf, ktery se pouziva ke znazornéni zmen procesu resp. jeho klicove
metriky v prubéhu Casu.

Regulacni diagram ma vzdy oznacenu stredni hodnotu (CL - Central Line) a
horni a dolni regulacni mez (UCL — Upper Control Line a LCL — Lower
Control Line), tzv. ak€ni meze, ktereé jsou urCeny bud z historickych dat,
nebo jsou cilovou hodnotou uréenou predpisem. Z ¢asoveho prubéhu
diagramu je mozné udélat zavér zda je chovani procesu Ci metriky
regulované, nebo zda je nepredvidatelné (mimo kontrolu).

ISIKAWA, Kaoru. Introduction to Quality Control. 1. vyd. Tokyo : 3A Corp, 1990. ISBN
9784906224616. OCLC 23372992. S. 98.

Nancy R. Tague. Seven Basic Quality Tools [online]. Milwaukee, Wisconsin: American Society for
Quality, [cit. 2010-02-05]. (The Quality Toolbox.) S. 15.
o



Requlacni diagram:

Regulacni diagramy tak mohou byt pouzity napfiklad ke kontrole stability
procesu, tedy zjistit zda proces funguje jako stabilni systém s nahodnymi
vlivy pusobicimi v malém rozsahu (systém s inherentni variabilitou)
oznacovany téz jako proces ve ,statisticky zvladnutém stavu®, pfipadné zda
dochazi ke zlepseni Ci zhorseni tohoto stavu. Regulacni diagram poskytuje
uzivatelum on-line pohled na chovani procesu.

11.0 -
— UCL = 10.860
c |- - - - — N
x
AN /\ A
= am A ¢— CL=10.058
IS
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§ _________________
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Requlacni diagram:

http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Poster_-
_Control_Charts_for_Nelson_Rules.svg

Rule 1: One point s more than 3
slandard deviations from the mean
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Rule 3: Six {or more) points in & row are
continually increasing (or decreasing)
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Rule 4: Fourteen (or more) poinis in a row
altemate in direction, increéasing then decreasing
ucL
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Rule 5: Two (or three) out of three points in a row are more
than 2 standard deviations from the mean in the same dinection

Rule &: Four {or five) out of five points in a row are more than
1 standard deviation from the mean in the same direction
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Rule 7: Fifteen points in a row are all within 1 standard
deviation of the mean on either side of the mean

-
7
o

Rule 8: Eight paints in a row exist with none within
1 standard deviation of the mean and the points
are in both directions from the mean




Requlacni diagram:

Profesionalni sw. pro tvorbu, napr.:

Effichem - http://www.effichem.cz/

Statistica - http://www.statsoft.cz/

Trestik - http://www.trestik.cz/statisticke-nastroje-pro-spc
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http://www.trestik.cz/statisticke-nastroje-pro-spc

Selektivita (Selectivity)

- udava rozsah, do kterého muze
byt jednotlivy analyt stanoven v ! ¥ N
komplexni smési, aniz by doslo k Y
interferenci s ostatnimi slozkami ve
smeési. O metodé, ktera je naprosto | | 3,4 km
selektivni pro analyt nebo skupinu
analytu, fikame, ze je specificka. |

3,6 km

1200 —

800 —

Intenzita

400 — |

°2 theta



Robustnost (Robustness)

- mira kapacity zustat neteCny vuci malym, ale zamérnym zménam
parametru metody a poskytuje indikaci o jeho spolehlivosti béhem
obvyklého pouzivani.

Zména podminek muze nastat pro pfipad mezilaboratornich zkousek
- jina laborator, analytik, instrument
- zména podminek v laboratofi (teplota, koncentrace, doba extrakce).



Porovnani s referencnim materialem

- material musi byt dostupny, musi mit deklarovanou koncenraci a danou
smerodatnou odchylku

- Opakované se analyzuje 6-10x

- Vypocte se smérodatna odchylka a primérna hodnota

- Porovname s deklarovanymi hodnotami

- Pro validaci spravnosti metody je tfeba pouzit tolik referenénich materialt aby se
pokryl cela koncentraCni rozsah a vSechny matrice, na které se metoda pouziva.

Certifikovany referenéni material (CRM - Certified Reference Material,
v USA SRM): Referen€ni material doprovazeny dokumentem vydanym
zpusobilou osobou a poskytujici jednu nebo vice specifikovanych
hodnot viastnosti s pridruzenymi nejistotami a navaznostmi s pouzitim
platnych postupu.




Analyza hornin, zemin

- stanoveni organickych sloucCenin

- stanoveni anorganickych sloucenin

Specifické problémy environmentalnich analyz

nizka homogenita vzorku

nizka stabilita vzorku

hodné typu matrice

siroke spektrum koncentraci
monitorovani na hranici detekénich limitu
rizika sekundarnich kontaminaci

vysoka financCni naroCnost




Chemicka analyza geomaterialt
anorganicka

« Stanoveni hlavnich a vedlejSich prvku (silikatova
analyza)

« Stanoveni stopovych prvku

« Stanoveni izotopovych poméru stabilnich i
radiogennich izotopu

Pevny vzorek je nutné upravit (nabrus, tableta atp.)
pripadnée prevest do roztoku mineralizaci (rozkladem)




Validace analytickych metod

- prokazani toho, ze pouzity postup je vhodny pro zamyslen¢ pouziti nebo aplikaci.

v' potvrzeni prostiednictvim skuteénych pozorovani, méfeni a zkouseni

v' zahrnuje sérii experimentu, které prokaze pti opakovaném pouziti
reprodukovatelné vysledky

v' je nutné presné definovat podminky, za kterych je metoda pouzitelna

pravidla validace
> validovat celou metodu
» validovat cely rozsah koncentraci

» validovat v rozsahu vSech uvazovanych matric



Analyza neznamé latky: prvni kroky

skupenstvi

vzhled (tuha latka, velikost, amorfni hmota, krystalicka, ....)

barva, zapach

rozpustnost ve vodé

reakce s HCI

orientacni zjisténi zda je material organického nebo anorganického plivodu.

¢ista latka x smés



Vzorek ... analyt zfedény matrici, jednotkou zfedéni je procento (%).
1% = 1g analytu ve 100g vzorku

Stopové obsahy

Obsah analytu

=10 %, hlavni komponenta
=méneé nez 10 % vedlejSi komponenta
Pod 104 % stopova mnozstvi
MensSi nez 10° % ultrastopové mnozstvi

Cistota laboratofi

Cistota chemikalii

- technicky produkt (desitky % cizi latky),

- chemicky cisty produkt (jednotky % cizi latky),

- p.a. preparaty pro analyzu (mensi nez 0,01% uréenych cizich
latek)




Chemicka analyza anorganicka

« analyza bez naruseni povrchu — rentgenova fluorescence,

neutronova aktivacni analyza

« pevny vzorek je nutné upravit (nabrus, tableta atp.) pripadné

prevést do roztoku

Vyjimecne je vzorek rozpustny za studena nebo po zahrati.
Material nerozpustny je tfeba rozlozit a prevést na formu vhodnou
pro dalsi analyticky postup.

* rozklady probihaji jednak za mokra (kyselinami nebo zasadami)

jednak za sucha (tavenim)




Moznosti upravy vzorku

* bez upravy, homogenizace, sitovani, mleti

» prevedeni do roztoku za pouziti nereaktivnich nebo
reaktivnich rozpoustedel




Uprava vzork(

« kvartace

* drceni — hmozdir, treci miska

* mleti — kulovy mlyn, elektricky mlynek

e prosivani — sita o ruznych velikostech ok

Zdroj: K. Volka, Analyticka chemie |




Prevadéni anorganickych latek do roztoku

Rozklady na mokré cesté

« HCI, HNO,, HCI + HNO, (s pridavky oxidovadel),

* HCI + HNO; 3:1 lucavka kralovska, HCI + HNO, 3:1 lefortova luCavka
* H,SO, HCIO,, HF, NaOH, NH,

HCI + HNO4 3:1 luCavka kralovska, nerozpustny zbytek mize obsahovat:

* halogenidy stribra nebo AgCN

» sirany BaSO,, SrSO,, PbSO,

« (Cal,

* oxidy kovu Al,O;. Cr,0;. T10,, SnO,
» S10,, nekteré kiemucitany, Si, C, S1C



Rozklady na suché ceste — taveni

prevadi analyzovany material na sloucCeniny rozpustné ve vodé nebo zfedénych

kyselinach

RozliSujeme

taveni kyselé — do roztoku prevedeme bazické slozky (kovové oxidy)

taveni alkalické — do roztoku prevedeme slozky kyselé (sirany, kiemicitany)

Alkalické taveni Kyselé taveni

« karbonatove « disiranové

s NaOH nebo KOH * s oxidem boritym
« siroalkalické

alkalicko-oxidacni



Tlakové rozklady

rozklad s kyselinami (HCI, HF,
HNQO3) za zvySeneého tlaku

probiha v ocelovych nebo
hlinikovych autoklavech

muzeme rozkladat i materialy, které
se za normalniho tlaku kyselinami
nerozkladaji

slouzi k rozkladu korundu (Al203),
silikatu, slitin drahych kovu




Tabulka 1.5: Srovadni deteleénich limitn nejbéinéjsich metod wivanych v analyze geomateriali

FAASY ICP OES® ICP M5 ® XRF OES
? idealn celkova idealns celkova idealns celkova ED’ WD * jiskrovy
By raztok homina roziok homina roziok hornina homina ** | homins ** hormina
(mgl") | (mgkz™ | (mzl™ | (mgke") | (mel) | mgkg") | (mzkg") | (meke") | (mzkz™)

Sl 045 o0 0024 5 * * a81 467 20
Ti 0,21 42 0,007 6 5 0,000 1 0,1 180 144 2
Al 0,06 11 0,044 o 0,000 5 3 8a8 280 10
Fe 0,015 3 0,012 4 25 0,05 50 175 182 &
Mn 0,006 1,2 0,002 8 15 0,000 05 0,05 116 186 2
Mg 0,000 & 0,12 0,06 12 0,000 1 0,1 1542 561 5
Ca 0,003 0,5 0,02 4 * * 117 65 50
Ma 0,001 0,2 0,058 12 0.001 1 7122 781 500

0,003 0,5 12 2 400 0,005 5 175 61 7 000
P 120 24 Qe 0,152 30 0.1 100 234 65 2 D00
Cr 0,009 3 0,014 3 0,000 05 005405 o 10 2
Sr 0015 1 0,000 &4 2 0,000 005 | 0,005-0,05 - 10
Fb 0015 1 75 5 000 0,000 05 0,05-0.5 - g 6
Pi 0,06 1 0,084 20 0,000 005 | 0,005-0,05 - 20 40
U o 10 00 0,674 &0 0,000 005 | 0,005-0,05 - 25 430
La ] 1 200 0.022 T 0.000 001 0,001 - 20 30

* - pestanovue se, *¥ - tavena peleta, **¥ - neuvedenoc

Tdroje: ' Potts (1995); * napi. Stmad (2005, 2008); *' Potts et al. (1984): ¥ Neoish a Hutton (1969).




Organické latky

*\/ysoka diverzita s ohledem na strukturu a
fyzikalné chemické vlastnosti

*\/yskytuji se ve vodé nebo pudé podle
polarity vyjadrene hodnotou K, (hydro /
lipofilni) — vliv na transport a naslednou
distribuci

Antropogenni latky
prioritni polutanty
nove polutanty

*Prirodni latky

Organicke latky v padé

Xenobiotika — latky cizorodé zivym
organismum

/ \ (Weber, 2001)

Zivé organismy Pldni organicka hmota

{e dafo n} /

Nepfeménéné materidly Pfeménéné produkty

(humus)

T~

Nehumusove latky Humusoveé latky




Chemicka analyza organicka

Extrakce - cilem je pfemistit analyt do chemické faze vhodné pro
analyzu, pfi odstranéni interferujicich slozek a pfi dosazeni
vhodné koncentrace

- volba rozpoustedla ............ nejlépe rozpoustejici analyt, volba
z manualu nebo zkusenosti

Rozpoustédla Extrakéni techniky:
Pentan - solvent extrakce

_ - liquid-liquid exktrakce
Diethylether _ _

: - solid phase extrakce a mikroextrakce
Rapiacetat - semipermeable membrane separation
Benzen - head space analysis
Propanol

Nitromethan

Acetonitril

Methanol




Extrakce

rozrusovani nebo
castecny rozklad vzorku
(matrice) pfi extrakci
(nebo pred)

selektivita extrakce — pfi

dobreé extrakci analytu by

se balastni latky mely Extraction thimble™
. , v containing sample

extrahovat co nejmeéneé

volba teploty a Casového
Intervalu extrakce

Heating mantie

extrakce v inertni S
atmOSféFe, UItraZVU kOVé Figure 5.1 Schematic of a Soxhlet extraction system.

lazni, za varu, trepanim



Extrakce
"Head-space" analyza zemin

« staticka
( EEE—— « dynamicka
. &

-

Mikroextrakce na tuhé fazi

- solid phase microextraction (SPME)

- pavodné vyvinuta pro stopova mnozstvi
organickych latek ve vodnych roztocich

- adsorpce na tenky film polysiloxanu

- tepelna desorpce v GC injektoru

I




Stanoveni organickych latek

v environmentalnich vzorcich

Chromatografie

je fyzikalni metoda separace, pfi ktere jsou separovane slouceniny
distribuovany mezi dvéma fazemi, z nichz jedna je stacionarni a druha
mobilni.

Chromatograficky proces probiha diky opakovane sorpci a desorpci
sloucenin ve vzorku behem kontaktu se stacionarni fazi.

Separace sloucenin je zptisobena rozdilnosti distribuc¢nich konstant
jednotlivych sloucenin v daném separacnim systému.

Vysledkem tohoto procesu je rozdilna migrace chromatografovanych
sloucenin.

- GC, HPLC, GC-MS, LC-MS, HRGC



Injektor vzorku

Regulator prutoku Jm

\ Zapisovac (pocitac)

=\
Kolona \

Detektor

Mosny plyn Termostaty pro kolonu,

injektor a detektor
Obecné schéma plynového
chromatografu



Analyza

Nosny plyn: Vodik, Helium,
Argon, Dusik

Nastrik vzorku: Split / splitless,
On-column, PTV; SPME

Separace: Izotermicka analyza,
teplotni programovani; konst. p
Ci V (ml/min)

Detektory: ECD, FID, TCD;




Analyza - PCB
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Analyza - PAU
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