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4) Optimalizace ICP
a vyvoj analytické metody



Analyticke vlastnosti ICP-OES

Stanoveni 73 prvku véetné P, S, Cl, Br, 1
Simultanni a rychlé sekvencni stanoveni
Vysoka selektivita (rozliSeni spektrometru)
Nizké meze detekce (0.1-10 ng/ml)

Linearni dynamicky rozsah 5-6 fadu

Minimalni interference osnovy (< + 10 % rel.)
Piesnost (0.5 -2 % rel.)

Spravnost (~ 1 % rel.)

Vnaseni kapalnych, plynnych a pevnych vzorku
Bézné prutoky (ml/min) I mikrovzorky (pl/min)
Rychlost stanoveni 102 - 103 /hod.
Automatizace provozu



Pracovni parametry zdroje ICP

= Frekvence generatoru

= Prikon do plazmatu P

= Prutoky plynu F:
» vngjsi plazmovy F,
» stfedni plazmovy F,

» nosny aerosolu F,

= Prutok roztoku vzorku v

= Vyska pozorovani h

= Integracni doba t;
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Vliv vySky pozorovani a prutoku nosného plynu na
emisi ,,tvrdé* ¢ary a molekulového pasu
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Vliv prutoku nosného plynu a vySky pozorovani na emisi
cary a pozadi a jejich pomer

Pomer signal/pozadi (S/B) Intenzita emise Cary

S/B

Intenzita emise

Intenzita emise pozadi = | Intenzita emise pozadi
| | | | | | |

0.4 0.8 1.2 5 10 15 20
F. (L/min) Vyska pozorovani (mm)
6



Vv ptikonu a vySky pozorovani na emisi atomove a
iontove ¢ary

Call 393.4 nm Cal422.7 nm
P(KW)
1.0
1.3
P(kW) 1.5
1.0
1.3
1.5
| | | | | |
1020 30 10 20 30

Vyska pozorovani (mm)  Vyska pozorovani (mm) -



Vliv integracni doby na RSD emise
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Analytickeé parametry

Mez detekce

Mez detekce je dulezity parametr, ktery umoznuje
charakterizaci metody a srovnani ruznych analytickych
technik.

Mez detekce je definovana jako nejmensi mozna
koncentrace c, , kterou lze s predem stanovenou
pravdépodobnosti odlisit od nahodnych fluktuaci pozadi.

Ve spektroskopii neméerime pfimo koncentraci, ale signal.
Vztah mezi signalem a koncentraci je urCen kalibraci.

Za predpokladu, ze fluktuace pozadi maji Gaussovskeé
rozdeleni, je Sum vyjadren jako standardni odchylka
rozdeleni o.



Analytickeé parametry
Mez detekce

Mezi detekce odpovida nejmensi hruby signal X, ktery lze
statisticky odlisit od spektralniho pozadi

X, =B + ksg

kde B je prumérna hodnota meéfeni pozadi, s; je odhad
standardni odchylky mereni pozadi B a k je konstanta
zavisla na hladiné spolehlivosti. IUPAC doporucuje k = 3
Cisty signal S, odpovidajici mezi detekce c, je vyjadfen jako:

Hruby signal je linearne vazan na koncentraci c
10



Analytickeé parametry

X/

F

=
- —-
30 L
]
X
B=b,
- -

:n:=bﬂ+ b,lc

CL C

X=bhy+b,.c||X, =B+ksg=by+b.c, ||c =ksgb,

b, = (X-B)/lc =S/c

C, = ksg.C/S

¢, = k.c.RSD./SBR

11




Koncentrace ekvivalentni pozadi a mez detekce

ﬂ t. | RSD,
Spektralni

cara
AN

‘ . S =1/cy

j K N RSDg

Pozadi

BEC = 1/(S/B) >
¢, = 3RSD, x BEC

B (= Ip)

Nulova linie

12



Optimalizacni kritéria

» Signal S pii jednotkové koncentraci = citlivost
» Pom¢ér signalu k pozadi S/B, SBR

» Pom¢ér signalu k Sumu S/N, SNR

» Relativni standardni odchylka pozadi RSDg

: ]

= Pfesnost (opakovatelnost) RSD.= (S/N)*
= Mez detekcec,

CLZSSBszasB{B] 3xRSD, XSé—R
S ~ \B 1

— "B
B S SBR 3




Zavislost standardni odchylky celkové intenzity Cary a pozadi
S, .g arelativni (S ,g), Na koncentraci analytu.

L
mV)
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Zavislost smérodatné s ,g a relativni smérodatne
odchylky (s, ,g), intenzity celkové emise Cary a
pozadi I, ,g ha koncentraci

0br.39

Zdvislost smérodatné odchylky s, o intenzity omise_IL‘B pozad{ a gdry Nd II 430
am (k¥ivka &, 2) ; rélativni smérodatné odechylky '(LoB)r (k¥ivka &, 3) na cel-
kové intenzité I, o, P¥{mka &.1 ( Sdrkovan¥) : st¥edni hodnota sm&rodalatni odchyl=
ky 8;,5 intervalu 0 aZ 1 mg.l" Nd ; k¥ivka &,2 + @ - experimentdln{ hod-
noty 8;.p » syislé isedky vyznaduji intervaly spolehlivosti spérodatnych od-
chylek na jednotlivych koncentra¥nich urovaich, @ - wypostené hodnoty sp g i
k¥ivka &, 3 + Q = experimentdlni hodnoty 8y ) » @ - vypoltené hodnuty
'fLoB)r j ep = koncentrace ekvivalentni pozadi; ep . = 0,0060(0,6%) ; S.r ™

0,0038 (0,38%) . Pro orientaci je uvedema i osa koncentraci;
15
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Zavislost standardni a
relativni standardni
| | ~odchylky Ciste intenzity
Z 1000 1 2000 3000 4000 T, (mV) emise ééry IL a

; — korigovani intenzity
emise cary |y na
koncentraci

IN= e - Ig
2—q 2 2—
SN”=SL+e” T S
S, 2 + 2557
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Zavislost standardni a relativni standardni odchylky Cisté
1ntenz1ty emise Cary I, a korigovani intenzity emise cary 1y na
Obr4d néaledujickﬂnﬁﬂntraCl

~ Zdvislost smérodatné odchylky s, intenzity eaise Ip g4ry Nd II 430,3 nn (kiivka
& 1) a relatival sm¥rodatné odchylky sy . (k¥ivka & 2) na intenzit¥ emise
tary IL' Kiivka ¢, 1 : @ experimentdln{ bodnoty 8y gvislé usedky vyznaluj{ ipe
tervaly spolehlivosti smErodatnych odchylek na jednotliéich koncentradnich urove
nich; kiivka &, 2 O - experimentdlni hodnoty ’L,r P8, " 0,0038; pro oriem-

taci je uvedena i osa koncentraci,

UDr.4T

Zévislost smérodatné odchylky sy intenzity emise Il ddry Nd II 430, 3 om
(kfivka &, 1) a relativni smérodatné odchylky sy . (ktivka 2) na intenzité&
emise IN pEi korekci na pozad{. Pro orientaci je uvedena osa koncentrace,
Kfivka &, 1 3+ @ - experimentdlni hodnoty sy , svislé iseky vyznaduj{
intefvaly spclemivbsti smérodatmych odchylek na jednotlivych koncentral-
afch drovaich , @ -'vypodtené hodnoty sy ; kFivka &. 3 3 Q - experimen-
tdln{ hodnoty ln.r . O - vypo&tené hodnoty 'R.r‘ cp - koncentrace ekvi-
valentn{ pozadf. <
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Analytickeé parametry

Vliv rozliSeni na mez detekce
Efektivni sirka spektralni cary ovlivnuje:

»Intenzitu emise Cary }‘ SBR| |RSD,

Intenzitu spojiteho zareni pozadi

» Pomer signal/pozadi je nepfimo umerny efektivni Sirce
spektralni Cary AA_;, ponevadz intenzita emise cary roste
linearne s sirkou sterbiny, kdezto intenzita emise pozadi
vzrusta s druhou mocninou Sirky Stérbiny.

= Efektivni Sirka cary A\ zahrnuje prispevek fyzikalni Sirky,
AL, a instrumentalni Sirky Cary AA, .

Aher = (AL + AL )Y

18




Nespektralni interference

« Pres veskeré pozitivni vlastnosti, kterymi se budici zdroj ICP
odlisSuje od tady dalSich, v ném existuji nespektrdaini
Interference (interference osnovy vzorku) Nespektralni
interference se Casto vyjadiuje jako pomer

I M
X =+
IL
« Kkde |, je Cista, tj. na pozadi korigovand intenzita ¢ary analytu
naméfena s ¢istym roztokem a I M je ¢ista intenzita namétena
za pritomnosti interferentu o urcite koncentraci. Bézné je take
vyjadieni rozdilu (zvySeni, sniZzeni) v %:

IM
X ="+t -11|x100
I, o



Nespektralni interference

Podle mista vzniku:
—  ZmlZovaci systém,
— Plazmova hlavice.
Podle interferentu:
—  Snadno 1onizovatelné prvky
—  Kyseliny, rozpoustédla
Podle mechanismu:
—  Excitaéni
—  Jonizacni

—  ZmlZovaci a transportni (povrch. napéti, viskozita,
hustota, elektrostaticky naboj, zména rozdéleni obsahu
latek v zavislosti na velikosti ¢astic, frakcionace)

20
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Nespektralni interference

T

NdI 430,358nm

Axialni rozdeleni nespektralni
interference — vliv pratoku

nosneého plynu

Axialni rozdéleni nespektralni

interference (matrix efektu) X na

care Nd 1l 430,358 nm

v pfitomnosti 0,1 mol/l NaNO3

v zavislosti na prutoku nosného

plynu Fc; kfivka €. — Fc (I/min): 1 -

0,79;2-0,92;3-1,06;4-1,19; 5

-1,32;6-1,45;7-1,58;8-1,72;

9 -1,85; P =1,1 kW, prutoky plynu

(I/min Ar) Fc = 1,06; Fa =0,43; Fp

=18,3; 16 mg/l Nd v 1,4 mol/l HNO3

21



Nespektralni interference

L

| ! | |
h=17mm
F=079 tmin’

o

Radialni rozdéleni nespektralni

interference

Lateralni rozdeleni
nespektralni interference
(matrix efektu) X na Carach Y
11 371,030 nm (1) a Y |
410,238 nm (2); Polohy
maxim lateralnich rozdéleni
emiseCarY ll—a,YI-b
(rozdéleni zde nejsou
uvedena); P =1,1 kW; Fc =
1,06; Fa=0,43; Fp =18,3; 0,1
mol/l NaNO3 v 1,4 mol/l
HNO3

22



Nespektralni interference

1,3

1,1

1,0

2
4
5 —N\\_

Axialni rozdéleni
nespektralni interference
(matrix efektu) X na Care
Nd Il 430,358 nm v16
mg/l Nd v 1,4 mol/l

HNO3 zavislosti na
koncentraci Na (100 —
10000 mg/l Na) pro ruzné
vysSKy pozorovani; krivka
C.—h(mm):1-8;2-16;
3-20;4-24,P=1,1
kKW; Fc =1,06; Fa = 0,43;
Fp =18,3; ; méfitko na
obou osach je

logaritmické ’3



Nespektralni interference

« Zavislost nespektralni interference
(matrix efektu) X na koncentraci
kyseliny chlorovodikove pro Nd II
430,358 nm; 16 mg/l Nd;
podminky: kiivka ¢. 1: h = 16 mm,
Fc = 1,06 I/min, kiivka ¢. 2: h =20
mm, Fc = 1,45 1/min; P =1,1 kW;
Fa=0,43 a Fp =18,3 I/min Ar

0.8 —

0 .-4
5 Chcy 10{mol-{")

24



RSD: dlouhodoba opakovatelnost, realné
vzorky silikatu

®

20

80

[

SiO2

(%) 100

o)
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RSD: dlouhodoba opakovatelnost, realne
vzorky silikata, drift pr1strole dlagnostlka
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Presnost a spravnost

* Podminky mereni
— Maximalni citlivost (smérnice kalibracni
primky)
— Maximalni pomeér signal/sum
— Minimalni matriCni efekt
* Vlivné parametry
— Prutok nosného plynu
— Prikon do plazmatu
— Vyska pozorovani

27



Presnost a spravnost

 Hlavni slozka vzorku (SiO, , Fe)
— Normalizace — korekce na sumu (100 %)

— Celkovy rozptyl souctu vSech vysledku
(0.)? = soucCet rozptyll jednotlivych vysledku
— rozdil souctu vysledku od 100 % lze brat

jako statisticky vyznamny na dané hladine
vyznamnosti jen tehdy, lezi-li vne intervalu

o 30,
S 2S00

28



Presnost a spravnost

* Pouziti porovnavaciho prvku:

— zlepseni presnosti mereni (kompenzace
sumu vyssich frekvenci)

— zlepseni spravnosti méreni (kompenzace
driftu (nizkofrekvencniho sumu)

— zlepseni spravnosti mereni kompenzaci
vlivu matrice (nespektralni interference)

29



Presnost a spravnost

Podminky spravné funkce porovnavaciho prvku
1.

signaly analytu a porovnavaciho prvku musi
korelovat v zavislosti na malé zmeéne pracovnich
podminek ICP zdroje (simulace driftu), pricemz
korelacni koeficient musi byt blizky jednicCce;

pomer relativnich smerodatnych odchylek b=0;,,/0, ,
signalu I a |, porovnavaciho prvku a analytu musi
byt blizky jednicCce;

pokud neni hodnota pozadi zanedbatelna vzhledem k
signalum I, a |, je nutno proveést pred vypocCtem
pomeru |, /I, korekci pozadi;

Sum detekéniho systému musi byt zanedbatelnyvuci
sumu zdroje ICP. Zlepseni R, dosazeneé pouzitim
porovnavaciho prvku je definovano vztahem

30



Presnost a spravnost

O
Ar
RP -
O (AIP)r
kde 0, @ O p), jSOU relativni smerodatna odchylka
signalu analytu |, a relativni smerodatna odchylka podilu
| ap)= 1a/lp. Je-li splnéna podminka 1) a soucasne
b=0p /05, # 1, Ize vypocCitat R, podle vztahu

b
R, =
il b—1

31



Presnost a spravnost

Pro platnost podminky 2) a r <1 je zlepseni presnosti
dano vztahem

1
- J2@-r)

RP

32



Presnost a spravnost

Porovnavaci prvek musi splnovat nasledujici podminky:

a) prirozeny obsah porovnavaciho prvku ve vzorcich musi
byt nizSi nez jeho mez detekce metody ICP-AES,;

b) preparat porovnavaciho prvku musi byt dostatecné Cisty,
aby jeho pridavek nezvysoval slepy pokus pro analyty;

c) spektrum porovnavaciho prvku nesmi obsahovat prilis
mnoho spektralnich Car, aby nedochazelo ke
spektralnimu ruseni ¢ar analytu;

d) porovnavaci cara prvku musi byt primerene citliva, aby

L4 4V 4

e) porovnavaci prvek musi byt v roztoku staly, tj. nesmi
tekat, tvorit nerozpustné hydrolyticke produkty nebo tvorit
srazeniny s ionty analytu Ci se sloZzkami osnovy vzorku.



Analyticke spektralni Cary, korekce

interferenci

Vybér analytickych €ar pro stanoveni v konkrétni

osnove vzorku se provadi
) s ohledem na obsah stanovovane slozky;
i) s uvazenim moznych spektralnich interferenci.

Spektralni interference Ize klasifikovat takto:

1)  prima koincidence spektralnich Car nerozlisitelna ve
spektralnim pfristroiji;

)  prekryv Car zavisly na propousteném spektralnim
Intervalu spektrometru;

i) prekryv kridlem rozsirenée cary;

IV) interference vyvolana strukturnim pozadim;

V) rozptylene zareni.

Veétsina prvku ma alespon jednu citlivou analytickou Caru

i
ktera neni spektralné rusena.



Korekce spektralnich interferenci

« Korekce spektralni interference je obvykle kombinaci
korekce pozadi a korekce prekryvu carou. Pri korekci
pomoci korekCnich faktoru se od nekorigovane
koncentrace j-teho analytu c,; vypocCtene z kalibracni
primky odecita zdanliva koncentrace analytu vyjadrena
jako soucin korekcCniho faktoru a; a koncentrace c; I-teho
rusiciho prvku, stanovene na jeho analytické care. Pro n
interferentu se vypocte korigovana koncentrace j-tého

analytu c; podle vztahu

35



Vyvo] metody

Na zaklade znameho slozeni typu vzorku se zvoli
vhodne spektralni Cary. Kriteriem jsou pozadovane
meze detekce, citlivost Car a pripadne spektralni
interference.

Pro oCekavane koncentrace a koncentracni pomery
jednotlivych slozek se mérenim jednoprvkovych
roztoku interferentu ovéri predpokladané spektralni
interference a zvoli se body pro korekci pozadi.

36



Vyvo] metody

3. Optimalizuji se parametry ICP: prikon do plazmatu,
prutok nosného plynu, rychlost Cerpani roztoku do
zmlzovace v pripade radialniho ICP vyska
pozorovani, v pripadé axialniho ICP centrovani
kanalu vuci optické ose. Optimalizace se provede s
Cistymi roztoky s cilem dosahnout obvykle
maximalniho pomeru_signal/pozadi a minimalniho
pomeéru signal/Sum. Cistym roztokem se rozumi
roztok obsahujici analyt v prostredi pouze zredene
kyseliny (k zabranéni hydrolyze) a odpovidajici
slepy roztok. Méreni se provadi s vypnutou korekci
pozadi, aby se neztratily informace o zménach
pozaal’, mereneho on-peak pri zmizovani slepého
roztoku.

37



Vyvo] metody

4. Za optimalizovanych podminek se overi viiv kyselin
a tavidel pouzivanych k rozkladu vzorku na
smernice kalibracCnich zavislosti. Zmeri se velikost
matricni interference (obvykle deprese signalu ve
srovnani s Cistymi roztoky) a zavislost této
nespektralni interference na koncentraci tavidel a
kKyselin v primereném rozmezi. Vyhodnoti se
kompenzace matricniho efektu porovnavacimi prvky.
Vyvodi se zaveéry pro pripravu kalibracnich roztoku z
hlediska obsahu tavidel a kyselin, zejmeéna rozmezi
obsahu téchto reagencii, pfi nichz neni pozorovana
zmeéna analytickych signalu.

38



Vyvo] metody

Jestlize byly zjisteny podle bodu 2 spektralni
interference, které nelze korigovat mérenim a
odecCtem pozadi, zmeri se hodnoty korekCnich
faktort v pfitomnosti tavidel a kyselin pouzivanych
k rozkladu. Korekcni faktory takto zjistene maji
obvykle mirneé odlisSné hodnoty ve srovnani s
hodnotami namerenymi s Cistymi roztoky. UrCi se
meze detekce v pritomnosti matrice.

39



Vyvoj] metody

6. Rizenou zmé&nou parametrti ICP v definovaném

malém rozmezi (prutoky, pfikon, vyska pozorovani)
se zmeéri trendy signalu jednotlivych analytt v tplne
matrici (vCetne tavidla a kyselin) a zjisti se, zda jsou
tyto trendy kompenzovany porovnavacimi prvky
Tyto trendy Ize pak predpokladat v pripadé driftu
pristroje.

. Vyhodnoti se kompenzace skutecCného driftu
porovnavacim prvkem v prubéhu méreni
modeloveho nebo vybraneého sérioveho vzorku v
delSim Casovem useku. Zvoli se optimalni
porovnavaci prvek. Odhadne se nutny Casovy
interval mezi provedenim kalibraci (rekalibraci).

40



Vyvoj] metody

Zjisti se opakovatelnost méreni a shodnost s
certifikovanymi hodnotami referencnich materialu
pripadné modelovych vzorku, pokud nejsou

referenCni materialy k dispozici.

41



Verohodnost linearni regrese

Linearni regresni model -metoda nejmensich
¢tvercu, predpoklady:

e regresni parametry mohou nabyvat libovolnych
(smysluplnych) hodnot

e regresni model je linearni v parametrech

e matice nenahodnych (nastavovanych) hodnot
nezavislych (vysvetlujicich) proménnych neobsahuje 2
sloupcové kolinearni vektory

e nahodné chyby maji nulovou stfedni hodnotu

e nahodné chyby maji konstantni a kone¢ny rozptyl
(homoskedasticita)

e nahodné chyby jsou vzajemné nekorelované (cov = 0)
e chyby maji normalni rozdeleni

42



Linearni regrese

= Celkovy soucet Ctvercu = regresni soucet Ctvercu +

rezidualni soucet ¢tvercu

Konstrukce intervall spolehlivosti a testovani
vyznamnosti parametru pfimky (F-test: vyznamnost
koeficientu determinace, t-test: vyznamnost regresnich
parametru)

Test multikolinearity mezi sloupci matice- vysoke
hodnoty korelaCnich koeficientu mezi nezavisle
promennym

Test slozenych hypoteéz

Test vhodnosti (spravnosti) linearniho modelu, stredni

kvadraticka chyba predikce, Akaikovo informacni
Kritérium

43



Regresni diagnhostika

Regresni triplet: data, model, metoda odhadu.
Regresni diagnostika: identifikace

sikvality dat pro navrzeny model

s1kvality modelu pro dana data

ispInéni zakladnich pifedpokladd MNC (7)
Regresni diagnostika:

slidentifikace vlivnych bodu

slidentifikace multikolinearity
Regresni diagnostika:

sJovéreni pfedpokladu uzitych k odhadu
parametru

-Istatisticka analyza parametru (kritika modelu)
“lidentifikace vlivnych bodu (kritika dat)
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Regresni diagnhostika

e Exploratorni analyza dat umoznuje pred vlastni regresni
analyzou identifikovat:

nevhodnost dat (malé rozmezi, pritomnost vybocujicich
bodu)

nespravnost navrzeného modelu (skryté promeénne)
multikolinearitu
-1 nenormalitu v pfipade, kdy jsou vysvetlujici proménné
(nezavisle proménné) nahodné veliCiny.
e Posouzeni kvality dat: vyskyt vlivnych bodu - 3 skupiny
hrubé chyby = vybocCujici pozorovani
body s vysokym vlivem (golden points) - rozsSiruji

predikCni schopnosti modelu, specialne vybrane, presné
zmeérené body

zdanlivé vlivné body = dusledek nespravné navrzeného
regresniho modelu 45




Regresni diagnhostika

e Vlivné body:

vybocujici pozorovani (outliers) - vyrazna odchylka na
osey

extremy (high leverage points) - liSi se v hodnotach na
ose x od ostatnich bodu

Nastroje:

statisticka analyza rezidui

analyza prvku projekéni matice

grafy identifikace vlivnych bodu
e Posouzeni kvality navrzeneho regresniho modelu:
Nastroje:

parcialni regresni grafy

parcialni rezidualni grafy

znaménkovy test vhodnosti modelu
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Regresni diagnhostika

e Posouzeni kvality navrzeného regresniho modelu:
Diagnostika:
heteroskedsticity (nekonstantnosti rozptylu)

autokorelace (Casové rady, chyby jsou vzajemné
korelované)

nenormalita chyb

Kalibracni primka - presnost kalibrace:

e Kiriticka uroven y. - horni mez 100(1-alfa)% -niho intervalu
spolehlivosti predlkce signalu z kalibracniho modelu pro
koncentraci rovnou nule = slepy pokus

e Limita detekce yp - odpovida hodnote koncentrace, pro
kterou je dolni mez 100(1-alfa)% -niho intervalu spolehllvostl
predikce signalu z kalibracniho modelu rovna y,

e Limita stanoveni y. - je nejmensi hodnota signalu, pro
kterou je relativni smérodatna odchylka predikce z
kalibracniho modelu dostateCné mala a rovna Cislu C, napf.
0,1.
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