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Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Struktura
1. Definice a pojmy stopové analyzy organickych polutanti (POPS)

2. Odbér vzorki pid, vod, vzduchu v ZP
3.  Prekoncentracni techniky - uprava vzorku

4.  Detektory pro analyzu POPs — kombinace s chromatografickymi technikami — GC-
MS, LC-MS

5.  Zpracovani ziskanych dat — poZzadavky na software, vybrané aplikace pokrocilého
zpracovani dat (integrace chromatogramii a operace s chromatografickymi
zaznamy, fragmentogramy u GC-MS)

6. Vyvoj a validace metodiky stanoveni POPSs
7. Nejbéinéjsi POPs v ZP a jejich analyza

8. Derivatizace v analytice ZP

22.11.2019 Fakulta Zivotniho Prostiedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti nad 1.2
Labem



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vvznam odbéru vzorkiu (vzorkovani)

o Analytické techniky - markantni zlepSeni v poslednich desetiletich - pfesnost a

spravnost vysledki.

o Vzorkovani - nejslabsi Clanek pii studiu nebo analyzy environmentalniho

projektu, daleko mensi pozornost zlepSeni a vyvoji v oblasti vzorkovani

o Vseobecné - odpoved’ na otazku:

»Jak dobre analyzované vzorky reprezentuji zkoumanou oblast ?¢

neznama nebo piineymensim nejista.

1.3



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

o Povaha vzorkované¢ho prostiedi

o Komplexnost vzorkovaciho procesu vcetné rozsahu média, které se miize

vzorkovat.

o PriCiny variace v materialu, ktery se vzorkuje a jak mizou byt tyto variace

zohlednény ve vzorkovacim navrhu

o Skala vzorkovacich metod aplikovatelnych na vzorkovani riznych medii za

proménlivého rozsahu okolnosti

o Dulezité ivahy o kvalité spravnosti (QA) a kvalité kontroly (QC) 1.4



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Povaha vzorkovaného prostredi - problémy
o ZP — komplexni, heterogenni, riiznorodé matrice (vzduch, voda, ptda,
sediment, biota)

o Kazda matrice v ZP - specifické problémy, jiné vzorkovaci piistupy
o Koncentrace polutanti - obycejné nejsou uniformni v prostoru a case.
o Hranice vzorkovaného prostredi - nemusi byt ostie/dobie definované

o Riziko - vzorek malokdy wuniformni, mnohdy sledovana vlastnost
(koncentrace polutantll) ztracena nebo pozménéna ve vzorkovacim procesu v
disledku reakci s jinymi komponentami nebo s materialem pouzitym ke

vzorkovani a uskladnéni vzorku. L5
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Komplexnost vzorkovani a potieba jasné stanovenych cilii vzorkovani

o Podstata kazdého vzorkovaciho planu - sada otazek na ticel vzorkovani:

1. Jaky je ucCel a cil vzorkovaciho planu nebo provadéne studie
2. Jakeé jsou hlubsi souvislosti, na které se hleda odpoved
3. Jaka informace je relevantni a v jaké prostorové a Casové Skale

1.6



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Komplexnost vzorkovani a potieba jasné stanovenych cili vzorkovani

o Podstata kazdého vzorkovaciho planu - sada otazek na tcel vzorkovani:

Vedlejsi otazky:

1. Kde a kdy se maji vzorky odebirat ?

2. Kolik vzorki je potieba odebrat ?

3. Které matrice se maji vzorkovat a jakym zatizenim ?

4, Jak budou vzorky konzervovany a jaké nadoby se budou pouzivat ?
5. Jaké QC postupy a QA kriteria a meze se vyzaduji pro vzorkovaci

proces (odviji se od laboratorni analyzy)

1.7



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Reprezentativnost v environmentalnim vzorkovani

o Environmentalni vzorek je reprezentativni, kdyz je odebran a zpracovan

zpusobem, ktery uchovava jeho fyzikalni formu a chemické sloZeni.

o Z hlediska statistiky - reprezentativni vzorky - nezavisla podskupina

méfene populace.

o Co z toho vyplyva ?
Po odbéru musi byt vzorky zakonzervovany a zpracovany adekvatnimi
metodami, které zaruc€i, Ze nedojde ke zménam koncentraci v analyzovaném
materialu ¢i1 uz ztratou nebo vné;si kontaminaci.

1.8



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Vyznam Casu pri environmentalnim vzorkovani

o Slozeni vzorkované matrice - v ¢ase Se méni.

o Pripad: rychlost zmén matrice vyznamna vzhledem k ¢asu potfebnym na
odbér vzorku — smysluplna interpretace dat nemozna.

o Priklad: proudici voda nebo plyn.

o Codélat ? Zvazit cil projektu nebo studie.

1.9



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Vyznam Casu pri environmentalnim vzorkovani

o Priklad: proudici voda nebo plyn.

o Codélat? Zvazit cil projektu nebo studie.
* Cil 1: Zmapovat primérnou kontaminaci lokality polutantem - mozno
odebirat vzorky v delSim casovym intervalu - jeden kompozitni

(reprezentativni) vzorek pred samotnou analyzou.

*Cil 2: Sledovani pohybu polutanti - kompozitni vzorek nema smysl,
analyza vicero diskrétnich vzorki
nebo

kontinualni méfeni pomoci senzorti nebo specidlnich detektort.

1.10
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani — typy odbéru vzorkiu

Typy odbéru vzorki
Prosté — cilem je posoudit prostorovou distribuci analytu nebo ¢asovy vyvoj
jeho koncentraci

Smeésné — rutinni monitorovani hodnoty sledovan¢ vlastnosti

Zpisoby vzorkovani
Jednorazovy odbér — prosty vzorek, obraz o jakosti vzorkovaného objektu

V Case a misté odbéru

Opakované odbéry - zjisténi variability vzorkili v ¢ase (reZimové odbéry)
nebo prostoru Ufadove odbéry)

Zonalni odbér — odbér z riznych hloubek na verikalni ose vzorkovaného
objektu

Casovy (rezimovy) odbér -  odbér v jistych &asovych intervalech pro

., 9 . 1.11
sledovani zmén v Case.
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Vzorkovani zemin a pid, schémata vzorkovani
Nahodné vzorkovani (vétSinou rovnomérné rozmisténi na plose)
Utiidéné nahodné schéma (stratified random) — rozdé€leni lokality na
nckolik okrska, uvnitf kterych se aplikuje nahodné vzorkovani. Uvnitf

okrskli nemusi byt stejna hustota vzorkovacich mist.

Systematické vzorkovani — vytyCeni pravidelné vzorkovaci sit¢ (liniova,

hvézdicova, trojahelnikova, ¢tvercova, hexagonalni, ,,rybi kost® ...)

Nesystematické — vytyceni nepravidelného obrazce v plose (cik-cak).

1.12
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CONCENTRATIO

CONCENTRATION

CONCENTRATION

Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Vzorkovani zemin a pid, schémata vzorkovani
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Z.akladni uvahy spravného environmentalniho vzorkovani

Vzorkovani zemin a pud, schémata vzorkovani

o Hloubka odbéru

* zem&délské pldy: 25 — 30 cm (orni¢ni vrstva)

 lesni ptdy: podle horizontu
kontaminované zeminy: podle piedpokladaného zneciSténi, podle
geologickych pomért, podle ucelu hodnoceni, podle hladiny spodni vody

apod. (pomoci vrtil)

1.14



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani zemin a pud. schémata vzorkovani

Technika vzorkovani
manualni: zlabkové sondy, lopatky, ryc€e, vrtaky

mechanické: vrtné soupravy, bagry
Hmotnost vzorkii: fadové kg pro chemické analyzy

Uprava vzorki
Cerstvé vzorky: Minimalni Gprava, zeymena pro stanoveni organickych latek

— homogenizace, odstranéni heterogennich ptimési, drceni.

Suché vzorky: SuSeni na vzduchu v tenké vrstvé, odstranéni heterogennich
piimési, drceni, prosévani.
Jemnozem I: sitovani sitem 2 mm

Jemnozem Il: rozetreni a sitovani sitem 0.25 mm
1.15



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani zemin a pud, schémata vzorkovani




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani ovzdusi

Odbér do plynotésnych stiikacek, ,,odberovych mys$i®, vaku,

evakuovanych kanystru

Prosavani pies trubi¢ku se sorbentem (nékolik m®)

Prosavani pres kapalinu (nékolik m?®)

Pasivni vzorkovace se sorbentem

Pasivni vzorkovace s kapalinou

1.17



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani ovzdusi

o Odbér do plynotésnych strikacek, ,,odberovych mySi“, vaki,

evakuovanych kanystri

1.18



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani ovzdusi

o Prosavani pres trubicku se sorbentem (n&kolik m®) - ¢erpadlem

peonats contamiaton

paterted

Sl
Pl T T
R L L
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PRinQsze
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani ovzdusi

o Pasivni vzorkovace se sorbentem

adiella

1.20



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani vod

(organika — sklo, anorganika - PTFE)
Povrchovy odbér

Prelivny valec — podzemni vody, horsi reprezentativnost 7
7/

nabérakovy vzorkovac¢ —

dosah 4 m, nelze vzorkovat rozvrstvené kapaliny

Z.onalni odbér

hlubiné vzorkovace (spodem phrémy >

vzorkovac ,,kalovka-bailer<)




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Odbér vzorki

Vzorkovani vod

(organika — sklo, anorganika - PTFE)

Automatické vzorkovace (stacionarni a pienosné)
moznost odbéru 24 denné, 365 dni v roce, 16-24 vzorkovnic
vakuovy odbé&r nebo peristaltika

objem 20-350 ml

konzervace vzorkii —pomoci termostatizace

rizné typy odbérl v zavislosti na Case, mnozstvi, pritoku

a jevech




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

Extrakce do kapaliny

o Oblast pouziti: Analyza polutantii v pudach, vodach

(¢]

o Techniky:

1. Klasicka ,liqguid-liquid“ extrakce —1 : 1

2. Mikroextrakce—-1:10,1:100

3. ,Single-drop* extrakce

Hexan
kapka




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

+Headspace* techniky

o Oblast pouziti: Analyza tékavych latek v ovzdusi, vodé, pudé.

o Techniky:

1.

Nastrik plynotésnou stiikackou

2. Headspace — staticka, dynamicka, purge trap
3.
4. SPME (Solid Phase Microextraction)

Plynova davkovaci smycCka

1.24



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

+Headspace* techniky

P. Kurdan, L. Sojak | J. Chromarogr. A 733 (1996) 119-141

B C

] >

FLRGE 5%5——=-=J

Dynamicka
»Headspace* 1.5

Staticka ,,Headspace* Purge and Trap



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

inner.capillary

. Headspace* techniky &

SPME

Mikroextrakce na tuhé fazi 1.26

Staticka ,,Headspace*



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

SPE — extrakce na tuhou fazi

o Oblast pouziti: Analyza polutantii predevSim ve vodach a ovzdusSi

o Techniky:
1. Klasicka SPE
2. Extrakcni disky
3. Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)

1.27



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

SPE — extrakce na tuhou fazi

o Analyza ovzdusi - Prosavani vzorku vzduchu pre trubic¢ku se sorbentem
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

SPE — stir bar sorptive extraction (SBSE)

o Oblast pouziti: Analyza polutantii ve vodach

PDMS

Sklo

1.29



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

Pasivni vzorkovace s kapalinou

o Oblast pouziti: Analyza polutantii ve vodach

- passive /n-situ jr—
concentration/extraction
sampler

Nerezovy T-kus

n-hexan (200 ml) »

Membrana: LDPE F— -

Aplikace: vzorkovani T ed) L oI i

-

-

-

-

PCBs ve vodach i v




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Prekoncentracni techniky - aprava vzorkiu

Klasicka SPE vs. SPME
« Smysl —izolace a prekoncentrace analyt z matrice

on-line -SPME on-line SPE 1 litr vody

inner

CO-_, in— /COZ out

outer capillary
—syringe barrel

il Do 1 ml hexanu

needle
Prekocentrace
headspace—- coiilig POPs 1000x !
sample —— vial

Schéma: P. Kuran, UJEP, 2015
22.11.2019 Fakulta Zivotniho Prosttedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem 1.31



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
VIivy instrumentace

Davkovaci systém

Typy injektorii a davkovacich technik
o ,split/splitless injektor — dvé mozZnosti nastiiku:
»Split injection*. pomoci délice toku - na kolonu se privadi jen ¢ast zplynéného
nastrikovaného vzorku, pouziva se u kapilarnich kolon, teplota injektoru konstantni —
nevhodny pro stopovou analyzu

wSplitless injection*: bez déliCe toku - na kolonu po urcitou dobu (6 az 90 s) privadén
vSechen nosny plyn se vzorkem, teplota injektoru konstantni, lepSi pro stopovou
analyzu, zakoncentrovani vzorku v rozpoustédle tvorici film na hlavé kolony, zvySenim
teploty v peci se pak sloZky vzorku postupné odpa¥i a putuji kolonou.

o ,on-column* injektor - ,,on-column injection® — nastfik injek¢ni stfikackou primo do
kapilarni kolony — jako u napliovych

o LVI injektor — ,Large Volume Injection®“ — diavkovany objem 10-250 ul, teplota
injektoru konstantni

»PTV* injektor - ,,PTV injection“(Programmed Temperature Vaporizing Injection) —
nastiik vzorku do injektoru pri nizké teploté, programovany ohrev jinjektoru,
odstranéni roupoustédla — mozZnost davkovat vétsi objemy vzorkua — az 100 pl



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
VIivy instrumentace

Davkovaci systém | ‘
Nastrik
I vzorku

Typy injektoru split/splitless

Privod nosného

plynu \
4 . Septum

b
O-ring—> | l |
' C———
wLiner* — > —— 300 °C “
sklenéna vlozka

Column Inlet Seal

Ferrule l

1.33



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
VIivy instrumentace

Davkovaci systém

Tvypy injektoru split/splitless

Split Injection Liner Designs

Split with wool
or CarboFrit™

Use only a

. Septu
ES
O-ring—>
Column Inlet Seal
Ferrule

small amount
of wool

Splitless Liner Designs

Straight Gooseneck

Laminar Cup

Excellent
vaporization,

expensive

Double
Gooseneck

i

Cyclosplitter®

Keeps
contamination

out of column

Cyclo Double-
Gooseneck




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vlivy instrumentace —prekoncentrace v injektoru

Typy injektoru LVI (Large Volume Injection)

o podobny injektoru split/splitless

o rozpoustédlo a analyty — zachyceny v lineru na nosici nebo v predkoloné

o rozpoustédlo nesmi zahltit predkolonu

o odstranéni rozpoustédla pied analytickou kolonou

o Postup injektaze:
vzorek injektovan do vyhratého lineru injektora se sorbentem v split reZimu
odfoukani rozpoustédla z predkolony nebo nosice,
prepnuti do splitless rezimu,

funguje dobre pro semi-tékavé a netékavé latky v t€ékavém rozpustédlu

12 m bez faze 3 m s fazi
—
B
predkolona Solvent vent Analyticka kolona

1.35



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
VIivy instrumentace — prekoncentrace v injektoru

Tvpy injektoru PTV (Programmed-temperature vaporization injektor)

o podobny injektoru split/splitless
o menS§i vnitini objem + méné masivni = rychlé vyhrati mozné
o Postup injektaze:
vzorek injektovan do studeného lineru injektora se sorbentem v split reZimu

odfoukani rozpoustédla, : —
YOORD0 tNiaChion Syslem GERSTIL,
Cis 4 ; i

prepnuti do splitless, " paimiess Sumping Moad

™ L

rychlé vyhrati injektoru

o funguje pro semi-tékavé

=

a netékavé latky Mester

o

v tékavém rozpustédlu

Baffle Liney

1.36



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
VIivy instrumentace — vliv kolony

Kolony

Zabezpecuji separaci sledovanych latek

Diilezita inertnost a stabilita — ,,bleeding* — hors$i LOD, LOQ

Naplnové kolony:

0 sklenéné nebo z nerezové oceli

0 délka 1-6 m, ID (vnitini primér) 1-4 mm
0 sadsorbentem (GSC)
o

se stacionarni fazi na inertnim nosici (GLC)

Dominantni
Kapilarni kolony dnes

0 dnes kifemenné s polyimidem, dfive ze skla, nerezi

0 délka 10-100 m, ID (vnitfni primér) 0,1-0,75 mm

1.37



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vlivy instrumentace — vliv kolony

Kolony

Stacionarni faze:

Adsorbenty (s):

grafitizované saze,

silikagel,

0

0

o teflon,
0 aluminosilikaty
0

zeolity

Zakotvené kapalné faze:

0 polyethylenglykoly (Carbowax),
0 polypropylenglykoly (Ucon),

0 polyestery,

o silikony,

0

polysiloxany — dominantni postaveni dneska !1!

Kapalné faze je zakotvena bud’ na nosi¢i (u napliovych kolon), nebo na vnitfnim

povrchu kapilary (u kapilarnich kolon). 1.38



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vlivy instrumentace — vliv kolony

Kolony

Sedm hlavnich faktoru ovlyviiujicich separaci latek:

O

O

O

Typ stacionarni faze v koloné
Tloust’ka filmu stacionarni faze v koloné
Délka kolony

Vnitini priomér kolony

.~ Urceno kolonou

/

Typ nosného plynu
Rychlost nosného plynu
Teplota (teplotni program) pece

1.39



Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Volba separa¢niho systému

Analvza tékavvch latek
VYBER STACIONARNI FAZE

o Polarnéjsi polutanty - metanol, aceton, acetaldehyd, fenol
o Vybér polarni stacionarni faze na bazi polyetylenglykolu — Carbowax, Stabilwax
o rozpoustédlo — polarni — aceton, isopropanol, voda

o vétsi tloust’ka filmu — 0,5—-3 pm

o Nepolarni polutanty — BTEX, VOX
o Vybér nepolarni stacionarni faze na bazi polymetylsiloxani
o rozpoustédlo — nepolarni — CS,, dichlormethan

o vétsi tloust’ka filmu - 0,5 -3 pm

o Plyny —metan, H,, O,, CO, etan

o vybér faze s tuhym sorbentem (Al,O3)

1.40



Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Volba separa¢niho systému

Analvza netékavych latek

VYBER STACIONARNI FAZE

O

O

O

O

Polarnéjsi polutanty — vyssi aldehydy, ketony
vybér polarni stacionarni faze na bazi polyetylenglykolu — Carbowax, Stabilwax
rozpoustédlo — polarni — aceton, isopropanol, voda

TENCH film stacionarni faze

Nepolarni polutanty — PAU, PCB, dioxiny, retardéry horeni
vybér nepolarni stacionarni faze na bazi polymetylsiloxani
rozpoustédlo — nepolarni — hexan, toluen

TENCI film stacionarni faze
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Volba separa¢niho systému

Analyza tékavvch latek

VYBER KOLONY

(©)

@)

O

Pro vétSinu aplikaci — kifemenna kapilara potaZena zvenc¢i polyamidem
— vyjimka p¥i analyze plynii — naplinové kolony

Délka: 30 - 60 m,

Vnitini primér: 0,25 mm — 0,53 mm,

Tloust’ka filmu: 0,52 — 3 um

Cim vétsi tloustka filmu - delsi retenéni ¢asy

= vetSi separacni ucinnost!
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Volba separa¢niho systému

Analyza netékavvch latek
VYBER KOLONY

o Pro vétSinu aplikaci — kifemenna kapilara potaZena zvenci polyamidem
pro biodiesel a ropu - metalické kolony

o Délka: 10-30 m,

o Vnitini pramér: 0,18 mm - 0,32 mm,

o Tloustka filmu: 0,05 - 1,5 pm

o Cim vétsi tloust’ka filmu = del§i retenéni ¢asy

-> vetsi separacni ucinnost!
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Volba separa¢niho systému

Analyza tékavych latek
VYBER INJEKTORU A DAVKOVACI TECHNIKY

Koncentrace polutantii
o velka - split
o mala — splitless

o stopova — splitless, ziidka PTV (LVI)

VYBER DAVKOVACIHO ZARIZENI

Koncentrace polutanti
o velka — manualné, autosampler
o mala — autosampler
o stopova — autosampler s headspace a SPME moduly
dynamicka headspace

purge&trap
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Volba separa¢niho systému

Analvza netékavvch latek
VYBER INJEKTORU A DAVKOVACI TECHNIKY

Koncentrace polutanti
o velka — split, splitless
o mala — splitless
o stopova - PTV (LVI)

VYBER DAVKOVACIHO ZARIZENI

Koncentrace polutanta
o velka — manualné, autosampler
o mala —autosampler

o stopova — autosampler s SPME moduly — vlakno piimo do kapalného vzorku
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory

Detektory v GC

O

O

O

tepelné vodivostni (TCD)

plamenové — ionizac¢ni (FID)

plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem (AFID nebo i NPD)
detektor elektronového zachytu (ECD)

citlivy, vhodny pro detekci halogent

heliovy ioniza¢ni detektor (HeD)

plamenovy fotometricky detektor (FPD)

fotoioniza¢ni detektor (PID)

detektor elektrolytické vodivosti (ELCD)

specifické detektory a kombinované techniky:, GC-MS, GC-AED, GC-FTIR aj.
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Detektory - GC

Tepelné vodivostni detektor (TCD. katarometr)

Casto pouZivany, oblibeny detektor - univerzalnost

Oblast linearity odezvy - vysoka

vvvvvv

vodivosti analyzovanych latek - helium nebo vodik

V praxi se vedle sebe zapojuji dva TCD detektory, do jedné z mérnych cel se privadi
¢isty nosny plyn, do druhé plyn vychazejici z kolony

Pritomnosti eluované slozky v nosném plynu se vlakno v mérné cele ochlazuje méné

nez vlakno v cele srovnavaci
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Tepelné vodivostni detektor (TCD. katarometr)

Princip méreni - zahraté téleso se ochlazuje rychlosti zavislou na sloZeni okolniho

prostredi, které teplo odvadi

Detektor obsahuje zahtivané odporové vlakno, které se ochlazuje protékajicim plynem,
zména jeho elektrického odporu,

KdyZz detektorem prochazi pouze nosny plyn - vlakno se ochlazuje rovnomérné, jeho
teplota i odpor jsou konstantni, obsahuje-li nosny plyn eluovanou latku, dojde ke zméné

teploty vlakna a ke zméné elektrického odporu — pozorujeme signal

/ vystup z GC kolony
VWA

Reference Sample ‘

P ower —
Supply ~
. Output
| i3 Cgerﬁmao P

Sampi Amplifier

referencni plyn | 4




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Plamenové-ioniza¢ni detektor (FID) Flame lonizaton Detector

o FID - odezva téméi na vSechny

1
L

organické latky obsahujicich C-H vazby

o Pro uhlovodiky - odezva imérna poctu Collector electrode
. Flame ignition
C atomiu v molekule coil  ° 300V

o Odezvu nedava vétSina anorganickych Polarizing voltage

plynt a par a nékteré organické latky
(formaldehyd, CCls)

o Zanedbatelna odezva pro vzduch a

vodu - vyhoda - k analyzam necistot <+—Hydrogen

vr ; o Colurnn
vV ovzdusi a vodnych roztoku
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Plamenové-ioniza¢ni detektor (FID)

o Plyn z kolony - zavadén do kysliko- Flame lonizaton Detector
vodikového plamene - probihaji

chemionizacni reakce vedouci ke vzniku

nabitych éastic (iontii)- ¢isty O2 — H2 o Collector electrode
Flame ignition

plamen obsahuje jenom radikaly coil

(nenabité ¢astice) OH , H', O,

+300V
Polarizing voltage

o V elektrickém poli dochazi ke vzniku
elektrického proudu

o Cil - dosahnout co nejdokonalejsiho sbéru

. . <+—Hydrogen
iontu

Column
o Meérime zde ioniza¢ni ué¢innost horeni
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP

Detektory v GC

Plamenovy ionizaéni detektor s alkalickvm

kovem (AFID nebo i NPD)

0]

Modifikace FID - k usti trysky je umisténa
peleta soli alkalického kovu (CsBr, KCl)
AFID je vhodny zejména ke stanoveni
fosforu, dusiku a siry v organickych
slouc¢eninach

Odezva na tyto heteroatomy je
mnohonasobné vysSi neZ pro ostatni
organické latky

AFID je typickym prikladem selektivniho
detektoru, nékdy se oznacuje jako ,,dusik-

fosfor detektor*

Fubidium
st bradd

Exhaust

L

““--_i:' i Collegtor

-

. g Bead

et 1 : l hea ter

£ Nt polarizing
i H’d.lﬂgl.‘

— Ajrin
e [ ydrogen in

|

=— Makeup gasin

q Capillary column
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Detektor elektronového zachytu (ECD)

0

Selektivni ioniza¢ni detektor citlivy na

elektronegativni atomy, zejména na halogeny
Zdroj ionizace - *H nebo ®Ni, emitujici &astice B
Nosny plyn (dusik) - vlivem B zareni ionizovan - vznik

konstantniho proudu pomalych elektronu

Atomy halogenii (elektronegativni atomy) zachytavayji i
r rv r e . W 14 ‘u
pomalé elektrony - snizeni ioniza¢niho proudu = . B<— o3Nidi
N\ ’/" l(wcnkﬂ emitler)
SniZeni proudu - méritkem koncentrace danych 4" g
\ /
[ r [e] ! /
elektronegativnich atomu \\\‘ < L )
o

Nejmensi detegované mnoZzstvi - o nékolik Fadi niZzsi

nez u FID

Detektor - pro stopovou analyzu pesticidi, PCB, VOX

V Zivotnim prostiedi 7z GC 5.ZJ
1




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Heliovy ioniza¢ni detektor (HeD)

0

Detektor pracuje na principu ionizace heliovymi atomy vzbuzenymi do
metastabilniho stavu s vysokym ioniza¢nim potencialem

Nestabilniho stavu heliovych atomii je dosahovano absorpci elektronii
emitovanych z radioaktivniho zdroje pii sou¢asném puisobeni elektrického pole o
velké intenzité

Patfi k univerzalnim detektorim, citlivy na organické i anorganické slouceniny,
véetné permanentnich plyni

VSechny slouceniny s niZSim ioniza¢nim potencialem jsou ionizovany a poskytuji
signal umérny jejich mnozstvi

Nosny plyn - potifeba pouzivat helium
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Plamenovy fotometricky detektor (FPD)

0 MEéFi emitované zareni pri spalovani v Hz plameni

0 Vysoce selektivni pro S a P

SxbhaLst

chemil_umine_r:cence
detection region / A o high
Filtesr voltage power
| / SUpply

alr i _FE'ITI';.-’\&HE to amplifier
I Irterfersncs A
2 filter computer
hoatad P filter = 526 nm

= filter = 394 hm
bloick

(S colLmn ‘\‘\.GG aven wall 1.54



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Fotoionizaéni detektor (PID)

0 Pouzitelnost: Ionizace sloucenin s IP <

10,6 eV, predevSim pro aromaty
0 Nedetekuje MeOH a vodu

0 Nedestruktivni — mozna kombinace

S jinymi detektory v sérii

0 velky linearni rozsah (107)
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v GC

Detektor elektrolytické vodivosti (ELCD)

0 Separované slozky jsou na vystupu z kolony oxidované nebo redukované (zavisi od
jejich charakteru) proudem plynu (Hz nebo O2) v malé peci, zplodiny postupuji do
vodivostni cely s rozpoustédlem

0 MEéri se zmény elektrolytické vodivosti po smichani zplodin s rozpoustédlem

0 selektivni pro slouceniny obsahujici halogeny, N a S

Solvant Delivery Line

® "
Qo0ncoo

Soubber o —————— - ]
Tellan Tube

[

© AMMIINNN

Reactor

Eﬁ Electromater Sobven!
% Exi Ling

Reaction Gas

SolenoklVent
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v LC

Detektory v LC

o optické,
o spektralni,
o elektrochemické,

o specifické detektory v kombinaci s LC:, LC-MS, LC-IR
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v LC

UV Detektor

0 Monitorovani pri zvolené vinové délce (254 nm, 366 nm) v rozsahu 200-800 nm

0 Neni moznost ziskat UV-VIS spektrum separovanych slozek

0 Detekce aromati a barevnych sloucenin
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v LC

Elektrochemické detektory v LC

méri urcitou elektrickou veli¢inu (elektrodovy potencial, proud, kapacita) vyvolanou
pruchodem latky pritokovou celou detektoru, ve které jsou umistény elektrody s vloZzenym

pracovnim napétim nezbytnym k pribéhu elektrochemické reakce

1 2

Systém 2 nebo 3 elektrod

DalSi proménna veliina - zdznam ¢asu

Méreny elektricky signal - umérny

n (mol) detekované slozky - sledovani zavislosti

mezi elektrickou veli¢inou a c analytu

3 %

1. pracovni elektroda, 2. pomocnad elekl‘roda,1 59

3. referencni elektroda



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v LC

Elektrochemické detektory v LC

Tvypy elektrochemickvych detektoriu

0 Amperometrické (polarografické) detektory

* méri proud vyvolany prichodem redukované nebo oxidované latky pritokovou celou

detektoru

* Mérna elektroda - tuha

zhotovena ze skelného uhliku, grafitovych vlaken, zlata, platiny, médi ¢i jiného kovu.
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Detektory v LC

Elektrochemické detektory v LC

Tvypy elektrochemickvych detektoriu

0 Coulometrické detektory
méri naboj potirebny k oxidaci ¢i redukei celkového mnozstvi latky pri jejim pritoku
mérnou celou detektoru

vysSi citlivosti detekce nez u amperometrickych detektor.

o Ucinnost elektrochemické reakce - zvysit pouZitim tzv. elektrody fritového typu (mobilni
faze protéka porézni grafitovou pracovni elektrodou)

0 Vyhoda - vysoka ucinnost, stabilita (sniZuje se pomér signalu k Sumu), selektivita, vétsi
povrch proti klasické elektrodé, oxida¢né-redukéni reakci na povrchu elektrody podléha

vice jak 90 % pritomného analytu.
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s GC

GC-MS - Hmotnostné spektrometricky detektor

0

0
0
0

Velice citlivy detektor vhodny pro identifikaci analyzovanych slozek smési

Organické molekuly se v MS fragmentuji

MS detektor - univerzalni
Interface
Vyhodnoceni zdiznamu z MS

databanka (identifikace sloZek)

Problematicka ¢ast GC/MS

Pocéitac

interface spojujici GC a MS —
MS vyzaduje hluboké vikuum MS detektor

GC - z kolony p¥rili§ plynu

Lépe se s MS detektorem spojuji kapilarni kolony nez kolony naplnové

Kombinace GC-MS patii dnes k nejprogresivnéjsim analytickym technikam 162



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s GC

GC-MS - Hmotnostné spektrometricky detektor

Dva pracovni rezimy :

1: Full Scan — vysledek — Total lon Chromatogram (,,TIC*) + MS spektrum
2. SIM — monitorovani zvoleného iontu reps.hmotnosti — pro stopovou analyzu,

selektivnéjsi SIM pro hmotnost
napr. 128

Chromatogram  — Full Scan

Retention time
1.63



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s GC

GC-FTIR — Infracerveny detektor s fourierovou transformaci

Dva pracovni rezimy :

1: Full Scan — vysledek — Total Response Chromatogram (,, TRC*) + IR spektrum
2. SWM — monitorovani zvoleného rozsahu vinovych délek resp. vinocti — pro stopovou

analyzu, selektivnéjsi SWM pro vinocdet
napf. 650 cm™

C
K

Chromatogram  — Full Scan

Retention time
1.64



Stopova analyza organickych polutantd v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s GC

[

SC-MS/FTI R

kolona

GC

MS
/ spektrum
MS
\ TIC
IR
/ spektrum
IR \

TRC
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s GC

GC-MS/FTIR

1. SlEHE ’
E

112 20

MS pektrum

(47 » H"nH Soan 't|.‘. nin. of W!WLI‘?.D

PE- b

ERa
-
3
E1-1-%

ET-1-T

Rmzponza

]
=]-1-F

200

1 2

2-%

3 = g
Time
Figure 1

Total Ton Chromatogram {top) and Total Response Chromatogram

{bottom) after irradiation of NB-CCl, solution.

i 0o ®

140
mmcm'-

IR spektrum

RSP 12.511 = 12,587 min, DATRISANP-7,D

i1S1im
15

—— ——
3008 2000

WRVENUMBER (om~|) -
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s LC

Detektor s diodovvm polem (HPLC-DAD)
0 V podstaté UV-VIS detektor — 200-800 nm

0 Moznost ziskat UV-VIS spektrum separovanych slozek

0 Detekce aromatii a barevnych slou¢nin
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s LC

LC-MS
Komplementarni k GC-MS

Vhodna pro analyzu polarnich latek
Koncovka stejna jako u GC-MS

Rozdily — mobilni faze kapalina, ionizace — elektrosprej

o O o o o

Dva rezimy méreni - jako u GC-MS
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s LC

LC-IR
Komplementarni k GC-IR

Vhodna pro analyzu polarnich latek
Koncovka stejna jako u GC-IR
Rozdily s GC-MS— mobilni faze kapalina

©o O O o o

Dva rezimy méreni - jako u GC-IR
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Spektralni detektory v kombinaci s LC

LC-NMR
0 Co je spektroskopie nuklearni magnetické resonance ?

fyzikalné-chemicka metoda vyuzivajici interakce atomovych jader (s nenulovym

jadernym spinem - 1H, 13C) s magnetickym : s

|- b= b———1 Reflective
polem (MP) il (| myiar

VYacuum

0 NMR spektrum separovanych analyti
0 Nutnost odstranit mobilni fazi a prevést ‘ — N, Reservoir
do deuterovaného rozpoustédla 45 1y Vacuum

He Reservoir
0 Vhodna pro analyzu polarnich latek

Superconducting
Solenoid
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vicerozmérné techniky — detailnéji v jiném predmétu

ZP - Komplexni smési 20-100 litek — nemoZné separovat viechny slozky jedinou
chromatografickou metodou

Diivody limitace — kone¢né rozliSeni, pikova kapacita, nahodna distribuce piki
Teoretické feSeni — kolony dlouhé nékolik km

Praktické reSeni — vyuziti vice separacnich dimenzi

Dimensionalita separa¢ni metody — pocet riznych separacnich mechanismi, kterym

je vzorek podroben, dobfe funguje v TLC

A
o o
° °
© 8
t 0 ©0 o o0 © o
nakapnuti Vyvoj v 1.dimenzi + oto€eni V}'_’VOJ' v
2.dimenzi
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Stopova analyza organickych polutantd v ZP
Metody kvantitativni analyzy

MEéri se plocha piki separovanych latek.

o absolutni kalibrace - ESTD: Konstruuje se kalibraé¢ni zavislost obvyklym zpiisobem —
externi kalibrace

A=kc+b —_ c = (A-b)/k

Metoda vnéjsiho standardu

180 000
160 000
140 000
120 000
100 000

80 000

60 000

40 000 .

20 000

0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

L] R?=0,7409

Plocha

Koncentrace pg/dm?3
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Stopova analyza organickych polutantd v ZP
Metody kvantitativni analyzy

o Metoda vnitini standardizace - ISTD: Ke vzorku se pirida znamé mnozstvi standardni
latky. Plochy pikiu stanovovanych latek se porovnaji s plochou piku standardu.

A/Ai=k.clci+b

18
16
14

AJA,

= L

=_—) c/ci= (A/Ai-b)lk == c=ci. (A/Ai-Db)/K
Metoda vnitiniho standardu s tlakovym pulsem
R? =0,9852
°
°
°
1 2 3 4 5
c/¢;
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Zpracovani ziskanych dat — pozadavky na software)

Pozadavky na software

Kvalitni funkce pro integraci piki
baseline hold, baseline back,
tangent skimming, solvent peak,
group peak, split peak

peak width

slope, threshold

Funkce pro operace s chromatografickymi zaznamy
Odecitani chromatogrami — nutnost pii stanoveni C1-Cao

,,Alignment* chromatogramti — korekce reten¢nich ¢asti

Funkce pro anotaci a report

Anotace obrazkt, vlastni report
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Zpracovani ziskanych dat — pozadavky na software)

Fragmentogramy v MS

Riizné oznaceni podle vyrobce

Fragmentogram, EIC (extracted ion current)

Software by mél umoziovat:

* extrahovat se zaznamu celkového iontového toku (TIC) pfislusSnou hmotu
(m/z) — fragmentogram vybrané hmoty m/z)

* operace s fragmentogramy — integrace, odegitani, alignment

* automatizaci zpracovani naméfenych dat — automatickou integraci,
identifikaci sledovanych polutanti, kvantitativni analyzu a report se vSemi

informacemi (vzorek, metoda, vysledky stanoveni...)
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Zpracovani ziskanych dat — pozadavky na software)

Vybrané aplikace pokrocilého zpracovani dat

Stanoveni C10-Cso
nam¢fit pozadi = nastiik rozpoustédla — ziska Chromatogram pozadi (CHyp)

. FDLA, (2008-081130808300)
nameérit vzorek — ziskame o’

Chromatogram vzorku (CHy,) d f

[

Matematicka operace:
CHVZ = CHp 5

= CHyz, kor (korigovany na pozadi ) ]

Integrovat CHyz, kor — Plocha ' m

Z kalibrac¢ni kiivky —
obsah, koncentracentegrovat

naméfit vzorek — 1.76



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Smysl validace

V dnes$ni dobé - vysledky analyz se vyznamné podileji na rozhodnutich s

vyznamnymi ekonomickymi niklady.
Z toho vyplyva nutnost mit spolehliva a vérohodna data.

K ziskani takovych dat je treba vzdy vybrat nejvhodnéjsi analytickou

metodu.
provést jeji VALIDACI pro dany tcel

k ziskanym vysledkiim ptifadit jejich NEJISTOTY
1.77



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Pojem validace

Validace - proces, pfi némz se ur¢uje vhodnost dané analytické metody pro

ziskani spolehlivych dat

Co se posuzuje pri validaci ? - zda jsou parametry analytické metody

takove, aby bylo mozno touto metodou ziskat vysledky pozadované jakosti

Laboratofe by mély prokazat, Ze pracuji v systému jakosti, jsou odborng

kompetentni a jsou schopny produkovat vérohodné vysledky.

Mezi zakladni 2 prvky systému jakosti patii:

? Validace méfici metody

. , vy . 1.7
? Nejistota vysledku méteni 8



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Pojem validace

o Validace - poskytuje informace o pracovnich charakteristikach analytické

metody
o validace zvySuje spolehlivost vysledku:
— pro uzivatele metody (analytika v laboratofi)

— pro uzivatele vysledki (zdkaznika)

o validace umoznuje lepsi dialog mezi zdkaznikem a analytikem !

1.79



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Pojem validace

Které metody validovat ?

o nestandardni

o vyvinuté v laboratofi

o standardni, ale pouzivané mimo ramec standardu

o standardni, ale upravené laboratofi

o Zdroje standardnich metod:

o - postupy uveiejnéné v mezinarodnich, regionalnich, narodnich normach (1SO,
EN, DIN, BS, ASTM, ...)

o - postupy uveiejnéné uznavanymi organizacemi v jejich publikacich (AOAC pro

potraviny a zemédélské produkty; ICH pro klinickou analyzu)
1.80



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci

Jak postupovat pri validaci ?

o stanoveni pracovnich charakteristik dan¢ analytické metody
o stanoveni rozsahu a omezeni dané analytické metody

o identifikace ovlivilujicich  parametrti, kter¢ mohou meénit pracovni

charakteristiky dané analytické metody
o jaky analyt miizeme stanovit, v jaké matrici, za pfitomnosti jakych interferent?

o za jakych definovanych podminek muiZeme dosdhnout pfedem urenou

. 1.81
nejistotu?



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci

Typické pracovni charakteristiky pri validaci
o selektivita, specifi¢nost

o vytéznost

o linearita, pracovni rozsah, citlivost

o LOD, LOQ

o opakovatelnost

o robustnost

o rozSifena nejistota

1.82



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci
Typické pracovni charakteristiky pri validaci
o selektivita, Selektivita je schopnost rozliSovat mezi analytem, ktery ma byt

stanoven, a ostatnimi slozkami vzorku (matrici).

o Specificnost je 100%-ni selektivita.

- jen malo analytickych metod je specifickych

1.83



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci

Vytéznost, R
o Mira pravdivosti dané analytické metody

r&fmmmmﬂhmﬁmm

o referen¢ni hodnotu obdrzime z:
- CRM (certifikovan¢ho materialu)
- spiku Cisté latky

o Cim je R bliZe k 1, tim je men§i vychyleni metody a

pravdivost metody je vysSi. 1.84



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci

Linearni rozsah, pracovni rozsah

1,0

pracovni rozsah —
0B -
linearni rozsah
6
m
LOQ
3
0.4
-8 1 LOD l
0,2 1 l —
0 |
| | | | | |
[i] 0,2 0,4 0.6 0.8 1,0 1,2

koncentrace

1.85



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci

o Mez stanovitelnosti (LOQ - limit of quantification)

Mez stanovitelnosti analytické metody je nejniz§i mnozstvi analytu,
které mize byt stanoveno s pfijatelnou nejistotou.

- Urcuje se z hodnot analytického signalu, LOQ je tedy signalove
orientovana velicina

- je rovna hodnoté slepeho pokusu ¥, + 10s (s je odhad smérodatne
odchylky slepého pokusu, tzv. blanku)

7LDQ = Yy + 10 53

Odpovidajici koncentrace analytu se vypocte pomoci kalibracni rovnice:
signal Y=Dby + b,*c
2 LOQ = (Y, 00— bo)b,

1.86



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Postup pri validaci

Robustnost
Robustnost analytické metody je charakterizovana necitlivosti

vysledku vaéi malym zménam experimentélnich podminek,
napr. pH, teploté, mnozstvi Cinidla....

Nerobustni parametr Robustni parametr

Foos pon so

1.87



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v 7P
Postup pri validaci

Opakovatelnost vyvinuté metody- priklad ze stanoveni EDTA

Pfipraveno a zméieno 12 vzork o koncentraci 5 pg/dm?3, koncentrace ISTD 1,2-PDTA byla
5 pug/dmé,

Vysledky méfeni opakovatelnosti analytického postupu stanoveni EDTA na GC-MS

C. vzorku Plocha EDTA Plocha ISTD AXx/AI Koncentrace pg/dm?®
1 22 176 23 058 0,962 5,011
2 76 548 75 432 1,015 5,287
3 56 432 55 632 1,014 5,285
4 96 325 92 364 1,043 5,433
S 36 998 36 612 1,011 5,265
6 28 895 27 999 1,032 5,377
7 99 633 98 752 1,009 5,256
8 40 222 39 863 1,009 5,257
9 63 900 61 587 1,038 5,406
10 55 901 57 452 0,973 5,069
11 22 639 24 785 0,913 4,759
12 78 506 76 892 1,021 5,319

Dean-Dixoniiv test na hlading vyznamnosti o = 0,05 - ovéfeny odlehlé hodnoty. Zadna hodnota nebyla
odlehla.

e Primér = 5,227 ug/dm* Smérodatna odchylka = 0,192 pug/dm* Relativni smérodatna odchylka = 3,16Z3§A)

O Analyticky postup byl opakovatelny s relativni smérodatnou odchylkou 3,67 %.



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP
Postup pri validaci

Opakovatelnost vyvinuté metody- priklad ze stanoveni EDTA

RozS$ifena nejistota méfeni U na hladin€é vyznamnosti a = 0,05 byla vypoctena

ze vztahu:

UA = k= Uc k koeficient rozSifeni, k =2 (a = 0,05)

Uc kombinovana nejistota

|
U, = wﬂ&saf + RSD,’

RSD1 - relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti analytického postupu GC-
MS = 3,67 %
RSD: - relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti GC-MS = 2,68 %

Rozsifena nejistota metody GC-MS Ua = 9,09 % nabyva hodnoty 9,09 %!1.89



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Zavér validace - valida¢ni protokol

Priklad validacniho protokolu

O

O

O

Postup: Stanoveni obsahu kadmia podle EN-1234 (GF-AAS)

M¢éftena velicina: Obsah celkového kadmia v potravinarskych vyrobeich
Matrice: Potraviny a krmiva

Zdroj metody: Vlastni, vypracovana laboratofi

Predpokladané pouziti: Rychlé posuzovani vyrobku

Analyticky postup:

Rozklad v MW,

analyza GF-AAS

Kalibrace:

Kalibracni roztoky

od vyrobce ZZ7 1.9



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Vyvoj a validace metod v ZP

Zavér validace - valida¢ni protokol
Priklad validacniho protokolu

o selektivita/interference - zadné interference do 1000 ng/g chloridi
o vytéznost - napt. (95 = 2) % CRM (ml¢ko)

o linearita - linearni v rozmezi 3,5 - 20 ng/g

o pracovni rozsah - pracovni rozsah 3,5 - 27 ng/g

o LOD; LOQ - LOD =1 ng/g; LOQ = 3,5 ng/g

o opakovatelnost - sr =3 % pii 10 ng/g

o robustnost - netestovano

o rozsifena nejistota - U = 10 % (k = 2)

1.91



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Derivatizace

Smysl derivatizace

Pievést analyty na produkty, které jsou kompatibilni s analytickym systémem

z hlediska separace nebo detekce.
Ptiklad z GC: analyzy EDTA, analyzy karboxylovych kyselin, lipidd,

steroidu, aminokyselin v télnich tekutinach po jejich prevedeni na nepolarni

slou€eniny.

1.92



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Derivatizace

Smysl derivatizace

BéZné postupy derivatizace:

silylace skupin NH2, OH (¢inidla TMCS, HMDS...)

methylace skupin OH, COOH (diazomethan, CH30OH+CH3ONa...
acetylace (acetanhydrid), trifluoracetylace

reakce s pentafluorbenzylbromidem

alkylace Grignardovymi slouceninami

Ptiklad z HPLC: analyza EDTA po jejim pievedeni do komplexu Zeleza

1.93



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Derivatizace

Priklady derivatizace — Stanoveni EDTA pomoci GC-MS

Uprava vzorkiu

Do 20ml vialky byl odpipetovan vzorek (5 ml), deionizovana voda (pro ptipadné fedéni

5-50 ml) a vnitini standard 1,2-PDTA.

Piipravena smés odpaiena do sucha na varné desce v atmosfére Ny (t = 90 +

3°C.

Odparek okyselen HCI (1 M). Po okyseleni vzorek znovu odpafen na varné
desce v atmosféie N2 (t = 90 £ 3°C).

1.94



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Derivatizace

Priklady derivatizace — Stanoveni EDTA pomoci GC-MS
Esterifikace vzorku
K odparku ptidany 2 ml esterifika¢niho ¢inidla (Butan-1-ol:Acetylchlorid 9:1

Viv).

Vialka uzaviena, prenesena do vodni lazné a zahtivana pii teploté 90 = 3°C

po dobu 1 hod.

EDTA pfevedena na terc-butylester

1.95



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Derivatizace

Priklady derivatizace — Stanoveni EDTA pomoci GC-MS
Extrakce butylesteru
1 ml hexanu s kontrolnim standardem PAHs o koncentraci 5 mg/1

obsah vialky kvantitativné preveden do odmérn¢ banky o objemu 50 ml ,

pfidan 1 ml NaOH (1 M).

Odmérna banka doplnéna po rysku deionizovanou vodou, zazatkovana a

dikladné protfepavana 5 min.

Po rozdéleni fazi organicka nepolarni faze prevedena pipetou do vialky (4

ml) obsahujici 0,5 g Na;SO4 pro vysuseni zbytkové vody.
Vialka 5 - 10 minut tfepana a vysuseny extrakt pteveden do 2ml vialky

Vzorek pripraven pro GC-MS analyzu. 1.96



Stopova analyza organickych polutantiu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

Stanoveni VOX

Sledovani obsahu 10 vysoce t€kavych chlorovanych
uhlovodikt (VOX) v sanovanych vodach

Metoda: mikroexrakce vzorku vody (60 ml) do xylenu (1ml)

Analyza: GC-FID, GC-ECD

vinylchlorid, 1,1-dichlorethen, CH,Cl,, trans-1,2-dichlorethen, cis-1,2-dichlorethen,
CHCI;, CCl,, 1,2-dichlorethan, TCE, tetrachlorethen



Stopova analyza organickych polutantu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

FDLA, (OX_AOX_F0014.)
PA~
61
;- 4
59

5.8% 10

, 2 3 9
o7 5 8
56 f w 6 7 J

55-

54

53

T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
B 6 I 8 9 10 11 12 13 min

GC-FID chromatogram standardu VOX, kalibrace uplnym postupem (15 ug I), 1 vinylchlorid,
2 —1,1-dichlorethen, 3 — CH,CI,, 4 — trans-1,2-dichlorethen, 5 — cis-1,2-dichlorethen, 6 —
CHCI;, 7 - CCl,, 8 — 1,2-dichlorethan, 9 — TCE, 10 — tetrachlorethen




Stopova analyza organickych polutantu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

FIDL A, (OXID_MOXFID019 D)
pA
60 -
50 -
40- A
30
20 - 1
A

L L s s S L s e L S S S SO SR

5 6 7 8 9 10 11 12 13 min
FID1 A, (OXID_MOXFID015.D)

PA 3
60;
50% B
40 -
3oé
20 2
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Obr. 3. GC-FID chromatogramy analyzy prisakovych vod pied vstupem (A) a na vystupu (B) z
Cisticiho zafizeni. ldentifikace pika: 1 — cis-1,2-dichlorethen, 2 — trichlorethen.



Stopova analyza organickych polutantiu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

Emise — BTEX, TOC
Sledovani obsahu BTEX a dalsic VOC v emisich

Metoda: zachyt BTEX a VOC na sorbentu, desorbce s CS,
Analyza: GC-FID



Stopova analyza organickych polutantu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

Emise - BTEX, TOC

FID1 A, (2008-09\24090812.D)

pPA ]
14

12 -

Stanoveni BTEX

)

benzen

p/m-Xylen
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toluen
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| L etylbenzen

T T T T T T
10 11

b
B

T T T T T T
12 13

8 [e]
FID1 A, (2008-06\25060803.D)

Stanoveni TOC




Stopova analyza organickych polutantiu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

Cio— C, Ve vodé, pudé

Sledovani obsahu nepolarnich latek

Metoda:

Vody: extrakce vody hexanem s pfidanymi C,5a C,,, suSeni,
¢1Sténi, zahusténi

Piady: extrakce pudy smési hexan: aceton (1:1) s pridanymi
C,oaC,y, suSeni, CiSténi, zahusténi

Analyza: GC-FID



Stopova analyza organickych polutantu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

ClO o C40

PA -

2%
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FID1A, (2008-08\13080850.D)

C10

/

5 10 15 20 25 min




Stopova analyza organickych polutantiu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

PAH ve vodé, padé
Sledovani obsahu 16 sledovanych PAH

Metoda:
Vody: extrakce vody hexanem, suSeni, CiSténi, zahusSténi

Piady: extrakce pudy smési hexan: aceton (1:1), suSeni,
¢1Sténi, zahusténi

Analyza: GC-MS



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

PAHS

separation of
benzo(j)fluoranthene
15

Peaks ) Peaks
5 1. Naphthalene S 14. Benzolklflucranthens
6 2. 1-Methylnaphthalens Sy 15. Benzoljiflucranthens
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

PCB, PCDD/F v emisich

Sledovani tvorby PCDD/F ve spalinach pti spalovani
alternativnich paliv na bazi odpadnich (smésnych) plasti

Metoda: zachyt do 2-etoxyetanolu (pro pozadované
koncentra¢ni urovné 0,1 ng I-TEQ/m? - potiebny vzorkovany
objem 10 m3 (suchého plynu)), extrakce hexanem, suSeni,
¢iSténi, zahusSténi

Analyza: GC-MS



Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

PCB, PCDD/F

PCB Aroclor 1260
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sledovanych latek | =
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

GC-ECD chromatogramy realnych vzork a jejich srovnani se slepym
pokusem.

ECD2 B, (DIOXIN1\25050703.D)

"3 K4/0

10000 4 slepy pokus 13 14
o0 12 15
2500 7 /
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‘ \ \ \ \ ‘ \ \ \ \ ‘ \ \ \ \ ‘ \ \ \ \ ‘ \ \ \
15 20 25 30 35 mir

ECD2 B, (DIOXIN1\25050704.D)
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Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza
VOC

Experimentalni relativni reten¢ni indexy (ERRT)

zvySeni informacni obsazZnosti

ERRT = charakteristika separované latky (podminky - kolona, teplotni
program a pod.).

RT, - reten¢ni ¢as

RT; - RT analytu
ERRTj =—1— 1 .100+C,,-100 Y
RT, - reten¢ni ¢as n-
A n-C, alkanu eluujiciho pred
n- Analyt analytem
CG

RT, ., - reten¢ni ¢as n-
alkanu eluujiciho za
stanovovanou slozkou

Retenc¢ni ¢as (min) Cn — poéet atomiu C v n-
alkanu

v



Stopova analyza organickych polutantiu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

VOC
RELATIVNi RETENCNIi INDEXY SLEDOVANYCH LATEK NA KOLONE Rtx-Vms
28. dekan- Cy,
1000,0 -
26. 0-xylen 27. styren
24. ethylbenzen 25. p-xylen/m-xylen | —¢— 1. methanol
900,0 - i —e— 2. 1,1-dichlorethylen
23. nonan - Cy —+— 3. sirouhlik
——4. allyichlorid
20. epichlorhydrin 22. tetrachlorethylen —e— 5. dichlormethan
1. toluen —e— 6. aceton
800,0 - —e— 7. 1-chlorpropan
19. oktan - Cq —+— 8. trans-1,2-dichlorethylen
_ ——9. hexan- C6
18. trichlorethylen —e—10. cis-1,2-dichlorethylen
15. benzen 17. 1,2-dichlorethan —e— 11. chloroform
700.0 - 13. tetrachlormethan 16. isobutanol —e— 12. cyklohexan

600,0 -

500,0 A

400,0 -

11. chloroform

7. 1-chlorpropan
5. dichlormethan
—~——

1. methanol

3. gfrg{%ﬁ?%r

2. 1,1-dichlorethylen

14. heptan - C;
12. cyklohexan

10. cis-1,2-dichlorethylen

9. hexan - Cg

- ceton 8. trans-1,2-dichlorethylen

Eluéni pofadi

—e— 13. tetrachlormethan
—— 14. heptan - C7
—e—15. benzen

—e— 16. isobutanol
—e—17. 1,2-dichlorethan
—e— 18. trichlorethylen
——19. oktan- C8

—e— 20. epichlorhydrin
—e—21. toluen

—e— 22. tetrachlorethylen
——23. nonan - C9

—e— 24, ethylbenzen
—e—25. p-xylen/ m-xylen
—e—26. 0-xylen

—e—27. styren

—— 28. dekan- C10




Stopova analyza organickych polutantu v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

VOC

900,0 -

850,0 -

800,0 A

750,0 A

700,0

650,0 -

600,0

550,0 A

450,0 ~

400,0 -

RELATIVNIi RETENCNIi INDEXY SLEDOVANYCH LATEK NA KOLONE ULTRA1

27 styren

26 m-xylen 28 0-xylen

24 ethylbenzen
25 p-xylen

22 oktan - C8 23 tetrachlorethylen

—e— 21 toluen

19 epichlorhydrin 20 heptan - C7
18 trichlorethylen
17 cyklohexan
13 isobutanol 4 1 2b(tje_nzhein N
11 hexan - C6 ~ ,2-dichlorethan

¥ 12 chloroform
) , 10 cis-1,2-dichlorethylen
8 smouhhlg

4 1.1-dichlorethen 9 trans-1,2-dichlorethylen
N

25 digichlaigropan
? dichlormethan
3 aceton

2 ethanol
1 methanol

16 tetrachlormethan
N

Eluéni poradi

29 nonan - C9

—e— 1 methanol

—e— 2 ethanol

—e— 3 aceton

—e— 4 1,1-dichlorethylen
—e— 5 dichlormethan

—e— 6 allyichlorid

—e— 7 1-chlorpropan

—e— 8 sirouhlik (rozpoustédl|o)
—e— 9 trans-1,2-dichlorethylen
—e— 10 cis-1,2-dichlorethylen
—— 11 hexan - C6

—e— 12 chloroform

—e— 13 isobutanol

—e— 14 1,2-dichlorethan
—e— 15 benzen

—e— 16 tetrachlormethan
—e— 17 cyklohexan

—e— 18 trichlorethylen

—e— 19 epichlorhydrin

—— 20 heptan- C7

—e— 21 toluen

—e— 22 oktan - C8

—e— 23 tetrachlorethylen
—e— 24 ethylbenzen

—e— 25 p-xylen

—e— 26 m-xylen

—e— 27 styren

—e— 28 0-xylen

—&— 29 nonan - C9




Stopova analyza organickych polutanti v ZP
Nejbéznéjsi organické polutanty v Zivotnim prostredi a jejich analyza

Dalsi POPs

« EDTA,

* bromovane¢ retardanty hofent,
 organopesticidy,

 endokrinni disruptory



