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Ucebni osnova
1.Uvod
Vyznam analytické chemie pfi kontrole znecisténi Zivotniho prostredi. Zdroje a transport polutant( v
prostredi. Rozptyl, degradace a akumulace polutantl v prostredi, perzistence a biokoncentrace.
Specifické problémy environmentalni analyzy, obecné schéma analytického postupu.

2. Vzorkovani

Kvalita vzorku, jeho velikost a pocet, strategie odbéru, vzorkovaci plan, odbérovy protokol, konzervace,
transport a skladovani vzorkl. Techniky odbéru vzorkd ovzdusi, aktivni a pasivni vzorkovace, atmosféricka
depozice, odbér srazkovych, povrchovych, podzemnich vod, odbéry tuhych vzorkt, pud, odpadd, sedimentd,
bioty, krmiv, potravin, biologickych materiald.

3. Zpracovani vzorku

Uprava vzorku pred analyzou, extrakce tuhych vzork( pomoci rozpoustédel, extrakce vodnych vzork
(kapalinou, plynem, na tuhou fazi), analyza rovnovaziné plynné faze.

Cisténi a frakcionace vzorku (kolonova kapalinova chromatografie, gelova permeaéni chromatografie)

4. Techniky analytického stanoveni

Chromatografické techniky, jejich princip, instrumentace, vyuziti, interpretace dat.

HPLC, GC, vybér kolon, fazi, detektord, GC-MS

5. Postupy stanoveni vyznamnych polutantl ve slozkach Zivotniho prostredi

Prioritni polutanty, nové typy sledovanych polutantd, vlastnosti PCBs, PCDDs/Fs, PAHs, pesticid(l, fenol( a
chlorfenoll a jejich stanoveni ve vzorcich ovzdusi, vody, pud, sediment(, bioty (homogenizace, extrakce,
rozklad kyselinou, odstranéni lipidl a interferentd, frakcionace, zakoncentrovani, GC-ECD, GC-MS, HPLC).
6. Kvalita dat, zaklady QA/QC a GLP

Kalibrace, jeji rozsah a linearita. Citlivost metody, mez detekce a mez stanovitelnosti. Pfesnost, spravnost,
shodnost analytickych dat, reprodukovatelnost a opakovatelnost. Vytéznost metody, referencni a
certifikované materidly, obohacené a slepé vzorky, regulacni diagramy. Mezilaboratorni srovnavaci testy.
Zaklady GLP, validace a verifikace metod, dokumentace, plany, standardni operacni postupy, protokoly,
uchovani dat, akreditace.




Historia detekcie PCB v zivotnom prostredi (1)

Zaciatkom 60. rokov minulého storocia sa svédsky
vyskumnik, Dr. Jensen pokusal studovat’ hladiny DDT v
Pudskej krvi. Pri prezerani plynovochromatografickych
zaznamov pozoroval zahadnu skupinu chemickych latok.
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Historia detekcie PCB v zivotnom prostredi (2)

Tieto zlu€eniny boli pritomné vo vSetkych
vzorkach, takze si nebol isty, Ci ide o
prirodne alebo synteticke latky.

Po 2 rokoch skumania zistil, ze tieto latky
obsahuju chlér a chemicky sa podobaju DDT.

Jensen zistil, ze to nie su pesticidy, pretoze
ich pozoroval aj v muzejnych vzorkach
pochadzajucich z r. 1935, kedy sa este
organochloroveé pesticidy nepouzivali.




Historia detekcie PCB v zivotnom prostredi (3)

Zistil, Ze vzorky pochadzajuce zo Svédska a
okolitych mori tiez obsahovali tieto latky.
Dokonca vzorky viasov jeho zeny a 3 deti
obsahovali stopové mnozstva. Najvyssie
hladiny vsak pozoroval u svojej dcery, ktora
bola este dojcena.

V tomto momente Jensen nebol schopny sa
pohnut’ dalej. Bez pouzitia referencnych
standardov neumoznovala plynova
chromatografia s klasickymi detektormi
identifikovat’ ,,nové* zlucCeniny.




Historia detekcie PCB v zivotnom prostredi (4)

°Pretoze obsah DDT a neznamych zlucenin
pritomnych vo vzorke tuku z orla bol vemi vysoky,
Jensen vyuzil hmotnostnu spektrometriu na
identifikaciu, hoci v tom case to nebol velmi citlivy
detektor pre plynovu chromatografiu. Ziskané
hmotnostné spektra ukazali, ze tieto nezname
zluceniny su polychlérované bifenyly (PCB).

Cly Cly

https://www.youtube.com/watch?v=NKiIM6W JZfQ
5:00 — 7:00 min




Polychlérované dibenzo-p-dioxiny
a dibenzofurany
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Zovseobecneny vzorec PCB
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3,3’,4,4’,5-pentachlorbifenyl (PCB-126)

(kongenér s najvyssou dioxinovou toxicitou)
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Chlorakné

vlavo:
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Co je dioxinova toxicita?

s dioxinovou toxicitou majuspolocnu vlastnost, Ze sa viazu na
robunkovy aryl-hydrokarbonov recep or (ARR] a aktivuju ho.

ARR CYTOPLASM
g unkovému jadru a viaze sa

CYP 1A1
‘ yCh prEJaVOVand other native genes

koplanarne PCB. kh dioxinova toxicita sa vsak lisi medzi

messenger RNA messenger RNA
kongenermi. Vyjagdruje sg to k toxickej potencii 2,3,7, g;l'gllg,gmi;]zv
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+ other proteins
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Stokholmsky dohovor o POPs

(do konca r. 2017 k dohovoru pristupilo 181 statov a ratifikovalo 152 statov)

= Cielom dohovoru je chranit l'udské zdravie a
zivotné prostredie pred perzistenthnymi
organickymi polutantmi s konecnym cieflom ich
uplnej eliminacie.

" Obvyklym sposobom ako hodnotit ucinnost
dohovoru je sledovat (monitorovat koncentracie

POPs uvedenych v dohovore vo vybranych
matriciach.




Povodnych 12 POPs zahrnutych v SD:

Aldrin
Chldordan
Dieldrin
Endrin
Heptachlor
Mirex
Toxafén
DDT

HCB
PCBs
Dioxiny
Furany
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DalSie POPs doplnené do Stokholmského dohovoru:

o-Hexachldorcyklohexan (HCH)

B-HCH

Chlordekon

Hexabrombifenyl

Hexabromcyklododekan (HBCD)

Hexabromdifenyléter a heptaBDE (komercny oktaBDE)
Hexachlorbutadién

Lindan (y-HCH)

Pentachlorbenzén

Pentachlorfenol, jeho soli a estery
Perfludroktansulfonova kyselina (PFOA), jej soli a perfluéroktan-
sulfonylfluorid (PFOS-F)

Polychlérované naftalény

Chldrované parafiny s kratkym retazcom

Technicky endosulfan a pribuzné izoméry
Tetrabromdifenyléter a pentaBDE (komercny pentaBDE)




Transport polutantov v prostredi

Zdroje znecistenia - bodové
- rozptylené
Polutanty su casto velmi toxické a nepodliehaju rychlej degradacii
(su perzistentné)
Dochadza k ich transportu a v zavislosti na rozdelovacom
koeficiente n-oktanol/voda (K, ) k:
= Biokoncentracii — k prijmu a zadrzaniu latky v organizme
vylucne pobytom vodného zivocicha vo vode (dychanim, prip.
prestupom cez kozu) a suchozemského zivocicha dychanim
vzduchu

= Bioobohacovaniu = k zvysovaniu koncentracie latky prijmom
potravy (predatory maju vyssi obsah polutantov nez ich obete)

= Bioakumulacii = k prijmu latky vsetkymi moznymi sp6sobmi,
t.j. dychanim, prestupom cez pokozku a konzumaciou potravy




Prenos POPs-ov ovzduSim
(3

®0®e® POP< o V teplych oblastiach sa POPs-y odparia

e Odparené POPs-y sa prenasaju veternymi prudmi do
chladnejsich oblasti zemegule, napr. Arktidy

e Nizka teplota spdsobi kondenzaciu POPs-ov a ich
vypadavanie z ovzdusia na zemsky povrch

o-nn- e .\}
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1874

138 rokov DDT

1,1,1-trichlér-2,2-
-bis(4-chlorfenyl)etan

Otmar Zeidler publikuje metodu Chemlckej syntezy DDT.

Orol bielochvosty je
désledku otravy s DI
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1,1,1-trichlor-2,2-
-bis(4-chlorfenyl)etan

138 rokov DDT

1970. roky Zakaz pouzivania DDT v mnohych statoch, vratane
Ceskoslovenska.

2004 Stokholmsky dohovor o POPs zakazuje vyrobu a
pouzitie DDT, okrem pripadov, ked je nevyhnutne
chranit’ zdravie ludi pred chorobami prenasanymi
hmyzom (napr. malaria komarmi).

https://www.youtube.com/watch?v=Ipbc-6lvMQl
https://www.youtube.com/watch?v=gtcXXbuR244
https://www.youtube.com/watch?v=-UiCSvQvVys




Spalovna tuh

Bratislava
po rekonstrukcii v 2004







Spalovanie zahradného a domového odpadu
(zdroj PCDDI/F a d'al$ich POPs)




Spalovanie zahradnéh



Vypalovanie travnych porastov




Elektrické
transformatory

(v minulosti plnené
ACB)
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Kroky kontroly chemického znecisténi
zivotniho prostredi

definice problému

monitorovani s cilem urcit rozsah problému

nalezeni optimalniho postupu pro kontrolu znecisteni
vyhodnoceni stavu a progndza vyvoje kontaminace
odhad expozice a posouzeni rizik pro ¢lovéeka

navrh opatreni

vytvoreni legislativy pro uc¢innou kontrolu
monitorovani pro zjisténi ucinnosti opatreni




Specifické problémy environmentalni analyzy

 Siroky rozsah koncentraci i vlastnosti analytu

 monitorovani na hladinach blizkych mezi detekce
(stopové a ultrastopové koncentrace analytu, riziko

chyb)
* riziko sekundarni kontaminace
* nehomogenita vzorku

* nutnost aplikace slozitych metod pro izolaci analytu z
matrice

* omezena stabilita analytt a matric
* cena instrumentace, Cistych chemikalii, standardu




Obecné schéma analytického postupu

odber vzorku

priprava vzorku

konzervace
transport
skladovani

extrakce

precisténi, odstranéni interferentu
frakcionace

zakoncentrovani

derivatizace

analytické stanoveni

interpretace dat




Monitoring

" Dlouhodobé pravidelné sledovani presné urcenych
ukazatell, dusledné definovanych v prostoru a case, v
bodech, tvoricich sit reprezentujici dany region.

= Jeho cilem je sledovani urcitéeho jevu ¢i parametru v
presne definovanych ¢asovych a prostorovych
podminkach.

= Sklada se z pozorovani a méreni, z hodnoceni
existujiciho stavu a progndzy do budoucnosti.




Odbér vzorku

e predchazi vyber - sledovanych latek
- lokalit
- frekvence, poctu vzorku
- metod

» duraz na kvalitu - reprezentativnost
- velikost

- stabilitu

e optimalni pomeér mezi cenou a hodnotou dat




Zasady odbéru vzorku

e Kvalitni dokumentace (Cislo, jméno vzorku, lokalita,
datum, osoba, mistni pozorovani a meéreni,
metody).

e Zachovani pozadované kvality (inertni kontejner,
rychly transport a analyza, zmrazeni vzorku).




Odbéry ovzdusi

volné ovzdusi - plynné latky (napr. so,, NO,, CO,)
- tékavé latky (napt. freény, benzén, ccl,)
- semitékave latky (napr. PAH, PCB, PCDD/F)
- pevnée castice (PM,,, PM, 5, PM,)

ovzdusi v mistnostech
pracovni ovzdusi
emise

imise




Techniky odbéru ovzdusi

= odbér plynné faze do vzorkovnice s pevhym objemem — tékavé
(kanystr, vak, plynotésna strikacka)

= absorpce plynu v roztoku T consampessus J1 1 L
(promyvacka, filtr o e :ic,__
impregnovany absorpcni Carban Trap .
kapalinou) - je treba J*i’m‘ S
kalibrované zarizeni na méreni J S—— \
objemu - ! |




Techniky odbéru ovzdusi

= zachyt plynu na sorbentech (detekéni trubicky s aktivnim uhlim,
silikagelem, polymery, denudery - nezachycuiji aerosol)

38




Techniky odbéru ovzdusi

» vzorkovani pevnych castic (vysokoobjemové vzorkovace, odbérové
filtry kremenné a polyuretanové, vzorkovani inhalovatelné frakce
< 10 pm (PMyy), resp. respirabilni frakce < 2,5 um (PM,s) a<1 um

(PM,) - kaskadovy a cyklonovy impaktor, univerzalni vzorkovac
(VAPS)




Vysokoobjemovy
vzorkovac pre POPs-y
vo forme tuhych

castic a v plynnej faze
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Odber ovzdusia v obci pri U.S. Steel

Meranie atmosferického "
tlaku, teploty vzduchu a
smeru a rychlosti vetra
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Techniky odbéru ovzdusi

* pasivni vzorkovace (napln PUF, XAD zZivice, semipermeabilni
membrana, extrakcni disk EMPORE)
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Semipermeabilna membrana

(vyrobena z polyetylenu o nizkej hustote, hrubky 75 — 90 pm
obvykle tvar vrecuska o dlzke 91 cm a sirke 2,5 cm
plneného 1 ml trioleinu)




Pasivne
vzorkovace s
polyuretanovou
penou pre
POPs-y




Atmosféricka depozice

mokra (prenasena na zem srazkami, prevlada v Cistych oblastech)

sucha (sedimentaci velkych castic atmosférického prachu a vlivem
znecistujicich plynu, prevliada ve méstech)

Odber atmosférické depozice

mokra (odbér pouze srazek do automatickych jimacu)

sucha (funkce koncentrace slozky v ovzdusi a rychlosti depozice,
sbérné nadoby)

soucet mokré a suché atmosférické depozice (sbérné nadoby,
nalevky)




Vzorkovani vod
= srazkové — sberné nadoby, nalevky
— pasivni jimace vody z ovzdusi
=" povrchové — sklenéné vzorkovnice

" podpovrchové - sklenéné vzorkovnice plnéné
cerpadlem

Vzorky vod jsou nestabilni, vytékavaji, precipituiji,
fotochemicky se rozkladaji, mikrobialne degraduiji,
snadno se kontaminuiji.

Je treba analyzovat co nejrychleji, konzervovat nebo
sorbovat (prenos analytu na tuhy sorbent).




Vzorkovanie sedimentu

UWITEC CORER

Umwelt und Wissenschaftstechnik
A-5310 Mondsee, Moosbachweg 10, Tel.: +43-6232-3946, Fax;: 3946-30.
E-Mail: uwitec@netway.at, Home Page: http/www.uwitec.at




Odbéry vzorku pudy a tuhych odpadu

VvV

" heterogenni material, omezena migrace latek

" vliv biologické aktivity, srazek, hnojeni

" pouzivaji se ryce, vrtaky, trubkové vzorkovace

" nejprve orientacni vzorkovani, udaje o
heterogenité

» pak odebirame nékolik vzorku, které
promichame

" obvykle vzorkujeme do hloubky 15 - 20 cm
(pokud se nezabyvame profilem)
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Co je l'udsky biomonitoring (HBM)? (1)

= HBM je hodnotenie fudskej expozicie chemikaliam pritomnym v
ovzdusi, vode, pode, prachu, potravinach a/alebo dalsim
environmentalnym médiam cestou merania tychto chemikalii a
ich metabolitov pritomnych v l'udskych vzorkach ako su krv,
mlieko, mog¢, vlasy, sliny, stolica, tkaniva. Vysledok tychto
merani sa obvykle nazyva ,,zataZenie organizmu®“.

* HBM je nastroj, ktory pomaha k lepsiemu pochopeniu fudskej
expozicie environmentalnym chemikaliam, tak prirodnym ako aj
vyrobenym clovekom.

= Ak sa HBM vykonava na reprezentativnej vzorke populacie, napr.
deti alebo dospelych v urcitej oblasti, HBM sa mo6zZe pouzit na
dokumentovanie ¢i takato podskupina bola exponovana urcéitym
chemikaliam a v akom rozsahu.




Co je l'udsky biomonitoring (HBM)? (2)

= HBM je vedecka technika na hodnotenie fudskej expozicie
environmentalnym polutantom a ich ucinkov zalozena na
vzorkovani a analyze jednotlivych tkaniv a tekutin. Kym kry,
moc, materské mlieko a vydychnuty vzduch sa analyzuju
najcastejSie, je mozné sledovat aj vlasy, nechty, tuk, kosti a
dalsie tkaniva.

* HBM umoznuje zistit, ¢i environmentalne polutanty, ktoré
prenikli do l'udského organizmu zanechali markery
odzrkadlujuce tuto expoziciu. Takyto marker moze byt
samotny polutant alebo jeho rozkladny/metabolicky produkt
ale moze to tiez byt nejaka zmena v organizme sposobena
interakciou polutantu alebo jeho degradacnych produktov,
ako s zmeny v hladinach urcitych enzymov alebo dalsich
proteinov, co moze viest k zmenam normalnych telesnych
procesov.




HBM je vyuzitelny na:

= posilnenie regulacnych opatreni poskytnutim aktualnych
udajov o chemikaliach dostavajucich sa do ludskej
populacie a v akej miere.

= zdokonalenie hodnotenia expozicie.

" urcenie vychodiskovych hladin alebo referencnych
rozsahov.

" hapomahanie pravu ludi vediet aké chemikalie sa
nachadzaju v ich telach.

" urcenie priorit na riesenie environmentalnych
problémov.




Niektoré faktory ovplyvnujiuce HBM (1)

= Tukovost a zlozenie materského mlieka sa dramaticky meni
pocas prvych tyzdnov po porode, co tiez vedie ku kolisaniu
hladin POPs. Aby sa potlacili tieto kolisania, odber vzoriek by
sa mal realizovat v ur¢itom case, napr. 3 — 8 tyzdiov po
porode a po dojceni, pretoze obsah tuku je iny na zaciatku
dojcenia a iny na jeho konci.

" Ak sa odoberie iba malo vzoriek s uzkej skupiny populacie,
moze to viest k faloShym predpokladom, Ze vysledky st
platné pre celu populaciu, napr. tak pre muzov ako aj zeny
alebo pre rozne vekové skupiny.




Porovnanie hladin niektorych POPs v zenach a muzoch
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Medianové hladiny PCB-153, HCB a p,p’-DDE v krvnom

sére v roznych vekovych skupinach
(vzorky odobraté v r. 2001 v ramci projektu PCBRISK)
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Niektore faktory ovplyvnujuce HBM (2)

Veri sa, Ze presnost chemickych analyz vplyva iba malo na celkovy
rozptyl vysledkov v nejakom monitorovacom programe, kedZe sa

.....

presnost.
To je pravda, ak tieto vzorky analyzuje to isté akreditované

laboratorium. Avsak, ak vzorky analyzuju rézne laboratéria, najma
z roznou analytickou kvalitou, moéze to potlacit alebo dokonca
znemoznit hodnotenie zmeny hladin, napr. POPs v pocas rokov
kedy sa monitoring vykonava.

To isté moze platit, ak laboratorium zmenilo metodoldgiu. Napr. ak
vyriesilo separaciu analytu od rusiaceho kongenéru, co sposobilo
pokles stanovenych hladin tohto kongenéru.

Rovnako, ak sa vylepsi (znizi) medza stanovenia (LOQ), ¢o sposobi,
ze sa stanovia analyty, ktoré sa predtym udavali ako
nekvantifikované, moze to viest k podobnym problémom v
zavislosti ako sa pracovalo s vysledkami < LOQ.




Odber vzoriek materského mlieka a krvi

Materské mlieko sa odobera podia WHO protokolu.

Krv od matky sa odobera podla AMAP protokolu.

V kazdom $tate sa musi odobrat najmenej 50 vzoriek. Staty, ktoré maju
viac nez 50 mil. obyvatelov, by mali na kazdy milién na 50 milionov
odobrat najmenej 1 vzorku navyse.

Vyberové kritéria pre matky: _ -
v' Matka je prvorodicka =~ — k_)\ .mq

v Vek matky pod 30 rokov

Matka dojci iba jedno dieta (nie dvojcata).

Matka byva oblasti bez prerusenia najmenej 10 rokov.

DN N NN

Matky, ktoré mohli byt vystavené vysokej expozicii PO
spalovni odpadu, celuldzok, metalurgickych zavodov al
organochlérové chemikalie s vylucené z monitoringu,
skreslovat vysledky.




Odber vzoriek

= Vzorkovanie sa vykondva medzi 3. az 8. tyzdnom po porode.

= QOdoberie sa najmenej 50 ml mlieka ruénym vytlacanim po dojceni alebo, kym
dieta pije z druhého prsnika, a tak vyuzit ,let-down“ reflex. MdZe sa tiez pouzit
vyCistena odsavacka mlieka. Matka moze odoberat mlieko doma. Dostane
podrobné instrukcie na odber, uskladnenie a transport vzorky a Cistu sklenené
nadobu na vzorku s uzaverom.

= Vzorka by sa mala odobrat priamo do dodanej sklenenej nadoby. Ak ju matka
odobera doma, uskladni sa v mraznicke az do odoslania do laboratoria. V
chladniéke pri 4 °C sa mdze uskladriovat max. 3 dni. Ak nie je k dispozicii
chladnicka, prida sa tabletka K>Cr.07 na chemicku sterilizaciu mlieka.
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Uprava vzorkt pudy pred extrakci

suseni volné na vzduchu nebo lyofilizaci

preositi pres sito s oky 2 mm (odstranéni hrubého
pisku); (jil je < 2 pm)

mleti nebo rozetreni v misce
subvzorkovani pro zachovani homogenity
uchovavani v uzavrenych prachovnicich

chranit pred svétlem a teplem




Drvenie, mletie, homogenizacia a preosievanie vzoriek
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Odbéry sedimentu a odpadnich kalu
* vzorky s vysokym obsahem vody, nehomogenni,
vyzaduji zvlastni upravu
* odebira se nékolik vzorkli a promicha se

e podle hloubky odbéru se da usuzovat na stari
kontaminace

* pouzivaji se drapakové vzorkovace a bagry pro
vzorkovani bez vertikalni struktury

* tycové vzorkovace pro vzorkovani profilu




Uprava vzorka sedimentt pred extrakci

odstranéni kamenu a vody (dekantaci)

suseni volné na vzduchu nebo lyofilizaci

rozemleti a separace frakce vhodné zrnitosti (< 63 um)
subvzorkovani pro zachovani homogenity

uchovavani v uzavrenych prachovnicich
chranit pred svétlem a teplem

pro odstranéni siry se pridava praskova med




Odbeér biotickych vzorku

 Flora - shér, trhani nadzemnich ¢asti aspori 3 cm nad zemi

* Fauna - pasti, sit&, lov, vyhrabavani

Vzorky jsou nestabilni, biologicky aktivni, s Ccasem meéni
své slozeni. Chranime je pred vyssi teplotou a svéetlem,

skladujeme ve vzduchotésné uzavrenych kontejnerech,
zpracujeme co nejdrive.




Uprava biotickych vzorku pfed extrakci

* Rostlinné vzorky - rozetfeme v tfeci misce nebo rozmixujeme

- vysuSime (nejlépe lyofilizaci)

e ZivoCi$né vzorky - pokrajime na malé kousky
- rozmixujeme, homogenizujeme
- vysusime, napr. s bezvodym Na,SO, nebo

lyofilizujeme




Priprava vzorku ovzdusi

filtry z odbérovych zarizeni jsou extrahovany horkym
organickym rozpoustédlem (Soxhlet, Randall,
Twisselman) pomoci ultrazvukové, mikrovinné,
superkriticke, zrychlené tlakové extrakce

Cisténi vzorka zahrnuje odstranéni interferujicich latek,
které se extrahuji spolu s analytmi (napft. pusobenim
H,S0,, alkalickeho hydroxidu, pomoci gelové permeacni
chromatografie)

frakcionace jednotlivych analytt sloupcovou
kapalinovou chromatografii (silikagel, modifikovany
silikagel, florisil, aktivni uhli)

zakoncentrovani




Priprava vzorku vod

* Privysoké koncentraci a Cistoté je mozna prima analyza

 Extrakce - plynem (staticky head space)

- plynem se zkoncentrovanim na sorbent
(dynamicky head space, purge and trap)

- nemisitelnou kapalinou (LLE) v délici
nalevce, napr. hexanem

- extrakci na tuhou fazi (SPE, SPME) -
klicovy je vybér extrakcéniho sorbentu a
eluéniho rozpoustedla

« Ciséténi a frakcionace

- jeli potreba tak podobneé jak pri
zpracovani pud nebo sedimentu




Priprava vzorku pud a sedimentu

extrakce horkym organickym rozpousteédlem (Soxhlet,
Randall, Twisselman), pomoci zrychlené tlakové,
ultrazvukové, mikrovinné, nebo superkritické extrakce

u sedimentu je nezbytné odstranéni siry, napr.
aktivovanou praskovou medi

cisténi vzorku od interferujicich latek (napf. na koloné
plnéné silikagelem modifikovanym kyselinou sirovou,
alkalickym hydroxidem, AgNO;)

frakcionace analytu sloupcovou kapalinovou
chromatografii (oxid hlinity, florisil, aktivni uhli)

zakoncentrovani




Priprava biotickych vzorku

extrakce horkym organickym rozpoustedlem (Soxhlet,
Randall, Twisselman), pomoci zrychlené tlakové,
ultrazvukoveé, mikrovinné, superkritické extrakce, SPE
odstranéni vysokomolekularnich latek (lipidu) pomoci
gelové permeacni chromatografie, dialyzou nebo
kyselinou sirovou

Cisténi vzorku (napft. na koloné plnéné silikagelem
modifikovanym kyselinou sirovou, alkalickym
hydroxidem)

frakcionace analytu sloupcovou kapalinovou
chromatografii (oxid hlinity, florisil, aktivni uhli)

zakoncentrovani




Schéma analyzy PCDD, PCDF, dI- a ndI-PCB v sedimente/pode

Sediment / péda

Uprava vzorky DCM:HEX 2:98

(drvenie, preosiatie, susenie)

DCM:HEX

1:1

ndl-PCB
13Cv:-extrak<“:né (multi-orto)
Standardy TOLUEN | reverzna
Pridavok aktivnej Cu v elucia y
mono- Koléna s Al,O;

Extrakcia toluénom
(PLE/ASE, Soxhlet)

(docistenie ndl-
orto PCB | | " pcE frakcie)

13C-davkov.
Standardy

y

HRGC / HRMS

HEXAN




Kvapalina-kvapalina
(LLE)

L J

slie

Purge & Trap

Niektoré extrakécné metddy

l ER2220

g

Tuhou fazou Tuhou fazou
na kolonke na disku
(SPE) (SPE)

Mikroextrakeia
na tuhej faze - priama

-

Head-space

Mikroextrakcia
na tuhej faze - headspace




Extrakcia typu
kvapalina —

.‘,‘ kvapalina (LLE)

i mlieka

» Vrchna faza organického
rozpust’adla (hexan-dietyléter)
obsahuje mlie€ny tuk a v hom
rozpustené latky, napr. PCB,

dioxiny, pesticidy




Extrakény pristroj

podla
Soxhleta

Twisselmana

Extrakéna patrona
s0 vzorkou

(opakovana extrakcia hortcim
rozpustadlom)

/

Vyhrievanie

Extrahovadlo




ExtrakCny pristroj na
zrychlenu extrakciu podla
Soxhleta

(extrakcia prebieha niekol’konasobne
rychlejsSie nez klasicka extrakcia podfla
Soxhleta, pretoze extrakéné patrony su

vyhrievané)




Extraktor na zrychlenu kvapalinovu extrakciu od fy Dionex
(ASE 300)




Schema zrychlenej tlakovej extrakcie (Dionex ASE 300)

Naplnenie patrony

¢

Zaplnenie patrony
rozpustadiom (0,5 — 1 min)

+

Zahriatie a tlakovanie (5)

¥

Staticka extrakcia (5)

+ T Cycle
Vyplach patrény novym |2-3x L
rozpustadiom (0,5)

¥

Prefuknutie s N, (1 -2)

¥

Koniec extrakcie .
(celkovy €as 17 — 22 min) > Cn"ﬂa‘:\'?; .
- Nitrogen J

e
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smer toku rozpustadia

Priklad zrychlenej extrakcie zo sedimentu

Uprava vzorky

 preosiata cez 63 um,
prip. 0,2 mm sito

! « dosusena

premiesanim s
Hydromatrixom

* premiesanas
medenym praskom na
odstranenie siry

J+«— filtracny papier

“|l«— sediment + Cu

«<— Cu prasok

<— Hydromatrix®
«— filtra€ny papier

vysuseného sedimentu:

- Hydromatrix®:

{ « precCistena

a preosiata
rozsievkova

~  zemina (kremelina)
| * ma vynikajuce

}  susSiace vlastnosti
1 diel Hydromatrixu
= 6 dielov bezv.
Na,SO,

Extrakéna cela:
« 100 mi

e 34 mli

* 10 ml




Extraktor na tlakovu kvapalinovu extrakciu (PLE) od fy FMS




Extraktor na tlakovu rozpust’adlovu extrakciu
(PSE) od fy Buchi (SpeedExtractor E-914)




Izolacia PCB a dalSich POPs z krvného séra na tuhej faze (C,5-SPE)
f o
| -




H,SO,/silikagélova kolona pouzivana na
pociatocneé cCistenie extraktov




Koléna plnena
aktivnym uhlim na
frakcionaciu
indikatorovych PCB (1.
fr.), dioxinom
podobnych PCB (2. fr.)
a PCDDI/F (3. frakcia)

Silanizovana sklena vata

0.5 g Celite 545

1 g AX-21 aktivne uhlie
na Celite 545 (1:19)

0.5 g Celite 545

Silanizovana sklena vata




Gélova permeacna chromatografia (GLC)

(patri do skupiny size exclusion chromatography)

Polystyrénovy polymér zosietovany pridavkom
divinylbenzénu — mnoZstvo DVB urcuje velkost porov
FLOW

particle
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Automatizovany systém spracovania vzoriek Power-Prep™
(konfiguracia pre 2 vzorky)

KOH/silikagél
WAgNO./silikagél




Schéma automatizovaného zariadenia na Cistenie vzoriek (Power-Prep)
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Schéma automatizovaného zariadenia na Cistenie vzoriek (Power-Prep)
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Schéma automatizovaného zariadenia na Cistenie vzoriek (Power-Prep)
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Schéma automatizovaného zariadenia na Cistenie vzoriek (Power-Prep)
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Koncentrator TurboVap LV na odfukanie rozpustadla z extraktov
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Koncentrator na

odfukavanie

rozpust’adiel z
eluatov vzoriek
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Derivatizacia analytov

Je to proces, ktorym sa povodna zlu€enina meni na
zluceninu s vlastnostami vhodnejsimi na stanovenie.

V pripade, ze sa na analyzu pouziva plynova chromatografia
tak dovodom na derivatizaciu je nizka prchavost’ analytu,
tepelna nestabilita, sorpcia v injektore, nekvalitha separacia
v koléne, nizka odozva v detektore.

Ak sa pouziva GC, zakladné typy derivatizacie su:

* Silanizacia — reakcia aktivnheho vodika so zlu¢eninami s tri- (,:H3
alebo dimetylsilyl skupinou, napr. trimetylchlérsilanom —Sli—CH3
ﬁ) CHj

» Acylacia — zavedenie acylovej skupiny /C+ reakciou, napr. i

R E CH-Br
pentafluérbenzylbromidom Jé[
F F

.
» Alkylacia — nahradenie kyslého vodika s alkylovou (metylovou)

skupinou, napr. reakciou s diazometanom (CH,=N"=N)




Kvalitativna a kvantitativna analyza organickych
polutantov vo vzorkach zo zivotného prostredia

Rozdelenie podla principu merania:
« Bioanalytické metody (CALUX, ELISA, RIA)
* Fyzikalnochemické metody (GC/MS, GC/ECD, TLC)

Rozdelenie podla kvality merania:

« Skriningové metody (vsetky bioanalytické metody, TLC,
GC/ECD, GC/LRMS

« Konfirmacné metody (GC/HRMS, GC/MS-MS)




Kvalitativna a kvantitativna analyza organickych polutantov
vo vzorkach zo zivotného prostredia (1)

= Skriningové bioanalytické metody
 Imunotesty — su zalozené na vysoko specifickom viazani urcitych
organickych zlucenin (antigénov) na protilatky (antibodies) — princip
,Zzamok-kluc*.
Priklady imunotestov:

— Radioimmunoassay (RIA), v ktorom do extraktu vzorky prida
specificka protilatka s naviazanym radioaktivhym ligandom. Analyt
kompetuje s tymto ligandom. Po separacii, napr. na filtri sa zmeria
radioaktivita filtra. Plati, ¢im nizsia aktivita, tym vyssia koncentracia
analytu, ktory vytlacCil ligand z protilatky.

— ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), v ktorom sa do
extraktu vzorky prida specificka protilatka s uz naviazanym znacenym
antigénom imobilizovana napr. na stenach skumavky. Anailyt, t.|.
antigén kompetuje so znaCenym antigénom. Po kratkej inkubacii sa
vzorka s neviazanym analytom vyplachne. Prida sa chromogénny
substrat, ktory vytvara farebny produkt s enzymom na znacenom
antigéne. Intenzita zafarbenia sa meria fotometricky. Plati, €im nizSia
intenzita zafarbenia tym vyssia koncentracia analytu.




Kvalitativna a kvantitativna analyza organickych polutantov
vo vzorkach zo zivotného prostredia (2)

= Skriningové bioanalytické metody
* Imunotesty

— Ah-receptor immunoassay, v ktorom sa do extraktu vzorky na
specialnej platnicke prida reakéna zmes obsahujuca Ah-receptor a
necha sa inkubovat'. Zluceniny s dioxinovou aktivitou sa naviazu na
AhR a komplex za zachyti na platnicke. Zvysok vzorky sa vyplachne.
Prida sa protilatka, ktora zafarbi iba AhR s analytom. Plati, ¢im vyssia
intenzita zafarbenia, tym vyssia koncentracia analytu.

2,3,7,8-tetrachlérdibenzo-p-dioxin

Skodlivina s doteraz najvyssie znamou afinitou k arylhydrokarbénovému receptoru




Kvalitativna a kvantitativna analyza organickych polutantov
vo vzorkach zo zivotného prostredia (2)

= Skriningové bioanalytické metody
- Biotesty — su zalozené na interakcii analytu so zivou bunkou

Priklad biotestu pre zlu€eniny s dioxinovou toxicitou:
— DR CALUX (Chemical-Activated LUciferase gene eXpression)

Zluceniny s dioxinovou toxicitou prenikaju bunecnou membranou a
viazu sa na Ah-receptor, ktory je spojeny s proteinom hsp90. Tento
komplex sa uvol'ni a migruje do bunec¢ného jadra. Viaze sa na AhR
jadrovy translokatorovy protein (Arnt), ktory interaguje so
specifickymi sekvenciami DNA, tzv. dioxinovymi odozvovymi
elementami (DRE). Tym sa indukuje transkripcia urc€itych génov.
Nasledne sa produkuje niekolko proteinov, v€. cytochromu P4501A1.
Vysledkom su viaceré toxické ucinky.

Tento princip sa vyuziva v komercne dostupnych biotestoch CALUX.
Vyuzivaju sa potkanie, mysie alebo l'udské rakovinové pecenoveé
bunky, ktoré su geneticky modifikované luciferazovym reportérovym
génom ziskanym zo svetlusky. Tieto bunky po expozicii dioxinovym
zluceninam emituju svetlo, ktorého intenzita zavisi od koncentracie
tychto latok. Meria sa spektrofotometricky (luminometrom).




Dioxin-like chemicals

CYF 1A1
and other native genes

Transcription NUCLEOUS

messenger RNA
l Translation

Increased cytochrome P450 1A1

+ other proteins

TOXIC EFFECTS

Mode of action in:

native cell

CYTOPLASM

Transcription

messenger RNA
l Translation

Luciferase

LIGHT
BDS' CALUX®cell




Kvalitativna a kvantitativna analyza organickych

polutantov vo vzorkach zo zivotného prostredia (3)

Fyzikalno-chemické analytické metody zalozené na

chromatografickej separacii zmesi zlucenin v extrakte a
naslednej detekcii a kvantifikacii niektorym z detektoroyv,
najcastejsie hmotnostnospektrometrickym detektorom.

Na separaciu pri analyze organickych latok v
environmentalnych vzorkach sa v sucasnosti pouzivaju
takmer vyhradne separacné metody zalozené na
vysokoucinnej plynovej chromatografii (HRGC) alebo
vysokoucinnej (vysokotlakej) kvapalinovej
chromatografii (HPLC, UHPLC)

Tenkovrstvova a papierova chromatografia — pouzivaju
sa na skriningové stanovenie




Princip chromatografie (1)

Chromatografia je fyzikalna metoda separacie, pri ktorej sa
vyuziva rozdielna afinita zloziek v zmesi k dvom navzajom
nemiesatelnym fazam.

Aj je tato afinita dana rozdielnym adsorpénym (adsorpcna
chromatografia) alebo rozdelovacim koeficientom
(rozdelovacia chromatografia) separovanych latok medzi
dvoma nemiesatelnymi fazami, tj. stacionarnou fazou
(adsorbent alebo viskoézna kvapalina) a mobilnou fazou (plyn
alebo kvapalina).

Ak sa zluceniny separuju podla velkosti svojich molekul —
gélova chromatografia; ak sa na ionexe vymienaju kationy
alebo aniony — ionexova chromatografia




Princip chromatografie (2)

Separacny proces v sucasnych HRGC a UPLC/HPLC sa sklada
s velkého mnozstva (az niekol'ko stotisic) jednotlivych
separacnych rovnovah, €o znamena, ze su tieto typy
chromatografie najucinnejsie, a preto najpouzivanejsie v
separacii zlozitych zmesi environmentalnych polutantov.

HexaCDF
. , separované: s .
zastaralou naplinovou kolénou P modernou kapilarnou kolénou
(3% Dexsil 300 on Supelcoport 100/120, (SP-2331, 60 m, 0.25 mm vnutorny @)
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Chromatogram

Je grafickym vystupom z chromatografu, konkrétne z jeho detektora.

V pripade najcastejsie pouzivanej plynovej chromatografie a
vysokotlakej kvapalinovej chromatografie je to chromatogram
skladajuci sa z eluénych vin (pikov); Na osi x je retenény éas a na osi
y intenzita namerana niektorym z detektorov (FID, ECD, MS, DAD, ai.).

Intenzita signalu z detektora

Retencny ¢as [min]




Chromatogram (2)

* Retencny ¢as je kvalitativnym udajom sluziacim na vypocet retencnych
indexov (napr. Kovatsovho RIl) charakterizujucim separovanu zluc€eninu.
Spolu so sirkou piku sa pouzivaju na vypocet rozlisenia 2 pikov a poctu
pater pre danu kolénu. Ak sa pouzije hmotnostna spektrometria d’'alsSim
udajom pre kvalitativhu analyzu je hmotnostné spektrum alebo pomer
intenzit monitorovanych vybranych iéonov zo spektra.

« Kvantitativnym udajom

t'R=tR-tM | I f

je plocha piku.
R Y Kvantifikacia sa
ty mitvy retencny cas L vykonava porovnanim
te retencny cas { plochy s Gdajmi v
t'x redukovany retenény €as i . v . .
Ny . kalibracnej krivke alebo

internym standardom
pridanym do vzorky
pred jej spracovanim.

Intenzita signalu z detektora

Retencny ¢as [min]




Zmes organickych latok
rozpustenych v rozpustadle
(vhodna pre latky, ktoré je D
mozné odparit’ bez toho, aby
sa rozlozili)

Vzorka:

Plynova chromatografia

ECD1 B, of KAZAKHSTW1292-1.D
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Plynovy chromatograf

Davkovaci priestor
I

I Detektor
Separacna koloéna '

Termostat

Nosny plyn
O

— Datasystém

Nosny plyn: He, N, alebo H,; Prietok: okolo 1 ml/min
Davkovaci priestor: S delenim toku, bez delenia toku, s
programovatelnou teplotou, davkovanie velkych objemoy,
a d’alSie.

Separacna koléna: V su€asnosti takmer vyhradne kapilarna
koléna, tj. tenka kapilara s kremenného skla s vnut.

priemerom okolo 0,25 mm a diiky 30 az 60 m.
GC detektor: Hmotnostnospektrometricky detektor (MSD),

detektor elektronového zachytu (ECD), plamenovo-ionizaény
detektor (FID), FID s alkalickym kovom (NP-FID), tepelno- '
vodivostny detektor (TCD). MS je najselektivnejsi ale FID a
TCD patria medzi najmenej selektivne, tzv. univerzalne
detektory. ECD je selektivnejsi ako FID ale menej selektivny
ako MS.




Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
(ultravysokoucinna, vysokotlakova)

Vhodna pre separaciu organickych latok, napr. biologicky aktivnych
latok, liecCiv, vitaminoy, drog, bielkovin, metabolickych produktov,
stereoizomérov, zmesi polarnych latok. Nenahraditel'na na stanovenie
tepelne labilnych latok (nie je mozné pouzit’ GC).

Mobilnou fazou je kvapalina, casto zmes kvapalin (napr. voda,
metanol, acetonitril, rozne pufre). Vyuziva sa gradientova eltcia, t.j.
plynula zmena koncentracie zloziek v mobilnej faze.

Stacionarnou fazou je sorbent, napr. chemicky modifikovany silikagél,
oxid hlinity, rozne polymeéry, aktivne uhlie; Velkost’ €astic uz od 1,7 pm.

Detektory: Hmotnostnospektrometrické (LRMS,MS-MS, TOF), optické
(absorpcny UV/visible, fotometricky, fluorescencny, refraktometricky,
odparovaci detektor rozptylu svetla), elektrochemické (coulometricky,
ampérometricky), vodivostny; MS detektor je najselektivnejsi.




Kvapalinovy chromatograf

Zasobnik
eluéného
inidla | \1
Predkolénovy
{ filter
Filter --L__\-] =2 _\ -] |
L |
Filter |
Vysokotlakové | V ‘

Cerpadlo -

1 ‘ \K

Viaccestny P dlé ona
redkolo

ventil .~ /’
na nastrek

vzorky P f
L ] A

Analyticka koléna _.  Proti-

tlakovy —+

/-' r regulator {
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N

Detektor

Zasobnik

[} ' -
- - I ";]
‘]' odpadu _'“_:;’ == A N

Riadiaci a vyhodnocovaci
pocita¢

- Analyticka koléna ma vnutorny priemer
najcastejsie 2,1, 3,0 a 4,6 mm, dizku 20 az 250
mm, je umiestnena v termostate, tlak: az 120
MPa

- Predkoléna chrani analyticku kolénu tym, ze
zachytava castice, zla€eniny viazuce sa
nevratne na stacionarnu fazu analytickej
kolény, nasycuje mobilnu fazu sorbentom. Je
spravidla plnené rovhakym sorbentom ako
analyticka koléna. Dizka do 30 mm.

- Semipreparativna a preparativna’koléna ma
vnutorny priemer 20 az 50 mm, dlzku 20 az 250
mm, vel'kost’ ¢astic 5 az 10 um.
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(L. 8 Kvapalinovy chromatoéraf
P v spojeni s hmotnostnym
- spektrometrom




Hmotnostna spektrometria (MS)

» Pouziva sa na identifikaciu tak jednoduchsich ako aj zlozitych organickych
zlucenin pocinajuc prchavymi zluc¢eninami a konciac peptidmi pomocou
nameranych hmotnostnych spektier.

= V poslednych 30 rokoch sa masovo vyuziva ako selektivny detektor v plynovej
a kvapalinovej chromatografii v oblasti environmentalnej analyzy, analyzy lieCiv,
drog, dopingu, metabolickych a degradacnych produktov, toxickych a
esencialnych prvkov.

= MS je destruktivny detektor (ako FID), t.zn., zlu€eniny sa pocCas detekcie
chemicky menia. Medzi nedestruktivne detektory patria, napr. TCD, UV/VIS
detektor, refraktometricky detektor. V praxi to znamena, ze za nedestruktivhym
detektorom méze byt’ umiestneny iny detektor.

= MS patri medzi vysokocitlivé a selektivne detektory.
= MS sa najcCastejSie pouziva v rezime nizkeho rozliSenia (LRMS) vyuzivajuc
separaciu ionov napr. kvadrupélovym analyzatorom. Vysokej selektivity a

citlivosti sa dosahuje ak sa odseparovany vybraty ion z 1. stupna spektrometra
znova ionizuje a separuje — tento typ MS sa nazyva tandemova MS (MS-MS).

= Medzi najselektivnejsi a najcitlivejsi MS detektor patri vysokorozliSovaci
hmotnostny spektrometer vyuzivajuci separaciu ionov magnetom a fokusaciu
elektrickym polom. Kvantifikovatelni odozvu poskytuje uz niekolko fg (10-1° g)
v GC piku.

= Najma pri identifikaCnych analyzach nachadza uplatnenie preletovy MS (Time-
Of-Flight MS) a elektrostatické MS (Orbitrap, cyklotronovy rezonanény MS).




Hmotnostné spektrum

Relativna intenzita (%)

100 Zakladny pik
T [M_X]+

Fragmentovy ion

[M_Y]+.

Molekulovy ion
M+

— m/z
(pomer hmotnosti a naboja)




Hmotnostna spektrometria
A

Neznama latka =——===) ' Hmotnostny

spektrometer

Hmotnostné spektrum 194
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Horny segment hmotnostného spektra 2378-TCDD

3 3°Cl

190 1 370] [M+2]*
322
T2 Mass Spectrum of 2378-TCDD (El, 70 eV)
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Abundance

Identifikacia zlu€enin v GC/MS zazname podneho extraktu
pomocou hmotnostnych spektier

alfo-HCH 122 J

- 183
1.8E+7] H\Ea a-HCH / 19
1.BE+7
1.4E+7 ~
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Porovnanie hmotnostnych spektier izomérov hexachlérbifenylov

sel  Mass Spectrum of 22'44'55'-hexaCB (PCB-153)

8o Cl ClI

ol |o—O—O)—-

i N I Ao b .h.._...... Mo i
Mass Spectrum of 22'344'5'—hexaCB (PCB-138)

Cl Cl Cl

o—(O)—~O)—-=

Rbundance

80 180 120 140' 160 180 200 220 246 289 288 300 325 340 369
Mass/Charge
Izoméry: Chemické zlu€eniny, ktoré maju rovnaky sumarny vzorec, ale rozdielny
Sstrukturny vzorec.
Kongenéry: Chemické zluc¢eniny, patria do skupiny latok so spoloénymi znakmi. Napr.
2,3,7,8-TCDD je jednym z 210 kongenérov PCDD/PCDF.




Analyza 2,3,7,8-tetrachlérdibenzo-p-dioxinu vo vzorke sedimentu pomocou GC/HRMS
v rezime vybranych iénov (SIM, MID) metédou izotopovej zried'ovacej analyzy
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Princip hmotnostnej spektrometrie

Na vzdialenej skale je vaza, na ktorej je nie€o namalované, ale neda za rozoznat’, €o to je — paralela s neznamou
zluéeninou vo vzorke

Pozorovatel ma iba pusku; Ulomky z vazy zasiahnutej projektilom sa rozsypu po okoli — paralela s bombardovanim
molekuly elektronmi v ionovom zdroji hmotnostného spektrometra

Ulomky sa poskladaju, a tak sa zisti, 6o bolo na vaze namalované — paralela s hmotnostnym spektrom a jeho
vyhodnotenim




Hmotnostny spektrometer
- VSetky MS systémy sa skladaju z tychto Casti:

Vstup vzorky Vystup dat

*GC
LC — | *Magneticky sektor
«Priamy vstup *Kvadrupol Datasystém
*lénova pasca
*Preletovy
*Ié6n-cyklotrénova rezonancia . L
\ *Elektronovy nasobic
F-——-F--—=-----—-

I6novy — HMOtNOStNY =——————p Detektor
zdroj analyzator ionov

___________________ 1 *Fotonasobic¢
[
1y////
1
1
[
[
[
1
1
[

*Elektronova ionizacia (El) P—

*Chemickad fonizacia (C) lonizacia, separacia ibnov
*Elektrosprej (ESI) Vakuové éerpadla a ich detekcia
*Bombardovanie rychlymi atémmi (FAB) (rotaéné vyvevy prebiehajt vo vakuu
sLaserova ionizacia (LIMS) + turbopumpy) (~ 10 - 10 Pa)
*Rezonancna ionizacia (RIMS)

*Termicka ionizacia (TIMS)

slonizacia plazmovou desorpciou (PD)

*Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)




Schéma elektronovej ionizacie

elektrény

lmzieravené va

Ionovy zdroj

_____________________

Odrazac (+ V)

GC koléna i ! N HMOTNOSTNY
1 : S s : ANALYZATOR

lanﬁda

Molekuly, napr. vody E HO*
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Magneticky sektorovy hmotnostny analyzator

Draha
nedetegovanych iénov
s nizSou hmotnost'ou

(m/z)

I6novy zdroj
Elektromagnety

Draha
detegovanych
iGnov

Detektor ionov

Draha
nedetegovanych iénov
s vy§Sou hmotnost'ou

(m/z)




Kvadrupolovy hmotnostny analyzator

Detektor ionov

I6novy zdroj

Privody jednosmerného
a radiofrekven¢ného napatia




Hmotnostny spektrometer s ibnovou pascou

lens in

Zo
lon Source ————- . l—»
o

lons out
m Datector

Endcap Ring Endcap




Preletovy hmotnostny spektrometer (TOFMS)

Urychlovanie iénov v pulzoch

lonizacna
komorka

vzorky ® °*
—_—> ———— ? O .0-

Vakuum

Preletova trubica

Tazsie Lahsie
iony iony

Meranie ¢asu

Linearny TOFMS

Vv

Reflektron

Ibnovy zdroj s urychlovanim
ionov v pulzoch

Reflektronovy
TOFMS

Detektor idonov




Fotografia
arabolického
hmotnostného
spektrografu
podla
Thompsona
zr.1910
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Vysokorozllsovam hmotnostny spektrometer z r. 2000



Sektorovy vysokorozliSovaci Tandemovy hmotnostny spektrometer (MS-MS)#
hmotnostny spektrometer s vysokouéinnym kvapalinevym chromafbg\afom
(HRMS) s dlvomi plynovymi % s | ol
~ chromatografmi .

andem_o_'vé hmotnostné sUAi(tr;"le re ( |
: s plynovymi chrcWI tografmi
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Zaklady spravnej laboratérnej praxe (GLP, QA/QC)

Vysledky analyz mé6zu mat’ znacné spolo€enské a ekonomicke
doésledky, mézu ovplyvinovat’ zavazné rozhodnutia.

Mozu vznikat’ pochybnosti o vierohodnosti udajov.

Laboratéorium musi vediet’ spatne preukazat’, ako bola vzorka
analyzovana, pripadne odobrata.

Laboratérium musi v pravidelnych intervaloch overovat’ kvalitu
vykonavanych analyz, a to analyzou slepych vzoriek (blank
samples), certifikovanych referencnych materialov (CRM) alebo
aspon referencnych materialov (RM), zu€astnovanim sa v testoch
sposobilosti (proficiency tests, interlaboratory studies, round robin
tests).

Analytické laboratérium by malo byt’ akreditované ako skusobné
laboratorium podFa normy CSN ISO/IEC 17025. To ho bude
zavazovat’ na vedenie potrebnej laboratornej dokumentacie,
validovanie analytickych metod, overovanie kvality svojich
vysledkov, spravnu manipulaciu zo vzorkami a odpadom z analyz,
zvysovanie kvalifikacie personalu, atd’. Akreditované laboratorium
sa musi v pravidelnych intervaloch podrobit’ internym a externym
auditom.




Vysledky testu zplsobilosti pro stanoveni PCDD/F, dioxinum podobnych

PCB a indikatorovych PCB ve veprové klobase a sadle
(organizované Referencni laboratofi EU pro dioxiny a PCB v potravinach a krmivech v r. 2012)

* Maso vysuseno s bezvodym Na,SO,
» Soxhletova extrakce n-hexanem
Pork sausage (1201-PLA) « K tuku pfidané '3C,,-Iznaéené kongenery

WHO-PCDD/F-PCB-TEQ upper bound (reported) * SEens Mavbana siitagelu, KOH na

Consensus value: 1.42 pg/g fat + GC separace na 60m koloné DB5-MS
RECETOX value: 1.40 pg/g fat » Kvantifikace pomoci HRMS (rozliSeni
10000)
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Pojmy popisujici nejistotny pristup k mereni

Preciznost:
(precission)

Pravdivost:
(trueness)

Presnost:
(accuracy)

v analytické chemii

Tésnost shody mezi namérenymi koncentracemi ziskanymi
opakovanymi mérenimi na stejném vzorku

Tésnost shody mezi aritmetickym priumérem nekonedného poctu

opakované namérenych koncentraci a referencni hodhot

Tésnost shody mezi namérenou koncentraci a skutecgou

koncentraci
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Priklad realizacie systému kvality v analytickom

laboratoriu vyuzivajucom plynovu chromatografiu

Udrzba meracich zariadeni sa vykonava podra planu udrzby.

Dokumentacia tykajuca sa analyzy sa archivuje (napr. 5 rokov) —
protokoly z odberov a spracovania vzoriek, GC/MS zaznamy
kalibracnych roztokov, blankov, RM a vzoriek, parametre GC/MS
merani.

Kalibracné krivky sa tvoria najmenej z 5 koncentracnych urovni v
linearnej oblasti detektora.

Stabilita kalibracnej krivky sa kontroluje denne kalibracnym
standardom so strednou koncentraciou.

V sade nie viac nez 10 vzoriek sa analyzuje aj vzorka na slepy pokus
(SP) a vzorka referencného materialu.

Koncentracia analytu v blanku nesmie prekrocit’ hodnotu predpisanu v
standardnom operacnom postupe (SOP) alebo v norme (oficialnej
metdde) — spravidla je to < 1/10.

Vysledky merani najcastejsie CRM alebo RM sa vnasaju do
(Shewhartovho) regulaéného diagramu; Musia spinat’ poziadavky
dané metodou, t.j. preciznost’ (napr. relativha smerodajna odchylka <
15%) a pravdivost’ (napr. v intervale * 20% od referencnej hodnoty)




Shewhartove regulacné diagramy
a kvalita analytickych merani

Snahou je udrzat’ meraci proces v statisticky zvladnutom stave, aby sa
zabezpecila pozadovana zhoda vysledkov

Konkrétne pri stanoveni PCDD/PCDF a dioxinom podobnych PCB v
potravinach a krmivach sa za ucelom uradnej kontroly podl'a nariadeni
(ES) ¢. 1883/2006 a €. 152/2009 pozaduje, aby v koncentracnej oblasti
maximalnych limitov bola relativha chyba merania, ktora vyjadruje
pravdivost’ merania < 20 % a relativha smerodajna odchylka (RSD),
ktora vyjadruje preciznost’ merania < 15 %.

Regulaény diagram obsahuje centralnu priamku (CL) rovnobeznu s
osou x; Hodnota y predstavuje referencnu hodnotu, napr. priemer
merani, koncentraciu v RM, atd'.

Hranice reg. diagramu mozu predstavovat’ priamky vzdialené od CL o
hodnotu 3s na kazdu stranu (je pravdepodobné, ze 99,7 % hodnoét sa
bude nachadzat’ medzi dolnou [LCL] a hornou [URL] reg. medzou ); Je
vhodné zakreslit’ aj tzv. vystrazné medze pri hodnote * 2s (~ 68 %
hodnét v intervale)

Pre analytické stanovenia ma vedenie reg. diagramov prinos v tom, ze
manazeér kvality dostava rychlu informaciu o stave kvality merani




Regulacny diagram preciznosti stanovenia TEQpcpp/pepe
v referencnom materiali

(sIneénicovy olej s pridavkom 17-ich Standardov) za obdobie 2001-2009
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Definice nékterych pojmu v analytické chemii

Analyt (Analyte)

Vzorek (Sample)

Vzorkovani
(Sampling)

Plan vzorkovani
(Sampling plan)

Bod odbéru
(Sampling point)
Protokol o odbéru

vzorku
(Sampling protocol)

Mez detekce
(Limit of detection, LOD)

Mez stanovitelnosti
(Limit of quantification,
LOQ)

Nejistota méreni
(Measurement uncertainity)

Vytéznost (Recovery)

Konkrétni slou¢enina, prvek, ion, funkéni skupina, nebo jejich kombinace ve
vzorku, jehoz pfitomnost nebo mnozstvi je uréovano metodami analytické
chemie

Cast materialu vybrana z jeho vétsiho mnozstvi

Cinnosti souvisejici s pfipravou a zpracovanim planu vzorkovani, s vlastnim
odbérem vzorku a dalSim nakladanim se vzorkem a €innosti souvisejici se
zpracovanim prislusné dokumentace

Predem stanoveny postup pro vybér, odbér, upravu na misté, dopravu a
pripravu diléich vzorkl nebo vzorki, které budou odebrany ze zakladniho
souboru jako vzorek

Pozice, ze které je vzorek odebran, definovana jednozna¢né a nezaménitelné
prostorovymi a casovymi souradnicemi

Dokument obsahujici vSechny potrebné informace o

misté, zplUsobu provedeni odbéru vzorku a jeho

dalsim zpracovani

Namérena hodnota analytu, ktery je pfitomen ve vzorku s pravdépodobnosti
B, pfi€emz pravdépodobnost jeho nepritomnosti je a

Nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které jsme schopni stanovit jako exaktni
hodnotu se stanovenou nejistotou

Pii vypoctu nejistoty se muize vychazet ze statistické analyzy série
opakovanych meéreni napr. CRM (nejistota typu A) a/nebo prispévku
deklarovanych nebo odhadnutych nejistot z jednotlivych slozek analyzy
(nejistota typu B)

Podil stanoveného mnozstvi analytu nebo jeho ekvivalentu ve vzorku po jeho
zpracovani (extrakce, Cisténi) k mnozstvi této latky pridané ke vzorku pred
jeho zpracovanim




Standardny operaény postup v analytickom laboratériu

 SOP je subor pisomnych instrukcii, ktoré popisuju rutinnu alebo
opakujucu sa ¢innost’ v analytickom laboratoériu.

- Uéelom SOP je, aby sa éinnosti vykonavali spravne a vzdy
rovhakym sposobom. SOP su neoddelitelnou sucast’'ou systéemu
kvality v analytickom laboratoriu.

 Technicky SOP strucnym a jasnym sposobom zrozumitelnym pre
pracovnika so znalost’ami prace v laboratoriu popisuje ako
realizovat’ urcity analyticky postup. SOP moze popisovat’ kompletny
analyticky postup, t.j. od upravy vzorky pred extrakciou, extrakciu,
Cistenie, frakcionaciu, zakoncentrovanie, separaciu pomocou GC,
detekciu pomocou MS, vyhodnotenie GC/MS zaznamov a vypocet
koncentracii analytov. Pre kazdy z uvedenych krokov vsak méze
existovat’ samostatny SOP a na vykon analyzy sa potom pouzije
subor vybranych SOP.

 Technicky SOP méze obsahovat’ tieto casti: (a) Nazov, (b) ucel a
oblast’ pouzitia, (c) zhrnutie metody, (d) rusenie analyzy, (e)
bezpecnostné opatrenia, (f) zariadenia a material, (g) chemikalie, (f)
odber vzoriek, manipulacia a uskladnenie, (g) kontrola kvality (SP,
RM), (h) postup spracovania vzorky, (i) postup stanovenia, napr.
GC/MS.




